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I. Autoreferat w jezyku polskim

Podstawa rozprawy doktorskiej jest cykl publikacji pod wspolnym tytulem:
~Przejsciowe obnizenie generowanej sity skurczu jednostek ruchowych po spadku
czestotliwosci pobudzen”, w ktorego sktad wchodza dwa artykuly przygotowane na
podstawie badan wykonanych w ramach projektu naukowego nr 2015/19/N/NZ7/01617,

finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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2019; March 2, 2019; doi: 10.1016/j.jelekin.2019.02.008; impact factor — 1,740;

punktacja ministerstwa — 100 pkt.

2. Rakoczy J., Krysciak K., Drzymata-Celichowska H., Raikova R., Celichowski J.
Biomechanical conditioning of the motor unit transitory force decrease following
a reduction in stimulation rate, BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation
12(1):60, 2020; September 29, 2020; doi: 10.1186/s13102-020-00208-6; impact factor

—1,979; punktacja ministerstwa — 100 pkt.



Wstep

Sita skurczu migéni szkieletowych moze by¢ regulowana za pomoca dwdch
podstawowych mechanizméw kontrolowanych przez osrodkowy uktad nerwowy, w ktorych
kluczowa rol¢ odgrywaja motoneurony. Tymi mechanizmami s3: rekrutacja (dekrutacja)
jednostek ruchowych do skurczu (Henneman, 1957; Henneman i wsp., 1965) oraz zmiana
czestotliwos$ci wytadowan motoneurondéw czynnych jednostek ruchowych (De Luca i Erim,
1994; De Luca i wsp., 1982; Person i Kudina, 1972; Kernell i wsp., 1983). Jednostki ruchowe
s3 najmniejszymi czynnosciowymi strukturami uktadu nerwowo-mig¢$niowego, ktore ztozone
sa z motoneuronu i zespotu witokien migsniowych unerwianych na zasadzie wyltacznosci
przez taki neuron, rozproszonych w obrebie jednego mig$nia. Niniejsza rozprawa dotyczy
badan w zakresie drugiego z wymienionych mechanizméw - wptywu uktadu wyladowan

motoneuronéw na rozwdj sity skurczu wtokien mig$niowych unerwianych przez ten neuron.

W wielu klasycznych eksperymentach dotyczacych wpltywu wzorcow wytadowan
motoneuronéw na regulacje silty stosowano stymulacje mie$ni lub wyizolowanych jednostek
ruchowych ciggami bodzcéw o statej, skokowo zmieniajacej si¢ czestotliwosci, a wyniki
przedstawiano w postaci wykresu zalezno$ci sity skurczu od czgstotliwosci pobudzen
(Kernell 1 wsp., 1983). Jednakze, co najlepiej ilustrujg badania elektromiograficzne
prowadzone na ludziach, podczas aktywnosci motoneurony jednostek ruchowych generuja
potencjaty w zmiennych odstgpach czasu (Adam i wsp., 1998; Boe 1 wsp., 2005; Masuda i De
Luca 1991; Moritz 1 wsp., 2005; Westergaard 1 De Luca 2001). Fakt ten Swiadczy o tym, ze
aktualna wiedza o skutkach zmian w uktadzie pobudzen i ich wplywu na przebieg sity

skurczu stale pozostaje niepeina.

Najwigksza liczba obserwacji badawczych, dotyczacych skutkéw zmian w uktadzie

pobudzen dotyczy efektow zmian odstgpdw w obrebie poczatkowych wyladowan



motoneuronéw. Wiadomo, ze motoneurony rozpoczynajac swojg aktywno$¢ moga
generowac na poczatku ciggu wytadowan dwa potencjaly o krotkim odstgpie czasu (dublet)
(Person i Kudina, 1972; Bawa i1 Calancie, 1983; Garland i Griffin, 1999), ktéory powoduje
skokowy wzrost sity skurczu — ,,catch effect” (Burke i wsp., 1976; Celichowski i Grottel,
1998). W innych do$wiadczeniach testowano efekty zmian dlugosci odstepéw pomiedzy
kolejnymi pobudzeniami w trakcie trwania skurczéw tezcowych i analizowano modulacje
przebiegu sity badanych jednostek ruchowych. Zaobserwowano, ze wydtuzenie oraz
skrécenie odstgpu pomiedzy dwoma kolejnymi bodzcami powoduje dla wszystkich jednostek
ruchowych odpowiednio: spadek oraz wzrost sity, a efekty te byly w znaczacym stopniu
zalezne od stopnia wypetnienia skurczu t¢zcowego (Grottel i Celichowski, 1999). Na tej
podstawie oceniono, ze skurcz tezcowy najbardziej podatny na zmiany w uktadzie pobudzen
cechuje si¢ stopniem wypetienia okoto 0,5. Wreszcie, gdy testowany byl wplyw skokowego
(Celichowski, 2001) Iub ptynnego (Celichowski i wsp., 2004) wzrostu czgstotliwosci
pobudzen na rozwoj sily, zaobserwowano nieznane wczesniej zjawisko redukc;ji sity skurczu
w relacji do odpowiedzi, w ktorej skurcz nie byt poprzedzany stymulacja o niskiej
czestotliwosci (,,tetanic depression”). To zjawisko bylo obecne nawet wowczas, gdy
wydtuzeniu ulegat tylko jeden odstep czasowy pomiedzy dwoma pierwszymi stosowanymi

pobudzeniami (Celichowski i wsp., 2011).

W ramach badan pilotazowych, ktore miaty na celu poszerzenie wiedzy na temat
skutkéw zmian czestotliwos$ci pobudzen, podczas trwania skurczu tezcowego niezupetnego,
zaobserwowano zaskakujacy 1 nieznany wczesniej efekt. Uwidaczniat si¢ on podczas
skokowych zmian czgstotliwos$ci stymulacji z wyzszej na nizsza i polegat na pojawieniu si¢
przejsciowego spadku sily skurczu ponizej poziomu oczekiwanego dla tej nizszej
czestotliwosei (rye. 1, Grzesiak 1 wsp., 2019). Po tym spadku sita skurczu powracata (po

okresie ok. 200-300 ms) do poziomu takiego, jak byl oczekiwany dla stosowanej nizszej



czestotliwosci pobudzen. Badania prowadzone na potrzeby pracy doktorskiej miaty na celu
wyjasnienie tego zjawiska, wptywajacego na przebiegu sily skurczu aktywnych jednostek

motorycznych.
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Ryc. 1. Amplituda przejsciowego spadku sily przy zastosowaniu stymulacji trdjfazowej niskiej-wysokiej-niskiej
czgstotliwoscei o parametrach 30-75-30 Hz. Rozmieszczenie zastosowanych bodzcow zaznaczono kropkami pod
wykresami sity. Ciggi potencjatow czynnosciowych jednostek motorycznych zaznaczono powyzej wykresow
sity. Przejsciowy spadek sily (zaznaczony pogrubiong strzatka) po naglym zmniejszeniu czestotliwosci
stymulacji przedstawiony zostat tylko w czeSci B. Pozioma przerywana linia stanowi odniesienie do warto$ci
sity osigganej na koncu stymulacji bodzcami niskiej czgstotliwosci, a strzatka wskazuje amplitude badanego
spadku sily. Powigkszona cze$¢ zapisu w czesci C przedstawia sposob obliczenia wskaznika wypelnienia (a / b)

(Grzesiak 1 wsp., 2019).

Cel badan

Celem pierwszej czgsci badan byto okreslenie wielkos$ci i charakteru zmian przebiegu
sity aktywnych jednostek motorycznych podczas zastosowania uktadu pobudzen o skokowo

zmiennej czgstotliwosci: niskiej-wysokiej-niskiej. Na podstawie uzyskanych wynikéw
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analizowano zaré6wno amplitude przejsciowego spadku sity w trzeciej fazie stymulacji jak 1
czestotliwo$¢ wystepowania tego zjawiska w zaleznosci od typu jednostek ruchowych
(Grzesiak 1 wsp., 2019, publikacja 1). Celem dalszej czesci badan byta: ocena wpltywu
rozciggnigcia migsnia na badane zjawisko, oszacowanie minimalnej liczby bodzcow o
wysokiej czestotliwosci niezbednej] do wywotania tego efektu, testowanie wrazliwosci
badanego efektu podczas koaktywacji jednej lub kilku jednostek ruchowych oraz okreslenie
czy przejsciowy spadek sity wystepuje réwniez podczas ptynnego (nie skokowego) spadku
czestotliwosci pobudzen. Dodatkowo, w celu glebszego zrozumienia mechanizmu badanego
spadku sily, dokonano analizy parametrow pojedynczych odpowiedzi badanych jednostek
ruchowych na kolejne pobudzenia zdekomponowane ze skurczu t¢zcowego (Rakoczy i wsp.,

2020, publikacja 2).

Hipotezy badawcze:

1) Badany przejsciowy spadek sity skurczu wynikajacy ze spadku czestotliwosci pobudzen
jest zjawiskiem, ktore jest zalezne od typu jednostek ruchowych i1 ich cech skurczu

(publikacja 1).

2) Badany spadek sity ma podtoze biomechaniczne:

a. zalezy od stopnia rozciggnigcia migsnia poddanego stymulacji (publikacja 2),

b. przy zastosowaniu niewielkiej liczby bodzcéw o wysokiej czestotliwosci w Srodkowej

czesci skurczu tezcowego badane zjawisko nie wystepuje (publikacja 2),

c. badany efekt spadku sity skurczu jest zalezny od liczby aktywnych rownocze$nie jednostek

ruchowych (publikacja 2).

3) Przejsciowy spadek sity skurczu jest obecny takze podczas ptynnego spadku

czestotliwosci stymulacji z wyzszej do nizszej (publikacja 2).



Metody

Procedury laboratoryjne

Doswiadczenia zostaly wykonane w warunkach in vivo na migéniu brzuchatym
przysrodkowym tydki szczurow Wistar w narkozie pentobartbitalowej. Badano jednostki
ruchowe trzech typow: FF (ang. fast fatigable) — jednostki szybkie, nieodporne na zmgczenie,
FR (ang. fast resistant to fatigue) — jednostki szybkie, odporne na zmg¢czenie, S (ang. slow) —
jednostki wolne. W celu funkcjonalnej izolacji pojedynczych jednostek ruchowych, korzenie
grzbietowe L4-L6 byly dzielone na coraz ciensze wigzki aksondéw, az do uzyskania
odpowiedzi ,wszystko albo nic” podczas okoloprogowej stymulacji tych wigzek
prostokagtnymi impulsami elektrycznymi o zmiennej amplitudzie. Po osiggnigciu
czynno$ciowej izolacji jednostki ruchowe byly kolejno poddawane nastepujacemu

protokotowi stymulacji:
1. 5 impulséw o czestotliwosci 1 Hz (rejestracja skurczu pojedynczego),

2. 500 ms stymulacji bodzcami o czestotliwosci 40 Hz (rejestracja skurczu tezcowego

niezupeinego),

3. 300 ms stymulacji bodzcami o czestotliwosci 150 Hz (rejestracja skurczu tezcowego

zupetnego).

Rejestracje uzyskane podczas tej czgsci procedur (pkt. 1-3) stuzyty okresleniu podstawowych
cech skurczu jednostek ruchowych, tj. czasu skurczu, czasu polowicznego rozkurczu, sity
skurczu pojedynczego, sity skurczu tezcowego zupeilnego oraz okresleniu typu badanych

jednostek ruchowych.



4. tréjfazowe ciagi bodzcoéw o niskiej-wysokiej-niskiej czestotliwosci dostosowane do typu
jednostek ruchowych (glowna czg$¢ rejestracji, w ktorej badano wystepowanie efektu

przejsciowego spadku sity):

- dla jednostek szybkich obu typow (F) stosowano ciagi bodzcow o niskiej
czestotliwosci w zakresie 10-50 Hz (pierwsza i trzecia faza), o czasie trwania 500 ms, oraz
bodzce o wysokiej czestotliwosci w zakresie 75-150 Hz (faza srodkowa), o czasie trwania

300 ms,

- dla jednostek wolnych (S) stosowano ciggi bodzcow o niskiej czestotliwosci
(pierwsza i trzecia faza) w zakresie 10-25 Hz, o czasie trwania 1000 ms, oraz bodzce o
wysokiej czestotliwosci w zakresie 30-50 Hz ($rodkowa faza), o czasie trwania 300 ms

(publikacja 1 1 cze$¢ doswiadczen w ramach publikacji 2).

Kazda stymulacja byla oddzielona dziesieciosekundowg przerwa. Wszystkie pomiary

zostaty przeprowadzone przy optymalnym rozciggnieciu mig¢$nia — 100 mN (publikacja 1).

Do analiz w ramach obu publikacji wtaczano jednostki ruchowe wykazujace badane
zjawisko (przejSciowy spadek sity o amplitudzie powyzej 3%) przy zmianie stymulacji z
wysokiej na niskg. W ramach do$wiadczen, ktorych wyniki staty si¢ podstawa drugiej
publikacji badano: 1. zalezno$¢ spadku sity od stopnia rozciggnigcia mig¢$nia; 2. minimalng
liczbe bodzcéw o wysokiej czestotliwosci niezbgedng do wywotania badanego spadku sity
jednostki ruchowej; 3. wptyw rownoleglego skurczu t¢zcowego innych jednostek ruchowych
na badane zjawisko przejsciowego spadku sity skurczu; 4. obecno$¢ badanego zjawiska w
przypadku skokowego i ptynnego spadku czgstotliwosci pobudzen (w celu obserwacji
efektow ptynnego spadku czestotliwosci pobudzen stosowano stymulacje ze zmieniajaca si¢

sinusoidalnie czgstotliwoscig bodzcoéw); 5. zmienno$¢ parametrow odpowiedzi na kolejne
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pobudzenia (majace ksztatlt pojedynczych skurczow), uzyskanych matematyczng metoda

dekompozycji skurczu tezcowego z wyraznym, przejsciowym spadkiem sity skurczu.

Publikacja 1

Badania zostaly wykonane na 11 samicach szczurow. Wyizolowano 161 jednostek
ruchowych. Badania objely analize cech skurczu jednostek motorycznych, oszacowanie
udzialu w badanej populacji tych jednostek ruchowych, ktore prezentuja przejsciowy spadek
sity, analiz¢ amplitudy spadku sity skurczu po zastosowaniu protokotu tréjfazowych zmian
czestotliwoscei (niska-wysoka-niska) oraz stopnia wypelnienia, przy ktorym badane jednostki

ruchowe charakteryzowaly si¢ najwickszym spadkiem sity.

Publikacja 2

Do tej czesci badan wykorzystano 10 samic szczuréw. Lacznie rejestrowano
wywotang aktywnos$¢ 122 jednostek motorycznych. Do badan wyselekcjonowano jednostki,
ktére na poczatku trzeciej fazy stymulacji (niska czgstotliwo$¢) prezentowaty spadek sily
ponad 3% w poroéwnaniu do sity w fazie pierwszej (niska czgstotliwos¢). Ze wzgledu na fakt,
ze badane zjawisko obserwowano najczesciej dla jednostek typu FR, a dodatkowo jednostki
te cechuje stabilnos¢ sity skurczu wynikajaca z wysokiej odporno$ci na zmegczenie, do badan
ktore wymagaly wielu rejestracji, wykorzystano ostatecznie wytacznie jednostki tego typu.
Dla tych wyselekcjonowanych jednostek przeprowadzono alternatywnie nastgpujace

procedury badawcze:

1. stymulacje bodzcami o niskiej czgstotliwosci w zakresie 25-35 Hz 1 wysokiej
czestotliwosci w  zakresie 75-90 Hz w ukladzie niska-wysoka-niska czestotliwos¢ -
obserwowano zjawisko spadku sity w mig$niu o réznym stopniu napigcia z pasywna silg

wynoszacg 30, 100, 200 mN) (6 jednostek ruchowych rejestrowanych w wybranych
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kombinacjach powyzszych czestotliwosci, dla ktorych w co najmniej jednej wybranej

dhugosci migsnia odnotowywany byt spadek sity — 35 kombinacji);

2. stymulacje z wykorzystaniem minimalnej liczby bodzcéw o wysokiej czestotliwosci, ktore
przyczyniaty si¢ do wywotania badanego zjawiska spadku sity przy zastosowaniu 75 i 90 Hz
wysokiej czestotliwosci (testowano efekt skrocenia 1, 2, 4, 6, 18 odstgpow miedzy bodZcami
w $srodkowej czesci stymulacji) (8 jednostek ruchowych w 2 kombinacjach wysokiej

czestotliwoscei 75 1 90 Hz — 16 kombinacji);

3. stymulacje z wykorzystaniem réwnolegltych aktywacji innych jednostek motorycznych
zlokalizowanych w tym samym migs$niu i analize wptywu ich skurczu na przebieg badanego
zjawiska (efekt testowano wywolujac rownolegly skurcz tezcowy pojedynczych jednostek
ruchowych lub grup jednostek). W tej czeSci badan wykorzystano 2 kanaly stymulatora:
poprzez jeden kanat w czasie 2000 ms z czestotliwoscig 150 Hz stymulowana byta cienka
wiazka aksonow zawierajaca tylko jeden akson biegnacy do badanego mie¢snia, pobudzajaca
wiec wylacznie jedng jednostke ruchowsa lub grubsza wigzka aksonow, zawierajaca kilka
aksonow biegngcych do badanego migsnia, co wywolywalo skurcz kilku jednostek
ruchowych. Na drugim kanale z op6znieniem 250 ms od poczatku stymulacji przez kanat
pierwszy byla prowadzana stymulacja trojfazowa o niskiej-wysokiej-niskiej czestotliwosci
wybranej jednostki ruchowej wykazujacej obecnos¢ badanego zjawiska. Rejestracje takie
zostaly przeprowadzone na 13 jednostkach ruchowych w 53 kombinacjach, tj. pojedyncze
jednostki ruchowe lub ich grupy byty kilkukrotnie stymulowane przez pierwszy kanat
rownolegle z pobudzaniem jednej z trzynastu jednostek ruchowych, u ktérych wystepowato

zjawisko przejsciowego spadku sity, pobudzanych przez drugi kanat;

4. stymulacje z wykorzystaniem ptynnej, zmiennej sinusoidalnie czgstotliwosci pobudzen dla

okreslenia czy badane zjawisko spadku sity uwidaczniajace si¢ dla jednostek ruchowych
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podczas skokowej zmiany czestotliwosci w ukladzie niskiej-wysokiej-niskiej jest obecne
takze w tracie ptynnego spadku tej czestotliwosci. Do analizy tej zastosowano sinusoidalne
tempo zmian czgstotliwosci w zakresie 2-4 cykli na sekundg, a zakres zmian czgstotliwosci
stymulacji byt dostosowany indywidualnie do kazdej z badanych jednostek motorycznych
tak, by generowaly one skurcze t¢zcowe niezupeilne. Badania te przeprowadzono na 9
jednostkach motorycznych wykazujacych silne spadki sit skurczu w trzeciej fazie stymulacji
(o niskiej czestotliwosci) w celu porownania wielkosci zjawiska podczas skokowych i

sinusoidalnych zmian czgstotliwosci dla kazdej z badanych jednostek ruchowych;

5. dekompozycja skurczéw 10 jednostek ruchowych, u ktérych badane zjawisko byto obecne,
z zastosowaniem matematycznej metody dekompozycji skurczu tezcowego niezupelnego na

odpowiedzi na poszczegdlne pobudzenia (Celichowski i wsp., 2008).

Wyniki i ich omowienie

Publikacja 1

Glownym rezultatem badan, przedstawionym w tej publikacji, bylo opisanie
nieznanego wczesniej zjawiska zwigzanego z procesem regulacji sity skurczu jednostek
ruchowych w zaleznosci od uktadu pobudzen generowanych przez motoneuron czyli
przejsciowego spadku sity skurczu do poziomu ponizej oczekiwanej wartosci bezposrednio
po skokowym zmniejszeniu czestotliwosci pobudzen. Spadek sity badany w eksperymentach
przy zastosowaniu trojfazowych stymulacji w ukladzie niskiej-wysokiej-niskiej
czestotliwosci byl zjawiskiem, jakie zaobserwowano dla jednostek motorycznych wszystkich
trzech typow (FF, FR, S) (ryc. 2, Grzesiak 1 wsp., 2019). Jednakze zjawisko to nie
wystepowato dla wszystkich badanych jednostek ruchowych (jego obecnos¢ stwierdzono w
78 ze 161 badanych jednostek - 48,5%), a czgstotliwos¢ jego wystgpowania wyraznie réznita

si¢ miedzy jednostkami réznych typow. Najczesciej badany spadek sity wystepowat w
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jednostkach typu FR — w 54 z 82 przypadkow, z mniejszg czestotliwoscig w przypadku
jednostek typu S - 11 z 31 przypadkéw oraz jednostek typu FF - 13 z 48 przypadkow
(odpowiednio, stanowito to 65,9%, 35,5% 1 27,1%) (ryc. 3A, Grzesiak 1 wsp., 2019). Ten
spadek sity wsrdd jednostek typu FR wynosit §rednio 13,0% (najwyzsza odnotowana warto$¢
spadku sily dla jednostek typu FR wynosita 36,5%), wsrdd jednostek typu S wynosit 8,9%
(maksymalna warto$¢ spadku sity — 19,0%), a w$rdd jednostek typu FF $rednia odnotowana
warto$¢ spadku silty wynosita 6,2% (maksymalna wartos$¢ spadku sity wynosita 13,8%) (ryc.
3B, Grzesiak 1 wsp., 2019). Jednostki ruchowe, dla ktorych wystapil spadek sity,
charakteryzowaty si¢ dluzszym czasem skurczu (p < 0,05 dla jednostek typu FR). Takze
wartos$ci sity skurczu pojedynczego i tezcowego zupetnego byly nizsze dla jednostek typu FR
1 FF, u ktorych odnotowano badany przejSciowy spadek sily, w stosunku do badanych
jednostek tego samego typu, u ktérych takiego spadku nie odnotowano (p < 0,05) (tab.1,
Grzesiak 1 wsp., 2019). Analizowano takze zalezno$¢ pomigdzy poziomem wypelnienia
skurczu tezcowego, w ktorym oceniano warto$¢ spadku sity, a amplitudg spadku sity skurczu
w obrebie kazdego z trzech typow jednostek, jednak nie stwierdzono wystepowania istotnych
korelacji. Niemniej nalezy podkresli¢, ze najwigkszy spadek sity byt odnotowywany dla
skurczéw tezcowych o stopniu wypetlienia w zakresie 0,5-0,9 (ryc. 4, Grzesiak 1 wsp.,
2019). W przypadku jednostek ruchowych typu FF i FR badany efekt byl najsilniej
zaznaczony dla czestotliwo$ci stymulacji w zakresie 20-40 Hz, z najwigkszym
odnotowywanym spadkiem sily zwykle dla czestotliwosci 30 Hz. Dla jednostek
motorycznych typu S najwigkszy przejsciowy spadek sity odnotowywano w przypadku
czestotliwoscei 15-25 Hz (ryc. 5, Grzesiak i wsp., 2019). Analiza wynikow dowiodta rowniez,
ze warto$¢ sity w Srodkowej fazie stymulacji (ktora byta zmienna i wynosita 75, 90 lub 150
Hz) nie wplywala na amplitude badanego spadku sity, natomiast zmiana niskiej

czestotliwosei stymulacji (w pierwszej i1 trzeciej fazie rejestrowanego skurczu tezcowego
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niezupelnego) warunkowata poziom przejsciowego spadku sity dla trzech typow jednostek

ruchowych (ryc. 6, Grzesiak 1 wsp., 2019).

Publikacja 2

Druga publikacja stanowita rozszerzenie badan eksperymentalnych rozpoczetych w
pierwszej pracy badawczej. Tres¢ jej obejmowata procedury do§wiadczalne, majace na celu
wyjasnienie mozliwych przyczyn badanego zjawiska oraz weryfikacje hipotez o jego
biomechanicznym podlozu. Przyjeto takze hipoteze, ze badany spadek sily moze mieé

miejsce podczas ptynnych, a nie tylko podczas skokowych zmian cze¢stotliwosci stymulacji.

1. Wplhyw rozciggniecia miesnia na amplitude badanego spadku sity skurczu

Zjawisko przejsciowego spadku sily jednostki ruchowej okazato si¢ by¢ silnie zalezne
od czynnika jakim jest stopien rozciagnigcia mig$nia. Sposrod trzech wartosci sity, z jaka
rozciggany byt migsien (30, 100, 200 mN), w przypadku 6 badanych jednostek ruchowych,
dla ktorych testy przeprowadzano kilkukrotnie przy zastosowaniu roznych kombinacji niskiej
1 wysokiej czestotliwosci stymulacji (lacznie testowano przebieg 35 skurczéw tezcowych
przy trzech stopniach napigcia mig$nia), najwigksze spadki sily zostaly odnotowane przy
rozciggnigciu migsnia do 100 mN ($rednio 15,1 £+ 10,5%), podczas gdy dla 200 mN $rednia
warto$¢ spadku sity wynosita 11,3 £ 8,2%, a dla 30 mN - 5,7 = 9,3%. Nalezy rowniez dodac,
ze spadek sity zostal odnotowany u wszystkich 35 badanych jednostek ruchowych przy
rozciggnieciu z sita 100 mN, przy rozciggnigciu migénia do 30 mN widoczny byl w
przypadku 21 z 35 testowanych jednostek, za§ w 6 z 35 sytuacji przy rozciggnigeciu do 200

mN badany efekt spadku sity nie wystapit (ryc. 1, Rakoczy i wsp., 2020).

2. Zaleznos¢ spadku sity od liczby impulsow o wysokiej czestotliwosci

Wysoka czgstotliwos¢ stymulacji w §rodkowej czgsci skurczu tezcowego powoduje

wzrost sity skurczu, ktoéra zalezy od liczby bodzcow wysokiej czestotliwosci. Liczbe ta
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regulowano wprowadzajac od 1 do 18 (1, 2, 4, 6, 18) krotkich odstepdéw (11,1 ms, odpowiada
to czestotliwosci stymulacji 90 Hz) miedzy bodzcami w $rodkowej czesci skurczu
tezcowego. Celem tych dzialan bylo okreslenie minimalnej liczby impulséw niezbednych do
wywotania efektu przejSciowego spadku sity. Badano w ten sposob 8 jednostek ruchowych,
charakteryzujacych si¢ najwigkszymi spadkami sity w poprzedzajacych stymulacjach, dla
dwoch wartosci niskiej czestotliwosci stymulacji: 35 lub 40 Hz i1 srodkowej wysokiej
czestotliwosci 90 Hz. We wszystkich przeprowadzonych probach, przy ograniczeniu liczby
krotkich odstepow miedzy bodzcami do jednego, nie zaobserwowano badanego efektu
spadku sity. Jednak wzrost liczby impulséw wysokiej czgstotliwosci, powodujacy stopniowo
zwigkszajacy si¢ poziom sity skurczu w srodkowej czesci, wywolywal badany przejsciowy
spadek sity, jednak zazwyczaj wyraznie widoczny dopiero, gdy poprzedzala go seria 6

bodzcow o zwickszonej czestotliwosci (ryc. 2, Rakoczy 1 wsp., 2020).

3. Zaleznos¢ zjawiska spadku sity od rownolegtej aktywnosci innych jednostek ruchowych

Wplyw réownoleglych skurczéw tezcowych zupelnych na badany spadek sity skurczu
byl testowany na 13 jednostkach motorycznych pobudzanych w réznych kombinacjach z
pojedynczymi jednostkami ruchowymi lub z grupami jednostek (lacznie 53 kombinacji).
Zakres zmiennosci sit skurczow tezcowych rownolegle czynnych jednostek wynosit 20,4-
987,4 mN. Dla jednostki motorycznej, u ktérej zarejestrowano badane zjawisko spadku sity
w okreslonym uktadzie niskiej-wysokiej-niskiej czestotliwosci, rejestracje powtarzano
stosujac taki sam wzorzec stymulacji. Jednak w czasie drugiej rejestracji, rownolegle do
aktywnosci badanej jednostki ruchowej, w migsniu trwat skurcz tezcowy jednej lub kilku
innych, rownolegle pobudzanych jednostek. Analizowano roznice w przebiegu badanego
zjawiska (spadku sily) pomiedzy dwoma rejestracjami (z rOwnoczesng aktywnos$cig i bez
rownoczesne] aktywnos$ci innej/innych jednostek ruchowych). W wigkszosci przypadkow
amplituda badanego zjawiska ulegata redukcji podczas koaktywacji innych jednostek
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ruchowych. Wykazano, ze gdy sita wspotdziatajacych jednostek ruchowych przekraczata
wartos¢ 550 mN, spadek sity w badanej jednostce ruchowej zawsze ulegal zniesieniu,
natomiast gdy warto$¢ sity rownolegle czynnych jednostek ruchowych byta nizsza, badane

zjawisko spadku sity niekiedy nawet miato wigkszg amplitude (ryc. 3, Rakoczy 1 wsp., 2020).

4. Zjawisko przejsciowego spadku sily skurczu podczas sinusoidalnych zmian czestotliwosci

pobudzen

Dla 9 jednostek motorycznych, dla ktérych potwierdzono obecno$¢ znacznego
przejsciowego spadku sity po skokowej redukcji czestotliwosci stymulacji (w uktadzie niska-
wysoka-niska czestotliwo$¢), rejestrowano site skurczu rozwijanego w trakcie stymulacji o
czestotliwo$ci zmieniajacej si¢ sinusoidalnie. Zaobserwowano, ze w trakcie trwania
pierwszego cyklu zmian, gdy czgstotliwos¢ stymulacji spadata do dolnego poziomu, sita
skurczu spadata do nizszych wartosci niz w przypadku kolejnych powtarzanych cykli
stymulacji. Najwigksza odnotowana réznica pomiedzy pierwszym i kolejnymi cyklami w

przypadku przejsciowych zmian wynosita 23,9% (ryc. 4, Rakoczy i wsp., 2020).

5. Matematyczny rozktad skurczow tezcowych w przebiegu sily

W celu glebszego zrozumienia podtoza badanego spadku sity obserwowanego przy
stosowanym ukladzie pobudzef o niskiej-wysokiej-niskiej czegstotliwosci, dla 10 jednostek
ruchowych, u ktorych amplituda przejSciowego spadku sity wahata si¢ od 5,3 do 36,4%,
dokonano matematycznej dekompozycji rejestrowanego skurczu na ciag pojedynczych
odpowiedzi na kolejne pobudzenia. Poniewaz dekompozycja moze by¢ wykonywana dla
skurczow tezcowych niezupelnych, a §rodkowa cze$¢ skurczu przy wysokiej czestotliwosci
stymulacji tego warunku nie spelniata, material do dekompozycji uzyskano obliczajac
roéznicg miedzy zapisem sity przy trojfazowym (niska—wysoka—niska) i dwufazowym (niska—

wysoka) wzorcu pobudzen. Zdekomponowane skurcze miaty ksztatt zblizony do skurczow
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pojedynczych, dlatego w modelu tym obliczano nast¢pujace ich cechy: czasy skurczu i1
relaksacji oraz amplitud¢ sily. Analiza zmiennos$ci tych cech skurczu w odpowiedzi na
kolejne pobudzenia wykazata, ze badany przejsciowy spadek sity wynikal ze zmniejszania si¢
amplitud sity i skracania czasu skurczow, natomiast powr6t sity skurczu do oczekiwanego
poziomu byl przede wszystkim efektem wydluzania si¢ czasu skurczow (ryc. 5, Rakoczy 1

wsp., 2020).

Dyskusja

Omawiany cykl publikacji dotyczyt dwoch glownych watkoéw: po pierwsze, dokonano
rejestracji 1 opisania nieznanego wczesniej zjawiska przejsciowego spadku sity skurczu
tezcowego niezupelnego, zwigzanego z redukcja czestotliwo$ci pobudzen wiokien
mig$niowych jednostek ruchowych (Grzesiak i wsp., 2019). Po drugie, w ramach
dodatkowego cyklu do$wiadczen zostata pozytywnie zweryfikowana hipoteza, ze badane
zjawisko jest przede wszystkim efektem biomechanicznym 1 wystepuje nawet gdy
czestotliwo$¢ pobudzen jednostek ruchowych zmniejsza si¢ stopniowo (Rakoczy i1 wsp.,

2020).

Badania, w ktorych ocenia si¢ efekty pobudzania witdkien mig¢sniowych przez rdzne
kombinacje bodzcow stymulacyjnych, pozwalaja poszerza¢ wiedze o roli uktadu wytadowan
motoneuronéw w regulacji sity skurczu, poniewaz bodZce stosowane podczas stymulacji w
ramach badan skurczu jednostek ruchowych aktywuja aksony i1 sa funkcjonalnym
odpowiednikiem potencjaléw czynnosciowych unerwiajacych je motoneurondéw. Zatem
opisywane badania przyczyniajg si¢ do lepszego rozumienia jednego z dwdch podstawowych
mechanizmow regulacji sity skurczu migéni szkieletowych obok rekrutacji jednostek czyli
zmian czestotliwosci i1 uktadu wyladowan motoneuronéw. Obserwacje dokonane w ramach

opisywanych eksperymentow wskazuja, Ze proces kodowania sily przez czestotliwose
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wytadowan motoneurondow ma charakter nieliniowy, dlatego badania te poszerzaja
wczesniejsze obserwacje dotyczace przejawdw takiej nieliniowos$ci, jak zjawisko ,,catch
effect” (Burke 1 wsp., 1976; Celichowski 1 Grottel, 1998), poczatkowy dublet wytadowan
(Person 1 Kudina, 1972; Bawa i Calancie, 1983; Garland i Griffin, 1999), ,.tetanic depression”
(Celichowski, 2001; Celichowski, 2004) czy histereza krzywej sila-czestotliwos¢ przy
poréwnaniu skutkéw wzrastajacej 1 malejgcej czestotliwosci stymulacji (Binder Macleod 1
wsp., 1989; Frigon i wsp., 2011). Ponadto, podobnie jak we wczesniejszych badaniach
regulacji sity skurczu przez zmiany uktadu pobudzen dostrzezono, ze amplituda badanego
zjawiska zalezy od parametrow sity skurczu jednostki ruchowej, jej typu fizjologicznego,
uktadu wytadowan, uzytej czestotliwo$ci 1 stopnia wypelnienia skurczu tgzcowego

niezupetnego.

Obserwacja, ze opisywany przejsciowy spadek sity zostal odnotowany u okoto
polowy badanych jednostek ruchowych §wiadczy o tym, ze zjawisko to ma charakter dos¢
powszechny. Jednak do tej pory zjawisko to pozostawato niedostrzezone, pomimo tego, ze w
literaturze mozna znalez¢ doswiadczenia, w ktérych stosowano niemal identyczny jak w
opisywanych publikacjach uktad bodzcow tj. trojfazowy ciag pobudzen w ukladzie niska-
wysoka-niska czestotliwos$¢ stymulacji (Frigon 1 wsp., 2011; Fuglevand 1 wsp., 1993). W tych
doswiadczeniach badano jednak skurcz catego migsnia — czyli efekt jednoczesnego,
synchronicznego pobudzania wielu jednostek ruchowych, a zjawisko przej$ciowego spadku
sity zaobserwowane zostalo podczas aktywno$ci pojedynczych jednostek ruchowych
(Grzesiak 1 wsp., 2019). Jak wynika z prezentowanych wynikéw badane zjawisko zanika w
efekcie biomechanicznej interakcji pomig¢dzy kilkoma wspdtpracujacymi jednostkami
ruchowymi (Rakoczy 1 wsp., 2020), zapewne w wyniku zaburzen transmisji sity generowanej
przez wtokna migsniowe do Sciggna migsniowego przez otaczajace je struktury kolagenowe

oraz aktywnosci kilku jednostek ruchowych. Wiadomo, ze w przypadku, gdy widkna
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migsniowe kilku aktywnych jednostek ruchowych sasiadujg ze soba, a ich terytoria nachodza
na siebie, proces transmisji sity odbywa si¢ poprzez wspolne wykorzystywane fragmenty
sieci kolagenowej blony podstawnej 1 uwzglednia wzajemne oddziatywanie jednostek
ruchowych na siebie (Meijer, 2007). Z tego powodu, w przypadku wspomnianych badan ze
stymulacjg calych mie$ni przez nerw (Frigon 1 wsp., 2011; Fuglevand 1 wsp., 1993),
jednoczesnie pobudzanych jest wiele jednostek ruchowych (przy supramaksymalnej
stymulacji nerwu pobudzane sg wszystkie jednostki ruchowe) zajmujacych catg objetos¢
migs$nia. Podczas stymulacji nerwu aktywne jednostki generujg skurcze o zrdéznicowanym
stopniu wypelnienia i wowczas w znaczacym stopniu maskowane sa dynamiczne zmiany

aktywnosci pojedynczych jednostek ruchowych.

Przejsciowy spadek sity przy naglych zmianach czestotliwos$ci stymulacji byt
najczes$ciej odnotowywany dla jednostek ruchowych typu FR, ale obserwowano go z
mniejszg czestoscig takze wsrod jednostek typu FF oraz jednostek typu S. Czgstotliwosé
wystepowania omawianego zjawiska w badanym migs$niu najprawdopodobniej wigze si¢ z
procesami biomechanicznymi, m. in. z przenoszeniem sily w obrgbie mig$nia na §ciggno
Achillesa. Jednostki ruchowe typu FR rozproszone sa przewaznie w tzw. proksymalnym
przedziale migsnia przysrodkowego brzuchatego tydki (Gardiner i wsp., 1991; De Ruiter i
wsp., 1996). Przedziat ten zajmuje ok. 40% catkowitej dtugos$ci migsnia (czg$¢ blizsza stawu
kolanowego) (Taborowska i wsp., 2016), a obserwowany efekt przejsciowego spadku sity po
redukcji czestotliwosci pobudzen moze by¢ zwigzany z zaburzeniem przekazania sily z
jednostek tego przedziatu przez przedziat dystalny do S$ciegna Achillesa. Ten proces
przekazywania sily z przedziatu proksymalnego do $ciggna Achillesa wigze si¢ z nagla
zmiang napigcia wildkien kolagenowych i1 mig$niowych w przedziale dystalnym. W
odpowiedzi na spadek czestotliwosci stymulacji, napigta, bierna cz¢s¢ migénia zostaje

uwolniona (trzecia faza stymulacji) 1 stopniowo dostosowuje si¢ do mniejszego stopnia
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naprezenia, w tempie wolniejszym niz zmiana dlugosci witokien migsniowych, a w takich
warunkach sita skurczu jednostki ruchowej jest okresowo mniej wydajnie przenoszona na
sciegno (zapisy sity wskazuja, ze ma to miejsce w okresie ok. 200-300 ms, Grzesiak i wsp.

2019, ryc. 2) (Huijing 1 Jaspers, 2005; Huijing i wsp., 1998).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty réwniez, ze badane zjawisko spadku sity
skurczu wyraznie zalezy od stopnia biernego napigcia migénia i bylo najsilniejsze, gdy
migsien byl pasywnie napigty z sitag 100 mN, czyli w warunkach optymalnych dla rozwinigcia
najwyzszej silty skurczu jednostek ruchowych réznych typow w migéniu brzuchatym tydki
szczura (Celichowski i1 Grottel, 1992). Przy nadmiernie wysokim (200 mN) lub zbyt niskim
(30 mN) stopniu pasywnego napi¢cia mi¢snia w stosunku do optymalnych wartos$ci, badane
zjawisko spadku sity malato lub nawet zanikato. Stopien pasywnego napigcia migénia (takze
niekurczacej si¢ jego czeSci) niewatpliwie zmienia jego sztywno$¢ i/lub inne cechy
warunkujace transmisje¢ sity skurczu jednostki ruchowej na $ciggno, co moze wplywac na

przebieg skurczu (w tym przypadku na badane zjawisko).

Sita skurczu jednostek ruchowych jest bardzo zmienna, w badanym mig¢$niu
najsilniejsze jednostki ruchowe majg okoto 70-krotnie wyzsza sitg¢ niz jednostki najstabsze
(Grottel 1 Celichowski, 1990). Na sitg¢ skurczu wptywa przede wszystkim liczba widkien
migsniowych jednostki, czyli wskaznik unerwienia (Kanda 1 Hashizume, 1992; Parmiggiani 1
Stein, 1981). Mozna oczekiwaé, ze najstabsze jednostki ruchowe zajmuja mniejsze
terytorium w migsniu i/lub ich wtdkna mie§niowe maja mniejszg gestos¢. Zapewne z tymi
faktami mozna wigza¢ obserwacje, ze to wilasnie dla takich stabych jednostek ruchowych
czesciej obserwowano efekt przejsciowego spadku sity skurczu (Grzesiak 1 wsp., 2019).
Natomiast relatywnie niskg, mimo niewielkiej sity skurczu, czegsto$¢ wystepowania badanego
przejsciowego spadku sity skurczu w przypadku jednostek ruchowych typu S mozna wigzac z
ich znacznie nizszg wrazliwo$cig na zmiany w ukladzie pobudzen (Grottel 1 Celichowski,
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1999) oraz znacznie wigksza sztywnoscig (Petit 1 wsp., 1990). Z drugiej strony jednostki typu
FF majg znacznie dluzsze wtokna migsniowe, dominujgce gtownie w dystalnym przedziale
migsniowym, charakteryzujace si¢ niestabilng silg skurczu. Ich sita skurczu poczatkowo
dynamicznie si¢ wzmacnia, a nastgpnie w szybkim tempie maleje na skutek rozwoju
zmeczenia (Gardiner 1 wsp., 1991; De Ruiter 1 wsp., 1996). Dodatkowo przedziat dystalny
jest znaczgco dtuzszy niz przedziat proksymalny (ktory zawiera gtownie jednostki ruchowe
typu FR 1 S), co powoduje, ze sita skurczu jednostek typu FF jest przekazywana na $ciggno

poprzez znaczaco krotsze elementy struktury migsni (Taborowska i wsp., 2016).

Oprocz biernego rozciggnigcia migsnia, koaktywacja innych jednostek ruchowych
tego samego migsnia, takze przyczynia si¢ do modyfikacji napigcia zaangazowanych w
transmisj¢ sity fragmentéw sieci kolagenowej, co w mysl testowanej hipotezy, wplywa na
procesy przenoszenia sity generowanej przez wtokna migsniowe czynnej jednostki ruchowe;j
na $ciggno. Wplyw ten w odniesieniu do badanego zjawiska przejSciowego spadku sity po
redukcji czestotliwosci stymulacji okazal si¢ bardzo istotny. Opisywane badania wykazaly, ze
gdy sita skurczu aktywowanej rownoczesnie grupy jednostek ruchowych przekracza 550 mN,
efekt przejsciowego spadku sity zanika. Srednia warto$¢ sity maksymalnego skurczu
tezcowego zupelnego dla pojedynczej jednostki ruchowej w badanym mig$niu wynosi 100,8
mN, Srednia wartos$¢ sity migsnia brzuchatego przysrodkowego tydki wynosi ok. 5,25 N, a w
jednym mieé$niu znajduja si¢ przecigtnie 52 jednostki ruchowe (Celichowski i Drzymata-
Celichowska, 2007). Sugeruje to, ze podczas aktywno$ci na poziomie okoto 10-15% sity

mig$nia badane zjawisko moze mie¢ juz niewielki wptyw na przebieg sity skurczu.

Liczne badania wykazaly, ze sita generowana przez pobudzane jednostki ruchowe jest
wrazliwa na wzorzec stymulacji, a wydtuzenie lub skrocenie nawet jednej przerwy pomiedzy
poczatkowymi lub kolejnymi dwoma bodzcami, moze przyczyni¢ si¢ do modyfikacji
dalszego przebiegu sily (patrz: Wprowadzenie). Mechanizmy tych efektéw upatrywano w
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zmianach poziomu wapnia uwalnianego do sarkoplazmy i/lub interakcji miedzy miozyna
oraz aktyng (tworzenie zmiennej liczby mostkow) (Allen 1 wsp., 2008; Allen i Westerblad,
2001). Przeprowadzone badania dowiodly jednak, ze dla wywolania opisywanego
przejsciowego spadku sity potrzebny jest dluzszy cigg bodzcoéw wysokiej czestotliwosci
(minimum 6). Dodatkowo, zastanawiajacy jest fakt, ze opisywane zjawisko wystepowato
tylko w czgs$ci jednostek ruchowych wszystkich trzech typow, a jego wystepowanie wigzato
si¢ z mniejszg sitg skurczu jednostki (mniejsza liczbg widkien migsniowych, a zapewne takze
ich rozmieszczeniem na niewielkim terytorium lub mniejsza ggstoscig widkien
mig$niowych). Te wyniki sugeruja, ze przyczyny opisywanego zjawiska sg odmienne od
wspomnianych powyzej §rddkomorkowych mechanizmow, co posrednio potwierdza rowniez

sugerowany wptyw struktur kolagenowych w przenoszeniu sity na opisywany jej spadek.

Niedawno opisana metoda matematycznej dekompozycji skurczéw tezcowych
niezupetnych na pojedyncze odpowiedzi na kolejne pobudzenia (o ksztalcie skurczow
pojedynczych), okazala si¢ uzytecznym narz¢dziem w badaniach proceséw rozwoju sily
skurczu jednostek ruchowych (Raikova 1 wsp., 2007) 1 zostala wykorzystana w
przedstawianych badaniach. Wyniki analizy cech skurczow tych kolejnych odpowiedzi
wykazaly, ze przejsciowy spadek sity powiazany jest przede wszystkim ze skracaniem si¢
czasu skurczu 1 spadkiem amplitud sity, natomiast przyrost sity skurczu jednostki ruchowej
po spadku jest efektem wydhluzania si¢ czasu relaksacji. Te obserwacje przyczyniaja si¢ do

petniejszego zrozumienia mechanizméw zwigzanych z badanym zjawiskiem.

W badaniach wyladowan jednostek ruchowych podczas skurczéw dowolnych, z
reguty bedacych efektem analiz rejestracji elektromiograficznych prowadzonych na ludziach,
nie obserwuje si¢ skokowego spadku lub wzrostu czestotliwosci wyladowan jednostek
ruchowych (jak zastosowano w opisywanych badaniach), ale wyraznie mozna dostrzec
ptynne zmiany w aktywnos$ci motoneuronéw podczas modulacji sity skurczu mie$ni w
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trakcie ruchow (Moritz i wsp., 2005; Person 1 Kudina, 1972). Te fakty zasugerowaty potrzebe
sprawdzenia, czy badany spadek sity moze mie¢ miejsce podczas plynnych, a nie tylko
podczas skokowych zmian czestotliwosci stymulacji. Dla sprawdzenia tej hipotezy
wykorzystana zostata stymulacja o sinusoidalnie zmieniajacej si¢ czestotliwosci pobudzen.
Wyniki wykazaty, ze rowniez podczas takiego stopniowego spadku czestotliwosci stymulacji
moze pojawi¢ si¢ nadspodziewany spadek sity, co §wiadczy o mozliwosci wystgpowaniu

podobnego procesu w czasie skurczow dowolnych jednostek ruchowych, takze u cztowieka.

Uzyskane w opisywanych do$wiadczeniach wyniki stanowig rozszerzenie wiedzy w
zakresie fizjologii i biomechaniki mig$ni szkieletowych, co moze przyczyni¢ si¢ do lepszego
zrozumienia czynno$ci tych miegéni, a szczeg6lnie roli uktadu wyladowan motoneuronow
czynnych jednostek ruchowych w migsniach cztowieka. W wymiarze praktycznym wiedza
moze warunkowac postep w zakresie zabiegdw elektrostymulacji migéni, stosowanych m.in.
u 0s6b z chorobami nerwowo-mig$niowymi oraz u sportowcoOw. Pewnym ograniczeniem
opisywanych badan jest fakt, ze obecnie nie ma ostatecznego wyjasnienia mechanizmu
opisywanego zjawiska. Pewien niedosyt w zakresie naukowym wigze si¢ takze z tym, ze
badanego zjawiska nie testowano w innych mig$niach o rdéznej strukturze, co takze moze

mie¢ istotny wptyw na procesy transmisji sily.

Whioski

Przeprowadzone badania wykazaly obecno$¢ nieznanego wczesniej zjawiska
przejsciowego spadku sity skurczu po spadku czestotliwosci pobudzen, ktére wystepuje z
r6zng czegstoscig w przypadku wszystkich trzech typow jednostek ruchowych i powigzane jest
ze stopniem wypelnienia skurczu tezcowego oraz silg skurczu jednostek ruchowych.
Zjawisko to ma podtoze biomechaniczne, zalezne jest od czynnikow wpltywajacych na stan

napiecia kolagenu srodmig$niowego, jak rozciagniecie migsnia i aktywnos¢ innych jednostek
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ruchowych w danym mig$niu, a do jego wywotania niezbg¢dny jest znaczacy przyrost sity

wywotany przez co najmniej kilka bodzcéw o wysokiej czestotliwosci. Potwierdzone

wystepowanie badanego efektu spadku sity podczas plynnej (sinusoidalnej) zmiany

czestotliwosci stymulacji wskazuje, ze opisywane zjawisko wplywa na skurcz migsni w

czasie ich aktywnos$ci dowolne;.
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I1. Streszczenie

Wprowadzenie: W literaturze znanych jest wiele zjawisk zwigzanych z procesami regulacji
sity skurczu jednostek motorycznych oraz sumowaniem skurczowych odpowiedzi jednostek
na kolejne pobudzenia ze strony motoneuronu wykazujacych, ze proces kodowania sity
jednostek ruchowych przez czestotliwo$¢ wyladowan motoneurondéw ma charakter
nieliniowy. Prezentowane wyniki do$wiadczen dotycza nieopisanego wczesniej zjawiska
przejsciowego spadku sity po obnizeniu czgstotliwosci pobudzen z wysokiej do niskiej,
wystepujacego w skurczach tezcowych niezupelnych jednostek ruchowych migsnia

szkieletowego.

Metody badawcze: Doswiadczenia byly przeprowadzane na migéniu brzuchatym
przysrodkowym tydki samic szczuréw w narkozie pentobarbitalowej. Badano jednostki
ruchowe trzech typow: FF (ang. fast fatigable) — szybkie, nieodporne na zmeczenie, FR (ang.
fast resistant to fatigue) — szybkie, odporne na zmeczenie oraz S (ang. slow) — wolne.
Czynnosciowa izolacja jednostek ruchowych bazowata na metodzie rozdzielania korzeni
brzusznych na cienkie wigzki aksonoéw, ktore byly stymulowane impulsami elektrycznymi.
Badany efekt spadku sity testowano w trojfazowych uktadach bodzcéw o niskiej-wysokiej-

niskiej czestotliwosci na 283 jednostkach ruchowych trzech typow.

Cel badan: Badania mialy na celu opisanie zjawiska przejsciowego spadku sity po

skokowym obnizeniu cze¢stotliwosci pobudzen oraz wyjasnienie jego podtoza.

Wyniki badan: W pierwszej czesci badan wykazano, ze zjawisko przejsciowego spadku sity
skurczu po obnizeniu czestotliwosci pobudzen z wysokiej do niskiej wystepowato w
przypadku niemal polowy jednostek ruchowych badanego migsnia i byto widoczne dla
jednostek wszystkich trzech typow. Najczesdciej jednak zjawisko to bylo obserwowane w

przypadku jednostek typu FR, dla ktorych miato rowniez najwigksza amplitude. Dodatkowo,
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badany spadek sily wystepowat czgsciej dla jednostek ruchowych o nizszej sile. Ponadto,
zalezal on od stopnia wypetienia skurczu tezcowego i byl najsilniejszy w przypadku

skurczow o stopniu wypetienia w granicach 0,5-0,9.

W drugiej czeséci badan wykazano znaczacy wpltyw rozciggniecia mig$nia na wystgpowanie
badanego zjawiska. Najsilniej zaznaczony przejsciowy spadek sity odnotowywano podczas
rozciggni¢cia migsnia z sitg optymalng dla rozwinigcia najwigkszej sity skurczu jednostek
ruchowych, wynoszacg 100 mN. Zaobserwowano réwniez wptyw rownolegtego skurczu
tezcowego jednej lub kilku jednostek ruchowych na badane zjawisko. W przypadku, gdy sita
takiego rownoleglego skurczu przekraczata 550 mN, opisywane zjawisko w znaczacym
stopniu zmniejszato si¢ lub bylo catkowicie znoszone. Natomiast w przypadku rownolegtych
skurczéw innych jednostek o sile nizszej niz 550 mN obserwowano zmienne efekty:
obnizenie lub wzrost amplitudy badanego spadku sily. Badanie minimalnej liczby bodZzcow o
wysokiej czestotliwosci, niezbgdnej do wywotania badanego zjawiska wykazato, ze
wystepowato si¢ ono wyraznie, gdy zastosowano co najmniej 6 bodzcow o wysokiej
czestotliwosci, a skrocenie tylko jednego odstgpu pomigdzy pobudzeniami nie przyczynialo
si¢ do jego wystepowania. W kolejnej serii eksperymentow, w ktorej stosowano sinusoidalnie
zmieniajaca si¢ czestotliwos¢ stymulacji dowiedziono, ze przejSciowy spadek sity wystepuje
roéwniez podczas plynnego spadku czestotliwosci pobudzen. Dodatkowo, matematyczna
dekompozycja skurczu tezcowego z opisywanym zjawiskiem przej§ciowego spadku sity
wykazala, Zze zjawisko to jest efektem spadku sily oraz skrocenia czasu skurczu w
odpowiedzi na kolejne pobudzenia, a dalszy wzrost sity wynika z wydluzania czasu

relaksacji.

Whioski: Zjawisko przejsciowego spadku sity skurczu po obnizeniu czgstotliwosci pobudzen
wystepowato z r6zng czestoscig wsrod trzech typow jednostek ruchowych 1 powigzane jest ze
stopniem wypetnienia skurczu tezcowego oraz silg skurczu jednostek ruchowych. Zjawisko
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to ma podtoze biomechaniczne, zalezne jest od czynnikow wptywajacych na rozktad napigcia
w obrebie migs$nia, jak jego rozciggnigcie 1 aktywno$¢ innych jednostek ruchowych w
mig$niu. Do wywotania badanego efektu niezbedny jest znaczacy przyrost sity wywotany
przez co najmniej kilka bodzcow o wysokiej czestotliwosci. Wystgpowanie badanego efektu
spadku sily podczas ptynnych zmian czestotliwosci stymulacji wskazuje, ze opisywane
zjawisko jest zapewne jednym z czynnikéw wptywajacych na skurcz mig¢sni w czasie ich

aktywnosci dowolne;j.

Stowa Kkluczowe: jednostki ruchowe, skurcz tezcowy niezupelny, regulacja sily,

czestotliwos¢ stymulacji
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III. Abstract

Introduction: There are numerous phenomena related to force regulation and summation of
the responses of motor units to successive motoneuronal firings, which show that the
processes of force regulation by frequency of motoneurons discharges are nonlinear. The
presented experimental results concern the previously unknown phenomenon of the transitory
force decrease evoked by a sudden reduction in the stimulation frequency from high to low,

occurring in unfused tetanic contractions of motor units.

Methods: The experiments were performed on the medial gastrocnemius muscle of female
rats under pentobarbital anesthesia. Three types of motor units were investigated: FF - fast
fatigable, FR - fast resistant to fatigue, S - slow. The functional isolation of motor units was
based on splitting the ventral roots into the thinnest possible filaments, which were stimulated
by electrical impulses. The investigated effect was tested with three-phase trains of stimuli

with low-high-low frequency pattern on 283 motor units of three types.

Aims: The aim of the study was to describe the phenomenon of the transitory force decrease
following the reduction in the stimulation frequency and to explain the background of this

effect.

Results: The first part of the study showed that the phenomenon of the transitory force
decrease occurred in almost a half of motor units and was noticed for three types of motor
units. This phenomenon was most often observed for units of FR type, for which it also had
the highest amplitude. The examined effect was more frequent for weaker motor units of each
type. Moreover, it depended on the fusion index degree and was the strongest when the

fusion index ranged 0.5-0.9.
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In the second part of the study a significant effect of muscle stretching on the amplitude of
the studied phenomenon was demonstrated and the effect occurred most frequently when the
muscle was stretched with 100 mN, the passive force optimal to develop the strongest twitch
of motor units. When the effect of parallel tetanic contraction of one or more motor units was
tested it was observed that when the force exceeded 550 mN the described phenomenon was
significantly reduced or even completely abolished. However, when the force of parallel
motor units was below 550 mN, variable effects were observed: decrease or increase in the
amplitude of the studied force decrease. The analysis of the minimum number of high-
frequency stimuli necessary to evoke this effect showed that the studied phenomenon
appeared usually when at least 6 impulses of high-frequency stimuli were applied whereas
shortening of only one interpulse interval did not evoke the studied effect. The other series of
experiments, using sinusoidal changes in stimulation frequency revealed that this effect was
also present at progressive decrease in the stimulation frequency. Finally, mathematical
decomposition of tetanic contractions with the studied effect of the transitory force decrease
into a series of twitch-shape responses to successive stimuli was performed and it was shown
that this phenomenon is the result of a force decrease and a shortening in contraction time of
successive responses whereas a further force restitution was related to the prolongation of

relaxation.

Conclusions: The phenomenon of transitory force decrease after sudden reduction in the
stimulation frequency occurs for all three types of motor units, however with different
occurrence frequency and is related to both, the force and the fusion degree of tetanic
contraction. This phenomenon has a biomechanical background, it depends on factors
influencing the passive of tension within the muscle, such as stretch and the activity of other
motor units in the muscle. A significant force increase caused by at least a few high-

frequency stimuli is necessary to produce the studied effect. The occurrence of the studied
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effect of the force decrease during a sinusoidal change of the stimulation frequency indicates
that the described phenomenon may be one of the factors influencing the muscle force during

voluntary activity.

Keywords: motor units, tetanic contraction, force regulation, stimulation frequency
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Effects of a sudden decrease in the stimulation frequency for motor unit force were studied in rat medial gas-
trocnemius. For 161 functionally isolated single motor units of three types (S, FR, FF), unfused tetanic con-
tractions were evoked by three-phase trains of stimuli (low-high—low frequency). The course of the tetanus at
the onset of the third phase of the force recording was analyzed in tetani with variable fusion degree. For 78
units within the third phase of tetanus, a transitory force decrease to a level lower than in the first phase
(identical frequency), was observed. This phenomenon was more frequent for fast fatigue resistant (65.9%) than
for fast fatigable and slow motor units (27.1% and 35.5%, respectively). Moreover, the force decrease was
strongest for fast resistant motor units (up to 36.5%) and when contractions evoked at variable frequencies of
stimulation were compared, the highest amplitudes of the studied force decrease were noted for middle-fused
tetani (0.50-0.90). A new phenomenon of transitory force decrease in tetanic contractions of motor units with a
decrease in stimulation frequency was found. Most probably, the phenomenon is dependent on disturbances in

the force transmission by collagen surrounding active muscles fibers.

1. Introduction

In classical experiments, the force of motor units evoked by trains of
stimuli at several constant frequencies of stimulation was measured and
the sigmoid-shape force—frequency relationship was presented (Kernell
et al., 1983; Reinking et al., 1975). However, the force regulation is a
complex process, dependent also on changes in instantaneous or mean
stimulation frequency (MacIntosh et al., 2007). The history of pre-
ceding motor unit activity considerably influences the force production.
Several phenomena related to the effects of specific patterns of stimuli
were described. First, when motoneurons begin the activity with a
doublet, i.e., two action potentials at a short (up to 10 ms) time interval
(Garland and Griffin, 1999; Person and Kudina, 1972) the doublet
causes a rapid increase in developed force, known as the catch effect
(Binder-Macleod and Clamann, 1989; Burke et al., 1976; Sandercock
and Heckmann, 1997). This phenomenon was observed in fast (F) and
slow (S) motor units. In other experiments, the force development at
linearly increasing and decreasing frequencies of stimulation was stu-
died and the hysteresis in the force-frequency relationships (at in-
creasing and decreasing stimulation frequency) was observed. In ad-
dition, the force was also compared with values measured at a constant-
rate stimulation, at given frequencies. When motor units were activated
with trains of pulses at linearly decreasing frequency, the force decrease

was slower than expected when compared with the constant stimula-
tion frequency (Clamann and Schelhorn, 1988). On the other hand, it is
worth emphasizing that at linearly increasing stimulation rate, the force
increase was slower than expected (Binder-Macleod and Clamann,
1989; Frigon et al., 2011). This effect is related to a later-described
phenomenon: reduction in the force at a constant frequency of stimu-
lation conditioned by initial activation at lower frequency (Celichowski
et al., 2004). The force reduction, reported as tetanic depression, was
noted for fast motor units and was observed even when only one in-
terpulse interval was prolonged (Celichowski, 2000; Grottel and
Celichowski, 1999).

The catch effect and tetanic depression are effects of changes in the
stimulation frequency at the onset of activity. However, the effects of a
decrease in the activation frequency during evoked activity of motor
units have not been studied before. During preliminary experiments,
testing effects of a decrease in the stimulation frequency (a switch from
high to low frequency), we unexpectedly found for a part of the motor
units a sudden decrease in the force. Namely, the motor unit force
temporarily decreased to a level lower than expected for the reduced
stimulation frequency. This observed phenomenon potentially influ-
ences motor unit force when motoneurons are reducing their activity.
Therefore, the aim of the present study was to recognize the occurrence
of this force decrease in the three types of motor units, define the
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amplitude of the force decrease, and its dependence on the fusion de-
gree of tetanic contractions.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The experiments were performed on 11 female Wistar rats
(4-5 months old), of mean body mass 254.6 + 17.0 g. Rats were kept
in standard laboratory cages (two per cage) in an animal house with a
12:12 light/dark cycle, controlled temperature (22 = 2°C) and hu-
midity (55 = 10%). All rats had unrestricted access to standard la-
boratory food and tap water throughout the study period, ensuring a
balanced nutrient diet.

All procedures were approved by the Local Ethics Committee for
Experiments on Animals (Permission Number: 2/2015) and were con-
ducted in accordance with the Guiding Principles for the Care and Use
of Animals in the Field of Physiological Sciences, the Polish Law on the
Protection of Animals as well as EU regulations. All experiments were
performed under anesthesia and all efforts were made to minimize the
suffering of examined animals.

2.2. Surgery

Animals were deeply anesthetized throughout the experiments with
sodium pentobarbital (initial dose of 60 mg/kg i.p.) and the depth of
anesthesia was monitored by controlling pinna and withdrawal re-
flexes. The studied medial gastrocnemius muscle was carefully sepa-
rated from surrounding tissues, while the supplying blood vessels and
nerve branches were left intact. Remaining collaterals of the sciatic
nerve were cut. Laminectomy was made over five lumbar and sacral
vertebrae (L2-S1). The dura mater over the spinal cord was cut and
retracted. Rats were immobilized through L1 and S1 vertebrae with
steel clamps and the hind limb was stabilized with an additional clamp
on the tibia in a chamber filled with oil and the temperature was kept
automatically at 37 + 1 °C. At the end of the experiment, animals were
euthanized with sodium pentobarbital (180-200 mg/kg, i.p.).

To evoke an isolated activity of motor units, the ventral roots of
L4-L5 spinal nerves were cut close to the spinal cord and split into the
thinnest possible filaments. Filaments, containing bundles of axons,
were then electrically stimulated by a bipolar silver electrode with
electrical rectangular pulses (amplitude up to 0.5V, duration 0.1 ms)
produced by a dual channel square pulse stimulator (model S88, Grass
Instrument Company) to evoke a contractile activity in a studied
muscle; all remaining muscles of the hind limb were denervated. The
“all-or-none” appearance of twitch contraction and action potential
evoked when each of separated filament was stimulated with stimuli of
amplitude around and twice above the threshold were accepted as
criteria of a single motor unit isolation.

Force and electromyogram were monitored on an oscilloscope and
stored on a computer disk using an analog-to-digital converter (sam-
pling rate of 1kHz for force and 10 kHz for action potentials).

During recordings, the Achilles tendon of the medial gastrocnemius
was connected to the inductive force transducer (custom-made model:
FT-100A, deflection of recording elements of 100 um per 100 mN). The
force generated by active motor units were recorded under isometric
conditions. The muscle was stretched up to 100 mN tension, optimal to
attain the highest contractile force for single motor units (Celichowski
and Grottel, 1992). The action potentials were recorded with a silver-
wire electrode (not insulated, 150 um in diameter) inserted into a
muscle perpendicularly to its long axis, whereas the reference electrode
was placed on denervated hip muscles.
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2.3. Stimulation protocol

When the isolation of a single motor unit was reached, the following
stimulation protocol was applied:

1. 5 pulses at 1 Hz (the force of five evoked twitches and action po-
tentials were recorded and averaged);

2. 500 ms train of pulses at 40 Hz (the force of unfused tetanus was
recorded and the presence of “sag” was verified);

3. 300 ms train of pulses at 150 Hz (the fused tetanus was recorded and
the maximum force was determined);

4. the main recordings of tetanic contractions evoked with three-phase
trains of pulses at changing frequencies in a general pattern: low—
high-low frequency (Fig. 1).

(a) For F motor units, the protocol based on the following stimu-
lation pattern was applied: 500 ms train of stimuli at low fre-
quency, 300 ms at high frequency and 500 ms at the same low
frequency as the initial. The low frequencies were 15, 20, 25, 30,
35 and 40 Hz, and high frequencies were 75, 90 and 150 Hz and
all possible combinations of low and high frequencies were
tested, i.e., this stimulation protocol included 18 trials;

(b) For S motor units, the stimulation pattern was matched to longer
twitch time parameters and trains were longer because the
plateau phase of S motor units tetanic contractions is reached in
a longer time. Therefore, 1000 ms train of stimuli at low fre-
quency, 300 ms at high frequency and 1000 ms at the same low
frequency as the initial stimuli were applied. The low fre-
quencies were 10, 12.5, 15, 17.5, 20 and 25 Hz and high fre-
quencies were 30, 40 and 50 Hz and all possible combinations of
low and high frequencies were tested, i.e., this stimulation
protocol included 18 trials.

5. the fatigue test, i.e., trains of 14 pulses at 40 Hz repeated every
second during 3 min (the recordings were used to calculate the fa-
tigue index) (Burke et al., 1973; Kernell et al., 1983).

All force recordings within the above points of the stimulation
protocol were separated by 10-second intervals.

2.4. Studied parameters

The basic contractile properties of 161 motor units were in-
vestigated (31 slow motor units (S), 82 fast resistant motor units (FR)
and 48 fast fatigue motor units (FF). The twitch force (TwF, measured
from the baseline to peak force), the contraction time (CT, measured as
a time from the onset of force recording to the highest amplitude of
twitch force), the half-relaxation time (HRT, measured between the
peak of the twitch force and half of this value) were calculated from the
average twitch force profile. Then, for the fused tetanus (third step of
the stimulation protocol at 150 Hz stimulation) the maximum tetanus
force (TetF, from the baseline to the peak of contraction) was measured,
and the ratio of the twitch-to-tetanus forces (TwF/TetF) was calculated.
Finally, the fatigue index (Fatl) was calculated on a basis of the fatigue
test, as a ratio of the tetanus force generated 2 min after the most po-
tentiated contraction at the beginning of the fatigue test to the highest
initial force. Motor units were classified into F and S based on the
presence of sag in 40 Hz contraction: in fast units, a sag phenomenon
was visible in unfused tetani evoked at 40 Hz (the second step of the
stimulation protocol) whereas the sag was not observed in S motor units
(Burke et al., 1973). The further division of fast motor units was based
on the fatigue index, which was below 0.5 for FF and above 0.5 for FR
motor units (Grottel and Celichowski, 1990; Kernell et al., 1983).

The main studied parameter, in the fourth step of the stimulation
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Fig. 1. Calculation of the amplitude of the transitory force decrease and fusion index. The sample recordings of the tetanic contraction for two FR motor units (A and
B) stimulated with the same 30-75-30 Hz frequency pattern. The distribution of applied stimuli is indicated by dots under the force recordings. Trains of motor units
action potentials are indicated above the force. Transitory force decrease (indicated by bold arrow) following the sudden reduction in stimulation frequency is visible
only in (B). The horizontal interrupted line indicates the reference force value at the end of tetanus used for the amplitude of the force decrease calculation. The
enlarged part of recording in (C) shows the method of the fusion index calculation (a/b).

protocol, was an amplitude of the transitory force decrease at the be-
ginning of the third phase of the force recording (Fig. 1B, bold arrow).
The amplitude was determined as a difference from the reference force
at the end of the last phase of the three phases of tetanus. The presence
of a phenomenon in the recording was accepted when the amplitude of
the force decline exceeded 3% of the force recorded at the end of the

Table 1

last phase of stimulation.

Finally, the fusion index (Ful) was determined as a ratio of the
lowest force value before the last stimulus in the third phase (the
second low stimulation phase) of stimulation (a in Fig. 1C) to the peak
force following the last stimulus (b in Fig. 1C).

Basic contractile properties (mean + SD) of the three types of motor units (S, FR, FF). Motor units of each type were subdivided into two groups: with transitory

force decrease (+) and without this phenomenon (—).

Type of MUs CT [ms] HRT [ms] TwF [mN] TetF [mN] TwF/TetF
S (+) 24.7 + 2.5 35.6 = 4.9 54 * 1.6 42.8 + 9.8 0.12 * 0.02
(21-31) (30-42) (2.2-7.8) (24.9-56.3) (0.09-0.17)
S(-) 235 * 2.7 33.0 * 3.4 47 + 1.9 425 * 13.1 0.10 * 0.03
(19-29) (27-42) (1.7-9.2) (19.6-60.5) (0.08-0.16)
FR (+) 15.4 = 3.7° 18.0 = 4.9 21.3 + 15.6" 91.5 + 47.1 0.22 + 0.09
(11-20) (11-30) (4.7-69.7) (27.3-217.8) (0.08-0.50)
FR (-) 14.1 + 2.2 17.4 + 4.3 35.8 + 25.5 130.5 + 63.9 0.26 + 0.13
(10-20) (10-29) (7.5-87.1) (21.6-246.4) (0.12-0.57)
FF (+) 13.4 + 1.3 17.0 + 2.6 52.4 * 32.2°F 154.9 + 55.1F 0.33 * 0.12
(10-16) (14-23) (12.9-131.2) (79.5-248.3) (0.16-0.54)
FF (-) 12.6 + 1.6 16.0 * 3.2 81.7 + 41.4 208.5 * 85.3 0.36 + 0.11
(10-16) (10-23) (12.2-168.4) (80.7-378.1)
(0.12-0.51)

MUs, motor units; CT, contraction time; HRT, half relaxation time; TwF, twitch force; TetF, tetanus force; TwF/TetF, the ratio between twitch and tetanus force; S, slow
motor unit; FR, fast resistant motor unit; FF, fast fatigable motor unit; (+ ), phenomenon of force decrease; (—), without phenomenon of force decrease. Statistical
significance between groups (+) and (—) is represented by " p < 0.05 (U Mann-Whitney) or i p > 0.05 (the Student’s t-test).
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Fig. 2. Sample recordings of tetanic con-
tractions of the three types of motor units.
Stimulation patterns: 20-50-20 Hz;
30-75-30 Hz; 30-75-30 Hz for S, FR and FF
motor unit, respectively. The horizontal in-
terrupted line indicates the reference force

2.5. Statistical methods

The data are presented as mean + SD. The basic contractile prop-
erties of examined motor units were submitted to statistical analysis
using the Shapiro-Wilk test verifying the normal distribution for small
groups. In addition, the results were statistically verified using Levene’s
test to determine the homogeneity of the examined three types of motor
units (FF, FR, S) with the division into two groups; first, with the force
decrease effect (+) and second, without the force decrease effect (—)
(see Table 1). Results for the three types of motor units were compared:
when the results were inhomogeneous (p < 0.05) nonparametric
Mann-Whitney U test was used, otherwise (when the group was
homogeneous) (p > 0.05) Student’s t test was used. The differences in
studied force decrease between the three types of motor units have been
examined using nonparametric Kruskal-Wallis and post hoc Dunn’s
tests. In addition, the dependence between transitory force decrease
and Ful (for each of the three types of motor units) was determined
(Pearson correlation coefficient).

3. Results

The transitory force decrease after the sudden reduction in stimu-
lation frequency in low-high-low stimulation pattern occurred in all
three types of motor units in rat medial gastrocnemius muscle (Fig. 2
and Table 1), for approximately 48.5% (78 of 161) of motor units,
however, the distribution of units with visible phenomenon was dif-
ferent between the three types. Transitory force decrease was noted for
54 of 82 (65.9%) examined FR units, but it occurred in only 13 of 48
(27.1%) FF motor units and 11 of 31 (35.5%) S motor units (Fig. 3A).
The mean amplitude of force decrease was the highest for FR motor
units (FR to FF p < 0.01, FR to S p < 0.05, FF to S p < 0.05)
(Fig. 3B). The average force decrease for FR units was 13.0% of the
reference force at the end of tetanus, with the maximum at 36.5%,
whereas for S and FF units it was 8.9% (maximum 19.0%) and 6.2%
(maximum 13.8%), respectively. It is worth noting that the transitory
force decrease was not accompanied by changes in the motor unit ac-
tion potentials (Fig. 1).

In addition, the analysis of basic contractile properties for the three
types of motor units indicated that motor units that revealed the studied

amplitude of the force decrease calculation.
Note that the transitory force decrease after
high-frequency stimulation is visible in all
presented recordings.

value at the end of tetanus used for the

S 1000 ms
F 500 ms

force decrease following the high-frequency stimulation phase (+)
were characterized by longer contraction time (difference significant
for FR motor units, p < 0.05). The twitch and tetanus forces were
lower in FR and FF motor units with the transitory force decrease
(differences significant, p < 0.05) (Table 1).

The dependence between the amplitude of the transitory force de-
crease and the fusion index was analyzed (Fig. 4A-C). For each of the
three types of motor units, the force decrease did not correlate with the
fusion index when data for all recorded tetani were taken together
(p > 0.05). Nevertheless, the highest force decrease was recorded for
contractions with the fusion index in a range of 0.50-0.90 (Fig. 4D).
Whenever the studied effect was analyzed for several tetanic contrac-
tions of the same motor unit, it was absent in tetani with too low and
too high values of the fusion index (Fig. 5). Differences in the middle,
high frequency of stimulation did not influence the following transitory
force decrease (Fig. 6). When amplitudes of the force decrease obtained
for contractions of FR motor units with the middle high-frequency sti-
mulation of 75, 90 and 150 Hz were compared, no significant differ-
ences (p > 0.05) were observed between these three types of high-
frequency stimulations. Conversely, low stimulation frequencies in
contractions with the strongest force decrease appeared to be different
for the three motor unit types. For FF and FR motor units, the strongest
studied effect was observed for low frequencies of the pattern in a range
of 20-40 Hz, with the highest decrease recorded usually at 30 Hz
(Fig. 4B). For S motor units the highest effect was noted for con-
siderably lower stimulation frequencies than for F motor units as the
strongest effect was observed in a range of 15-25 Hz.

4. Discussion

During voluntary contractions, muscle force is controlled by the
central nervous system in two fundamental ways: recruitment of motor
units (Henneman, 1957; Henneman et al., 1965) and changes in mo-
toneuronal firing rate (rate coding) (De Luca and Erim, 1994; De Luca
et al., 1982; Person and Kudina, 1972). The described phenomenon of a
transitory force decrease is directly related to the second mechanism as
it potentially influences force production during a phase with de-
creasing firing rate of motoneurons.

The observation highlights that the rate coding mechanism is a

A 75 - B p < 0.05 Fig. 3. The occurrence frequency and am-
[ ‘ plitudes of the transitory force decrease for
p <0.05 p <0.01 the motor units. (A) Proportion of the S, FR
9 = 40 1 [ and FF motor units with the transitory force
z ) decrease (exceeding 3% of the reference
:E; 50 1 % force at the end of tetanus) after a sudden
5 o reduction in stimulation frequency at low—
] 3 high-low sequence; (B) The mean values and
S T 20 A1 SD of the amplitude of transitory force de-
G 25 A1 g crease (expressed in percent of the force at
% e the end of the tetanus for S, FR and FF motor
o 2 unit). The clamps indicate significant differ-

S_’ = . ences (post hoc Dunn’s test).

0 0
S FR FF S FR FF

17



J. Grzesiak, et al.

i

f [

25-75-25 Hz

5.0 r

The force decrease [%]

0.

30-75-30 Hz

. O
0 0.5

Journal of Electromyography and Kinesiology 46 (2019) 14-20

35-75-35 Hz

- T

1.0

Fusion Index

Fig. 4. The dependence of the transitory force decrease on the fusion degree of a tetanus. The examples of one FR motor unit contraction with a transitory force
decrease for three stimulation patterns: (A) 25-75-25 Hz; (B) 30-75-30 Hz; (C) 35-75-35Hz. (D) The histogram of the amplitude of transitory force decrease
expressed in percent as a function of the fusion index for motor units of three types (FF, FR and S). Note that for calculations of mean values presented on the
histogram all recorded tetanic contractions, i.e., also those without the transitory force decrease were included (zero value) and therefore the mean values are

relatively low.
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Fig. 5. The transitory force decrease is only visible in middle-fused tetanic contractions. Examples of four tetanic contractions at different stimulation patterns for one
FR motor unit: (A) 25-75-25 Hz; (B) 30-75-30 Hz; (C) 35-75-35 Hz; (D) 40-75-40 Hz. Note that only in B and C was the transitory force decrease visible. The fusion

index is indicated under the recordings.
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Fig. 6. Weak influence of middle high-frequency stimulation on the amplitude
of the transitory force decrease. Two superimposed contractions of the same FR
motor unit at two low-high-low stimulation patterns evoked with the same low
frequency of stimulation but different high frequencies (30-75-30 Hz—gray
line; 30-150-30 Hz—black line). (For interpretation of the references to colour
in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

nonlinear process and the motoneuronal firing (stimulation) pattern
may considerably modify the force production. Effects of sudden
changes of stimulation frequency (including decrease) were studied on
cat and human muscles. The cat muscles (medial gastrocnemius, lateral

18

gastrocnemius, soleus and quadriceps) were stimulated with the three-
phase trials: 2s at 20 Hz, 2 s at 40 Hz and finally 2 s at 20 Hz. Human
muscles (triceps surae, tibialis anterior) were stimulated via the nerve
for 2s at 25 Hz, followed by 2s at 100 Hz and then 2 s at 25 Hz. Under
these conditions, all motor units were most likely co-activated, but no
transitory decrease in force was observed (Frigon et al., 2011). In the
present study performed on isolated motor units, the transitory force
decrease was noted for approximately one-half of the motor units.
These observations suggest that this phenomenon disappears as an ef-
fect of mechanical interaction between several co-active motor units.
Further experiments testing the influence of co-contraction of other
motor units in the same muscle on a studied transitory force decrease
should confirm this suggestion. Moreover, it should be stressed that for
different motor units, the stimulation frequency that was optimal to
observe the strongest force decrease effect was different. Most likely
because of the above observations, this phenomenon is not visible while
the muscle is activated via nerve as the same stimulation pattern is
applied to all motor units.

The transitory force decrease when a sudden change in stimulation
frequency occurs was most frequently visible among FR motor units,
but was also noted for some FF and S units. Therefore, the studied effect
appeared not to be specific to a particular muscle fiber type. It suggests
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that the mechanism of this phenomenon may not be related to a force
production but to processes of force transmission within a muscle to a
tendon. Muscle fibers of FR motor units are predominantly dispersed
within the proximal compartment of medial gastrocnemius (De Ruiter
etal., 1996; Gardiner et al., 1991). This compartment is relatively short;
its length corresponds to 40% of the total muscle length (Taborowska
et al.,, 2016). Therefore, the observed effect may be a response to a
sudden decrease in the transmitted force whereby forces generated by
motor units from the proximal compartment are transmitted to the
Achilles tendon through a distal compartment (or its parts). This ex-
planation is convergent with conclusions resulting from studies of in-
teractions between motor units and summation of their forces. Forces
recorded during co-activity of several motor units were smaller
(Sandercock, 2000, 2009) or higher (Emonet-Dénand et al., 1987;
Powers and Binder, 1991) than the algebraic sum of forces of these
units measured during their individual activity. It was also found that
with an increasing number of co-active motor units, the effects of
summation of forces decreased (Drzymata-Celichowska et al., 2010). It
was concluded that these differences between the recorded force and
that estimated by algebraic summation of individual forces have a
biomechanical background as they are dependent on topographical
relations of the active motor units within the muscle and the pennated
arrangement of muscle fibers (Cui et al., 2007; Sandercock, 2000;
Zuurbier and Huijing, 1992). The medial gastrocnemius muscle is
composed of two compartments, each containing a separate population
of motor units. When the whole medial gastrocnemius muscle was sti-
mulated and all muscle fibers of both proximal and distal compartments
were co-activated, the recorded force was smaller in relation to the sum
of the forces of the two compartments stimulated separately
(Taborowska et al., 2016). Therefore, it is possible that the studied
phenomenon of a transitory force decrease is present when contracting
muscle fibers of the motor unit stretch the elastic collagen network in
the muscle and a sudden decrease in the motor unit force occurs in
response to a decrease in stimulation frequency that releases this pas-
sive part of the muscle. Because of a change in the pennation angle of
released muscle fibers and/or elasticity of intramuscular collagen, the
force from the motor unit is temporarily less efficiently transmitted to
the tendon (Huijing and Jaspers, 2005; Huijing et al., 1998). This
conclusion is additionally supported by an observation that within each
motor unit type the studied phenomenon was more visible for weaker
motor units (Table 1), which have a lower innervation ratio (Kanda and
Hashizume, 1992) and their muscle fibers likely occupy a smaller ter-
ritory in a muscle (Parmiggiani and Stein, 1981). On the other hand, in
S motor units, which have the lowest force, the phenomenon was rare.
The possible reason for this finding is that S motor units have three-
times lower sensitivity to changes in instantaneous stimulation fre-
quency (Grottel and Celichowski, 1999) and higher stiffness in relation
to fast ones (Petit et al., 1990). In addition, the maximum rate of change
in the force is the lowest for S motor units (Celichowski and Bichler,
1998).

Alternatively, given possible mechanisms of the observed phenom-
enon, one may suggest that intracellular processes should be taken into
account as the muscle fiber force is related to the release of Ca®* ions
from the sarcoplasmic reticulum (Fitts, 2008). Cady et al. (1989) sug-
gested that the brief tetanic muscle contractions in the fresh state cause
a fast decrease in force. Changes in the Ca®" level following muscle
activity were reported by several authors (Cherednichenko et al., 2008;
Westergaard and Allen, 1993). Chin and Allen (1996) observed that a
reduction in submaximal stimulation frequency (from 70 Hz to 30 Hz)
reduced intracellular Ca®>* concentration by approximately 30%. These
authors also claimed that the force decrease could be induced by
changes in the cross-bridge kinetics because a fast decrease in the rate
constant could cause disorders in Ca®* transmission, in the attachment
of myosin and actin, and the development of the high force state. In
addition, a failure of the synaptic transmission (Fuglevand et al., 1993)
is not a possible explanation of the transitory force decrease as this
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force decrease was not accompanied by changes in the motor unit ac-
tion potentials (Fig. 1).

The discovery of a new mechanism that temporarily reduces motor
unit force opens the door to further questions. First, the mechanism of
how the phenomenon influences force production in response to a
progressive decrease in motoneuronal firing rate should be in-
vestigated. Second, it is important to observe the influence of the
muscle length on the studied effect and to test the presence of this
phenomenon in muscles of variable architecture. Third, several me-
chanisms of the studied force decrease were taken into account, how-
ever, additional experiments are necessary to explain the background of
the phenomenon.
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Abstract

Background: The biomechanical background of the transitory force decrease following a sudden reduction in the
stimulation frequency under selected experimental conditions was studied on fast resistant motor units (MUs) of rat
medial gastrocnemius in order to better understand the mechanisms of changes in force transmission.

Methods: Firstly, MUs were stimulated with three-phase trains of stimuli (low-high-low frequency pattern) to
identify patterns when the strongest force decrease (3—-36.5%) following the middle high frequency stimulation was
observed. Then, in the second part of experiments, the MUs which presented the largest force decrease in the last
low-frequency phase were alternatively tested under one of five conditions to analyse the influence of
biomechanical factors of the force decrease: (1) determine the influence of muscle stretch on amplitude of the
force decrease, (2) determine the numbers of interpulse intervals necessary to evoke the studied phenomenon, (3)
study the influence of coactivation of other MUs on the studied force decrease, (4) test the presence of the
transitory force decrease at progressive changes in stimulation frequency, (5) and perform mathematical analysis of
changes in twitch-shape responses to individual stimuli within a tetanus phase with the studied force decrease.

Results: Results indicated that (1) the force decrease was highest when the muscle passive stretch was optimal for
the MU twitch (100 mN); (2) the middle high-frequency burst of stimuli composed of at least several pulses was
able to evoke the force decrease; (3) the force decrease was eliminated by a coactivation of 10% or more MUs in
the examined muscle; (4) the transitory force decrease occured also at the progressive decrease in stimulation
frequency; and (5) a mathematical decomposition of contractions with the transitory force decrease into twitch-
shape responses to individual stimuli revealed that the force decrease in question results from the decrease of
twitch forces and a shortening in contraction time whereas further force restitution is related to the prolongation of
relaxation.

Conclusions: High sensitivity to biomechanical conditioning indicates that the transitory force decrease is
dependent on disturbances in the force transmission predominantly by collagen surrounding active muscle fibres.

Keywords: Motor unit, Unfused tetanus, Rate coding, Force regulation, Stimulation frequency
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Background

The modulation of motor unit (MU) force during volun-
tary activity is attained by changes in the rate of moto-
neuronal firing [3, 21]. The unfused tetanic contractions
are sums of twitch-shape responses to successive moto-
neuronal firings. The amplitude and time parameters of
these responses are considerably variable [8]. Numerous
studies concerning the sensitivity of MUs to the stimula-
tion pattern indicated that force production is a nonlin-
ear process. On the one hand shortening of a single
interpulse interval evokes the catch effect [5, 10, 15], on
the other hand its prolongation evokes the tetanic de-
pression [7, 9]. Recently, a new physiological
phenomenon of a transitory force decrease after a sud-
den reduction in the stimulation frequency was found
[16]. The contractions of isolated MUs were evoked by
three-phase trains of stimuli with a low—high—low fre-
quency pattern, and the amplitude of the transitory force
decrease during the last phase exceeded even 30% of the
force level, which was reached at the end of the second
low frequency stimulation. The mechanisms of this ef-
fect have not been explained as yet. A previous study
suggested that the transitory force decrease probably has
a biomechanical background, involving processes of the
force transmission by collagen within the muscle, be-
cause the phenomenon was found for only one-half of
studied MUs, most frequently fast-resistant (FR) ones
[16]. These units in the studied medial gastrocnemius
muscle were found to be distributed predominantly
within the proximal compartment [27], corresponding to
only 40% of the muscle length [26], which indicates that
their force is transmitted by collagen structures in the
distal compartment.

Therefore, in the present study, we investigated the
importance of biomechanical factors for the transitory
force decrease, analysing effects of muscle passive
stretching and parallel tetanic contractions of other MUs
in the same muscle. These two factors are expected to
influence force transmission by intramuscular collagen.
In addition, we tested whether a shortening of only one
interpulse interval within the train at a stable frequency
(the shortest possible middle high-frequency phase) is
able to evoke the studied force decrease after a force in-
crease and how a progressively increasing number of
pulses at a high rate influence the described effect. Then,
the presence of a transitory force decrease at progressive
changes in the stimulation frequency was tested in the
contractions evoked by trains of stimuli with sinusoidal
changes in frequency because a sudden switch from
higher to lower frequency in the motoneuronal firing
rate is not observed during voluntary activity whereas
trains of stimuli with sinusoidal changes in frequency
are similar to the normal behaviour of motoneurons. Fi-
nally, to more deeply wunderstand the studied
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phenomenon, a mathematical decomposition of tetanic
contraction with the studied transitory force decrease
into a train of twitch-shape responses to successive stim-
uli was performed. The decomposition method is based
on modeling of individual twitch forces attributed to
each stimulus by progressive subtraction of successive
twitch-shape curves from the unfused tetanus curve in
order to follow the changes of the twitch properties
leading to the studied force decrease [23].

Better understanding of the studied phenomenon
could improve actual knowledge of the role of rate cod-
ing in motor control. Especially, we hypothesized that
the phenomenon influence the force at progressively de-
creasing stimulation frequency and a confirmation of
this hypothesis is important to better understand mecha-
nisms shaping muscle force when motoneurons are de-
creasing firing rate, a process observed usually in human
experiments when force of contraction is decreasing be-
fore the end of muscle activity.

Methods

Ethical Aprroval

All procedures were made to minimize the suffering of
the examined animals and were approved by the Local
Ethics Committee for Experiments on Animals (number
of Permission: 2/2015). Additionally, various principles
of laboratory animal care (Guiding Principles for the
Care and Use of Animals in the Field of Physiological
Sciences, the Polish Law on the Protection of Animals,
and European Union regulations) were followed. Experi-
ments were performed on Wistar rats, which were
bought from Wielkopolska Center for Advanced Tech-
nologies in Poznan, owner of an animal house designed
to perform experiments in conditions of GLP (Good La-
boratory Practice).

Surgery and experimental procedures

Experiments were performed on 10 female Wistar rats
(4-5 months) weighing 256.4 + 35.1 g. Before the experi-
ments, the rats were kept in cages equipped with run-
ning wheels to ensure a moderate level of their activity,
in an animal room with a 12:12 light/dark cycle and con-
trolled temperature (22 +2°C) and humidity (55 + 10%).
All rats had unrestricted access to standard laboratory
food and tap water throughout the study period.

During experiments, the animals were anesthetized
(sodium pentobarbital; initial dose of 60 mg/kg, i.p. sup-
plemented approximately with doses of 10 mg/kg/h).
The depth of anaesthesia was controlled by the observa-
tion of pinna and withdrawal reflexes. After the experi-
ments the animals were euthanized (sodium
pentobarbital, 180 mg/kg).

The studied muscle and sciatic nerve were separated
from surrounding tissues, while other hind limb muscles
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were denervated. Laminectomy was performed over the
L2-L6 vertebrae. The ventral roots were cut close to the
spinal cord. The animals were immobilized with steel
clamps placed on the tibia, the sacral bone, and the L1
vertebra. The hind limb under study was immersed in a
chamber filled with paraffin oil (temperature-regulated
automatically at 37 + 1 °C) and the spinal cord was simi-
larly covered with the oil. The muscle was connected
through the Achilles tendon to a force transducer (de-
flection of 100 pm per 100 mN), which measured both
the isometric force and the muscle passive tension.

The functional isolation of single MUs was achieved
by splitting the L5 or L4 ventral roots into thin filaments
electrically stimulated with rectangular pulses (amplitude
up to 0.5V, duration of 0.1 ms). The MU action poten-
tials were recorded with bipolar silver wire electrodes
inserted into the muscle. The ‘all-or-none’ appearance of
twitch and MU potentials at increasing amplitudes of
stimuli indicated the activity of single MU. All data were
recorded on a computer disc using a 12-bit analogue-to-
digital converter (sampling rates of 1 kHz and 10 kHz for
force and action potentials, respectively).

In this study, 122 MUs of rat medial gastrocnemius
were investigated. Seventy of them (51 FR, 10 FF, and 9
S MUs) revealed the transitory force decrease of at least
a 3% amplitude and were included into the experimental
procedures described below. MUs were classified into
fast (F) and slow (S) based on the presence of sag in 40
Hz contraction [4]. However, due to artefacts in the
force recordings, weak studied effect, low force, and high
noise-to-signal ratio (mainly in the S MUs) as well as
considerable instability in force due to the fatigue
(mainly in the FF MUs), only 46 FR units were analysed.

The experimental protocol
All MUs tested during our experiments were initially
stimulated according to following steps:

I. MUs classification and transitory force decrease
appearance:

1. Five pulses at 1 Hz (twitch forces and action
potentials were recorded and averaged)

2. A 500-ms train of pulses at 40 Hz (the ‘sag’ in
the unfused tetanus was controlled)

3. A 300-ms train of pulses at 150 Hz (the max-
imum force was determined)

4. For FR MU, a set of recordings of tetanic
contractions evoked with a three-phase train of
pulses at changing frequencies in a low—high—
low frequency pattern as follows: a 500-ms train
of stimuli at low frequency, a 300-ms train at
high frequency, and a 500-ms train at the same
low frequency as the initial train, respectively.
The low frequencies were 15, 20, 25, 30, 35, and
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40 Hz, while the high frequencies were 75, 90
and 150 Hz, and all possible combinations of
low and high frequencies were tested, i.e., the
protocol included 18 trials delivered according
to increasing stimulation frequency.

Ten-second intervals between each part of the stimula-
tion protocol were applied.

II. Biomechanical conditioning of the transitory force
decrease:

The transitory force decrease in the third phase of the
contraction was measured in relation to the force at the
end of tetanus. When its amplitude exceeded 3% and the
MUs were stable in force, these MUs were selected for
the following additional steps of the experiment. For
each of them, one of the protocols described below was
applied (based on the pattern from step 4., which has
evoked the strongest transitory force decrease):

1. Recordings of one to five tetanic contractions (low
frequencies ranging from 25 to 35 Hz, combined
with high 75 and/or 90 Hz; 35 stimulations) were
repeated at the stable muscle passive stretches of 30
mN, then 100 mN, and finally 200 mN, set at least
30 s before recordings and kept constant thoughout
a series of recordings (6 MUs) (Fig. 1).

2. A set of tetanic contractions with 1, 2, 4, 6 and 18
short interpulse intervals (11.1 ms) within the high-
frequency phase of stimulation (i.e. in the middle
part of trains of stimuli) was recorded. The number
of stimuli within the low-frequency phases (35 or
40 Hz) was constant (8 MUs) (Fig. 2).

3. The selected recording was repeated during a
parallel maximum tetanic contraction of a single
MU or group of MUs and separately as a control
before and after; additionally, this accompanying
tetanic contraction was also recorded separately.
The maximum tetanic contraction was evoked by
150 Hz stimulation delivered for 2000 ms (channel 1
of the stimulator), whereas the three-phase
contraction (channel 2) was delayed by 250 ms and
ended at 250 ms before the end of the tetanic
contraction. The maximal force of coactivated MUs
ranged from 20 mN up to 1000 mN (13 MUs)

(Fig. 3).

4. Recordings of the force beginning at a constant
phase of stimulation followed by sinusoidal changes
in the stimulation frequency were done (rate of
changes was 2—4 Hz, three sines; the range of
changes of stimulation frequency was 7 Hz and was
matched individually for each MU to evoke unfused
tetanic contractions). For a comparison, instead of



Rakoczy et al. BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation

(2020) 12:60

Page 4 of 9

20 mN

500 ms

40 A |
_. 30+
R?
®
[2]

I

o

g 201

[a]

®

e

s}

s
10 A
0

30

*(p<001)

Muscle Stretching Force [mN]

Fig. 1 The influence of the muscle passive stretch on the amplitude of the transitory force decrease. Upper recordings: a set of sample
recordings of the tetanic contractions of fast resistant motor unit stimulated with a 30-75-30 Hz pattern in a muscle stretched up to the passive
forces of 30, 100, and 200 mN. The horizontal interrupted lines indicate the reference force at the end of tetanus used to calculate the amplitude
of the force decrease. The red vertical arrows indicate the amplitude of the force decrease. Lower graph: amplitude of the force decrease
obtained for the muscle passive stretch values of 30, 100, and 200 mN. Data for each set of recordings are connected by a line; the bold red line
refers to motor unit illustrated upper. The figure presents combined data for 6 fast resistant motor units for 9 applied stimulation patterns. Note
that, at 30 mN for some recordings, the transitory force decrease was not present. The black line connects the mean values at three tested levels
of muscle passive stretch; level of significance of differences is indicated above. Significance of differences between groups is represented by

100 200

sinusoidal changes, sudden switches between high
and low stimulation frequencies were also applied
(9 MUs) (Fig. 4).

5. For 10 MUs, the decomposition of their unfused
tetanus with the transitory force decrease
(recordings within step 4 of the stimulation
protocol) into twitch-shape responses to individual
stimuli was completed according to a method de-
scribed previously [23]. Changes in twitch parame-
ters for successive decomposed responses were
analysed (Fig. 5).

At the end of recordings for each MU, the fatigue test
was performed (trains of 14 stimuli at 40 Hz repeated
each second for 3 min) [4].

The analysed parameters

For the single twitches, the peak force, contraction
time (from the beginning of a twitch up to the peak),
and half-relaxation time (from the peak up to a

moment when the force decreased to 50% of peak
value) were obtained. The studied units were accepted
as F basing on sag in 40-Hz unfused tetanus. The fa-
tigue index (the force generated by MU after 2 min
of the fatigue test to the initial force) was calculated;
for all selected MUs, the index exceeded 0.5. All data
are presented as mean + SD.

Results

The influence of passive muscle stretch on the amplitude
of transitory force decrease

Among the three applied values of the muscle stretch
(30, 100, and 200 mN), the highest effect of the transi-
tory force decrease was observed at 100 mN (15.1 +
10.5%), whereas, for 200 mN and 30 mN, lower ampli-
tudes of the force decrease were noted (11.3 +8.2% and
5.7 £ 9.3%, respectively) (Fig. 1). Although for all selected
patterns the transitory force decrease was visible at 100
mN, at 30 mN for 21 and at 200 mN for 6 out of 35
used patterns, respectively, it was abolished. The
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Fig. 2 Development of the transitory force decrease at an increasing number of pulses with high-frequency stimulation. a, a set of sample
recordings of single fast resistant contractions evoked by five trains of pulses including one, two, four, six, and 18 short interpulse intervals of
11.1 ms. Low frequency stimulation: 35 Hz; high frequency stimulation: 90 Hz. b, amplitude of the transitory force decrease as a function of the
number of short intervals. All data for one set of recordings (obtained at low-frequency stimulations of 35 Hz and 40 Hz for all 8 examined MUs)
are connected. The black line illustrates motor unit presented left. The red line presents mean values; * p < 0.01 in relation to one short

interpulse interval

significance of differences between the compared groups
(30 mN, 100 mN, 200 mN) was tested using a one-way
ANOVA, post-hoc Fisher test.

Dependence of the transitory force decrease on the
number of pulses at high frequency

The effects of shortening of 1, 2, 4, 6, and 18 interpulse
intervals tested for eight FR MUs at 35 and 40 Hz re-
vealed that the studied force decrease was dependent on
a number of high-frequency stimuli (Fig. 2). For all re-
cordings, a shortening of only one interpulse interval did
not evoke the transitory force decrease, but, with an in-
creasing number of high-frequency stimuli, said force re-
duction progressively developed. The significance of
differences between the compared groups (1, 2, 4, 6, 18
impulses) was tested using a one-way ANOVA, post-hoc
Fisher test.

The influence of the coactivity of other MUs on the
transitory force decrease

The influence of a parallel maximum tetanic contraction
of individual MUs or groups of units generating a large
spectrum of forces (20.4-987.4 mN) on the transitory
force decrease in selected MUs appeared to be
dependent on this force level (Fig. 3). The separate re-
cording with the transitory force decrease was compared
to that obtained by removing the force of accompanying
tetanic contraction from the common force recording
(Fig. 3a vs. 3b and 3d vs. 3e), and the activity of this MU
was compared to the force recorded without accom-
panying activity; subsequently, the differences in ampli-
tude of the transitory force decrease in these two

recordings were calculated. For each of 13 MUs, several
combinations with accompanying groups of units were
recorded (yielding a total of 53 sets of recordings). The
amplitude of the transitory force decrease was consider-
ably reduced or abolished when the force of coactive
MU(s) exceeded 550 mN (Fig. 3g, arrows directed
down). At lower forces, the studied phenomenon in
some cases even increased (Fig. 3g, arrows directed up).

The transitory force decrease during sinusoidal changes
in the stimulation frequency

When the presence of a transitory force decrease was
tested at progressive, sinusoidal changes in the frequency
of stimulation, the force decreased to the lowest level at
a low stimulation frequency within the first cycle (the
mean difference in comparison to the following cycles
amounted to 23.9%) (Fig. 4b). In separately recorded tet-
anic contractions, when the stimulation suddenly
switched several times between high and low frequencies
instead of presenting sinusoidal changes, the transitory
force decrease was also visible at the first reduction of
the frequency (Fig. 4a).

Decomposition of the tetanic contraction with the
transitory force decrease into responses to successive
stimuli

To explain changes in responses to individual stimuli
leading to the transitory force decrease, the decompos-
ition of selected contractions into a series of twitch-
shape responses was performed. The contraction for de-
composition was obtained as a difference between the
three-phase (low—high—low) and the two-phase (low—
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high) recordings (Fig. 5a—c. The amplitude of the transi-
tory force decrease ranged between 5.3 and 36.4%. The
analysis revealed that the force decrease resulted from a
decrease of amplitudes of the decomposed twitches and
a shortening in the contraction time, whereas the follow-
ing force increase was an effect of a prolongation in re-
laxation (Fig. 5d—h).

Discussion

The presented results indicate that a recently reported
transitory force decrease [16] is not related to a decrease
in the force generated by muscle fibres but rather to a
deterioration in the transmission of the force to the ten-
don. The structures involved in this process are likely
intramuscular collagen, althought it is possible that other
muscle proteins as titin, the muscle fiber elastic struc-
tural protein [18] or even muscle fibres surrounding ac-
tive MUs might be taken into consideration.

The transitory force decrease following a sudden re-
duction in stimulation frequency appeared to be
dependent on several biomechanical conditions, specific-
ally muscle passive tension (Fig. 1) and coactivation of

optimal for the twitch for
may be related to stretch-modifi

external load. Meijer [19] reported that
tem of the myofibril connections of two

had an impact in force generation. The decrease in
stimulation frequency evokes a sudden reduction in\con-
tractile force. The force reduction develops faster than
an adaptation of passive parts of a muscle to reduce
transmitted force, leading to the transitory force decrease.
At a high (200 mN) or low (30 mN) applied muscle
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tetanic contraction for a fast resistant motor untit stimulated with sinusoidal changes (2 Hz) in stimulation frequency ranging from 9 to 16 Hz. The
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stretch, the passive structural proteins of muscle fibres
have modified elastic properties, leading to a decrease in
the amplitude of the studied phenomenon when com-
pared to the optimal muscle stretch (100 mN) when the
twitch force in isometric recording is the highest [6].

The transitory force decrease may be reduced by coac-
tivation of other MUs. This observation explains why
this phenomenon was not observed in similar experi-
ments (also based on low—high—low frequency of stimu-
lation) on human muscles stimulated via the nerve [14].
The present results show that, when the force of coac-
tive MUs exceeded 550 mN, the transitory force de-
crease disappeared. In the studied muscle, the mean
value of MU tetanus force amounted to 144 mN,
whereas the force of the muscle stimulated via nerve was
5.25N; the muscle consists of 52 MUs [11]. Therefore,
the contraction of approximately 10 to 15% of the MUs
(4—5 MUs in a studied muscle) is sufficient to abolish
the studied phenomenon. It is possible that territories of
two to three MUs do not overlap substantially. With in-
creasing number of coactive MUs and overlapping of
their territories, the likelihood that their muscle fibres
are neighbours and transmit force by the same parts of
collagen is also increased.

The MU force is sensitive to a pattern of activating
stimuli; even a change in the first interpulse interval
modifies the force production (see Background).
Therefore, we tested whether the shortening of one
interpulse interval is a sufficient enough action to
evoke a transitory force decrease (Fig. 2). However,
this phenomenon appeared after a longer series of
pulses at a high frequency. This observation contrasts

previously described effects of an initial doublet of
stimuli or prolonged initial interpulse interval. The
catch effect as well as tetanic depression probably de-
pends on intracellular changes of the calcium level [1,
2, 17]. The transitory force decrease needs longer
trains of high-frequency stimuli, which supports dis-
turbances in the force transmission as a possible
mechanism. This suggestion is supported by the ob-
servation that transitory force decrease occurs most
frequently in FR MUs, distributed in the proximal
compartment of the medial gastrocnemius [12] and
covering only 40% of the muscle length [26], indicat-
ing that force must be transmitted to the tendon by
long intramuscular collagen structures.

The decomposition of tetanic contractions revealed
that the transitory force decrease is related predomin-
antly to a shortening of the contraction time and a de-
crease in the force of decomposed twitches, followed by
an increase of the half-relaxation time responsible for
the final force recovery. It is worth emphasising that
changes in relaxation efficiently influence the production
of force during MU activity [25].

Sudden decreases or increases in the motoneuronal
firing rate are not observed in voluntary activity.
However, the sinusoidal changes in stimulation fre-
quency resemble modulations in motoneuronal firing
described in prior papers [20, 22]. The present results
revealed that, at sinusoidal changes in stimulation fre-
quency, the transitory force decrease influences the
MU force. Therefore, the described phenomenon po-
tentially influences the force at decreasing firings of
motoneurons in vivo, in humans, leading to a force
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successive stimuli resulting from the mathematical decomposition of recording (c). e, all decomposed twitches presented superimposed with the
stimulus time accepted as O for all twitches. The contractile parameters of successive twitches for 10 studied motor units (mean + SD) presented

in relation to the first decomposed twitch (100%): f — twitch force, g — contraction time and (h) — half-relaxation time (mean values and standard
deviations). Due to some differences between individual motor units regarding the number of stimuli at the last low-frequency phase (minimum

12), the data are presented for 12 twitches

reduction occurring faster than expected, assuming a
linear transmission of firing rate into the force.

Conclusions

The transitory force decrease is a biomechanical effect
most probably resulting from disturbances in force
transmission from muscle fibres to tendons by adjacent
collagen structures or possibly also other elastic muscle
proteins. The phenomenon occurs not only during a
sudden switch from high- to low-stimulation frequencies
but also at progressive decreases in stimulation fre-
quency, and therefore potentially influences the muscle
force at decreasing firing rates of motoneurons during
voluntary activity.
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