Latvijas UNivERSITATE
Biologijas fakultate

Ligas Ozolinas

Promocijas darbs biologijas doktora GrAdA ieGUSANAI

VINGLIEMEZA HELIX POMATIA (l.) TAUSTEKIA

MUSKULATURAS NEIRALAS VADIBAS MEHANISMI

Riga, 1999



Fakultates dekans: prof. I. Muiznieks

Darba vaditaji: prof. J.LLAivars
Ph.D. T.Teyke
Recenzenti: prof. N.Svinka

prof. E.Birgele
Ph.D. I.Ankorina-Stark

Disertacijas aizstavésSanas diena: 1999. Gada 19. maijs



s BRI L 1L« nmvisiien b b rionmmnibl Dn s wanainblon go g soiiamans Sad posngnbunbind 5

1.1. Molusku neiroetologija........cc.cccccireirrenricrnciniierinienneine, 5

1.2. Molusku nervu sistéma. Cerebralie gangliji........................ 7

1.3. Molusku muskulu uzbiives Tpatnibas..........c..cccccemvniiiniiennnns 8

1.4. Molusku neiro-muskulards sinapses uzbave..........c.c.cccuue.. 11

1.5. Neirotransmiteru izplatiba molusku nervu sistéma............. 12
1.5.1. Serotonina neirofiziologija............ccoceeeriiminiieniniincnnnnnnn, 13
1.5.1.1. Serotonina efekti...........c.coemiieiiiiiiiririiniinic 13
1.5.1.2. Serotonina reCePtori........cccccrurruiurieraiminisniaresneiernensianes 15
1.5.2. FMRF-amida neirofiziologija............ccoccevvuiiminiiniiniiniannnn, 17
1.6. Pétfjuma mérkis un uzdevumi.........cccoemiirnininiii, 18
2. Materiadls un metodes.........cccceieniiiiiiiiiininniniiiiiiiin e 19
2.1. DZivnieki un to turéSana. .........c.cccverrerrnininrirenincaiienieenn, 20
2.2. Nervu - muskula prepardata pagatavosana. ...........ccceeeeeenne. 20
2.3, Arratomigkie PEHIUMIL ... ccosrconssmsabuse sonannbusavosanass dbsnnmninnin 20
2.3.1. Nervu Skiedru retrograda krasosana. .......c.....cceevceivninnnnns 21
2.3.2. Krasu reakcijas ar smagajiem metaliem..........c.cccceeieaenaee 21
2.3.3. Preparata sagatavos$ana mikroskopésanai. ...........cccceuue... 21
2.4, Elektrofiziologiskie p&tliumi. .........cccevuevenrmnirenienrieinenienne 22

2.4.1. Ar elektrisku kairindjumu izsauktas muskuju kontrakcijas ....22.
2.4.2. Ar kKimiskajam vielam izsauktas taustekla muskula kontrakcijas.23
2.4.3. Fiziologiskais tests taustek|a kontrakciju virziena noteiSanai...24

2.5. Pétljuma izmantotds vielas. ........c.cccoieiiiiiiiiiiiiii 25
2.6. Rezultdtu apstrdde un to izvértdjums. .......ccceviviinvnianinanne. 26
B - o R —— 27
3.1. Taustek|u motora inervacija. ........ccccecvnviiiiiiiiiviiinicnencee, 27
3.1.1. Anatomiskie p8IJumi. .........cciucsivaiminieiccevsmenes sonansan e snsmsanas 27
3.1.1.1. Nervu izejas vietas no cerebrala ganglija noteikSana........... 27
3.1.1.2. Nervu topografija taustek|a muskull. ...............cooiieinin 28
3.1.2. Kustibu nervu loma taustek|a kustibas. .........ccccoceeinveiinnnnnn. 29
3.1.3. Kopsavilkums. .........cccoviiiiniiiiiiiicicsni s e 29
3.2. Neirosekrétu - serotonina un FMRF-amida efekts uz taustek|a
muskula kontrakCHam. .......ccoviririiiiiiiceirie s 30
32 Sorotoninm ORI, wams:: s s 2 e s s s g 30
3.2.2. FMRF-amida efekti. .............cceemiciciiiiiiinicccr e, 32
3. 2.3 HOPSAVIIMUIID. o5 cocnmnms s s mimminos 6 boiinns § § SERAREN & baumanEs & § SEOEL 34
3.3. Taustekla nerva - muskula sinaps$u pétfjumi...........ccccevenennnee. 34
3.3.1. Holinergisko sinaps$u rakstura noteik$ana.........c...cccccveneene. 35
3.3.2. Serotonina iedarbibas vietas noteiSana taustek|a nerva-muskula
11T 1 o L - P 35
3.3.3. KOpSaVilKUMS. ......cccieeriiiiriiiiiieineeereraerarnnsarenssnenscnennnennn 36
3.4. Serotonina iedarbibas molekuldrie mehd@nismi. ........c......c..... 36
3.4.1. Serotonins un acetilholina receptori. ......c..cccceeiiiiieiicinnnnns 37

3.4.2. Serotonina receptoru tipa noskaidro$ana. ..........c.ccocvevnennnnn 38



3.4.3. Cikliskd adenozinmonofosfata nozime serotonina efektu

Y= | [ Z- Tod - PP 39
3.4.4. Kalcija nozimes noskairdo$ana serotonina efektu realizacija...41
3.4.4.1. Kalcija nozime taustek|a muskuja kontrakciju norisé........... 41
3.4.4.2. Serotonina efekti dazadu [Ca®'Jo Vid&S.......eeeverevuveereerenennn. 43
3.4.4.3. Serotonina efekti kofeina klatbatné. ................ccceveeinnnnnn.. 44
3.4.4.4. Siinas virsmas membranas kalcija kanalu inaktivacija........... a7
3.4.4.5. Intracelularo kalcija kratuvju kalcija kanalu inaktivacija......... 48
3.4.5. Ar G-proteinu saistito receptoru esamiba taustek|a muskula
-1 - TP 51
3.4.6. Litija iedarbiba uz taustekla muskuja kontrakcijam................. 52
3.4.7. Kopsavilkums.........cccociiiiiiiiiiicccnieri s rr e s e e s r e e 54
3.5.1. Serotonina metabolisma un serotonergisko neironu summaras
aktivitates mainiba.........cccociviiiiiciciiiiiici e 56
3.5.2. Kopsavilkums. ..........ccccoriiimiiiiiiiciriaiiiii it rcreinns e aneaas 57
4. Rezultdtu analize. ...........coiiiiiiiiiiiiiiicicr e s e 58
4.1. Nervus peritenticularis interna un externa izvietojums taustek|a
muskulatiird un to nozime taustekl|a kustibas. ...............cccccveeennee 58
4.2. Neirosekrétu loma Helix taustek|a kustibas. .............cc.coveeeenn. 60
4.2.1. Serotonina efekti molusku neiro-muskularajas sistémas....... 61
4.2.2. FMRF-amida efekti molusku neiro-muskuldrajas sistémas.....63
4.3. Taustekla nerva-muskula sinapses fiziologija.........c.....c.......... 64
4.3.1. HolinerQiSkas SiNapSes. ......ccccceevreieerreirreeneenireennenreneennens 64
4.3.2. Serotonergiskas SiNAPSES. .......cc.cccieeiiniiineiearieinnreneenerinennns 65
4.4. Serotonina darbibas molekularie mehanismi. ........................ 66
5. SeCINGJUMI. ..ouiniiiii e e e e 75
T o 11 0T (= - U 76

6. Literatliras SArakstS. .......ovcviiiiiiirieiirinerersneientteneeanerensancreannen 77



1. IEVADS

Daba atrodas nepartraukta mainiba, un més visi (cilvéki un dzivnieki)
atrodamies $Ts mainigas apkartéjas vides ietekmé. Lai dzivais organisms spétu
izdzivot mainigaja vidé, tam ir japielagojas S$im vides parmainam. Organisma
fiziologisko funkciju izmainas Sai pielagoSanas procesd ir nevis pasivs vides
ietekmes rezultats, bet gan aktiva, biologiski mérktieciga reakcija, kura ir tikai
iespéjama, vidi kontrolgjot informativi. Un tikai pielagosanas garanté katra individa
spéju izdzivot un pastavét konkurencé ar citiem Tpatniem un tadejadi nodrosinat
dzivibas nepartrauktibu.

Apkartéjas vides parmainas cilvéki un dzivnieki (arT viensuni) informativi
kontrolé ar specifiskiem sensoriem mehanismiem. Dziviem organismiem ar nevru
sisttmu vides informativas kontroles funkciju galvenokart veic nervu sistémas
elementi. Vides parmainas darbojas uz organismu ka kairinataji, kuri izraisitie nervu
impulsi ierosina fiziologisko funkciju izmainas organisma, kas ir atbildes reakcija uz
vides parmainam.

Jau kop$ Aristotela un Hipokrata laikiem cilvéku pratus ir nodarbindjusi doma
par dzivas bitnes ricibas modeli. ST téma, tikai jau nedaudz cita aspekta, ir aktuala
véljoprojam. T&adé|, lai noskaidrotu nervu sistémas nozimibu dzivd organisma
uzvedibas modell, ir svarigi izzinat, kadi procesi notiek kédité . apkartgja vide -
dzivais organisms - organu sistéma un fiziologiskie procesi taja - sinapse un
molekularie procesi taja. So procesu, kas norosina neirdlas darbibas un
izpildsrtuktGru mijiedarbibu, izzindSana ir svariga, lai raditu priekSstatu par
organismu ka vides integrativu vienibu, kura uzvediba nosaka vina sekmes

konkurenceé ar citiem individiem, vina ekologisko nisu.

1.1. Molusku neiroetologija.

Savas relativi vienkarsas nervu sistémas uzbiives dé| dazadi Mollusca tipa
parstavii plasi tiek izmantoti neiroetologiskajos pétijlumos uzvedibas modela
noskaidrosanai. Salidzindjuma ar mugurkaulniekiem, molusku nervu sistéma sastav
no nedaudziem ganglijiem ar lieliem, krasas zina atskirigiem un viegli
indetificéjamiem neironiem. Ta pieméram, jiras zaka Aplysia californica nervu

sisttma veidota no apméram 20 000 nervu $inam (Kandel et al., 1991), Afrikas



sauszemes gliemeza Achatina fulica - no apméram 25 000 neironu (Chase &
Tolloczko,1993). TurpretlT mugurkaulnieku, pieméram, peles lielo puslozu garoza
vien satur ap 10 miljoniem nervu 8anu, bet cilvékam Sis skaitlis sniedzas pari 10
miljardiem (Schmidt, 1995). Tac¢u neskatoties uz So relativi vienkarsi veidoto nervu
sistému, moluski uzrada [oti interesantas un sarezgitas uzvedibas reakcijas, kuras
saistitas ar baribas mekléSanu un uznems$anu, pasaizsardzibu, parosanos,
ziemosanu un nelabvéligu apkartéjas vides apstak|u parciesanu.

Jebkura dziva organisma uzvediba telpd ir mérktieciga, noteiktu motivu
virzita. Un tikai pavirSam vérotajam var likties, ka dzivais organisms daba parvietojas
haotiski bez sava mérka. Tacu tas ta nav un to pierdda art daudzi neiroetologiskie
pétijumi. Ricibas programmas veidoSana kadai noteiktai ricibai ir svarigas vairakas
iekséjas un aréjas motivacijas. TaCu kd viena no galvenajam ir informacijas
uznemsana no apkartgjas vides. Molusku tipa parstavjiem vienigas sensoras
modalitates, kuras pielauj informaciju uznemt no attaluma, ir oza un redze (Chase,
1986; Kilias R., 1995). Oza un redze piedalas uzvedibas mode|a veidosana baribas
mekié$anas (Croll & Chase, 1980; Jacklet, 1980), paro$anas (Chase et al., 1978;
Takeda & Tsuruoka, 1979) un nelabvéligu apkartéjas vides apstak|u parciesanas
laika (Chase, 1986; Lind, 1989).

Ozas sensoras Sdnas molusku tipa parstavjiem atrodas izkliedétas pa visu
kermena virsmu, tacu to lielaka dala ir koncentréta ozas epitélija, kas atrodas lielo
taustek|u galos (Hanstrém, 1925; Schulz, 1938). Ari vingliemeza |écveidigas acis
atrodas to pasu lielo, biezi sauktu, acu, taustek|u galos. Tadejadi vingliemezim
lielajos tausteklos atrodas abu veidu svarigdkie sensorie organi, kas nodrosina
informacijas uznemS$anu no apkartéjas vides. (Turpmakaja teksd apziméjums
"‘taustek|i” tiks attiecinats tikai uz lielajiem - acu - taustek|iem. Bez acu taustek|iem
moluskiem ir art mazie - lGpu taustek|i.) Parvietojoties telpa, molusks ar taustek|iem
meklé pazistamas sensoras modalitates, un meklésanas laikd moluska taustek|i ir uz
virziti uz augsu (1.att. a,b).Tacu, ja gliemezis sava tuvuma ir uztveéris zinamu objektu,
taustek|i tiek virziti un fikséti ST objekta virziena (1. att. c). Ar $adi uz objektu virzitiem
taustekliem gliemezis parvietojas $1s zinamas sensords modalitates virziena (1. att.
d). Ja taustek|u fiksacija uz objektu tiek kavéta, gliemeza parvietosanas telpa k|Cst
haotiska un neorientéta, un mekléto objektu gliemezis atrod péc ilgas maldisanas

(Kilias, 1995). Taustek|u kustibu kvalitativa analize ir paradijusi, ka virziens, kada



gliemezis noliec savus taustek|us, ir raditajs tam, ka dzivnieks ir uztvéris, apzinajis

un identificéjis signala avotu telpa (Chase & Croll, 1981; Peschel, 1998).

1. att. Vingliemeza parvietoSanas telpa uz zinamas baribas avotu (péc Peschel, 1998).
Parvietojoties telpa, vingliemezis ar taustekliem meklé pazistamas sensordas modalitates.
Virziens, kura tiek noliekti taustekli, ir tiess raditajs tam, kada virziena parvietosies pats gliemezis.

Smarzas atskirSanas slieksnis atseviSkam sauszemes molusku sugam ir
tiesam véra nemams. Pieméram, Achatina fulica sp€j atSkirt amila acetata smarzu, ja
ta koncentracija gaisa ir 10 M (Chase, 1982), kas ir salidzinams ar S§Ts smarzas
atSkirsanas slieksni cilvéekam - 10 ° M. Ka liecina dazi literatars dati, vingliemezis
atseviskas smarzvielas spéj uztvert no 40 cm attaluma (Kilias, 1995; Teyke, 1995),

bet vizualo informaciju ar acim tikai no 7-8 cm attaluma (Kilias, 1995).

1.2. Molusku nervu sistéma. Cerebralie gangliji.

Molusku tipa parstavjiem ir raksturiga gangliju tipa nervu sistéma.
Vingliemeza nervu sistému veido 5 galvenie gangliju pari un viens atsevi$k$
ganglijs: cerebralie gangliji, kurus galvenokart veido aferentie neironi no sensorajiem
organiem (ozas epitélija, acim, statocistam), k& arT taustek|lu motoneironi; pedalie
gangliji, kuri nodrosina gliemeza pé&das muskulatliras motoro inervaciju; bukalie
gangliji, kuri inervé gremosanas traktu; pleiralie gangliji, kuru neironi inervé mantiju;

parietalie gangliji un liels visceralais ganglijs , kuru neironi inervé dalu gremosanas



trakta, nieri, sirdi, ka3 arT dzimumorganus. P&degjie 5 gangliji ir sapladusi un veido
iek$éjo orgdnu maisa gangliju kompleksu, kas nodroSina visu iek$&o organu
inervaciju (Kerkur & Walker, 1975; Kilias, 1995).

Cerebralajos ganglijos péc neironu veida, izvietojuma un nervu izejas vietam
no gangliiem katrd var izskirt trfis morologiski atSkirigus apvidus: protocerebrum
(priek§smadzenes), mesocerebrum (vidussmadzenes) un metacerebrum (pakal€jas
smadzenes). Cerebralajos ganglijos ienak plasa informacija no gliemeza
sensorajiem organiem, un ganglijos art tiek analizéta, apstradata un veidota ricibas
programma talakai darbibai. Cerebralajos ganglijos atrodas arT motoneironi, kuru
izaugumi inervé taustekla muskulatlru un nodrosina taustek|u kustibas. Tadejad,
olfaktoriska un vizuala informacija no sensorajiem organiem, kuri atrodas gliemeza
taustek|os, pa sensorajiem un starpneironiem nonak cerebaélajos ganglijos. Turpat
cerebraldjos ganglijos notiek programmas izveide un komandu nodosana
izpildorganiem - tausteklu muskuliem. Tadejadi cerebrélie gangliji nodrosina
atgriezenisko saiti starp ienakuso informaciju un taustek|u kustibu aktivitati.
Taustek|u kustibu aktivitite nosaka ari liela meérad pasa dzivnieka uzvedibas
aktivitati, un taustek|u orientacija telpa vairuma gadijumu sakrit ar pasa dzivnieka

parvietoSanas virzienu daba (Peschel, 1998).

1.3. Molusku muskulu uzbives ipatnibas.

Bezmugurkaulnieku, tai skaitd molusku, muskujaudus nevar strikti pieskaitit
Skérssvitotajlem vai gludajiem muskuliem, ka S$o nosacito iedalljumu izmanto,
raksturojot mugurkaulnieku muskulaudus. Molusku muskulu salldzindjums ar
mugurkaulnieku muskujiem var sniegt ieskatu muskulaudu dazado struktdru
nozimiba, ka arT atseviSko muskulu grupu funkcionalajas spéjas.

Lielaka dala visu molusku muskujaudu ir veidota no nelielam (diametra idz 7
u) vienkodolu sStindm, kuras neveido sincitiju un vairdk [idzinds mugurkaulnieku
gludo muskulu Sanam. Dazam molusku sugam ir atrasti arT skérssvitotd muskulju tipa
audi, ka pieméram, atsevi$kas muskuju grupas Pecten un Chlamys. Sie muskuli
Ndzinas mugurkaulnieku skeleta muskuliem, ar skaidri izteiktu sakroméra struktdru.
Tie nesatur arT citiem molusku muskuliem raksturigo paramiozinu, bet gan aktinu un

miozinu, kas nodrosina muskulu kontrakcijas (Hoyle, 1964).



Molusku muskulaudu moro-funkcionala struktira, manuprat, ir raksturojama
péc sekojosiem kritérijiem: 1) péc miofilamentu organizacijas muskula Sana; 2) péc
organoidu daudzuma un specializacijas.

Miofilamentu organizdcija. Gluzi tapat k& mugurkaulnieku muskulos, art
molusku musku|os var identificét divu veidu miofilamentus - tievos un resnos.
Mugurkaulnieku tievo filamentu pamatstruktiru veido olbaltumvielas - aktina -
molekula, pie kuras ir piesaistijusas regulatords olbaltumvielas - troponins un
tropomiozins. So regulatoro olbaltumvielu sasaiste ar kalcija joniem izraisa miozina
molekulu fermentativo aktivitati un Skérstiltinu kustibu, kas nodrosina sarkoméra
sarausanos. Daudzu autoru pétijumos ir pieradits, ka molusku muskulos atrastais
aktins ITdzinas aktinam, kas sastopams arT mugurkauinieku musku|os, k& pieméram,
trusa (Kendrick-Jones et al., 1970) un vardes (Lowy & Vibert, 1967) muskulos.
Atskinba no mugurkaulnieku skeleta muskujiem, molusku muskuli nesatur
regulatoras olbaltumvielas - troponinu un tropomiozinu (Kendick-Jones et al., 1970).
LiteratQra ir atrodamas arT norades, ka molusku muskulu tievo filamentu struktira
bez aktina pavedieniem var but sastopama ari kada cita Iidzigas struktlras
olbaltumviela - B-aktinins (Suzuki et al., 1971).

Mugurkaulnieku resno miofilamentu pamatstruktiru veido liela izméra,
polimerizétas kontraktilas olbaltumvielas - miozina - molekulas. Savkart, molusku
resno miofilamentu pamatsruktlru veido miozina un/vai paramiozina molekulas, kuru
diametrs varié plasas robezas no 100 A lidz pat 1500 A (Heyer et al., 1973). In vitro
pétijumi rada, ka paramiozins veido resno filamentu serdi, bet miozins izvietojas tas
arpusé (Szent-Gyoérgyi et al., 1971). Sadi novietotam miozinam ir |oti liela sp&ja
saistit kalciju un tadejadi tiesi bez regulatorproteinu starpniecibas regulét tieva un
resna filamenta sasaiti un muskula Stnas sarausanos (Kendrick-Jones et al., 1970).

No tievo un resno filamentu savstarp&ja novietojuma daudzejada zina ir
atkarigs ari kontrakcijas mehanisms. Molusku muskulos var izSkirt divu veidu
miofilamentu organizaciju: neregularo un reguldro. Muskuliem ar neregularu
miofilamentu organizaciju nav konstants tievo un resno filamentu skaits un filamentu
attieciba viena muskula dazadas $anas. Sada muskuju struktdra ir, pieméram,
Heliosoma trivolvaris (latviski) (Heyer et al., 1973) un Mytilus

(Fielder & Lieder, 1994) mantijas savilcéjmuskuliem. Regularas



miofilamentu organizacijas muskuliem, ir stingi izteikts heksagonals, simetrisks abu
veidu miofilamentu novietojums SUn3, ka tas ir, pieméram, Cryptomphallus aspersa
(latviski) pédas muskulos (Abadila-Fenoll F. et all., 1982), k& ari Helix taustek|u
muskulos (péc Hoyle, 1964). Miofilamentu virziens $§adas Sanas visbiezak ir
perpendikulars vai ieslips attieciba pret garenisko asi (Schipp & Schéfer, 1969), un
tam ir analogija ar mugurkaulnieku skeleta muskulu $Unu kontraktilo vienibu -
sarkomeéru.

Atbilstosi miofilamentu organizacijai muskuju SGna, kontrakcijas mehanisms
molusku muskulos arT var bat atSkirigs. Neregularas miofilamentu struktdras
muskujos kontrakcija notiek salidzinosi Tslaicigi, parvietojoties kontraktilajam
vientbam vienai attieciba pret otru. Rosenbluts (Rosenbluth, 1968) sada veida
kontrakcijas ir nosaucis par cirpes ("shearing”) kontrakcijam, jo miofilamentu
parvietoSanas ir Tslaiciga un nepiiniga, it k& nejaujot kontrakcijai notikt idz galam.
Regularas miofilamentu organizacijas muskujos kontrakcija notiek analogiski slidoso
pavedienu mehamismam mugurkaulnieku Skérssvitrotajos muskulos, un tievo un
resno miofilamentu parvietoSanas notiek robezas starp divam piestiprinasanas
platnitém (Wilburg & Yonge, 1964).

Organoidu organizacija muskulu $idnas. Molusku muskulu Skiedras ir
atrodama virkne dazaddu membranalas dabas struktdru, kuram ir bdtiska loma
kontrakcijas mehanisma nodroSindsana. Ta pieméram, molusku muskuliem
raksturiga struktlra ir, t.s., piestiprindSanas platnites, kuram [idziga stuktdra ir
sastopama mugurkaulnieku gludajos musku|os, bet nav - skeleta muskliu|os (Rogers,
1969; Heyer & Kater, 1973). Sis platnites ir sarkolemmas iek$&jas virsmas ieliekumi,
pie kuriem piesaistas tievie filamenti (Rogers, 1968; 1969). Piestiprinasanas
platnitém analoga struktlra mugurkaulnieku skeleta muskulos ir Z-linijas, kas
abpuséji norobezo sarkomeéru. Ir sastopams arT cits sarkolemmas ieliekumu veids,
kur$ iesniedzas dzili sarkoplazma, ka3 arT atsevisku vezikularu struktlru veida
izkaisTts starp miofilamentiem pa visu sarkoplazmu (Sanger, 1971). So vezikulu
lokalizacija molusku muskulu S0n&s ir salidzinama ar mugurkaulnieku muskulos
esos$o sarkoplazmatisko tiklu, kuram ir bdtika loma ka intracelulara kalcija kratuvém
$dna. Membranailo struktlru daudzums un izvietojums varié diezgan plasas robezas

un nav atrasta korelacija starp miofilamentu organizaciju un vezikulu daudzumu
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muskulu $Gnas. Ta pieméram, Heliosoma trivolvis mantijas savilcéjmuskulos
miofilamentiem ir neregulara organizacija un neliels vezikulu skaits (Heyer et all,
1973), bet dazam véderkaju muskuju grupam ir regulars miofilamentu sakartojums ar
plasu vezikularo tiklu ( Sanger & Hill, 1972). Literatara ir atrodamas ari norades par
atseviSkiem véderkaju muskuliem, kuros praktisi nav sarkolermnmas veidojumu, tacu ir

augsti organizéta miofilamentu struktdra ( Hill et al., 1970).

1.4. Molusku neiro-muskularas sinapses uzbdve

Signala parnese un neiro-muskulards sinapses uzbdve molusku neiro-
muskularajd sistéma ir atSkiriga no signala transmisijas un sinapses uzbdves
mugurkaulnieku Ské&rssvitrotajos muskulos un vairak lidzinas tam signala parneses
veidam, k&ds raksturigs mugurkaulnieku gludaja muskulatird. Helix neiro-
muskularajam kotaktam ir raksturigs: 1) nervgala presinaptisks veidojums, kurs satur
dazada lieluma vezikulas; 2) Saura sinaptisk@ sprauga (150 - 300 A); 3) relativi
nespecializéta postsinaptiskd membrana (Heyer et al., 1973). Pie tam, viens neirons
var veidot sinapses ar vairakam muskulu Skiedram, ka ari ir iesp&jama polineirala
inervacija, kad vienu muskul|u Skiedru inervé vairaki neironi (Gilloteaux, 1972).

Vairaki pétijumi liecina, ka no neirona izdalijusais transmiters spé&j iedarboties
ne tikai postsinaptiskds membranas apvidi, bet arT salidzinosi liela attaluma, kas
vairakkart parsniedz sinapes izmérus (Heyer et al., 1973). Tadejadi $ada iedarbiba,
zinama meér§, {idzinas neirohumoralai iedarbibai. Transmitera distantas iedarbibas
pieméri ir zin@mi ari citu molusku neiro-muskularajas sistémas, k& pieméram, jdras
moluska Aplysia neiro-muskularaja sistéma (Colleshall, 1972).

K& mediators, kur$ izraisa molusku dazadu muskuju kontrakcijas, vairuma
gadijumu ir zindms acetilholins. Tacu interesants ir fakts, ka vienam muskulim var
bat jaukta tipa holinergiskie receptori, proti, gan nikotina (N), gan muskarina (M) tipa
holinergiskie receptori (Ram et al., 1994), kas nelauj molusku muskulus strikti
pieskaitit 8kérssvitotajiem vai gludajiem muskuliem. K& zinams, mugurkaulnieku

neiromuskularaja sistéma N un M holinoreceptoru atrasanas ir vairak noteikta, un N
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holinoreceptori atrodas skeleta muskulos, tatu M holinoreceptori gludaja
muskulatara.

Zinatnieku vidi nepastav pilniga vienpratiba par pétijuma izmanota
vingliemeza Helix pomatia tausteklu muskulatiru, kuru regularas miofilamentu
organizacijas un kontrakcijas mehanisma dé| G.Hoyle ( péc Wilbug & Yongle, 1964)
dévé par nepilnigi Skérssvitroto muskuli, tacu péc neirélas inervacijas veida un stnu
struktlras tas vairak Ndzinds gludajiem muskuliem (Rogers, 1968; Heyer et
al.,1973).

1.5. Neirotransmiteru izplatiba molusku nervu sistéma

Daudzajos pétijumos ar moluskiem ir atrasts, ka to nervu sistéma satur virkni
regulatoro neirosekrétu, kuri ir plasi izplatiti arT mugurkaulnieku nervu sistéma. Tadi
neiropeptidi un biogénie amidi k& serotonins, dopamins (Dahl et al., 1966; Osborne
and Cottrell, 1971), miomodulins (Schitt et al., 1992; Scott et al., 1997), histamins,
glutamins, y-amino-sviestskabe (péc Kerkut & Walker, 1975), dazadi enkefalini
(Elekes et al., 1993) un FMRF-veida amidi (Lehman & Greenberg, 1987) ir atrasti
dazadas molusku sugas. So biologiski aktivo vielu - neirotransmiteru - darbiba ir
plasi pétita, tacu vél pilnlbd neizzindta. (Ar jédzienu “"neirotransmiters” tiek
apzimétas biologiski aktivas, regulatoras vielas, kas sintez&jas un izdalas no
presinaptiska neirona un izraisa aktivéjosas vai kav€josas parmainas
postsinaptiskaja Sand. Neirotransmiters nodrosina informativo mijiedarbibu starp
sanam (kalpo informativa signala parnesei starp $anam), un tas var veikt gan
mediatora, gan modulatora funkcijas. Neiromediators - postsinaptiskaja membrana
saistas pie specifiskajiem receptoriem un aktivé vai kavé fermentativos procesus
8anad, kuru rezultata notiek Stnas polaritdtes izmainas (un aktivéta vai kavéta
specifiska darba funkcija). Neiromodulators - modulé mediatora efektu, saistoties pie
specifiskajiem receptoriem, vai art pie primara mediatora receptoriem, izmainot
postsinaptiskds Suanas jatibu pret So mediatoru vai visparéju vielmainas

uzliesmojumu).
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1.5.1. Serotonina neirofiziologija
1.5.1.1. Serotonina efekti

90-gados zinatnieku lielu ievéribu ir ieguvis biogénais amids - serotonins.
Serotonins cilvéka nervu sistéma tika atklats 20. gs. vidh, un seviSku interesi tas
izraisa savas psihomimétiskas darbibas dé&|. Serotonins plasi ir izplatits ari
bezmugurkaulniekos un augu valsti (péc Borne, 1998). Dzivnieku valsti serotonins ir
zinams k& neiromediators, tas var veikt ari neiromodulatora un neirchormona
funkcijas (Kravitz, 1991; Katz, 1995; Katz & Frost, 1996). Serotonina darbibas
molekulard mehanisma izzindsana var sniegt ieskatu ta darbibas efektu izprasana
un bt nozimiga art praktiskaja medicina.

Ka neirmediators serotonins ir atrasts arT vingliemeza Helix pomatia nervU
sistéma (Kemenes & S.-Rozsa, 1987). Maincas Universitates Zoologijas Institita
Neiroetologijas laboratorijas uzmanibu HD Dr. T.Teykes vadibad ir piesaistijis
vingliemeza cerebralo gangliju neironos deponétais serotonins. Ar immancitologisko
kraso$anas metodi ir pieradita serotoninu saturoso Sdnu lokalizacija cerebralo
gangliju ventralaja virsma un bagatiga serotonina klatbitne taustek|a muskulatlru
inervéjosajas nervu Skiedras. Liels serotonergo $dnu daudzums ir identificéts ar?
centralaja komisara, kura savieno abus cerebrdlos ganglijus (Fuss, 1997). Ar
retrogradas krasoSanas metodi un serotoninu saturo$o neironu immunocitokimisko
kradsosanas metodi ir pieradita atseviSku cerebrala ganglija serotonergo neironu
klatbGtne taustek|lu muskulatura un $o neironu kontaktvietas ar taustekla
motoneironiem. Pie tam, elektriski kairinot atseviSkus serotoninu saturo$os cerebrala
ganglija neironus, novéro elekriskas aktivitates izmainas taustek|a motoneironos, ka
art pasa taustekla kontrakciju izmainas. (Fuss, 1897). Tadejadi, ir pamats domat, ka
serotonins iesaistas tausteklu kustibu modulacija, kura var bGt nozimiga,
orient€joties gliemezim telpa péc distanti uznemtas informacijas.

Literatdra plasi ir atrodami dati par serotonina darbibu arT citu sugu moluskos,
un td nozZimibu $o dzivnieku orientacija tepld. Interesants ir piemérs, ka serotonins
vienlaictgi var darboties gan ka mediators, gan k& modulators jlras gliemeza Tritonia
diomedea aizsargreakcijas veidoSana (Katz & Frost, 1995). Serotonergie
starpneironi, kuri veido kontaktus ar Trtonia peidmuskuli inervéjosiem

motoneironiem, izsauc uzbudinosu postsinaptisko potencialu Sajos motoneironos un
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sekojosas musku|a kontrakcijas. Tacu $o motoneironu aktivitati vienlaicigi ietekmé
vél citi serotonergie neironi, kuri arT veido sinapsi ar Siem motoneironiem, un
pastiprinati izdala serotoninu sinaptiskaja sprauga ekstrémas situacijas (Katz &
Frost, 1995).

Motoras programmas modulacija ar serotonina starpniecibu ir daudz pétita un
labi raksturota. Pie tam, serotonins modulé galvenokart tas motoras programmas,
kas saistitas ar ritmisku kustibu aktivitati. Ta piemé&ram, serotonina ievadiSana
Tritonia kermena dobuma izsauc ritmiskas kustibas, kuras raksturigas dzivniekam
peldot (McClellan et al., 1994). Lidzigu efektu serotonins rada ar7 Aplysia brasiliana
(Parson & Pinsker, 1989; McPherson & Blankenship, 1991) un Clione limacina
organisma (Satterlie, 1995; Satterlie et al., 1995), kur serotonins piedalas ne tikai
motoras programmas radi$and, bet ari peldésanas atruma regulacija, iesaistot
peldésanas procesa jaunas motoras vienibas.

Serotonina efekts motoras programmas modulacija nav attiecinams tikai uz
moluskiem vien. ArT mediciniskai délei (Angstadt & Friesen, 1993, Managan et al.,
1994), upes vézim (Johnson et al., 1995) un vardes kurkulim (Sillar & Simmers,
1994) kustibu programmas modulacija piedalas serotonins.

LTidzas serotonina efektiem motoras programmas modulacija, literattra ir plasi
aprakstita serotonina iedarbiba uz periférajiem izpildorganiem. Ka viena no dazadas
molusku sugas visvairak pétitajam ir bukdlo un parapodidlo musku|u kontrakciju
izmainas serotonina ietekmé (Achatina: Yoshida & Kobayashi, 1991; 1995; Aplysia:
Weiss et al., 1978; 1981; Ram et al., 1981; Kupfermann & Weiss, 1982; Parsons &
Pinsker, 1989; Gamkrelidze et al., 1995; Heliosoma: Zoran et al., 1989; Helix:
Kemenes & S.-Rozsa, 1987; Lymnea: Yeoman et al, 1994).

Neskatoties uz serotonina plaso aktivéjosSo iedarbibu, ir zindms arT serotonina
kavéjosais efekts. Spolistarpa Ascaris suum parvietosanas telpa ir lokomotoriska ar
izplatosam vilnveida kustibam. Ir zindms, ka serotonins So kustibu aktivitati nomac
(Reinitz & Stretton, 1996). Tadu, pieméram, Aplysia gremosanas muskulos, ki arl
Tritonia atseviskos peldéSanu nodrosino$os musku|os, serotonins ir aprakstits ka
modulators, kur$ sp€j veikt divéjadu - gan aktivéjosu, gan kavéjosu efektu (McClellan
et al., 1994; Ram et al., 1981).

Bez serotonina modul&o$a efekta kustibu mode|a izveid€, serotonins

piedalas ari citos neiralajos procesos. Ir pieradits, ka serotoninam ir noteikta loma
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nosacijuma refleksu izveidé un klasiskas apméacibas procesa daudziem
bezmugurkaulniekiem, tai skaita arT moluskiem (Kandel, 1989; Glanzman, 1995).
Tikpat plasi ir zinama serotonina loma mugurkaulnieku centralaja nervu sistéma.
Seit serotonins piedalas miega, atminas, apmacibas un temperatiras regulacija, ka

arT kardiovaskularo funkciju, endokrino funkciju un citos reguiacijas procesos.

1.5.1.2. Serotonina receptori.

Apkopoijot literatlras datus, var secinat, ka serotonina daudzveidiga iedarbiba
tiek panakta, serotoninam saistoties pie dazadu veidu serotonina receptoriem.
Sobrid izdala septinus serotonina receptoru tipus, kuri apvieno strukturali un
funkcionali ITdzigus serotonina receptorus. Dazi no Siem receptoru tipiem ( 5-HT, ; 5-
HT,: 5-HTs ) tiek vél iedaltti apakstipos, kur tipa robezas tie savstarpéji atskiras ar
signala transdukcijas mehanismiem.

Lielaka daja serotonina receptoru ir ar G-protelniem (GTP saistoSajiem
proteiniem, kuri ir vairaku apakstipu) saistitie receptori, kuru aktivacijas rezultata
s$tna tiek aizsaktas kaskades reakcijas ar vairaku sekundaro starpnieku Iidzdaltbu.
Sos ar G-protelniem saistitos receptorus nosaciti var iedalit divas grupas: 1)
receptori, kuri aktivé vai inhibé adenilciklazi un regulé cAMP koncentraciju sana; 2)
receptori, kuri saistiti ar fosfolipazi C un stimulé inozitolfosfata metabolismu (Julius,
1991; Boess & Martin, 1994; 3. att.).

Serotonins var iedarboties uz $Gnas funkcionalo stavokli, izmainot jonu
kanalu funkcionalo aktivitati SGnas membrana. 5-HT; receptoriem ir pentaméra
struktdra, kur €etru transmembranalo un viena ekstracelulara segmentu sakartojums
veido kanalu. Piesaistoties serotoninam pie $3da liganda vadita jonu kanala
receptoras apaksvienibas, tas k|ust joncaurlaidigs (Cooper et al., 1996).

Literatlra var atrast ari norades, ka serotonina iedarbiba realiz€jas, medigjot
membranas fosfolipidu sSkelSanu un arahidonskabes metabolismu (Garcia & Kim,
1997). Sada veida serotonina iedarbiba ir definéta art atseviSkas molusku sugéas, ka
pieméram, Aplysia un Helisoma neiro-muskularajas sistémas (Piomelli et., 1997). Ir
zinams, ka zurkas gliomas S0nas serotonins saistas pie 5-HT,a receptoriem un

aktiveé fofsolipazi C, ka arT fosfolipdzi A, tadejadi aktivéjot vairakas sekundaro

15



strpnieku sistémas 8Una, gan tas, kuras saisfitas ar inozitoltrifosfata metabolismu,

gan ari ar arahidonskabes metabolismu (Garcia & Kim, 1997).

— - biokimiska parvértiba >——= - fermentativa ietekme

---------- - telpiska parvietoganas »W——> -regulatora ietekme

2. att. Serotonina signala transdukcijas mehanismu shematisks attélojums.
Serotoninam saistoties pie specifiskajiem receptoriem, var tikt aktivétas vairakas
sekundaro starpnieku sistémas: 1) ciklisko nukleotidu sistéma. Aktivétais
receptors saistas ar G-proteinu un stimul&josi vai inhib&josi ietekmé enzimu -
adenilciklazi (AC). AC fermentativi veicina cikliska adenozinmonofosfata (cAMP)
veidosanos no adenozintrifosfata (ATP). cAMP difundé $Gna un Seit aktivé enzimus
- proteinkinazes, kuras savkart veic funkcionalo proteinu fosforil&ésanu, un tadejadi
|auj izpausties serotonina regulatorai ietemkei; 2) PIP, metabolitu sistéma.
Aktivétais receptors saistas ar G-proteinu un aktivé sGnas membrana esos$o enzimu
-fosfolipazi C (PL C). PL C sekmé Sinas membranas fosfolipida -
fosfaditilinozindifosfata (PIP,) SkelSanu inozitoltrifosfata (1Ps) un diacilglicerola
(DAG). IP; difunfé citoplazma, kur aktivé Ca** izdali$anos no IP; - sensitivajam Ca**
kratuvern. [Caz*]i pieaugums aktivé proteinkinazes, kuras veic funkcionalo proteinu
fosforilésanu. Otrs PIP; SkelSanas rezultata izveidojies Skejprodukts - DAG - paliek
$tnas membrana, un seit aktivé enzimus - proteinkinazes, kuras savkart veic
funkcionalo proteinu fosfotiléSanu; 3) arahidonskabes metabolitu sistéma.
Aktivétais receptors saistas ar G-proteinu un aktivé enzimu - fosfolipazi A (PL A),
kura, savkart, aktivé membranas taukskabes - arahidonskabes (AA) - metabolismu.
AA metaboliti - prostaglandini (PG), leikotriéni (LT) un tromboksani (TX), var aktivét
sekundaro starpnieku mehanismus gan sdnas membrana, gan difundét citoplazma
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un tur ietekmét $unas funkcijas reguléjosos mehanismus, vai art difundét Stnstarpu
skidruma; 4) brivo Ca* jonu koncentracijas izmaipas. Serotonins var piesaistities
arf pie ligandu vaditajiem jonu kanalu receptoriem. Serotoninam saistoties pie
kanala receptoras apaksvienibas, mainas kanala telpiska struktlra un kanals k|ust
joncaurlaidigs.

1.5.2. FMRF-amida neirofiziologija

FMRF-amids ir endogénais neiropeptids, kur$ ST gadsimta 70-tajos gados
pirmo reizi tika atklats sauszemes gliemeza Helix aspersa nervu sistéma (péc
Kupfermann, 1991). FMRF-amida klatbatne $Sobrid ir zinama ari vairakas
mugurkaulnieku sugas, tai skaita ari cilvéka nervu sisttma. FMRF-amidu un FaRPs
(no angl. FMRF-amide related peptides) saimes peptidus saturosie neironi ziditajiem
galvenokart ir identificéti galvas un muguras smadzenu, ka arl ga-stro—intestiélé
trakta neirosekretorajas Stnds (Kubben et al., 1986; Majane et al., 1988; Raffa,
1991).

Atskirlba no serotonina, kura iedarbiba gan mugurkaulnieku, gan
bezmugurkaulnieku organismos ir |oti plasi pétita, FMRF-amida iedarbiba ir
salidzinosi neizpétita un varétu bat zinatnes nakotnes pétijumu objekts.

FMRF-amida klatbdtne ir pieradita vairakds molusku sugas, ka@ pieméram,
Aplysia californica cerebrala un abdominala ganglija neironos (Taussig et al., 1989;
Kupfermann, 1991), Lymnaea stagnalis cerebralaja ganglija (Brussaard et al., 1989),
Helix aspersa un Helix pomatia taustek|u motoneironos (Bewick et al.,, 1990; Cottrell
et al., 1992; Falconer et al., 1993; Fuss, 1997), ka ari kalmara Loligo pealei
cerebralaja ganglijd (Chin et al., 1994). Vairumda molusku neiro-muskularajas
sistémas FMRF-amids ir definéts, ka aktivéjoSais transmiters, kur$ var uzradit gan
mediatora, gan modulatora aktivitati. Pie tam, FMRF-amida un kontrakcijas
izsaucosa mediatora - acetilholina - izdali§ands notiek no vieniem un tiem pasiem
motoneironiem.

FMRF-amida klatbdtne ir pieradita arT mediciniskas déles kermena sienas
motoneironos, kur peptida izdalidanas ir toniska (Norris & Calabrese, 1987). Péc
autoru domam, FMRF-amids $ai neiro-muskularaja sistéma veic divéjadas funkcijas:
FMRF-amida véja izdalilSands nelieldas devas nodroSina toniskas muskulu
kontrakcijas, tacu palielinata FMRF-amida izdalidanas pastiprina acetilholina

izraisitds kontrakcijas, jo, iesp&ams, FMRF-amids novér$ acetilholina receptoro
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struktdru desensitizaciju vai arT ierobezo acetilholina krajumu izsikSanu
presinaptiskaja neirona.

Dazadas uzvedibas reakcijds, ka pieméram, aizsargreakcijas, baribas
uznemsanas, parosanas u.c., kad dazadas muskulu grupas ir atskirigi noslogotas,
§3da vairaku transmiteru vienlaiciga izdaliSanas no viena motoneirona, acimredzot,
sekmé muskula pielagosanos dazadam slodz&m ar maksimalu efektivitati. Sada
vairaku ko-transmiteru izdalSands no viena neirona ir Tpasi raksturiga tiesi
bezmugurkaulnieku neiro-muskularajas sistémas.

LiteratQra ir atrodamas vairakas norades par FMRF-amida signéltransdukcijas
mehanismiem. Ir zinams, ka FMRF-amida iedarbiba realizéjas, tam saistoies pie
specifiskajiem receptoriem (Gayton, 1984; Payza, 1987; Chin et al., 1994). Lidzigi ka
vairums peptidu dabas neirotransmiteri, art FMRF-amids saistas pie ar G-proteinu
saistitajiem receptoriem. Vairaku autoru pétijumu rezultati liecina, ka FMRF-amids
sp&j aktivéet inozitoltrifosfata sekundaro starpnieku sistému un Ca®* izdali$anos no
IP; -sensitivajam iek§stnas kratuvém (Falconer et al., 1993; Nelson & Huddart,
1994), vai art membranas fosfolipidu Skelsanu un arahidonskabes metabolismu
(Taussig et al., 1989; Shi & Belardetti, 1991).

Pétijuma mérkis un uzdevumi

Promociju darba pétfjumu mérkis bija: noskaidrot gliemeza Helix pomatia
neirdlas vadibas mehanismus taustek|a neiro-muskularaja sistéma.
ST mérka sasniegs$anai tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

- noskaidrot gliemeza Helix pomatia taustek|a muskulatlru inervéjoso kustibu
nervu precizu topografisko izvietojumu taustekll un taustek|a kustibu raksturu
atkariba no nervu kairinajuma;

- noskaidrot taustek|a muskula un to inervéjoso motoneironu sinapsu raksturu;

- noskaidrot serotonina un FMRF-amida darbibas izraisitos efektus uz
taustek|a musku|u kontrakcijam;

- noskaidrot serotonina ietekmju izraisitos molekularos mehanismus taustek|a

muskula Sanas.
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2. MATERIALS un METODES
2.1. Dzivnieki un to turéSana

Visos eksperimentos tika izmantoti funkcionali nobriedusi vingliemezi
Helix pomatia ar ¢aulas diametru 3.5 - 4.5 cm un masu 15 - 25 g. Gliemezi
tika ievakti Maincas piepilsétas neizmantojamas platibds, kuru vegitacija
dominéja lapu koki un kraimi, k& arT lakstaugi.

levaktie dzivnieki tika ievietoti plastmasas kastés (augstums x garums
X platums: 20 x 40 x 25 cm) pa 10 - 15 dzivniekiem katra. Ka mitrumu
uzturo§s kastes pamatnes segums tika izmantota smilSaina augsne.
Dzivnieku baro$anai tika izmantoti lapu salati vai darza gurki. Sadi izvietoti
dzivnieki tika turéti labi védinama telpa pie temperatiras 18° - 20° C Iidz

eksperimentam.

2.2. Nervu - muskula preparata pagatavosana

Visi eksperimenti tika veikti ar izolétiem nervu-muskuja preparatiem.
Katrs preparats sastavéja no iek$éja un areja tautek|a nerva un gliemeza acu
taustek|a. Gliemeza kermena dobuma tika injicéts sukcinilholina Skidums
(0.5% sukcinilholins izSkidinats 60mM MgCl, skiduma) 0.01 ml/g kermena
masas; péc Balaban & Maksimova, 1993). Dzivniekam esot pilnigi relakséta
stavokiT iekS€jo orgdnu maiss kopad ar Caulu zem mantijas malas tika
nogriezts. Gliemeza pédas nodalljums ar tam piegulosajiem organiem tika
ievietots Petri traucina, kura pamatne bija klata ar silikona slani, |aujot érti
fiksét preparatu ar lielajam fiksacijas adatam ( & 0.4 mm). Preparats tika
fikséts ta, lai no griezuma izveidojusies atvere kermena dobuma atrastos
preparata virspusé. Veicot tdlako preparésanu, preparats pastavigi atradas
paaugstinatas Mg®>* koncentracijas Ringera $kiduma (1.tab.), tadejadi
samazinot nervu 8Unu aktivitdti preparéSanas laika (Straub, 1995). Caur
atveri kermena dobuma ar diviem gareniskai asij paraléliem griezumiem [idz
lGpu taustek|iem tika pargriezta ada. Lai atvieglotu talako preparésanas gaitu,
ada tika pavilkta uz prieksu un ar adatu fikséta Petri traucina silikona slani.
Talakaja preparéSanas gaita tika izgriezti cerebrdlo gangliju un iekSgjo

organu maisa gangliju komplesku nosedzosSie dzimumsistémas organi un
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zarna. Baribas vads ar tai piegujo$o bukalo masu tika izvilkti zem cerebrala
ganglija komistras un iek$&jo organu maisa gangliju komplesku uz prieksu
(lai tos nogriezot nepargrieztu zem tiem esoSos taustekla nervus) un
norgiezti. Lai izolétu iek$&jo organu maisa gangliju komplesku un cerebrélo
gangliju kopa ar taustekliem no atlikusas kermena dalas, tika pargriezti
iek$&jo organu maisa gangliju komplesku un kermena pé&du savienojosie
nervi. Ka pédéjie tika pargriezti no cerebrald un bukala ganglija uz kermena
pédu atejoSie nervu konektivi un brivi caur kermena dobumu ejoSie IGpu
nervi.

legltais preparats, kuru veidoja iek$&o organu maisa gangliju
kompleskss un cerebralo gangliju paris kopa ar abiem acu taustek|iem, tika
parlikts citd, ar paaugstinatas koncentracijas Mg® -Ringeru pildita Petri
traucina talakai mikropreparésanai. Ar mazajam fiksacijas adatam ( @ 0.01
mm) preparats izplestd stavokii ar ventralo pusi uz augsu tika fikséts Petri
traucina. Starp cerebralo gangliju un tausteklu pamatni esosie saistaudi tika
nogriezti. Tapat no saistaudiem tika atbrivoti iekSgjais un aréjais taustek|a
nervs. Nervu retrogradas krasoSanas gadijuma saistaudi no nerviem tika
atbrivoti iesp&jami talu lidz nervu ieejai taustekla muskulatira vai cerebralaja
ganglija. Atkaribd no eksperimenta, k&da tika izmantots preparats
(anatomiskais vai elektrofiziologiskais pétijums), nervi vajadzigajd garuma

tika pargriezti starp cerebralo gangliju un taustekii.

2.3. Anatomiskie pétijumi
2.3.1. Nervu Skiedru retrograda kraso$sana

Retrogradas kraso$anas metode ar smago metalu Co®* vai Ni** joniem
pielauj identificét taustekli inervéjoso nervu Skiedru precizu izvietojumu
taustek|a muskulatlra. Anatomiskajiem pétijumiem tika nemti tikko preparéti
taustela nervu (ieks&ja un argja) - taustekla muskula preparati. lzolétais
prepatats pie taustek|a galotnes un pamatnes tika nostiprinats Petri traucin3,
kur$ pildits ar standarta Ringera skidumu. Ringeri brivi peldoSie taustek|a
nervu gali katrs tika ievietots elastiga plastikas kapilara, kura diametrs ( &

0.3 - 0.4 mm) lidzingjas nerva diametram. Kapilars, ar taja eso$o nervu, tika
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uzpildits ar 1.0 M CoCl, vai NiCl, $kidumu un 36 - 48 stundas atstats 4° C

temperatra, |aujot joniem difundét nervu Skiedras.

2.3.2. Krasu reakcijas ar smagajiem metaliem

Sagatavojot preparatu krasoto struktdru attistiSanai, taustekl|a nervi pie
to ieejas kapilar3, tika rapigi nogriezti. Lai attistitu nokrasotas nervu skiedras,
Petri traucina, kura atradas sagatavotais preparats, tika iepilinati dazi pilieni
rubinskabes skiduma (piesatinats ditiookiamida skidums 96% etanola). Jonu
specifiskas krasu reakcijas rezultata ar nikela joniem krasotas nervu skiedru
struktUras uzrada zilu krasu, bet ar kobalta joniem krasotas struktdras -
oranzu krasu (Quicke & Brace, 1979).

Ar smagajiem metaliem krasotas struktlras ir iesp&jams attistit arT ar
(NH4).S0, $kidumu. Sadas krasu reakcijas gadijuma krasotas struktdras
veido melnu krasu kompieksu, kur$ |auj izskirt taustek|a galotné esosas
vissikakas nervu Skiedras. V3aji nokrasotiem preparatiem ir iespéjams veikt
krasas pastiprinasanu ar sudrabu péc Crolla aprakstitas metodes (Croll,
1986).

2.3.3. Preparata sagatavoSana mikroskopésanai

Lai krasoto preparatu sagatavotu mikroskop&Sanai un ilgstosai
uzglabasanai ar péc iespéjas labam optiskam Tpasibam, bija nepiecieSama
preparata papildus apstrade. Krasoto audu paraugs tika 2 stundas fikséts 4%
formaldehida skiduma, vélak dehidratéts pieaugosas koncentracijas etanola
skidumos (50% skiduma - 2 stundas, 70% un 90% - 1 stundu, 95% un 100%
- 0.5 stundu), un beigas skaidrinats un atstats uzglabasana metilsalicilata
skiduma. Metilsalicilata gaismas lauzSanas koeficients ir lidzigs $adi
sagatavotu audu gaismas lauzSanas spéjai, tade] apskatot audus
mikroskopa, tie Skiet pilnigi caurspidigi un ir saskatamas tikai norkasotas
struktdras. Sadi sagatavotajos preparatos ar gaismas mikroskopa (Jena-Med
2, Carl Zeiss, Jena) palidzibu tika pétits iekS€ja un aréja taustek|a nerva
izvietojums taustek|a muskulT un labakie izvélétie preparati tika dokumentéti

ar fotomikroskopu 125x palielingjuma (Nikon Optiphort).
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2.4. Elektrofiziologiskie pétijumi
2.4.1. Ar elektrisku kairinajumu izsauktas muskuju kontrakcijas

Veicot eksperimentus, kuros taustekla muskuja kontrakcijas tika
izraisttas lietojot elektrisku kairindjumu, tika izmantots aparatiras slégums,
kads paradits 3.att. lzolétais preparats tika nostiprinats pie taustek|a
pamatnes eksperimentiem speciali veidota kamera ar abpusé&ju caurteci
Ringera un citu eksperimentos lietoto Skidumu é&rtai izskaloSanai. Caur
taustekla galotnes smailes epitelidlo un saistaudu slani, neskarot
muskulaudus, tika izvilkts smalks diegs, kur$ savienoja taustekli ar jatigu
spéka sensoru (izSkirSanas spéja - 2 spéka mg x m/s®). Sensors tika
nostiprinats stativda un ta svira tika novietota perpendikulari attieciba pret
taustek|la garensiko asi. Ar sensoru uztvertds muskula kontrakcijas caur
MacLab-4s analog-digitadlo parveidotdju (A/D Instruments) tika registrétas ar
datoru (Macintosh, 6100/60 Power PC), kur dati tika uzglabati un ar
atbilstosam datu apstrades programmam (Chart v 3.5/s, Scope v3.5/s, ADI;
Igor 1.1, Wavemetrics) talak apstradati un analizéti.

Elektriskais kairindgjums (3 taisnstdra impulsu kopa; frekvence 5 Hz;
kairingjuma stiprums: 0.5 - 2.5 V; kairindjuma ilgums - 0.5 ms) tika panakts
dodot impulsu ar datora palidzibu, un kurs caur MaclLab-4s parveidotaju tika
novadits [1dz kairinatgjelektrodam. Kairinajuma stiprums tika izvéléts ta, lai
muskula kontrakcija bltu 75 - 80% no maksimalas kontrakcijas. intervals
starp kairindgjumiem ikreiz bija 90 s.

Elektriski izsauktas taustek|a musku|a kontrakcijas tika iegltas divos
veidos: 1) kairinot taustek|a nervus vai 2) tiesi kairinot taustek|a muskuli.

Taustekla nervu elektrisks kairinajums. Lai elektriski kairinatu
taustek|a nervus, pie taustek|la pamatnes Ringera Skiduma brivi peldosSie abi -
iek$&jais un argjais taustek|a nervs, ar Slirces palidzibu katrs tika iestkts
smalka plastikas kapilara, kura diametrs bija nedaudz lielaks (0.7 - 0.8 mm)
par nerva diametru. Sada veida fiksétu nervu bija iesp&jams kairinat ar caur
kapildra brivaja gala ievietotu sudraba elektrodu (& 0.01 mm). Elektrods tika

novietots kapilara ta, lai tam nebdtu tieSa kontakta ar nervu, tadejadi nerva
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kairindjums tika panakts, pateicoties Ringera Skiduma augstai

elektrovaditspéjai (3.att.).

GP-Amp
Mac-Lab PC
S,

4 _ 3tt. Shematisks eksperimentu aparataras attélojums. Sads aparatiras slégums tika
izmantots taustekla muskula kontrakciju ieguvei, elektriski kairinot abus taustek|a kustibu
nervus. Apziméjumi: 1- tausteklis; 2 - taustekla kustibu nervi; 3- plastikas kapilari, kuros
ievietoti elektrodi nervu kairindsanai; Sp S- spéka sensars: GP-Amp- signalpastiprinatajs;
Mac-Lab- signalparveidotajs;PC- dators; S- slédzis.

Taustekla muskula elektrisks kairindjums. Tiess taustek|a muskula
kairindjums tika panakts, uzliekot rinkveida sudraba elektrodu tausteklim ta,
lai elektrods noslégta apla veidd apnemtu taustekli un ciesi piegulétu ta
pamatnei. Lai izvairitos no iesp&jama taustek|a nervu kairindjuma $adi tiesi
kairinot muskuli, eksperimenti tika veikti, vispirms izslédzot acelilholina

receptoru darbibu, blok&jot tos ar d-tubokurarinu.

2.4.2. Ar kimiskajam vielam izsauktas taustek|a muskula kontrakcijas

Vairakas eksperimentu sérijas taustek]a muskula kbntrakcijas tika
iegltas, tieSi iedarbojoties uz muskuli ar acetilholinu vai kofeinu. Sadu
eksperimentu norisei tika izmantots aparatiras saslégums, kads paradits
4 att.

Izolétais muskula preparats (bez taustekla nerviem) horizontla
stavokll pie pamatnes tika nostiprinats speciali veidota eksperimenta kamera.
Lidzigi k& eksperimentos ar elektriski izsauktajam muskula kontrakcijam,

caur taustekla galotni tika izvilkts smalks diegs, kur§ savienots ar
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perpendikulari pret taustek|a asi orientétu spéka sensora sviru. Ar sensoru
uztvertas muskula kontrakcijas caur MaclLab-4s analog-digitalo parveidotaju

tika registrétas ar datoru, kura dati tika uzglabati talakai apstradei.

GP-Amp

N\ | o | Mac-Lab PC

11’. att. Shematisks eksperimentu aparatiiras attélojums. Sads aparatiiras slégum§

tika izmantots taustek|a muskula kontrakciju ieguvei ar kimiskam vielam. Apzim&jumi:

1- tausteklis; 2- adata, caur kuru kontrakciju izsaucosa viela tika pievadita taustek!a B
muskulim; 3- virzulis, ar kura palidzibu adata automatiski tika ievadita kontrakciju izsaucosa
viela; Sp S- spéka sensors; GP-Amp- signaipastiprinatajs; Mac-Lab- signalparveidotajs;
PC- dators; S- slédzis.

Kontrakciju izsauco$a viela caur stativd nostiprinatu adatu (1) 0.5
sekundés tika ievadita kamerad eso$aja Skidruma pie taustek|a pamatnes.
Divas atveres kameras pretéjas malas |ava uzturét kamera caurteces plismu
vielu aizskaloSanai. Kamera eso$a skidruma plismas atrums bija 10 ml/min,
un tas bija optimals, lai aizskalotu ievadito vielu, |aujot tai tikai Tsa impulsa
veida iedarboties uz taustek|a muskulatru un izsaukt kontrakciju, kura péc
saviem parametriem [idzindjas elektriskd kairindjuma cel|a iegltajam
kontrakcijam.

2.4.3. Fiziologiskais tests taustek|a kontrakciju virziena noteisanai

Lai kvalitativi novértétu, ka taustek|a nervu aktivitate ietekmé taustek|a
kustibu virzienu, izoléts nervu - muskul|a preparéats tika nostiprinats pie
taustek|a pamatnes Petri traucina, kurs bija pildits ar normala Ringera

skidumu. Bez atsvara izoléta taustek|a kontrakcija atslaba |oti [Enu, pie tam
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kontrakcijai atslabstot, tausteklis ne vienmér atgriezas izejas stavoklr. Lai no
ta izvairitos, telpa taustek|a iekSpusé tika uzpildita ar gaisu, lai péc
kontrakcijas tausteklis saglabatu celtsp&ju un atgrieztos izejas stavokli.
Taustek|a nervu kairindjums tika panakts, tos elektriski kairinot ar Firmas
HSE stimulatoru P. Izsaukto kontrakciju laika taustek|a kustibu virziens tika
noteikts optiski. Taustek|a kontrakcijas tika iegUtas gan kairinot katru

taustekla nervu atseviski, gan abus nervus vienlaicigi.

2.5. Pétijuma izmantotas vielas
Visas pétijuma izmantas vielas bija pasdtias firmas SIGMA vai RBI.
Ka fiziologiskais Skidums eksperimentos tika izmantots Ringera skidums,

kurs tika pagatavots sekojosas vielu attiecibas:

1. tabula. Darba izmantoto Ringera $kidumu kimiskais sastavs.

Helix -Ringers Mg 2+ - Ringers
standarta Skidums

(Straub, 1995) (Straub, 1995)
NacCl 100 mM = 5,84 g/ 62,5 mM = 3,65 g/l
KCi 4 mM = 0,30 g/l 4mM = 0,30 g/l
MgCI2 - 6H20 5mM=1,02g/ 30mM =5,10 g/l
CaCl2 - 2H20 7mM=1,03g/l 7mM =103 g/l
Tris 5mM = 0,61 g/l 5mM =0,61 g/l

pH (HCI): 7,5
Eksperimentos, kuri bija javeic no bezkalcija vidg, tika izmantots sekojosa

sastava Ringera skidums:

NaCl 100 mM = 5,84 g/l
KCI 4mM=0,304g/
MgCi2 - 6H20 5mM=1,02 g/l
Tris 5mM=20,61gll
EDTA* 1mM= 0,29 g/l
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* EDTA tika lietots, lai saistitu iespéjami palikuso kalciju SkKiduma.

Visi atseviskiem eksperimentiem nepiecieSamie vielu Skidumi
vajadzigajas koncentracijas tika pagatavoti no pulverveida reagentiem,
lietojot augstas precizitates analitiskos svarus (Ohaus, Vacija) un

automatiskas pipetes (Eppendorf PCR, Vacija ).

2.6. Rezultatu apstrade un to izvértéjums.

Elektrofiziologisko eksperimentu dati tika uzglabati datora, ar kura
palidzibu tika veikti art rezultatu mérijjumi ar datu apstrades programmu Chart
v3.5. Tika mériti sekojosi kontrakciju parametri (5. att.): saraus$anas relativa
amplitdda (Awentr.) UN laiks, kura kontrakcija atsiabstot sasniedz pusi no
maksimalas amplitGdas (Tsosxerax. ).

Datu statistiska apstrade un analize tika veikta ar Macintosh un IBM
datoru, izmantojot statistisko datu apstrades programmu Exel un Statistic.
Rezultatu batiskuma limenis tika novértéts péc Stjlidena kritérija. Atskiribas

tika uzskatitas par batiskam, ja p< 0,05.

Sarau$anas A A Sarlgg;éiigés
SRBE B s e st e s o T bl
amplitida amplitida
(kg-m/s2-10%) (mm)
2 —
0 Y 0
Tﬁ()%[elax.
_Ts.arL o Trelax.
Tkontr.

-

5. att. AtseviSkas taustekla muskula kontrakcijas analize. Rezultatu
izvért&jumam tika izmatota kontrakciju amplitida Agont. UN ilgums Tsosreiax. LaI
bltu iesp&jams izmeérit Tsoxrelax, ViSPIrms bija nepiecie$ams uzzinat kopéjo
kontrakcijas ilgumu Tyeny. un kontrakcijas atslabsanas ilgumu T (attéla -Te..
- kontrakcijas sarausanas fazes ilgums).
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3. REZULTATI

3.1. Taustek|u motora inervacija.
3.1.1. Anatomiskie pétijumi.

Lai noteiktu motoro nervu topogréafisko izvietojumu taustek|a muskul,
ka arT S0 nervu izejas vietu no cerebrala ganglija, tika veikta nervu retrograda
kraso$ana ar kobalta vai nikela joniem. Smago metalu specifiska krasu
reakcija ar rubinskabi deva iespé&ju noteikt iek$&ja un aréja taustek|a nerva -
nervus peritentaculans internus & externus, izvietojumu muskult un to izejas

vietu no cerebrala ganglija.

3.1.1.1. Nervu izejas vietas no cerebrala ganglija noteik$ana.

Lai noteiktu iek$&ja un aréja taustek|a nervu izejas vietu no cerebrala
ganglija, abi nervi netalu (5 mm attdluma) no to izejas no cerebralad ganglija
tika pargriezti un virziena uz cerebralo gangliju caur plastikas kapilariem
uzpilditi ar CoCl; vai NiCl, Skidumu. Metala jonu difGzijas un specifiskas
krésu reakcijas rezultata ir iespéjams izsekot krasoto nervu makroskopiskam
izvietojumam cerebralaja ganglijd. Sekojot nervu izvietojumam ganglija (6.

att.), redzams, ka abu nervu izejas vieta no cerebrdla ganglija

metacerebralas

200 M
(att. Helix pomatia acu taustekja motori
inervicija: A - taustek|a nervu topografija muskuir:
B - taustekla nervu topografija cerebralaja ganglija;
1 - argjais taustekla nervs; 1a - ar8ja taustekla nerva
Skiedra; 2 - iek3&jais taustek|a nervs; meso - cerebral3
ganglija mezocerebrala dala; pro - cerebrdla ganglija
procerebréia dala; meta - cerebrala ganglija metacerebrala
dala.

27



dalas ir nedaudz neskaidra. Tas ir izskaidrojams ar to, ka daja nervus
veidojoso neironu atrodas ne tikai metacerebrélaja, bet arm pro- un
mezocerebralajd ganglija dald, un to aksoni neveido vienu izteiktu kopa
saieSanas vietu, bet gan pievienojas nervam atskirigés vietas ta garuma
cerebrala ganglija robezas (vairums aksonu gan saiet kopa tiesi
metacerebralaja da|a). Sadi krasojot nervus ar metala joniem, nav iespéjams
izsekot atseviSko neironu lokalizacijai cerebralajad ganglija, tacu ir saskatama
tikai ta vieta cerebralaja ganglija, kur kopa saplust vairums neironu
izaugumu, kuri veido nervus.

Taustek|a nervi iziet no ganglija ventralas puses metacerebralas dalas
ka divi labi izteikti nervu zari, kas 2.5 - 3 mm attaluma no to izejas vietas uz
robezas starp ganglija pro- un metacerebralo dalu da|gji savienojas. Dajai
nervu Stnu izaugumu krustojoties, atkal sadalas labi izteikta iek$&ja un aréja
tautek|a nerva. Argjais taustek|a nervs $kérso ganglija procerebralo daju. Seit
taustek|a nervs iet paraléli sensorajam ozas nervam (n. olfactorius; attéla nav
speciali krasots, bet ir vaji saskatdmas ta argjas kontdras), un ganglija
procerebralas dalas augSpusé iziet no cerebrala ganglija. lek$€jais taustek|a
nervs, péc sazarozands ar ar§jo nervu, virzds pa procerebralas dalas

iekSpusi, kur art iziet no cerebrala ganglija.

3.1.1.2. Nervu topogréfija taustek|a muskult.

Kustibu nervu telpiska izvietojuma noteik$anai taustek|a muskull, abi
taustek|a nervi caur plastikas kapilariem tika uzpildrti ar smago metalu hlorida
skidumiem: &ré&jais taustekla nervs ar NiCl; Skidumu, iekSgjais - ar CoCl,
$kidumu. Lai atvieglotu mikroskop&sanu un nervus varétu apskatit plakng,
tausteklis ta gareniskds ass virziend no taustek|la pamatnes uz galotni tika
pargriezts un izplests. Specifiskas krasu reakcijas rezultata argjais nervs ir
nokrasojies tums$i zila, bet iek$€jais - oranza krdsad. Redzams, ka vél pirms
nerva ieejas taustekla muskult aréjais taustekla nervs sadalijies divos
aptuveni vienada diametra zaros, kur viens no tiem pie pamatnes ieiet

taustek|a anterolateralaja, bet otrs - posterolateralaja apvidd. lekséjais
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taustekla nervs attiecigi ieiet tausteklT pie pamatnes t& medialaja dala.
Apskatot nervu izvietojumu plakné, aréja taustekla nerva zaroSanas dé|,
tausteklT ir saskatami tris aptuveni vienada diametra nervu zari.

Abi nervi pie taustekl|a pamatnes sazarojas daudzos sikos sanu
zarinos, kur dazi no tiem virzds horizontali un inervé taustekla pamatné
esos$o kolumelaro muskuli. Tacu vairums nervu sanu zarini virzas gareniskas
ass virziena uz taustek|a galotni, pie tam, abu nervu sadalijusies zarini virzas

paraléli, nekrustojoties, gandriz lidz pasai galotnei.

3.1.2. Kustibu nervu loma taustek|a kustibas

Lai noteiktu taustek|a kustibu atkaribu no nervu n. peritenticularis int.
un ext. aktivitates, elektriski tika kairinati abi taustekla nervi, un taustek|a
kustibu virziens kontrakciju laika tika kvalitativi izvértéts. Pie tam, Sajos
eksperimentos tausteklim netika pievienots atsvars, |aujot tam brivi noliekties
nervu elektriska kairindjuma ietekmé. Pé&c nervu kairindjuma, taustek|a
muskuliem saraujoties, pats tausteklis nesaliecas un vienmér palika taisns,
tacu bija veérojama taustek|a noliekSanas, izmainoties gareniskas ass lenkim
attieciba pret gliemeza galvu (4.att.), k@ tas arT ir novérots daba, gliemezim
kustinot taustek]us (skt. Diskusiju).

lek$&ja taustek|u nerva kairindjums izsauca taustekja kontrakciju, kura
taustekli nolieca mediala virziena, attiecigi aréja taustek|a nerva kairindjums
nolieca taustekli laterala virziena (4.att.a). Vienlaicigi elektriski stimulgjot
abus nervus, tika novérota taustek|a noliekSanas taisni uz prieksu (4.att. b).
Neviena no eksperimentiem, kairinot nervu, netika novérota taustek|a kustiba

uz augsu.

3.1.3. Kopsavilkums.

Gliemeza Helix pomatia acu taustekl|u motoro inervaciju nodro$ina
iek$&jais un ar&jais taustek|a nervi- n. peritenticularis interna un externa.
Vairums $os nervus veidojoso neironu kermeni atrodas cerebrala ganglija
metacerebralaja dala. leejot taustek|a muskult, abi nervi vairakkart dalas, un

talak nekrustojoties iet paraléli gareniskai asij ITdz taustek|a galotnei.
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Elektrisks nervu kairindjums izsauc taustek|a noliekSanos: ieks&ja
nerva kairindgjums - mediala virziena, aréja nerva kairingums - laterala
virziena, bet abu nervu vienlaicigs kairingjums - izraisa taustek|a taisnu
noliek$anos uz priek$u. Sadas taustek|u kustibas ir novérojamas ar7 daba,
gliemezim arientéjoties péc olfaktoriskas un vizualas informacijas.

3.2. Neirosekrétu - SEROTONINA un FMRF-AMIDA efekts uz taustek|a
muskula kontrakcijam.

Ar imunologiskajam krasosanas metodém ir pieradits, ka Helix pomatia
cerebralais ganglijs, Tpasi ta procerebrala dala, satur virkni serotonergo un
dazus FMRF - amidu saturosus neironus, kuru aksoni ieiet taustek|a motoro
nervu sastava (Fuss, 1997). No literattras ir zinams, ka Siem neirosekrétiem
ir modulgjosa ietekme daudzu molusku neiromuskularajas sistémas, pie tam,
to iedarbiba var bit gan aktivéjosa, gan inhibgjosa. Mdsu interesés bija
noskaidrot, kadu ietekmi $Ts biologiski aktivas vielas iespéjams rada uz Helix
pomatia taustekla muskula kontrakcijam, kuru tiesais izraisitajs ir nevis Sis
vielas, bet gan no muskulim pienakos$ajiem nervgaliem izdalitais mediators -

acetilholins.

3.2.1. Serotonina efekti.

Helix pomatia izoléta taustek|a nervu - muskula preparatda muskula
kontrakcijas tika izraisitas, elektriski kairinot abus - iek$€o un aréjo -
taustek|la nervus. Sadi iegltu muskula kontrakciju izmainas tika novérotas
dazadas koncentracijas serotonina kiatbatné: 10° Iidz 10* M. Sadu
koncentraciju serotonina efektivitati molusku neiro-muskularaja sistema
apstiprina art vairdku autoru pétijumi (Ram et al.,, 1981; Ram et al., 1983;
Parsons & Pinsker, 1989; Ram et al., 1994; Yeoman et al., 1995).

Ka redzams 7. att. A, 10° M serotonina $kiduma taustek|a muskula
kontrakciju amplitGda un ilgums samazindjas salidzindjuma ar tam taustek|a
muskula kontrakcijam, kuras tika iegutas fiziologiskaja $kiduma bez
serotonina klatbatnes. 1 min laika pé&c serotonina izskaloSanas muskula
kontrakcijas pilniba atjaunojas sakotn&ja lieluma. Paaugstinot serotonina

koncentraciju ITdz 10° M, serotonina efekts uz kontrakciju aktivitati bija vél



izteiktaks (1.att. B.) - amplitGda samazindjas par vairak k& pusi no kontroles
lieluma, bet kontrakciju ilgums Tsowreiax. VElI Vairak - I1dz 36% no kontroles
(n=8). Serotonina izskalo$ana pilnTba atjaunoja sakotnéjo kontrakciju raksturu
fiziologiskaja Skiduma.

}\Mmm\k

10.2 mm
9 V 100 s
5-HT 10°M

VUV

5HT 108 M "

.att. Serotonina efekti uz taustek|a muskula kontrakcijam, ja
serotonina koncentracija ir 10 M (A) un 10 M (B).

Vairuma eksperimentu serotonins pats (bez nervu kairinajuma)
neizsauca tiesu ietekmi uz taustek|a muskuli. Tacu 10 no 28 eksperimentiem
serotoninas radija muskula bazadla tonusa nelielu relaksaciju (vairuma
gadijumu, ja 5-HT koncentracija bija augstaka par 10° M).

Serotonina efekts uz atseviSk@m kontrakcijam paradits. Apvienots
kontrakciju attélojums |auj spriest par atsevisku kontrakciju raksturu
fiziologiskaja skiduma (gai$a kontra) un serotonina klatbatné (tumsa
konttra). Salidzinot abu kontrakciju formu, redzams, ka serotonins visvairak
ietekmé tieSi kontrakcijas relaksacijas fazi, proti, palielina relaksacijas

atrumu, tadejadi samazinot kopéjo kontrakcijas ilgumu. Lieldkas serotonina
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devas sis efekts ir vél vairak izteikts. Devas - efekta [Tknes (2.att. B), rada, ka
serotonina ietekme uz kontrakciju ilgumu (attéla dots k& laiks, kurd
kontrakcija samazinas par pusi no maksimalas amplitidas) ir lielaka neka uz
amplitGdu. Ta piemé&ram, serotonins pie koncentracijas 10® M samazingja
Tsowrelax. apMeéram I1dz 70% no kontroles lieluma, bet pie koncentracijas 10° M
pat lidz 36%. Turpretl, kontrakciju amplitida pie serotonina koncentracijas
10® M praktiski neizmainijas, bet pie koncentracijas 10° M samazinajas tikai
[idz 78% no kontroles lieluma. Ka rada attéls, abam devas - efekta [tkném
(gaisas linijas) ir sigmoidals raksturs, turklat, amplitGdas Ikne ir par vairak ka
divam kartam nobidita pa kreisi salidzinot ar ilguma Ikni. Serotonina efekta
parsvaru uz kontrakciju ilgumu rada ar? kontrakciju ilguma attieciba pret
amplitddu (3.att.C). Ja kontrakciju ilgums un amplitGda tiku ietekméti vienadi,
tad Sai attiecibai Tsourelax. . AMPLITUDA pie dazadam serotonina
koncentracijam vajadzetu palikt konstantam skaitlim. Ka rada 3.att. C, s
attieciba ir mainiga, un fiziologiska skiduma tas lielums ir 52 + 0.5. Pie
serotonina koncentracijas 10° M ta samazinas fidz 3.7 + 0.7, un pie
serotonina koncentracijas 10°® M sasniedz savu minimumu un ir 2.35 + 0.8
(n= 28).

Pamatojoties uz iegutajiem datiem, j@secina, ka serotonina
dominantais efekts ir samazinat taustekla muskulu kontrakciju relaksacijas
atrumu. Taustek|a muskula kontrakciju ilguma satsindSana gliemezim var bt
Tpasi nozimiga gadijumos, kad ir nepiecie$amas atras taustek|a kustibas.
Relaksacijas atruma palielindSanas nozimi ilustré 4.att., kur$ pretstatl ar Tsu
laika intervalu (10 sek) izsauktas muskula kontrakcijas fiziologiskaja skiduma
(A) un serotonina klatbatné (B). Ka redzams, atkartota taustek|a musku|a
aktivésana fiziologiskaja sSkiduma sekmé kontrakciju summaciju, turpretl
serotonina klatbatné S$&du kontrakciju summacija ir kavéta. Tadejadi,
domajams, ka serotonins sekmé taustek|a kustibu paatrindSanu, kas var bat
Tpasi nozimiga ekstermalas situacijas gliemezim orientgjoties apkartéja vide.
3.2.2. FMRF-amida efekti

FMRF-amida ietekme uz taustekla muskulu kontrakciju aktivitati tika

parbaudita, lietojot FMRF-amidu koncentracija no 10° M Iidz 10° M. Sadu



koncentraciju FMRF-amida efektivitati molusku neiro-muskularaja sistéma
apstiprina ari vairaku autoru pétijumi (Bewick et al., 1990; Huddart & Hill,
1996). Ka redzams 5.attéla A, FMRF-amids koncentracija 10° M praktiski
neizmaina kontrakciju amplitGdu, taéu nedaudz samazina kontrakciju ilgumu -
lldz 82% (n=10) no kontroles lieluma. Palielinot FMRF-amida koncentraciju
skiduma, amida ietekme bija izteiktaka: kontrakciju amplitGda palielinajas, bet
ilgums samazinas vél vairak, un pie FMRF-amida koncentracijas skiduma 10
M amplitida bija 124% no sakotnéjas vértibas, bet kontrakciju laiks
samazinajas vairak ka par pusi - Ildz 35% no kontroles lieluma (5.att.B). P&éc
FMRF- amida izskaloSanas, kontrakcijas fiziologiskaja skiduma atjaunojas
sakotnégja lieluma. FMRP-amida efektu uz atsevi$kdm kontrakcijam ilustré
6.attA. Salidzinot musku|a kontrakcijas formu fiziologiskaja skiduma (gaisa
linija) ar FMRF-amida klatbatné ieglto kontrakciju (tumsa Iinija), redzams, ka
ldzigi ka serotonina gadijuma, FMRF-amids bdtiskak ietekmé tiesi
rekalsacijas fazi, palielinot relaksacijas atrumu, un tadejadi samazinot kopéjo
kontrakcijas ilgumu. '

Abam devas - efekta likném (,FMRF-amida koncentracija - amplitGda*
un ,FMRF-koncentracija - ilgums") ir sigmoidals raksturs (7. att., partraukta
kontdra). Tacu par batisku var uzskatit amplitidas Itknes nobidi pa kreisi
vismaz par vienu kartu salidzinot ar ilguma ITkni. Tadejadi ir pamats domat,
ka, Iidzigi ka serotonina gadijuma, FMRF-amids aktivé vairdkas sekundaro
starpnieku sistémas sana, un FMRF-amida efekts uz kontrakciju amplitadu un
ilgumu realiz&jas, aktivéjoties dazadiem intracelularajiem mehanismiem (skat.
Rezultatu analizi).

Lietojot FMRF-amidu lielakas koncentracijas (virs 10° M), FMRF-
amids pats, bez elektriska nervu kairindjuma, izsauca taustekla muskula
kontrakcijas, kuru amplitida vari€ja atkariba no FMRF-amida koncentracijas.
Ta pieméram, 10° M FMRF-amids izsauca muskula kontrakcijas, kuru
amplitdda sasniedza 45 % no elektriska kairindjuma rezultata iegdto
kontrakciju amplitidas, taCu Sadi ieglto kontrakciju ilgums Tsoxreiax.  bija
ievérojami pagarinats un sasniedza 315 + 53 % (n= 10). Visam ar FMRF-

amidu izsauktajam kontrakcijam, neatkarigi no FMRF-amida koncentracijas,
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bija pagarinats latentais periods, salidzinot to ar acetiiholina izsauktajam
kontrakcijam. Kontrakciju latentais periods gan pie FMRF-amida
koncentracijas 10° M, gan 10° M bija 3.35 + 0.3 sek, kas btiski atskiras no
latenta perioda kontrakcijam, kas iegutas, tiesi iedarbojoties ar acetilholinu uz
taustekli: 0.3 + 0.1 sek (n= 10). Sada latento periodu bdatiska atskiriba (p<
0.06) liek domat, ka FMRF-amida un acetilholina izraisitie intracelularie

regulacijas mehanismi ari ir atskirigi.

3.2.3. Kopsavilkums.
Serotonins un FMRF-amids, kurus saturoSie neironi atrodas Helix

pomatia cerebradlaja ganglija un inervé taustek|a muskuli, ietekmé taustek|a
muskula kontrakcijas. Serotonins nedaudz samazina kontrakciju amplitiGdu un
batiski - kontrakciju ilgumu. Abus Sos efektus raksturo atSkirigas devas-efekta
liknes.

FMRF-amida efekta izpausme ir taustekla muskula kontrakciju
amplitddas palielindSana un kontrakciju ilguma samazinasana. Art FMRF-
amida iedarbibas abas izpausmes raksturo atSkirigas devas-efekta [iknes.
FMRF-amids koncentracija, kas augstaka par 10° M spéj izsaukt taustekl|a
muskula kontrakcijas, kuru latentais periods ir bdtiski gardks par ar
acetilholinu izsaukto kontrakciju latento periodu.

Abu neirosekrétu iedarbiba uz Helix taustekla muskula aktivitati
izpauzas spéka - artuma Tpasibu stimulésana, lai pielagotu taustekju darbibu

situacijam, kad ir nepiecieSama paaugstinata kustibu aktivitate.

3.3. Taustek|a nerva - muskula sinapsSu pétijumi
Talakie pétijumi tika veltiti serotonina iedarbibas molekularo

mehanismu izzinasanai nerva - muskula sinapsé un taustek|a muskuju $0nas.
No anatomiskajiem un fiziologiskajiem pétijumiem, domajams, ka
serotontnam ir batiskaka loma taustek|a kontrakciju aktivitates modulésana
ka FMRF-amidam.

No literatiras datiem ir zinams (Fuss, 1997), ka serotonins un

taustekla muskula kontrakcijas izsauco$ais mediators acetilholins izdalas no
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at$kirigiem nervgaliem. Zinot, ka serotonins pats neizsauc Helix pomatia
taustek|a muskula kontrakcijas, bet gan veic So kontrakciju modulaciju, bija
svarigi noskaidrot, vai serotonina iedarbiba ir presinaptiska - serotoninam
iedarbojoties uz holinergiskajiem nervgaliem vai postsinaptiska - serotoninam

iedarbojoties tiesi uz muskula SGnam.

3.3.1. Holinergisko sinaps$u rakstura noteikSana

Daudzu molusku pétitajas neiro-muskularajas sistémas ka mediators,
kurs$ izsauc muskulu kontrakcijas, ir zindms acetilholins (Cohen et al., 1978;
Ram et al., 1994). Tacu literattira ir art norades, ka So funkciju var veikt art
serotonins. Tapéc pétijuma vispirms tika noskaidrots, vai Helix pomatia
taustek|a neiro-muskularajai sinapsei ir holinergisks raksturs.

Ka redzams 7.att. A, mugurkaulnieku nikotina receptoru antagonists -
d-tubokurarins (5x10™* M; n=5) gandriz pilnigi nomac motoneirona kairinajuma
izsauktdas muskula kontrakcijas. Kontrakcijas pilnigi atjaunojas sakotnéja
lieluma 5 min laika péc antagonista izskalo$anas.

Pievienojot fiziologiskajam skidumam citu N-holinoreceptoru blokatoru,
kurs ir efektivs mugurkaulnieku vegetativo gangliju sinapsés - heksametoniju
(10‘3 M; n= 5), pieradijas, ka viela pati, bez elektriska nervu kairindjuma,
izsauca lielas amplitidas musku|u kontrakcijas, ka art palielingja elektriski
izsaukto kontrakciju amplitGdu un ilgumu (7. att. B).

Lietojot mugurkaulnieku gludds muskulatiras muskarina receptoru
blokatoru - atropinu (10° M; n=5), tas neietekméja kontrakciju amplitidu, bet
nedaudz ietekmé&ja kontrakciju kinétiku, palielinot kontrakciju ilgumu  Tsosrelax.
idz 114 + 4.2 % (7.att. C).

Sie eksperimenti ar dazadu holinergisko receptoru antagonistiem |auj
secinat, ka Helix taustek|a neiro-muskularo sinaps$u farmakologisko blokadi
visefektivak var izraisit ar d-tubokurarinu, kas savkart norada uz N-

holinergisko receptoru izplatibu (parsvaru, dominanci) $ajas sinapsés.

3.3.2. Serotonina iedarbibas vietas noteiSana taustekla nerva-muskula

sinapseé.
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Lai noskaidrotu, vai serotonina iedarbiba ir pre- vai postsinaptiska, tika
veikta eksperimentu sérija, kura taustek|a muskula kontrakcijas tika izsauktas
nevis elektriski stimul&ot motoro nervu, bet gan iedarbojoties ar acetilholinu
tie$i uz taustek|a muskulatitu. Acetilhalins tika lietots tada koncentracija (10
M), lai iegltas kontrakcijas péc savas amplitGdas un kinétikas lidzinatos
motoneironu elektrtiska kairingjuma rezultatd izsauktajam kontrakcijam
(salidzindjumam 1.att. un 8.att.).

Ka redzams 8.attéla, ari ar acetilholinu izsauktas kontrakcijas
fiziologiskaja $kiduma tiek modulétas serotonina klatbatné (n=7). Sie rezultati
lauj spriest, ka serotonins savu efektu realizg€, tiesi iedarbojoties uz taustekl|a

muskuli un nevis uz presinaptisko motoneironu.

3.3.3. Kopsavilkums.
Helix pomatia neiro-muskula@ro sinapsu pétijumi rada, ka taustek|a

nerva-muskula sinapsém ir holinergisks raksturs, un serotonina
moduléjosais efekts tajd tiek realizéts, serotoninam iedarbojoties

postsinaptiski.

3.4. Serotonina iedarbibas molekularie mehanismi.

No literatlras ir zinadms, ka serotonina moduléjo$sad iedarbiba var
realizéties, serotoninam saistoties pie specifiskajiem serotonina receptoriem
stnas membrana un aktivéjot sekundadro starpnieku mehanismus $Una, vai
ari, serotoninam iedarbojoties uz acetilholina receptoriem. Pie tam,
modul&josa efekta realizacija caur ACh receptoriem var notikt divéjadi: 1)
serotoninam tiesi saistoties pie ACh receptoriem un aktivéjot kadu noteiktu
sekundaro starpnieku sistému (Garcia-Colunga & Miledi, 1996) vai
2)serotoninam, saistoties pie ACh receptoru atseviskam apaksvienibam, var

izmainities ACh receptoru jutibu pret acetilholinu.

3.4.1. Serotonins un acetilholina receptori. _
Lai noskaidrotu, vai serotonina iedarbiba taustek|a muskull saistita ar

ACh receptoriem, tika veikta eksperimentu sérija, kura taustekla muskula



kontrakcijas tika iegatas, elektriski kairinot taustek|la muskuli, izsaucot tiesu
muskula $TGnu depolarizaciju.

Ka redzams 9.attéla, gan tiess elektrisks muskula kairingjums (attéla
apziméts ar punktu), gan nerva kairindjums (attéla apziméts ar zvaigzniti)
fiziologiskaja skiduma izsauc taustek|a muskula kontrakcijas. Lai izvairitos no
iespéjamas ACh receptoru aktivacijas, tiesSi elektriski kairinot muskuli, ACh
receptoru darbiba tika izslégta ar d-tubokurarinu. Sados apstak|os elektrisks
nervu kairindjums bija neefektivs un neizsauca taustekla musku|a
kontrakcijas, ka tas bija vérojams pirms d-tubokurarina pievieno$anas. Tacu
tieSa muskula kairinajuma spé€ja izraisit kontrakcijas saglabajas.

Ka redzams 9.attéla arf, serotonins koncentracja 10 ° M modulé tiesa
muskula kairingjuma rezultdta iegltds kontrakcijas arT tad, ja acetilholina
receptoru darbiba ir izslégta, proti, batiski samazina kontrakciju ilgumu, tacu
praktiski neizmaina kontrakciju amplitGdu. Kontrakciju ilgums Tsgoreiax.
serotonina klatbtné (10 ° M) samazinajas Iidz 27 + % no kontroles lieluma
(n=5). Aptuveni par $adu pasu lielumu serotonina (10° M) kiatbatné
samazinajas art taustek|a muskula kontrakcijas, kuras tika izsauktas, kairinot
abus motoros taustek|a nervus (salidz. ar 2.att.B).

TieSa elektriska muskula kairindjuma rezultatd ieglto kontrakciju
amplitida serotonina klatbatné (10° M) nesamazinajas un saglabajas 97% +
13 % no kontroles lieluma, turpreti motoneirona kairindjuma izraisito
kontrakciju amplitdda serotonina (10° M) klatbatné samazinajas Ilidz 78 +
11%.

Sis eksperimentu sérijas rezultati apstiprina izvirzito hipotézi, ka
serotonina iedarbiba uz taustek|a musku|u kontrakciju amplitGdu un ilgumu
realizéjas ar atskirigiem celularajiem mehanismiem. Serotonina ietekme uz
kontrakciju ilguma izmainam realiz&jas neatkarigi no ACh receptoriem, jo ta
saglabajas arT tad, ja ACh receptoru darbiba ir inhibéta. Tatu serotonina
iedarbiba uz taustek|u kontrakciju amplitidu neizpaudas, ja ACh receptoru
darbiba tika kavéta ar d-tubokurarinu. Sis fakts |auj domat, ka serotonina

inotropaja efekta vismaz da|gji iesaistas art Ach receptori.



3.4.2. Serotonina receptoru tipa noskaidrosana

Serotonina receptoru tipi mugurkaulniekiem Sodien ir labi zinami un
daudzi no tiem ir arT raksturoti. Bezmugurkaulnieku receptoriem nepastav tik
strikta klasifikacija, un tie parasti tiek raksturoti péc to I[idzibas
mugurkaulnieku receptoriem. Lai izzinatu serotonina darbibas mehanismu
Helix pomatia neiro-muskularaja sistéma, masu interesés bija noskaidrot
serotonina receptoru tipu.
3.4.2.1. Liganda vaditie jonu kanalu receptori.

Noskaidrojot serotonina receptoru tipu Helix taustekla muskuli, tika
veikti dazi eksperimenti, lietojot 2-metil-5-hidroksitriptaminu, kur$ ir zinams,
ka mugurkaulnieku serotonina 5-HT; receptoru agonists.

Ka redzams ....att., nervu kairindjuma izraisitas taustek|a muskula
kontrakcijas 2-metil-5-hidroksitriptamina (10 ..... M) klatbGtné bija neadekvati
lielas un ilgas, proti, kontrakciju amplitGda un ilgums Tsexeax. palielindjas
attiecigi lidz 145+18.3 % un 154 + 23.4% (n=5). Pievienojot vél papildus
serotoninu (107 M vai 10° M), tika novérotas nenoteikta rakstura muskula
kontrakciju izmainas: kontrakciju amplitiGda parmainus samazindjas un atkal
pieauga. P&c metilhirdoksitriptamina un serotonina izskaloSanas 5 min laika
kontrakcijas atkal stabiliz&jas un atgriezas kontroles lieluma.

S’s nenoteiktd rakstura taustekla muskula kontrakciju izmainas
serotonina ietekmé metilhidroksitriptamina klatbatné, [auj domat, ka
serotonins un metilhidroksitriptamins konkuré par piesaisti vieniem un tiem
pasiem receptoriem. No literatlras ir zinams, ka 2-metil-5-hidroksitriptamins
saistas pie serotonina 5-HT; receptoriem, kuri ir liganda vaditie jonu kanalu
receptori. Tadejadi ir var domat, ka ari Helix pomatia taustekla muskulatira

vismaz dala receptoru ir liganda vaditie jonu kanalu receptori.

3.4.2.2. 5-HT, receptori

Turpinot noskaidrot serotonina receptoru tipu Helix pomatia taustek|a
muskuja $anas, tika lietots mugurkaulnieku 5-HT,x receptoru antagonists
NAN 190, kurs ir atrasts ari ka efektivs serotonina iedarbibas blokators jiras

gliemeza Aplysia buk&laja muskull (Ram et al., 1994).



Ka redzams 10. att. A, NAN 190 koncentracija 10° M nedaudz, bet
statistiski ticami (par....%), samazindja ar elektrisku nervu kairindjumu
izsaukto Helix taustekla muskula kontrakciju ilgumu (n = 10). Kaut art
kontrakciju amplitiida netika ietekméta, tomér hronotropais efekts |auj uzskatit
NAN 180 par savdabigu serotonina agonistu.

Fiziologiskajam sSkidumam, kur$ saturéja NAN 190, tika pievienots
serotonins, lai ta gala koncentracija batu 107 M, proti, koncentracija, kura
izsauca raksturigo serotonina efektu fiziologiskaja Skiduma. Ka redzams 10.
att.B, NAN 180 klatbatné serotonins neietekméja kontrakcijas, kas |ay
secinat, ka NAN 180 ir bloké&jis serotonina receptorus un nomacis serotonina
efektu. Palielinot serotonina koncentraciju Iidz 10° M, serotonina ietekmé
samazinajas kontrakciju ilgums, tacu ne tik ievérojami, ka standarta
fiziologiskaja skiduma bez NAN 190: kontrakciju ilgumu raksturojosais
parametrs Tsoueax,. S@mazingjas Iidz 66% NAN 190 klatbatné (standarta
fiziologiskaja Skiduma Tseyeax, Samazindjas dz 28%); amplitGda -
samazinajas lidz 87% (attiecigi fiziologiskaja skiduma - lidz 78%).

Ka ilustré .. attéls, serotonina abu efektu devas - efekta Itknes NAN
190 klatbatné ir nobiditas aptuveni par divam kartdm uz augstakas
koncentracijas pusi. Ta varétu bat netieSa norade, ka gan serotonins, gan
NAN 180 konkuré par vieniem receptoriem, proti, NAN 190 ir konkurgjosais
antagonists serotoriina receptoriem Helix taustek|a muskula Stnas.

Ir zinams, ka NAN 190 selektivi blok&é mugurkauinieku gludas
muskulattras stnu 5-HT;a receptorus. ArT dazu molusku muskulos ir atrasts,
ka NAN 190 ir efektivs 5-HT,a receptoru blokators. Misu iegdtie rezultati
noradija, ka arT Helix taustekla muskulu SGnas serotorins saistas pie Siem
receptoriem. Viena no 5-HT.a receptoru aktivacijas Tpatnibam, ir cAMP ka
sekundara starpnieka iesaiste. Nakamas eksperimentu sérijas mérkis bija

parbaudit ST fenomena lomu Helix taustek|a muskula SGnas.
3.4.3. Cikliska adenozinmonofosfata nozime serotonina efektu
realizacija.

Visvairak pétitaja jaras gliemeza Aplysia neiro-muskularaja sistéma ir

atrasts, ka serotonins aktivé tos intracelularos mehanismus, kas sekmé
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cAMP koncentracijas izmainas muskula $Gna. Eksperimenti ar selektivo 5-
HT:a receptoru blokatoru NAN 190 ari noradija uz iespé&jamo cAMP iesaisti
serotonina efekta realizacija.

Lai noskaidrotu cAMP lomu serotonina efekta realizacija, tika veikta
eksperimentu sérija, lietojot cAMP analogu - 8-Br-cAMP. 8-Br-cAMP sava
sastava saturosds bromidgrupas dé&| brivi iek|Gst SGna, kur spéj ietekmét
sekundaro starpnieku mehanismus (Weiss et al., 1980). Ja serotonins savu
darbibu realizétu caur cAMP sekundaro starpnieku sistému, tad 8-Br-cAMP
lieto$anai fiziologiskaja s$kiduma vajadzetu izsaukt tadu pasu efektu, ka to
veic serotonins, proti, amplitddas un relaksacijas laika samazinasanu.

Ka rada 12. éttéls, pievienojot membranas caurlaidigo cAMP analogu -
8-Br-cAMP, tas neizsauca taustek|a muskula kontrakciju izmainas, ka to
veica serotonins (14.att. A) redzams atsevisku kontrakciju salildzingjums). Ta
piemé&ram, 8-Br-cAMP (10™* M) klatbGtné nervu kairindjuma rezultata izraisito
muskula kontrakciju amplitida saglabajas 95+8.5%, tapat arT kontrakciju
ilgums Tsoureiax. Palika neizmainits: 95+13% no kontroles' lieluma (n=7). Br-
cAMP koncentracijas samazindSana vai palielinasana par vienu kartu, deva
Ndzigus rezultatu, proti, kontrakciju raksturs standartk|idas robezas
neizmainijas.

Lai izvairitos no varbitibas, ka cAMP iedarbiba nav realiz€jusies
sakara ar 8-Br-cAMP komponentu nespé&ju izk|Gt cauri muskula Sdnu
membranai (,jo taustek|a muskuli apnem biezs saistaudu slanis), ndkamajos
eksperimentos nervu-muskula preparats pirms 8-Br-cAMP lietoSanas tika
apstradats ar protedzi: preparats tika inkubéts 5 min protedazes (konc. 1
mg/ml) Skiduma. 4 no 6 eksperimentiem protedze pati neietekmégja
kontrakciju raksturu, tatu 2 eksperimentos kontrakciju amplitGda péc
preparata apstrades ar proteazi nedaudz samazindjas. Ka rada 13. attéls,
serotonins modulé $ada ar protedzi apstradata nervu - muskula preparata
kontrakcijas, gluzi ta pat, ka preparatos bez to iepriek$éjas apstrades ar
protedzi, noradot, ka protedze nav iejaukusies nedz muskula daribas
funkcijas, nedz serotonina modul&josa efekta realizacija. Péc serotonina
izskalo$anas no fiziologiska $kiduma un 8-Br-cAMP (10 M) pievienosanas

tika noverots, ka 5 no 6 eksperimentiem 8-Br-cAMP ievérojami izmainija
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nervu kairindjuma rezultata iegltas taustekla muskula kontrakcijas. Ka
redzams 13. attéla, $adu 8-Br-cAMP ietekmétu kontrakciju amplitida
sasniedza 200% no kontroles lieluma, bet vid&ji muskula kontrakciju
amplitGda tika palielinata I1dz 146 + 28% un kontrakciju ilgums Tsourelax.
attiecigi, Iidz 148 + 37% no kontroles lieluma. Taéu Sis kontrakciju ilguma
pieaugums ir skaidrojams ar ievérojamo amplitidas pieaugumu.

Pamatojoties uz iegatajiem rezultdtiem, var secinat, ka 8-Br-cAMP,
iespéjams, spéj ietekmét Helix taustek|a muskula kontrakcijas, tacu ta efekts
ir atSkirigs no serotonina darbibas efekta, un serotonina iedarbiba nav

vienhoszTgi saistama ar cAMP sekundaro starpnieku sistému.

lepriek$éjie eksperimenti ar mugurkaulnieku serotonina 5-HTa, tipa
receptoru antagonistu NAN 190, rosindja secinat, Iesp&ams, ka
mugurkauinieku un Helix serotonina receptoru tipi nav pilnigi identiski, un
Helix taustek|la musku|a serotonina receptori nevar tikt raksturoti, izmantojot

mugurkaulnieku serotonina receptoru visparpienemto klasifikaciju.

Tapéc talakie pétijjumi serotonina molekulara darbibas mehanisma
noskaidrosana netika saistiti ar receptoru tipa noskaidrosanu, bet gan ar

1esp&jamiem intracelularajiem procesiem muskulja $ana.

3.4.4. Kalcija nozimes noskairdo$ana serotonina efektu realizacija.
Turpinot noskaidrot serotonina efekta realizacijas molekularos

mehanismus, pievérsamies muskula kontrakciju nodrosind$anai nozimigo
katjonu - kalcija jonu, lomas noskaidro$anai. Ka liecina literatGras dati,
serotoninam ir regul€josa iedarbiba uz intracelulara un ekstracelulara kalcija
lesaisti kontrakciju norisé arT vairaku citu molusku sugu pétitajas neiro-

muskularajas sistémas (Gloe et al., 1987; Nick et al., 1996).

3.4.4.1. Kalcija nozime taustek|a musku|a kontrakciju norisé.

K& pirmais solis kalcija lomas izzinaSana taustek|a muskula kontrakciju
norisé, tika noskaidrotas kontrakciju rakstura izmainas atkariba no kalcija
koncentracijas ekstracelularajd $kiduma. Sai nolika tika veiktas divas

eksperimentu sérijas, kuras taustek|la muskuja kontrakcijas tika izsauktas:1)
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elektriski kairinot abus taustek|a nervus; 2) iedarbojoties tieSi uz taustek|a
muskuli ar acetilholinu (konc. 10° M). Abas eksperimentu sérijas tika veiktas
dazadas Ca*" koncentracijam $kidumos: 200%, 150%, 100%, 75%, 50%,
25% un 0%. Ka 100% - Ca®* $kidums tika pienemts standarta fiziologiskais
§kidums, kura kalcija koncentracija bija 7mM (skat. nodalu Materials un
metodes).

15. attéla A grafiks ilustré elektriska nervu kairindjuma rezultata
izsaukto taustekla muskula kontrakciju amplitGdas un ilguma Tsosreiax
izmainas atkariba no kalcija koncentracijas fiziologiskaja $kiduma. Ja ca*
koncentracija $kiduma bija augstaka par standarta fiziologiskaja Skiduma
eso$o, ti., 200% un 150% - ca® skidumi, ir novérojama tendence
palielinaties kontrakciju amplitddai un samazinaties ilgumam Tsgereiax.. 200% -
kalcija $kiduma kontrakciju apmilitGda pieauga lidz 138 + 13.2 % salidzinot ar
kontroli, bet iigums Tsourenx, S@Mazindjas idz 55 + 7.9 % no kontroles lieluma.
Samazinata [Ca*"], fiziologiskaja $kiduma (75 - 50%) muskuja kontrakciju
raksturs batiski neizmainijas un saglabdjas tuvs kontroles lielumam. Vienigi
25% - [Ca®*], - $kiduma kontrakciju amplitida samazinajas lidz 62 + 6.9%
(n=8), bet kontrakciju ilgums saglab3ajas kontroles lieluma. Bezkalcija vidé
(0% -[Ca’’], ) novéroja gan kontrakciju amplitidas, gan ilguma Tsoseiax
samazinadsanos: amplitida samazingjas ITdz 35 + 8.1%, bet ilgums Tsoureax.
[1dz 63 + 24 % no kontroles lieluma (16. att.).

LidZigi rezultati tika iegdti, ja muskula kontrakcijas tika izsauktas, tiesi
kairinot muskuli ar acetilholinu (15.att.B): 200% - [Ca*'], $kiduma kontrakgiju
amplituda sasniedza 146 + 18.5%, bet ilgums Tsoxrenx, S@Mazinajas Iidz 81 +
11.6% no kontroles lieluma. Samazinatas kalcija koncentracijas (75 - 25%)
Skidumos kontrakciju amplitdda un ilgums bdtiski neizmainijas un saglabajas
tuvi kontroles lielumam. Un tikai bezkalcija vidé taustek|a musku|a kontrakciju
amplitida samazinas IT1dz 23 + 1.8%, ka arT nedaudz samazinas kontrakciju
ilgums  Tsoyrerax. - dz 92 + 4.1% (n=7) no kontroles lieluma (17.att. A
kontrakcijas 200, 100, 0% Ca>"). |

Neviena no bezkalcija vidé veiktajiem eksperimentiem (n=15) netika
novérota kontrakciju pilniga izzu$ana. Tas liecina, ka kontrakciju norisei

$ados apstaklos Ca** tiek mobilizéts no intraceluldrajam kratuvém. Tomér
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kalcija trGkums ekstracelularaja vidé izsauca nelielu muskula bazala tonusa
nestabilitati, un nelielas (lidz 0.1 mm) pasuzliesmojusas kontrakcijas. Pie tam,
kontrakciju izsauk$ana bezkalcija vidé bija ierobezota, proti, $ddos apstak|os
bija iespéjams izsaukt ne vairdk ka divas muskula kontrakcijas péc kartas,
kuras bija iespéjams izmantot talakajos mérfjumos, jo turpinot izsaukt
kontrakcijas, bija vérojama pakdpeniska kontrakciju amplitidas
samazinasanas. Lai eksperimentus bezkalcija vidé tomér varétu turpinat, bija
nepieciesama Tslaiciga (5 min) bezkalcija $kiduma nomaina ar standarta
fiziologisko Skidumu.

No 15. attéla lkném ir saskatams, ka ekstracelularaja kalcija izmainas

vairak ietekmé taustek|a muskula kontrakciju amplitddu ka ilgumu.

3.4.4.2. Serotonina efekti dazadu [Ca®], vidés.

Veiktie eksperimenti fiziologiskajos $kidumos ar dazadu Ca** saturu
paradija, ka batiskas kontrakciju izmainas ir novérojamas, ja Ca *
koncentracija ir paaugstinata (200% - [Ca®'],) vai bezkalcija vidé (0% -
[Ca®],). Samazinatas kalcija koncentracijas $kidumos (75 - 25%) batiskas
kontrakciju izmainas netika novérotas. Tadé|, lai noskaidrotu serotonina
iespéjamo lomu Ca* regulacija, tika veikti papildus eksperimenti 200% -
[Ca®], - fiziologiskaja $kiduma un bezkalcija vidé. Taustekla muskula
kontrakcijas Sajos eksperimentos tika iegdtas, tiesi iedarbojoties uz muskuli
ar acetilholinu.

Ka rada 18.att.(B, 2 Iknes), pievienojot serotoninu (107 M) 200% -
[Ca*'], $kiduma, novéro nelielu kontrakciju amplitidas samazinasanos lidz 83
+ 7.2 %, ka arl ilguma Tsokenx. Samazinasanos lidz 65 + 6.9 % (n=5).
Kontrakciju amplitidas izmainas $ada paaugstinatas Ca®* koncentracijas
$kiduma Iidzinas tadas pasas koncentracijas serotonina (107 M) izsauktajasm
amplitidas izmainam standarta fiziologiskaja $kiduma (85 + 10.8%). Tacu
kontrakciju ilguma izmaina 200% - [Ca *'], $kiduma serotonina ietekmé ir
mazaka ka standarta fiziologiskaja $kiduma, kur ta bija 43 + 6.4% ( att. 4
[Tknes).
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Bezkalcija vidé iegltas taustek|a muskula kontrakcijas bija ievérojami
samazinatas gan péc amplitGdas, gan ilguma. Pievienojot 0% - [Ca*],
skidumam serotoninu (107 M), novéroja nelielas kontrakciju izmainas:
amplitida samazindjas [idz 84 + 11.4%, salidzinot ar amplitidu bez
serotonina kiatbGtnes, un kontrakciju ilgums samazingjas fidz 87 + 8.6 % (
n=5). Tacu, neskatoties uz to, ka serotonina kiatbitné tika novérotas muskula
kontrakciju izmainas, bija griti novértét, vai Sis izmainas {samazinasanas)
bija serotonina raditas, vai kalcija trUkuma raditas. Ka jau ieprieks tika
minéts, kontrakciju iegti$ana bezkalcija vidé bija apgratinata, jo iegutas
kontrakcijas bija nelielas pé&c amplitidas, k& ari, atkartoti izsaucot
kontrakcijas bezkalcija vidé, bija vérojama to pakapeniska samazinasanas.

Tadejadi apkopojot iegitos rezultatus, var secinat, ka ekstracelulara
Ca®* koncentracijas izmainas pas$as par sevi ietekmé& gan kontrakciju
amplitddu, gan ilgumu. Tacu serotonina iedarbiba uz kontrakciju raksturu
izpauzas ats$kirigi: gan augstas Ca®* koncentracijas $kiduma, gan bezkalcija
vidé serotonins samazina kontrakbiju apmlitddu par aptuveni tikpat lielu
lielumu (84 - 85% salidzinot ar kontrakcijam standarta fiziologiskaja
Skidum&). Kontrakciju ilguma izmainas serotonina ietekmé&, savkart, ir
atkarigas no Ca* koncentracijas ekstracelularaja skiduma: augstas ca”
koncentracijas Skiduma kontrakciju ilgums Tsouesx,  S€rotonina ietekmeé
samazingjas [1dz 65% no kontroles lieluma, tacu bezkalcija vidé - lidz 87%.
Tatad serotonina efekti uz taustekla muskuli nav pilnigi neatkarigi no Ca**
koncentracijas sunstarpu skidruma.

Serotonina efekta mehanismu noskaidro$anai bija svarigi uzzinat, vai
ari intracelularajam kalcijam ir kdda loma So procesu realizacija. Lai to
Tstenotu, tika veikta nakama eksperimentu sérija, kur kontrakciju izsauksanai

tika izmantots kofeins.

3.4.4.3. Serotonina efekti kofeina klatbatné

Mugurkaulnieku skeleta muskulos kofeins izsauc faziskas kontrakcijas,
kuru izcelsmes pamata ir Ca®" atbrivo$ana no sarkoplazmatiska tikla (Weber
& Herz, 1968). ArT asinsvadu gludajos muskujos kofeins izsauc kontrakcijas

bezkalcija vid&, atbrivojot Ca®* no &Tnu iek$&jam kratuvém (Deth & Lynch,
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1981; Leijten & van Breemen, 1984). L1dzigi k& mugurkaulnieku muskujos, art
bezmugurkaulnieku muskulos, k& pieméram, Aplysia bukalajd muskulr,
kofeins izsauc kontrakcijas bezkalcija vidé, mobiliz&ot Ca” no $inas
iek$éjam kratuvém (Gole et al., 1987).

Pétijumi ar Aplysia rada, ka serotonins modulé izoléta radulas
sledzéjmuskula Kkontrakcijas, kas izraisitas ar acetilholinu, palielinot
kontrakciju biezumu (resp., atslabsanas ilgumu) un spéka amplitidu, un St
modulacija ir atkariga no kalcija koncentracijas ekstraceluldraja Skiduma.
Tacu serotonina moduléjosa ietekme tiek kavéta, ja radulas slédzémuskula
kontrackijas tiek izsauktas ar kofeinu (Gole et al., 1987). Serotonina
modulatora efekta nespéja izpausties, ja muskula kontrakcijas ir izraisitas ar
kofeinu, ir apraksfita art Aplysia bukadlas masas muskujos ( Ram et al,
1984).

Musu interesés bija noskaidrot, vai serotonins spé€j ietekmét Helix
taustek|la muskula kontrakcijas 3kiduma, kas nesatur Ca®’, un kur vieniga
iespéja iegiit Ca®* kontrakcijam, ir to mobilizét no $anu iek$&jam kratuvém. Ka
intracelulara Ca®* atbrivotajs tika izmantots kofeins.

Eksperimenots vispirms tika noskaidrots, pie kadas koncentracijas
kofelns izsauc taustek]a muskula kontrakcijas. Sai noltka eksperimenti tika
veikti standarta fiziologiskaja Skiduma, un kontrolei kontrakcijas tika iegttas,
tiedi kairinot muskuli ar acetilholinu (10° M). Ka rada 18. att., kofeins
koncentracijia 107 M un 10° M izsauca |loti vajas kontrakcijas, kuru
izmanto$ana talakajos pétijumos bija apgritindta. Koncentracija 10° M
kofeina izsaukta kontrakcija ir nedaudz mazaka par acetilholina izsaukto
kontrakciju, taéu tas lielums ir pietiekoss, lai varétu izmantot salidzinoSiem
pétijumiem. Paaugstinot kofeina koncentraciju vél par vienu vai divam kartam
(10'2 M un 10" M), tika novérota kontrakciju nestabilitite un nelielas
pasuzliemojosas kontrakcijas. Tadejadi par optimalako kofeina koncentraciju
talakajiem pétijumiem taustek|a muskuju kontrakciju izraisiSanai tika izvéléta
kofeTna koncentracija 10° M.

Turpmakie eksperimenti tika veikti bezkalcija vidé. Ka jau ieprieks tika
aprakstits, ar acetilholinu izsauktas kontrakcijas bezkalcija vidé bija

ievérojami samazinatas péc amplitadas ([idz 23%) un nedaudz péc ilguma
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(I'dz 92%) salidzinot ar tada pasa veida iegitajam kontrakcijam standarta
fiziologiskaja skiduma. Tacu, ka rada attéls, ar kofeinu izsaukto kontrakciju
amplitGda un ilgums bezkalcija vidé bdatiski nemainijas, salidzinot to ar
standarta fiziologiskaja Skiduma izsauktajam kontrakcijam (19. att. kontr.
viena virs otras). Tadejadi mdsu eksperimenti parédija, ka kofeins spéja
izsaukt Helix taustekla muskula kontrakcijas arm bezkalcija vidé, kuras péc
lieluma bdtiski neatSkiras no kontrakcijdm, kas bija izsauktas ar kofeinu
standarta fiziologiskaja skiduma.

Nakamajos eksperimentos tika detalizéti pétita kofeina spé&ja modulét
nervu elektriska kairindjuma rezultata izraisitas muskulja kontrakcijas. Ka rada
20.att., standarta fiziologiskaja Skiduma iegutds taustekla muskula
kontrakcijas var tikt ietekmétas kofeina klatbGtné. Pievienojot Skidumam
kofeTnu (10'3 M), tas ne tikai izsauca muskula kontrakciju, bet veica ari
elektriski izsaukto kontrakciju modulaciju: apmlitdda nenozimigi pieauga (lidz
117.4 + 16.0 % salidzinot ar standarta fiziologiskaja Skiduma iegato), tacu
kontrakciju iIgums Tsgeretax. piéauga gandriz 3 reizes - I1dz 279.2 + 47.4%
(n=7). Piecos no septiniem eksperimentiem kofelna pievienosana
fiziologiskajam S$kidumam samazindja muskula bazilo tonusu. Pievienojot
$adam $kidumam, kur$ saturéja kofeinu, vé&l papildus serotoninu (107 M),
novéroja nelielas elektriski izsaukto kontrakciju izmainas: kontrakciju
amplitGda palielingjas hdz 115.3 + 9.5 % un kontrakciju ilgums Tsourelax.
samazinajas lidz 84.9 + 12.1% (n=7) salidzinot ar kontrakcijam kofeina
klatbatné bez serotonina. (7. att) TacCu neskatoties uz to, ka kofeina
klatbatné serotonins sekméja kontrakciju ilguma samazinasanu, §1
samazinasana bija salldzionosi neliela, un kontrakciju ilgums pat nelidzinajas
tam (bija ievérojami garaks), kads bija standarta fiziologiskaja skiduma. Tas
norada, ka serotoninam ir tieksme samazinat kontrakciju ilgumu, tacu kofeina
kiatbGtné ta pilntba nespgj izpausties. V&l jo vairak, kofeina klatbdtne
serotonins sekmé nelielu kontrakciju amplitidas pieaugumu. Tadejadi, Sie
rezultati |auj domat, ka kofeins un serotonins savu modulgjoSo ietekmi
realiz€, darbojas uz vienam un tam pasam stnu struktiram.

Turpinot izzinat kalcija lomu serotonina moduléjo$d efekta realizacija,

tika noskaidrots, kada ir serotonina ietekme uz kontrakcijam, kuras iegttas ar
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kofeinu bezkalcija vidé. Ka jau paradija iepriekséjie eksperimenti, kofeins
koncentracija 10° M spéja izsaukt taustekla muskula kontrakcijas gan
standarta fiziologiskaja S$kiduma, gan fiziologiskaja Skiduma@ bez Kkalcija.
Tadejadi, vieniga iespéja iegtt kalciju kontrakcijam ir, to atbrivojot no stnu
iekséjam kratuvém. Pievienojot bezkalcija Skidumam serotoninu (107 M),
novéroja ar kofeinu izsaukto musku|a kontrakciju izmainas (20. att.): nedaudz
samazinadjas kontrakciju apmlitida dz 89 + 9.8% un kontrakciju ilgums
Tsoxretax. 11dZ 91 + 7.6 % (n=8) salidzinot ar kontrakcijam pirms serotonina
pievienosanas. Tadejadi ari SIs eksperimentu sérijas rezultati tikai vélreiz
apstiprinaja ieprieks teikto, ka serotonins un kofeins SUna iedarbojas uz
vienam struktaram, proti, kofein-atkarigajam Ca**-kratuvém.

Apkopojot iegltos rezultatus var secinat, ka 1) kofeina klatbatne
ietekmé serotonina izraisito Ca®* izpladi no intracelularajam kratuvém; 2)
serotoninam ir specifiski aktivéjosa ietekme uz kontrakciju atslabsanas

procesu, kuras pamata ir Ca** atstikné$ana no citoplazmas.

Lai apstiprinatu rezultatus, kuri noradija uz Ca** iesp&jamo lomu
serotonina modulacija, turpmakaja pétijuma gaitd tika veikti eksperimenti,

kuros Ca** kanali tika farmakologiski inhibéti.

3.4.4.4. Sanas virsmas membrinas kalcija kanalu inaktivacija.

Nifedipins ir zinams k& mugurkaulnieku L-tipa Kkalcija kanalu
antagonists. ArT pétijlumos ar moluskiem ir atrasts, ka nifedipins kavé t.s. 1éno
kalcija plismu (slow inward current) SUna, kas izmaina turpmako kontrakciju
raksturu (Braha et al., 1993; Brezina et al., 1994). leprieksgjie pétijumi bija
noradijusi uz iesp&amo ekstracelulara kalcija lomu serotonina efekta
realizacija. Tadé| nakamaja eksperimentu sérija grib&am noskaidrot, ki
mainas serotonina efekts, ja aréjie kalcija kanali muskula 8na ir inhibéti ar
nifedipinu. Taustekla muskula kontrakcijas standarta fiziologiskaja $kiduma
tika iegatas, elektriski kairinot abus taustek|a nervus. 5x107 M nifedi'ana
pievieno$ana Skidumam izmainija taustekla muskula kontrakcijas (21. att.):
kontrakciju ilgums Tsoxrex. ~ S@Mazingjas Iidz 77 + 12.1% no sakotngja

lieluma, bet kontrakciju amplitUda standartnovirzes robezas saglab3jas
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kontroles lieluma (107 + 5.9%). Sekojosi pievienojot vél serotoninu, kura
gala koncentracija $kiduma sasniedza 107 M, tas praktiski neizmainija
kontrakciju raksturu un standartnovirzes robezas kontrakciju parametri
saglabdjas tadi pasi, ka pirms serotonina pievienosSanas, proti, kontrakciju
apmlitdda - 96 + 5.9%, ilgums Tsoxeex. - 104 + 6.7% (n=6). Nifedipina
pievienoSana  visos  eksperimenots izsauca nelielas  Tslaicigas
pasuzliesmojosas kontrakcijas un bazala tonusa nestabilitati, ka tas I1dzigi
bija vérojams vairakos eksperimenots bezkalcija vidé. ST tonusa nestabilitate
saglabajas ari pec serotonina pievienosanas. 5 min lalkd péc vielu
izskaloSanas kontrakcijas standarta fiziologiskaja Skiduma atgriezas
sakotnéja lieluma.

legitie rezultati rada, ka aréjo kaicija kanalu inhibé3ana ar nifedipinu
izsauc Helix taustek|a muskula kontrakciju ilguma izmainas, mazak ietekmégjot
kontrakciju amplitidu. Sadas izmainitas muskula kontrakcijas vairs netiek
talak modulétas ar serotoninu, kas standarta apstakjos veica kontrakciju
modulaciju. Ar&jo kalcija kanalu inhib&3ana simulé serotonina efektu, un
pievienojot Skidum& vél papildus serotoninu, ta darbibai ne|auj izpausties.
Tadejadi, var domat, ka serotonins savu efektu realizé, izmainot

ekstracelulara Ca* plasmu.

3.4.4.5. Intracelularo kalcija kratuvju kalcija kanalu inaktivacija.

Muskula kontrakciju norisei standarta apstak|os tiek izmantots ne tikai
ekstracelularais kalcijs, bet arT kalcijs, kas atrodas deponéts kalcija kratuvés
intracelularaja telpa. Ir zinamas divu veidu intracelularas kalcija kratuves -
inozitoltrifosfat-atkarigas kalcija kratuves, kuras lokalizétas vairak Sdnas
centra, un kofeina-atkarigas kalcija kratuves, kuras atrodas $Unas periférija
(Kostyuk & Kirischuk, 1993). Kalcija izdaliSanas no abu veidu kratuvém var
tikt reguléta ar dazadiem farmakologiskiem [Tdzekliem. Augu valsts alkaloids
nanodins ir zindms k& kofeina-atkarigo kalcija kratuvju kanalu inhibitors
mugurkaulnieku sirds un skeleta muskulos (Fill & Coronado, 1988), ka ari

asinsvadu gludaja muskulatara (Ullmer et al., 1996). Lai parliecinatos, vai
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rianodins ietekmé kalcija izdali§anos arf no Helix taustekla muskuju Stnu
kofeTn-atkarigajam kratuvém, tika veikta nakama eksperimentu sérija.

Taustek|la muskula kontrakcijas tika iegatas elekrtiski kairinot abus
taustekla nervus. Standarta fiziologiskd $kiduma nomaina ar rianodinu
saturo$u $kidumu, kura rianodina koncentracija bija 10° M, izsauca nelielas
kontrakciju izmainas: kontrakciju amplitida nedaudz samazinajas lidz 84 +
7.7%, bet kontrakciju laiks Tsoxreisx Standartnovirzes robezas saglabajas
kontroles lieluma (108 + 12.2; n=5).

K3 jau ieprieks tika aprakstits, kofelna klatbdtne fiziologiskaja Skiduma
izsauca nelielu kontrakciju amplitidas un ievérojamu kontrakciju laika
pieaugumu, salidzinot ar kontroles lielumu (skat. ieprieks). Tacu pievienojot
kofeinu (10° M) $kidumam, kur§ saturgja rianodinu, kofeins batiski
neizmainija muskula kontrakciju raksturu (21. att. viens virs otra). amplitida
bija 98 + 9.2% un kontrakciju laiks Tsowresx. - 104 + 16.6% (n=5). Tas norada,
ka rianodins ir inhib&jis kofeina-atkarigo intracelularo Ca®* kratuvju kanalus,
un kofeina iedarbiba ir neefekfiva. Tadejadi, Ndzigi k& mugurkaulnieku
skeleta un gludajos muskulos, arT Helix taustekla muskull rianodins inhibé
kofeTna-jltigos kalcija kanalus.

Sie farmako-fiziologiskie eksperimenti apstiprina masu iepriek$gjo
eksperimentu sériju pieradijumus, ka Helix taustekla musku|a inracelularajas
Ca’' kratuvés ir kofeina-atkarigie kalcija kanali.

Saskana ar farmako-fiziologiskajiem priek$statiem, ka rianodins ir
efekfivs kofeina-atkarigo kalcija kanalu inhibitors, turpmakajos pétijumos tika
noskaidrots, vai serotonins saglaba savu iedarbibu, ja intracelularie kalcija
kanali ir inhibéti ar So vielu. Ka rada 22. attéls, rianodina pievienos$ana
fiziologiskajam Skidumam izsauca nelielas muskula kontrakciju izmainas -
samazingja kontrakciju amplitidu, bet kontrakciju ilgums standartnovirzes
robezas saglabajas (skat. arT ieprieks). Papildus serotonina pievienosana
Skiduma izsauca kontrakciju izmainas: kontrakciju amplitida praktiski
neizmainijas (97 + 9.0 %), tacu kontrakciju ilgums Tspxrenx, Sa@mMazindjas lidz
68 + 6.1% (n=6). P&éc vielu izskaloSanas no Skiduma 5 min laikad kontrakcijas

atgriezas sakotnéja lieluma.
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Tadejadi divas neatkarigas eksperimentu sérijas (sérija ar kofeina
izsauktajam kontrakcijam un sérija ar riadoninu) paradija, ka Helix taustek|a
muskull ir kofeina-atkarigie kalcija kanali, un serotonina modul€josa
iedarbiba nav pilntba efektiva, ja ir kavéta kalcija izdahSanas no

intracelularajam kalcija kratuvém.

Apkopojot rezultatus par serotonina ietekmi uz taustekl]a muskula
kontrakciju amplitddu un ilgumu dazadu ekstracelulara un intracelulara Ca*
koncentraciju klatbatné, jasecina, ka Ca®" koncentracijas izmainas vairak
ietekmé serotonina efektu uz kontrakciju ilgumu neka uz amplitGdu.
Kontrakciju amplitGda tiek mazdk ietekméta ari standarta fiziologiskaja
$kiduma. Serotonins koncentracija 10”7 M samazinaja kontrakciju amplitidu
Ndz 85% (kontrakciju ilgums Tspxreax, tados pasos apstak|os samazindjas Iidz
45%) no kontroles lieluma. Aptuveni tikpat liela, serotonina izsaukta
apmlitidas izmaina saglabdjas, ja tika mainita ekstracelulara Ca®
koncentracija. Tacu serotonina ietekme uz amplitlidu bijja praktiski neefektiva,
ja tika iztukSotas vai inaktivétas intracelulara kalcija kratuves, dalgji
saglabajoties serotonina efektam uz kontrakciju ilgumu.

legltie dati |auj secinat, ka serotonina iedarbiba uz taustek|a muskula
kontrakciju amplitddu un ilgumu tiek realizéta ar atskirigiem molekulariem
mehanismiem. Efekts wuz kontrakciju ilgumu, domajams, realizgjas,
serotoninam ietekméjot kalcija apmainu starp ekstracelularo skidumu un
sdnu, bet serotonina efektam wuz amplitGdu pagaidam nav iesp&jams
viennozimigs izskaidrojums. Domajams, $1 efekta realizacija ir pakartota tiem
molekulariem procesiem un jonu plismu izmainam, kuras aktivé serotonins,
samazinot kontrakciju ilgumu.

Taéu no eksperimentiem ir saskatdms, ka, manipulgjot ar
ekstracelularo un intracelularo Ca*' koncentraciju, serotonina iedarbibas
izpausme nav pilniga, proti, tdda, ka standarta fiziolodiskaja $kiduma. Sis
fakts liek domat, ka serotonina iedarbiba taustek|a muskull ir kompleksa, un
ir saistita ne tikai ar Ca>* plismas izmainam, bet, iesp&jams, ir iesaistiti vél

kadi citi procesi Stna.
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3.4.5. Ar G-proteinu saistito receptoru esamiba taustekla muskula

Serotonina daudzveidiga iedarbiba mugurkaulnieku un
bezmugurkaulnieku organisma tiek panakta, serotoninam saistoties pie
dazadiem serotonina receptoriem, kuru lielaka dala ir ar G-proteinu saistitie
receptori. Stnas atbildes reakcija, kuru izraisa serotonina piesaiste ar G-
proteinu saistitajiem receptoriem, var iesaistities dazadas intracelularo
starpnieku sistémas (skat. levadu).

Neliela misu eksperimentu sérija ar G-proteina farmakologisko
analogu GTP-y-S noradija uz iespé&jamo ar G-proteina saistito receptoru
kiatbGtni arm Helix taustekla muskuli.

Ka ilustré 23. attéls, GTP-y-S pievieno$ana $kidumam (10° M), izsauc
elektriska nervu kairinajuma izsaukto kontrakciju ilguma izmainas, praktiski
neietekméjot kontrakciju amplitidu (13 saglabajas ap 105 % no kontroles
lieluma). Muskula kontrakciju ilgums Tspeax,. S@mazinas [idz 38% no
sakotngja lieluma pirms GTP-y-S pievienosanas (n=5). Pievienojot
serotoninu, novéro, ka kontrakciju ilgums turpina samazinaties, tacu ne tik
izteikti, ka tas bija standarta fiziologiskaja skiduma bez GTP-y-S klatbatnes.
Kontroles apstak|os fiziologiskaja $kiduma serotonins koncentracija 10° M
samazinaja kontrakciju ilgumu Tspureiax. [1dz 35 + 8.2%, tacu GTP-y-S klatbltné
tikai [1dz 62%, t.i, gandriz par uz pusi mazaku lielumu. 3 min laika péc vielu
izskaloSanas kontrakcijas atgriezas sakotngja lieluma.

Apvienots GTP-y-S ietekmétu atsevisku kontrakciju attéls (24. att.) |au;
salidzinat kontrakciju relaksacijas fazes kingétiku $kKiduma ar un bez
serotonina: relaksacijas fazes sakuma daja abam kontrakcijam norit l1dzigi,
un nav art batiskas atskirtbas kontrakcijas ilguma Tspueax, [T1dz kontrakcija
sasniegusi 65% no sakotnéja lieluma. Atskiribas relaksacijas fazes kinétika ir
izteiktas tieSi relaksacijas beigu posma: 1) serotonina klatbltné muskula
relaksacija norit vienmérigi visa relaksacijas fazé un ir straujaka ka
fiziologiskaja Skiduma bez serotonina;, 2) GTP-y-S saturo$a $kiduma bez

serotonina, relaksacijas fazes beigu posma atslabsanas atrums paléninas un
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Ildz ar to palielinas kopéjais relaksacijas ilgums un Tsoxreiax; 3) SKiduma, kura
pievienots gan GTP-y-S, gan serotonins, atslabsana ir vienmériga, bet tas
kopéjais ilgums (un arT Tsourenax.) ir Salidzinosi visisakais.

Ta ki serotonins ietekmé& ne tikai kontrakciju kinétiku (So ietekmi
izdevds modelét, izmantojot G-proteina analogu), bet arT kontrakiju spéku,
varam secinat, ka serotontna summarais efekts taustekla muskull -
kontrakciju amplitGdas un ilguma samazinasana, realiz€jas, serotoninam
saistoties pie dazadiem 5-HT receptoru apakstipiem postsinatiskaja neirona.

Tadejadi, ir pamats domat, ka Helix taustekla muskull vismaz dala
serotonina receptoru ir ar G-proteinu saistitie receptori. G-proteins stnas
membrana var aizsakt vairakas intracelularo starpnieku k€zu reakcijas (skat.
3.att), kuras ved pie kanalproteTnu fosforiléSanas un jonu plidsmu izmainam

$Gnu membrana.

3.4.6. Litija iedarbiba uz taustekla muskula kontrakcijam.

PIP, parvértibas SUna var tikt regulétas ar neliela izméra litija joniem.
Sie joni difundé $ana, kur inhib&josi iedarbojas uz fosfatazi, kura fermentativi
regulé inozitola veidoSanos no inozitolfosfata ( A, Rang & Dale, 1987). Tapat
litijs SGna var kompleksi kavéjosi ietekmét cAMP veido$anos, inhib&jot G-
proteina mijiedarbibu ar receptrmolekulam, ka arT adenilciklazes fermentativo
aktivitati (att. B, Rang & Dale, 1987; Peters et al., 1992).

Ja serotonina effekts realiz€jas ar PIP, metabolitu vai cAMP
sekundaro starpnieku sistémas Ifdzdaliby, litija klatbatné vajadz&étu maintties
serotonina efektiem uz taustek|a kontrakcijam. So varbGtibu més parbaudijam
pétijuma.

Eksperimenta grupas dzivniekiem katru dienu 10 dienu laika tika
injicéts Li,COs $kidums ( 9 x 10° mg vielas uz 1 g kermena masas). Sada
procedlra neizsauca izmainas dzivnieku uzvediba visa kontroles laika. Péc
10 dienam dzivnieki tika izmantoti fiziologiskajiem eksperimentiem. Lidzigos
pétjumos ar Heliophrya erhardi (latviski) Sada veida veikta litija injekcija

dzivniekiem izraisa efektu (Evans et al, 1988). Pamatojoties uz
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bezmugurkaulnieku strukturalo Tpatnibu [idzibu, ir pamats domat, ka Sada
procedira var bat efektiva art gliemezim.

Eksperimenti ar izolétiem nervu - muskulu preparatiem tika veikti litija-
fiziologiskaja Skiduma, proti, fiziologiskaja Skiduma, kura litija koncentracija
bija 10° M. Taustek|a muskula kontrakcijas tika izraisitas, elektriski kairinot
abus taustekja nervus. Sados eksperimenta apstaklos dzivniekiem tika
parbaudita dazadu koncentraciju (10° fidz 10* M) serotonina $kiduma
ietekme uz muskula kontrakcyam.

Ka rada 24. attéls, litija klatbGtné saglabajas serotonina (10° M) efekti
gan uz taustek|a kontrakciju amplitddu, gan ilgumu: amplitida samazingjas
idz 78 + 13.2%, bet ilgums Tso%,e.a;(, lidz 18 + 1.0% (n = 5, S&das
koncentracijas serotonina ietekmé& normalu dzivnieku taustekla muskula
kontrakciju amplitGda standarta fiziologiskaja Skiduma samazinajas lidz 85 +
11.2% un attiecigi Tsowreiax, Tdz 31 + 7.4%; skat. ieprieks ...Ipp.). K& redzams,
Sados apstak|os serotonina efekti uz muskula kontrakcijam ne tikai
saglab3jas, bet ir izteikti pat nedudz vairak neka normaliem dzivniekiem. Ui
to art norada devas - efekta lknes .... attéla. Salidzinot devas-efektu ltknes
normaliem dzivniekiem un dzivniekiem, kuriem 10 dienas tika injicéts litija
skidums, ka art eksperimenti ar Siem dzivniekiem tika veikti litju saturosa
fiziologiskaja Skiduma, var parliecinaties, ka lTknes ir [idzigas péc savas
formas, ta€u kontrakciju parametru izmaina dazadu serotonina koncentraciju
klatbatné dzivniekiem, kuriem bija veikta litija injekcija, ir nedauz lielaka neka
normaliem dzivniekiem.

Turpinot litija efekta izpéti, tika veikta eksperimentu sérija ar nervu-
muskula preparatiem, kuri iegdti no narmaliem dzivniekiem. Taustek|a
muskula kontrakcijas tika izraisitas, elektriski kairinot taustek|a nervus.

Vispirms tika parbaudits, k& taustekla kontrakciju raksturu ietekmé
standarta fiziologiskd skiduma nomaina ar litiju saturosu fiziologisko Skidumu.
Taustek|a kontrakcijas litija fiziologiskajd sSkidum3a tika izraisitas péc piecu
mindsu preparata inkubacijas $aja Skiduma.

Ka rada iegatie rezultati, litija kiatbltne fiziologiskaja Skiduma batiski

o

neietekméja kontrakciju izmainas: ja litija koncentracija fiziologiskaja skidum

bija 10° M, kontrakciju amplituda bija 95 + 7.5% un ilgums Tsoureax. - 97
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4.3% (n=5) salidzinot ar kontrakcijdm standarta fiziologiskajad skiduma.
Savkart, 10 M litija klatbGtné kontrakcijiu parametri attiecigi bija 93 + 3.3%
un 113 + 6.9% (n=5).

Serotonina (107 M) pievienosana litiju saturo$am fiziologiskajam
skidumam izsauca taustekla kontrakciju amplitidas un ilguma Tspowretax.
samazinasanos, lidzigi ki tas notika tadas pasas koncentracijas (10'7 M)
serotonina klatbatné standarta fiziologiskaja Skiduma: litja Skiduma
amplitida samazinajas lidz 88 + 7.8% (standarta fiziologiskaja Skiduma tas
samazinajas [idz 84 + 4.6%) un ilgums Tsoxretax. [Tdz 46 + 9.7% (n=5; standarta
fiziologiskaja skiduma attiecigi 1dz 45 + 6.9%).

Tadejadi iegitie rezultati rada, ka Tslaiciga litija iedarbiba neietkméja
ne Helix taustek|la muskula kontrakciju raksturu, ne art serotonia efektu. Tacu
iedarbojoties ar litiju ilgstosi, injicgjot to dzivnieka organisma, vérojama
serotonina efekta neliela pastiprinasanas. Tomér maz ticams, ka ST efektu
neliela pastiprind$anas notiek, litijlam iedarbojoties uz tiem pasiem sekundaro
starpnieku k&zu reakciju posmiem ka serotoninam.

Ka jau minéts ieprieks, litija intracelulara iedarbiba ir kavéjosa, tacu
no literatiras zinams, ka serotonina efekts ir sekundaro starpnieku
mehanismus aktivéjoss. Vienigais iznémums ir, serotoninam saistoties ar 5-
HT, tipa receptoriem, kuru aktivacijas rezultata notiek cAMP sekundaras
starpnieku sistémas inhibésana. Tadejadi varétu domat, ka serotonins, tapat
ka litijs inhib&josi iedarbojas tiesi uz So sekundaro starpnieku sistému. Tacu
masu eksperimentu sérija ar CAMP analogu nenoradija uz serotonina efektu
tieSu saistibu ar So sekundaro starpnieku sistému. Tapéc jautdjums par
serotonina aktivétajam sekundaro starpnieku sistémam Helix taustek|a
muskula SUnas ir diskutéjams, un pilnigai ta izzindSanai nepieciesami
papildus pétijumi, kurus vislabak buatu veikt ar intracelularajam pétisSanas

metodém.

3.4.7. Kopsavilkums.

|zzinot serotonina iedarbibas molekularos mehanismus Helix pomatia
taustekla muskull, tika pieradits, ka serotonina iedarbiba realizgjas,

serotoninam saistoties pie specifiskajiem receptoriem, no kuriem vismaz dala
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ir ar G-proteinu saistitie receptori, k& arl, iesp&jams, ligandu vaditie jonu
kanalu receptori. No eksperimentu sérijas, kura kontrakcijas tika iegitas, tiesi
elektriski kairinot taustek|a muskuli, ir pamats domét, ka serotonina iedarbiba
saistita ne tikai ar serotonina specifiskajiem, bet arT ar acetilholina
receptoriem.

Serotonina specifiskie receptori taustek|la neiro-muskularaja sistéma
nav identiski mugurkaulnieku serotonina 5-HT;s receptoriem, jo cAMP
sekundaro starpnieku sistéma nav domin&josa serotonina efekta realizacija.

Kofelins regulatori ietekmé taustekl|a muskula kontrakcijas, ka ari
serotonina efektu izpausmes kofeina klatbutné ir samazinatas.

Serotonina efekti ir atkarigi no intracelulara un ekstracelulara kalcija
koncentracijas: hronotropais efekts realizéjas, serotoninam ietekméjot L-tipa
[Ca*'], plGsmu, un pakartoti §Ts plismas izmainam tiek panakts arf serotonina

inotropais efekts.

3.5.1. Serotonina metabolisma un serotonergisko neironu summaras
aktivitates mainiba.

Par vél vienu serotonina iespéjamo iedarbibu Helix nerva-muskula
sinapsé netiesi liecina eksperimenti ar selektivo serotonergo sSunu toksinu
5,6-DHT. DHT tiek plasi lietots eksperimentos ar bezmugurkaulniekiem
serotoninu saturoso Sdnu pétisanai (Baker et al.,, 1993; Sahley, 1994).
Injicéts dzivnieka organisma, $is toksins atgriezeniski boja serotonergos
neironus un inhibé serotonina izdaliSanos. DHT iedarbiba sak izpausties ne
vélak k& 14 dienas péc DHT injicésanas, un serotonergo sinu funkcijas dalgji
vai pilnigi atjaunojas péc 60 dienam péc DHT iedarbibas partrauks$anas (S.-
Rozsa et al., 1986; Balaban, 1987).

Eksperimenta dzivniekiem katru otro dienu divu nedé|u laika tika
injicéts 5,6-DHT. Visu So laika periodu dzivnieku uzvediba netika novérotas
nekadas aréjas izpausmes, kas atSkirtos no dzivnieku uzvedibas pirms 5,6-
DHT injicéSanas. Péc 14 dienam kop$ pirmas 5,6-DHT injekcijas dzivnieki

tika izmantoti eksperimentiem. Tika parbaudita dazadu koncentraciju
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serotonina iedarbiba uz taustek|a muskula kontrakcijam, kuras tika izsauktas,
elektriski kairinot abus taustekja kustibu nervus.

K3 rada devas - efekta liknes ...attéla A,B, dazadu koncentraciju
serotonina iedarbiba uz Helix taustekla muskula kontrakciju amplitGdu un
ilgumu Tsowreiax, Sa@glabadjas idziga kada ta bija dzivniekiem, kuriem nebija
injicéts 5,6-DHT. Tacu, ja salidzina devas - efekta lknes, kas atspogulo
kontrakciju ilguma Tsowreax attiecibu pret amplitddu (...att. C), novéro
(batiskas) atskiribas (p...): absolGta vértiba, kas raksturo So attiecibu
normaliem dzivniekiem standarta fiziologiskaja skiduma bija 2.3 + 0.6 (n=8),
bet dzivniekiem, kuriem bija injecéts 5,6-DHT, &1 vértiba standarta
fiziologiskaja skiduma bija gandriz tris reizes lieldka: 7.0 + 2.5 (n=7). Dazadu
serotonina koncentraciju $kidumos (10° - 10* M) normaliem dzivniekiem &7
vértiba ir robezas no 0.64 [1dz 2.4, kas ir mazaka neka 5,6-DHT injecétiem
dzivniekiem: 2.4 l1dz 4.

Rezultati rada, ka serotonina efekts nav mainijies dzivniekiem, ja tiem
serotonergie neironi bija bojati ar 5,6-DHT, tacu ir mainijies pats kontrakciju
raksturs, un tade| arT palielindjusies kontrakciju attiecibas “ Tsosureax. /
amplitida " absollta vartiba. Sis vértibas palielinasanas ir iespéjama divos
gadijumos: 1) ja palielinds kontrakciju ilgums Tspureax; Vai 2) ja samazinas
kontrakciju apmlitGda. Masu eksperimentos ar 5,6-DHT injic&tiem dzivniekiem
bija izteikta kontrakciju kopéja ilguma, ka arT Tsoxreiax palielindsanas, ko ilustré
arm 25.att. Salidzinot normalu dzivnieku un 5,6-DHT injicétu dzivnieku
kontrakcijas standarta fiziologiskaja $kiduma, kuras ir [idzigas péc
amplitlidas, redzams, ka kontrakciju sarausanas fazes ir praktiski vienadas,
taCu bltiskas atSkiribas novérojamas kontrakciju atslabSanas fazé, kura
normaliem dzivriiekiem ir ievérojami Tsaka.

Serotonina izdaliSanas Helix nervu sisttma dabiskos apstak|os ir
toniska, tatu vérojamas sezonalas svarstibas (Kupfermann, 1991). Tapéc
iespéjams, ka arT dabiskos apstak|os var veidoties periodiskas gliemeza tas
uzvedibas reakcijas, kuras ir iesaistitas taustek|u funkciju izmainas.

5,6-DHT injekcija dzivnieka organisma bija partraukusi serotonina
izdaliSanos nervu sistéma un, iesp&jams, mainijusi efektorstruktaru jatibu pret

serotonina moduléjosam ietekmém. llgstoSs serotonina signala iztrikums,
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acimredzot, ne tik daudz maina sertonina reakcijas spé€ju, ka signala

transdukcijas iekSéjo mehanismu struktdru.

3.5.2. Kopsavilkums.
Serotonergo s$lnu toksina 5,6-DHT ilgstosa iedarbiba neizmaina
serotonina iedarbibas raksturu uz Helix pomatia taustekla muskula

kontrakcijam, tacu izmaina pasu taustek|a kustibu atrumu.
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4. REZULTATU ANALIZE
4.1. N. peritenticularis interna un externa izvietojums taustekla muskulatiira un
to nozime taustek|a kustibas

Gliemeza Helix pomatia taustek|a nervu pétijumos, izmatojot anatomiskas un
fiziologiskas pétiSanas metodes, bija iesp&jams noteikt taustek|la nervu un taustek|a
muskulatliras funkcionalo saistibu. Balstoties uz nervu retrogradas krasosanas
rezultatiem, ir noteikta iek§&ja un aréja taustek|a nervu inervacija taustek|la muskulr.
Modificgjot iegutos fotoattélus (skt. nod. Rezultati), ir iespéjams stadities prieksas
nervu lokalizaciju muskult, ka arT to izejas vietu no cerebrala ganglija (6. att.). Nervu
retrogradas krasosanas metode ar smago metalu joniem nepielauj precizu visu abus
kustibu nervus veidojoso neironu lokalizacijas cerebréléjé ganglija noteikSanu, taéu
nervu izvietojums taustekla muskult, $adi krasojot nervus, ir labi nosakams. Un sai
pétljuma svarigi bija izzinat tiesi kustibu nervu precizu lokalizaciju taustek|a muskulT,
kas ar retrogradas krasosanas metodi ir arT sasniegts.

Kustibu nervus veidojoso neironu precizu lokalizaciju cerebralaja ganglija ir
iesp€jams noteikt ar neironu intracelularajam krasosanas metodém. Ta pieméram,
viena no Sim metodém ir neironu kraso$ana ar lizina-kobalta kompleksu, ievadot so
vielu 8TGna ar uzpildita elektroda palhidzibu, periodiski depolariz€jot neironu ar
elektrisko stravu (Altrup & Peters, 1982).

Helix taustek|a muskula kustibu nervu neironu intraceluldra krasosSana ir
veikta arT Maincas Universitates Neiroetologijas laboratorija (Straub, 1995). Sadi
intracelulari krasojot atseviskus cerebrald ganglija neironus un Jaujot krasvielas
skidumam difundét virziena no Slnas kermena uz perifériju, ir atrasts, ka to neironu
kermeni, kuru aksoni saiet kopé&ja kaltt un veido iek$gjo un aréjo taustek|a nervus,
atrodas ne tikai ganglija metacerebralaja dala, k& to var redzé&t, nervus krasojot ar
retorgrado krasosanas metodi, bet arm nedaudzi kustibu neironi atrodas ganglija pro-
un mezocerebralaja dala. Tapat ir pieradits, ka atseviski aksoni taustekla nervos
iend@k no abus cerebralos ganglijus savienojosas komisdras, ka arT no [Gpu nerviem,
ozas nerva un pedala un pleirala konektiva (Straub, 1995). Sada taustek|a nervu
atsevisko neironu plasa projekcija ari citds nervu sistémas dajas |auj domat ari par
citu sensoro sitému ietekmém uz tausteklu motoneironu aktivitati. Gliemezu

neiroetologiskie pétijjumi un uzvedibas vérojumi liecina, ka domingjoso ietekmi uz
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taustekla kustilbam dod tieSi sensorais olfaktoriskais nervs, mazaka ietekme ir
informacijai no optiska nerva (gliemezim ir |oti mazspéjiga redzes sensora sistéma),
kura neironi art ieiet cerebrala ganglija metacerebralaja daja (Chase, 1986; Kilias,
1995). Saja dala atrodas arf vairums to neironu kermeni, kuri veido taustek|a kustibu
nervus. Pie tam, vairuma gadijumu, sensoras informacijas pérneééna no sensora
neirona uz kustlbu neironu bezmugurkauiniekiem notiek bez starpneironu
palldzibas, vai tikai ar dazu starpneironu lidzdaltbu, un sensorais neirons (neirona
aksons) parasti atrodas taja pasa ganglija idzas kustibu neironam (Chan & Moffett,
1981).

Gliemeza Helix pomatia iekS$€jais un aréjais taustekfa nervi ir eferentie
nervi. To nervu éKiedm veidojosie neironi nav viendabigi, bet gan vairaku populaciju:
holinergiskie motoneironi (31 varda Saurakd nozimé, proti, $0 neironu impulsacija
izraisa muskula Skiedru kontrakcijas); muskula aktivitati moduléjoSie neironi, tai
skaita, serotonergiskie neironi; vél cita neironu popolacija - pieméram, FMRF-amidu
saturoS§ie neironi, Kuri atkaribd no neirosekréta izdaliSanas straujuma var izsaukt gan
inervéjama muskula Skiedu kontrakciju, gan modulét cita mediatora (acetilholina)
izsauktas kontrakcijas.

Abu taustekla nervu izvietojums muskull liecina par plasu, praktiski visu
muskuli aptveroSu motoro inervaciju. Atseviski literatlra atrodamie dati liecina
(Chase & Tolloczko, 1993; Peschel, 1998), ka eferentas nervu Skiedras aiziet lidz
pasai taustek|a galotnei.

Lidzas taustekla nerviem, taustekiT atrodas ari sensorais ozas nervs, ki ari
optiskais nervs. So nervu neironu kermeni atrodas ganglija, kurs |okalizéts taustek|a
galotné, bet So neironu aksoni virzas uz cerebralo gangliju, kur sensoro informaciju
nodod talak starpneironiem vai motoneironiem (Chase & Tolloczko, 1993). Sada
informacijas parvadiSana nodrosina kairinataja iedarblbu un atbildes reakcijas
izsaukSanu taustek|a muskulr.

Masu morfologiska pétijma rezultati rezultati pieradija, ka iek$éjais un argjais
taustek(a nervs inervé katrs savu taustek|a muskula daju, un nervu ihewécijas zonas
praktiski neparkigjas. To ar apstiprindja fiziologiska testa rezultati, kairinot atseviski
katru nervu (skat.....|lpp.).

Kvalitativi izvértgjot fiziologiskad testa rezultdtus, kurd taustekla kustibu

virziens tika noteikts atkaribd no nervu kairindjuma, ir interesanti salidzinat $o
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taustekla kustibu virzienu ar novérojumiem in vivo. Daba, gliemezim virzoties uz
zinamas modalitdtes kairinataju, ta tausteklu kustibu virziens ir analogisks
fiziogiskaja testa iegltajiem rezultatiem, proti, tausteklis var tikt noliekts uz prieksu
mediala vai laterald virziena attiecibd pret kermena asi, tacu tas nekad netiek
saliekts un vienmé&r paliek taisni izstiepts gareniskas ass virziena. Uz augsu izstieptu
taustek|u stavoklis, kas ari reizém ir novérojams gliemezim daba, liecina, ka
gliemezis sava tuvuma nav uztvéris zinamas sensoras modalitates informaciju, uz
kuru iek$&jo motivu (piem., izsalkuma, dzimumdzinas) vadits virzitos gliemezis
(Peschel & Teyke, 1995; Peschel, 1998). Un $§adi uz augsu vérsti gliemeza taustek|i

noréda, ka gliemezis atrodas meklésanas pozicija.

4.2. Neirosekrétu loma Helix taustek|a kustibas

Pédéjo gadu desmitu laikd molusku nervu sistéma tiek atklati arvien jauni
peptidi un amidi, kuri ir zin@mi arT mugurkaulnieku nervu sistéma. Parsteidzosa ir ta
neirosekrétu darbibas mehanisma Tpatniba, ka dazadas neiro-muskularajas sistémas
S0 vielu pretgjie efekti var tikt realizéti, iesaistoties vieniem un tiem pasiem
sekundaro starpnieku mehanismiem.

Neirosekréti atkaribd no to darbibas rakstura viena organisma dazadas
sistémas var darboties gan ka hormoni, gan mediatori, gan arT modulatori. Darba
apskatitie neirosekréti - serotonins un FMRF-amids, molusku neiro-muskularaja
sistéma var uzradit gan neirohormonu, gan neiromediatoru, gan neiromodulatoru
aktivitati.

Serotoninu saturoSie neironi vingliemezim Helix pomatia atrodas gan
centralaja nervu sistéma, ka art periférajoas audos (Vehovszky et al., 1993, Fuss,
1997). Dati par FMRF-amidu saturosiem neironiem ir mazak, bet ir zinams, ka tie ir
sastopami cerebralaja ganglija (Cottrell et al., 1983; Falconer et al., 1993),
visceralaja un parietalaja ganglijos (Lehman & Greenberg, 1987), k& arT pedalaja
ganglija (Cottrell et al., 1992).

Abu minéto un Sai darbd pétito neirosekrétu darbiba Helix pomatia neiro-
muskularaja sistéma ir vérsta uz muskulu darbibas pielagosanu apstakl|iem, kad ir

nepiecieSamiba paaugstinat kustibu aktivitati, piemé&ram, mekigjot baribu vai
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labvéligakus dzives apstak|us (Kupfermann, 1991; McPherson & Blankenship, 1991;
Weiss et al., 1992; Satterlie, 1994).

4.2.1. Serotonina efekti molusku neiro-muskularajas sistéemas

Helix pomatia neiro-muskularajds sinapsés mediatora funkciju veic
acetilholins; serotonins veic §T gliemeza taustek|a muskula kontrakciju modulaciju.
Pretstata vairumam serotonina efektu citu molusku neiro-muskularajas sistémas,
Helix taustek]a muskulT serotonins veicina kontrakciju amplitGdas samazindSanu un
relaksacijas atruma palielinadSanu, kas sekmé& kopé&ja muskula kontrakciju ilguma
samazinasanu. Serotonina efekts uz Helix pomatia taustekla muskuja kontrakcijam
ir serotonina kohcentrécijas atkarigs. Pie tam, serotonina efekts uz kontrakciju
ilgumu (hronotropais efekts) ir izteikts vairak, un to izraisa ari serotonina zemakas
koncentracijas neka ietekmes uz kontrakciju amplitidu (inotropo efektu). Ari cita
Helix suga, Helix aspersa, ir novérots, ka rikles gludajd muskulatlra serotonina
izsauktas kontrakciju kinétiskds parmainas ir vairdk izteiktas ka kontrakciju
amplitddas izmainas (Lloyd, 1980 a,b). Jaras moluska suga Aplysia brasiliana
serotonins analogiski veicina parapodiju muskulu relaksacijas laika samazindsanos
un kontrakciju frekvences ievérojamu pieaugumu (Parsons & Pinsker, 1989).
Serotonina ietekme uz muskula kontrakcijam ir pétita un aprakstita arT daudzu citu
molusku neiro-muskularajas sistémas (Aplysia: Weiss et.al., 1978, Sawada et al.,
1984; McPhersonn & Blankenship, 1991; Clione: Satterlie, 1995; Achatina: Yoshida
& Kobayashi, 1991; 1995), un vairuma gadijumu serotonins izsauc kontrakciju
amplitidas palielinasanos. Retak sastopams ir ari pretéjais efekts, proti, serotonina
ietekméta muskula kontrakciju apmlitidas samazinasana (Lloyd, 1980 a,b).
Interesanti, ka viena organisma serotonins spé&j izraisit arT pret§jus efektus uz
dazadu muskulu kontrakcijam, un ka galvenais iemesls tam ir koncentracijas
atkariga serotonina saistiba ar dazadiem receptoriem ( Boess & Martin, 1993; Delay
et al., 1997).

Serotonina izdalisanas Helix taustek|a nerva-muskula sinapsé ir toniska. Uz
to arT noréda elektrofiziologiskie dati (Fuss, 1997; Fuss & Teyke, 1998). Stimul&jot
Helix pomatia cerebrala ganglija neironu CV1, kurs ir serotonergisks, tiek modulétas

taustekla muskula kontrakcijas. Elektrisk@s aktivitates pieraksts no atseviskiem
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neironiem rada, ka CV1 neirons tiek aktivéts gan taustek|a kustibu laikd uz barTbas
objektu, gan arT aizsardzibas refleksa laikd. Tapéc uzskats par ierobezotu
serotonina izdaliSanos tikai Helix paaugstinatas kustibu aktivitates laika, domajams,
ir maldigs. Vairak ticams, ka serotonergisko neironu aktivitdte vérojama jebkura
rakstura kustibu laika. izdalas pie visam taustek|a muskula kontrakcijam. Pie tam,
CV1 neirona aktivacija pati par sevi neizsauc taustek|a muskula kontrakcijas, kas
norada, ka serotonins un kontrakcijas izsaucosais mediators acetilholins izdalas no
dazadiem nervgaliem.

Relaksacijas atruma pieaugums, ko sekmé serotonins, var bat 1pasi svarigs
gadijumos, kad ir nepiecie$amas atras taustekja kustibas. Sados paaugstinatas
kustibu aktivitates apstak|os serotonins nodrosina atras taustek|a kustibas bez
kontrakciju summacijas, ka to uzskatami rada 7. attéls (nod. Rezultati).

Daudzi pétijumi atspogu|o serotonina nozimi molusku baribas meklésanas
laikd (Weiss et al., 1981; Kupferman & Weiss, 1982). Moluska serotonergo stnu
"iztukSoSana" ar 56-DHT ievérojami pagarina baribas atrasanas laiku. Ar
serotonergo Sanu toksinu DHT injicétiem dzivniekiem, salidzinot ar kontroles
dzivniekiem, ir nepiecieSams ieveérojami garaks laika periods, lai tie atrastu baribas
avotu. Tapat ir ievérojami samazinata $adu dzivnieku visparéja kustibu aktivitate,
kas var bat Tpasi nelabvéliga aizsardzibas refleksu laika (Teyke, 1996).

Detalizéta Helix pomatia taustek|u kustibu analize rada, ka uz dazadiem
baribas objektiem dzivnieki reagé ar taustek|u noliek$anu, bet §Ts reakcijas latentais
periods ir atkarigs no baribas veida (Peschel et al, 1996). lespéjams, ka tadas
latenta perioda izmainas saistitas ar serotonergo neironu aktivitatém. Tadejadi,
pamatojoties uz literatlras datiem, var domat, ka serotonina "iztukSo$ana" gliemeza
nervu sistéma, samazina arT taustek|a muskulu kustigumu, un dzivnieka orienacija
un parvietosanas telpa k|Tst Iénaka.

Strauja muskulu atslabsana péc kontrakcijas ir Tpasi svariga kustibu
veidodana organismiem ar hidrostatisko skeletu. Sads hidrostatiskais skelets, kurd
nav kaulu, locitavu un antagonisko muskuju grupu, ir raksturigs ari moluskiem.
Tade|, viena no prieksrocibam, ko nodroSina serotonina iedarbiba uz muskuli
molusku organisma, ir atseviSku muskulu atra relaks&cija, kas, pielauj muskulu atras

un precizas kustibas.
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4.2.2. FMRF-amida efekti molusku neiro-muskularajas sistéms

FMRF-amids vairuma pétijjumos ar bezmugurkaulniekiem, tai skaita ar
moluskiem, tiek apskatits ka neiromediators. Tas izsauc kontrakcijas, pieméram,
molusku sirds muskulT un rikles gludaja muskulatira (Lehman & Greenberg, 1987),
ka arT taustek|a muskulos (Cottrell et al., 1983; Falconer et al., 1993). Mana pétijuma
iegatie dati par FMRF-amidu ka mediatoru ir sasakana ar literatGra aprakstito.
FMRF-amids, gluzi tapat ka acetilholins, sp&j izsaukt musku|a kontrakcijas. Tacu,
visticamak, $o abu vielu kontrakcijas izsaucosie mehanismi, ir atskirigi. To norada
arT ar ST1m vielam izsaukto taustek|a muskula kontrakciju latentie periodi, kuri batiski
atSkiras: ar ACh izsaukto kontrakciju latentais periods bija 0.3 sek, bet ar FMRF-
amidu izsaukto-kontrakciju latentais periods bija bGtiski gardks - 3.35 + 0.3 sek.

Sobrid ir zinams, ka FMRF-amida iedarbiba realiz&jas, tam saistoties pie
specifiskiem receptoriem siGnas membrana (Gayton, 1984) Tadu par FMRF-amida
receptoru struktiras Tpatnibam un Kklasifikaciju, k& arT signala transdukcijas
mehanimiem 3Gna vél ir daudz neizzinata.

No literatiras ir zinams, ka FMRF-amids aktivé PIP, sekundaro starpnieku
sistému $ana (Falocner et al., 1993; Nelson & Huddart, 1994). Tadejadi iesp&jams,
ka ari FMRF-amida spéja izsaukt taustek|a muskuja kontrakcijas ir saistita ar amida
aktivéto IP; koncentracijas pieaugumu $ana un sekojosu Ca®* izdali$anos no IP; -
atkarigajam intracelularajam kalcija kratuvém.

Helix taustek|a muskula neiro-muskularaja sistéma FMRF-amids darbojas ne
tikai k& mediators, kur$ izsauc muskula kontrakcijas, bet arT k& modulators, kurs
izsauc kontrakciju rakstura izmainas. Pie tam, k& modulators FMRF-am1ds darbojas
zemakas koncentracijas neka mediators.

Sai pétljuma Helix taustekla muskula kontrakcijas tika izsauktas, ja FMRF-
amida koncentracija bija 10° M, taéu FMRF-amida sp&ja modulét elektriska nevu
, Ja FMRF-amida

koncentracija par divam kartam zemaka - 10° M. Tadejadi dom3jams, ka FMRF-

kairinajuma rezultatd izsauktas kontrakcijas tika uzradita

amida primarais efekts Helix taustek|a muskull ir kontrakciju modulacija, kura notiek
pie zemakam FMRF-amida koncentracijam.
Pétijumi ar Helix aspersa rada, ka FMRF-amids taustek|a nerva-muskula

sinapsé izdalas no tiem pasSiem nervgaliem, no kuriem izdalas kontrakcijas



izsauco$ais mediators acetilholins (Cottrell et al., 1983; Bewick et al., 1990). Nemot
véra, abu Helix sugu - Helix aspersa un Helix pomatia, daudzu struktiru morfologisko
[TdzTbu, nevar izslégt, ka arT masu pétijuma dzivniekam - Helix pomatia, FMRF-amiids
un acetilholins ir ko-mediatori, kuri izdalas no vieniem un tiem pasiem neironiem.
Tacu precizu un viennozimigu FMRF-amidu sekret&joSo neironu identifikacija Helix
pomatia un citu dzivnieku nervu sistéma jauzskata par aktualu un batisku pétijumu
uzdevumu.

Domajams, ka FMRF-amids Helix organisma pastiprinati izdalas un darbojas
ka mediators tad, ja organisms ir nonadcis ekstremalas un stresa situacijas, ka
pieméram, nelabvéligas apkartdjas vides apstaklos. Sados apstaklos, kad ir
nepiecieSama pastiprinata aktivitate organismam nelabvéligas situacijas novérsanai,
FMRF-amids, pastiprinati izdaloties sinapsé, var veikt mediatora funkciju. Sada
Tslaiciga mediatora funkcijas ,parnemsana“ organismam var bGt 1pasi nozimiga tad,
ja kontrakcijjas izsaucos$a mediatora - acetilholina - krajumi presinaptiskaja neirona ir

samazindjusies vai pat izsikusi.

4.3. Taustek|a nerva-muskula sinapses fiziologija
4.3.1. Holinergiskas sinapses

Ka jau tika minéts ieprieks, acetilholins ir mediators, kurs izsauc Helix pomatia
taustekl|a muskul|a kontrakcijas. Pétljuma gaita tika noskaidrots, ka acetilholina
izsaukto taustekla muskulja kontrakciju vispilnigako farmakologisko blokadi veic d-
tubokurarins, kur$ ir zinams k& mugurkaulnieku skeleta muskulu un vegetativo
gangliju N-holinergisko receptoru blokators (Range & Dale, 1987). Tadejadi, péc
holinergisko receptoru tipa Helix pomatia taustek|a muskuli var uzskatit par
Skérssvitroto muskuli. Toties péc sinapses uzblves muskula struktlra ir tuvaka
gludajai muskulatarai.

Sads abu muskul|u tipu raksturigo Tpatnibu apvienojums vérojams arT dazu citu
molusku muskulos (Buma, 1988, Ram et al., 1994). Slgiet, interesants ir fakts, ka,
pieméram, jaras moluska Aplysia bukalaja muskulT ir abu tipu - N- un M-holinergiskie
receptori (Ram et al., 1994). Turpretl, mugurkaulnieku muskujos $o holinerdisko

receptoru atrasanas ir stingri diferencéta - N-holinoreceptori atrodas skeleta
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skérssvitrotajos muskulos, bet M-holinoreceptori - gludajos muskulos. Tadejadi Sis

Aplysia muskulis apvieno abu muskulu tipu Tpatnibas.

4.3.2. Serotonergiskas sinapses

Pé&tijluma rezultdti noradija uz to, ka serotonina modulgéosa iedarbiba uz
taustek|a muskuli ir postsinaptiska, t.i., serotonins iedarbojas tiesi uz muskuja Stnam
un nevis presinaptiski uz acetilnolina izdaliSanos (skat. Rezultdti 3.4.1.777)
Bezmugurkaulnieku organismos vairums sinapSu pie muskulu SUnam ir
polineironalas, t.i., kontrakciju izsauco$o un molul&joso sekrétu izdalosie nervgali
veido kopéju sinapi ar muskula Skiedru (Shepherd, 1994).

Elektoﬁziologiskie pétijumi ar Helix pomatia ir paradijusi, ka taustek|a muskul|a
kontrakcijas izsaucosais mediators - acetilhofins - un kontrakciju raksturu mainosais
modulators - serotonins - izdalas no dazadiem presinaptiskajiem neironiem (Fuss,
1997). Tacu Sobrid nav skaidru pieradijumu, vai bez serotonina, no tiem pasiem
presinaptiskajiem nervgaliem neizdalas vél kadi citi neirosekréti, k& pieméram,
histamins, dopamins vai glicins, kuri arT ir plasi izplétl‘ti Helix nervu sistéma.

Par Helix kermena muskulatiras seretonergo inervaciju Sobrid ir veikti
salidzinosi maz pétijumu; vairums pétjjumu ir veliti, galvenokart, iekséjo orgénu
maisa muskuju seretonergai inervacijai (Bogusch, 1972; Lloyd, 1980 a,b; S.-Rozsa,
1984). Mikroskopiskie pétijumi rada, ka serotonergie aksoni neveido Tstus
sinaptiskus kontaktus pie muskulu S$Gndm (Heyer et al, 1973). Tadejadi,
transmiterim izdaloties sinaptiskaja zona, domajams, tiek panakta vairak vai mazak
humorala iedarbiba uz vairakiem muskuliem Skiet, pienemams ir uzskats, ka
molusku musku|os neirosekréts izdalas efektororgana tuvuma, un nav saistits ar
ierobeZotu sinaptisko apvidu. Sobrid gan nav Tsti zinams, cik plasa ir transmitera
distanta iedarbiba, tacu vairaki pétijumi liecina par to, ka serotonina darbiba tomeér ir
telpa ierobezota. Ta pieméram, Aplysia brasiliana parapodiju musku|os serotonins
izdalas audos bez specializétas nervu-muskulu sinapses veidojuma. Tomér
serotonina moduléjosa iedarbiba ir izteikta tikai uz noteiktu muskulu sGnu grupu,

kuras ir saistitas ar noteiktiem motoneironiem (McPherson & Blankenship, 1991).
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4.4. Serotonina darbibas molekuldrie mehanismi

Izzinot serotonina molekularos mehanismus, tika noskaidrots, ka serotonina
inotropais efekts ir saistits ar serotonina iedarbibu uz ACh receptoriem. To pierada
eksperimentu sérija, kura ACh receptoru darbiba tika inhibéta ar d-tubokurarinu, un
taustekla muskula kontrakcijas tika iegltas tiesi elektriski kairinot muskuli. Sados
apstaklos 10 M serotonina inotropais efekts tika kavéts, tai pasa laika saglabajoties
serotonina hronotropajam efektam.

Serotonins ir zinams ka mugurkaulnieku gan skeleta muskulu, gan gangliju N-
holinergisko receptoru da|éjs inhibitors (Garcia-Colunga & Miledi, 1996). Acetilholina
efektu serotonins sp&j inhibét, saistoties pie ACh receptoru dazadam
apaks$vienibam. ArT misu iepriek$&jas eksperimentu sérijas pieradijas, ka ACh
receptori Helix pomatia taustek|a neiro-muskularajas sinapsés ir N-holinoreceptori.
ArT serotonina modul&josais efekis nespéja pilnigi izpausties uz kontrakciju spéku, ja
ACh receptori tika inhibé&ti, un kontrakcijas tika iegdtas tieSas muskula Sdnu

depolarizacijas cel|3, elektriski kairinot muskuli.

Tacdu serotonina efekti galvenokart ir saistdmi nevis ar serotonina iedarbibu ar
ACh receptoriem, bet gan specifiskajiem 5-HT receptoriem. Tadé|, lai noskaidrotu
serotonina darbibas molekularos mehanismus, uzmaniba tika pievérsta serotonina
receptoru tipa noskaidro$anai. Péc Gerhardt un van Heerikhuizen (Gerhardt & van
Heerikhuizen, 1997) Sobrid ir zin@mi 7 mugurkaulnieku serotonina receptoru tipi, kur
katram tipam ir vairdki apakstipi. Vairumam serotonina receptoru ir zinami art to
aktivacijas molekuldrie mehanismi. Neskatoties uz lielo serotonina receptoru
daudzveidibu, vairuma gadijumu serotonina iedarbiba ar Siem receptoriem ir saistita
ar G-proteina saistito sekundaro starpnieku sistému. Un tikai 5-HT; tipa receptoru
aktivacija tiesSi sekmé membranas jonu kanalu aktivitates izmainas (skat. levadu).

Sada receptoru un to aktivéto sekundaro starpnieku sistému daudzveidiba
organisma ievérojami paplasSina neirotransmiteru iedarbibas efektus, un tadejadi
viena viela organisma spéj izsaukt daudzveidigas celularas un fiziologiskas atbildes
reakcijas. |

Zinot serotonina receptoru tipu, ir iespéjams noteikt art ta darbibas aktivétas

molekularo mehanismu sistémas muskula 30nds. Tapéc ari més, noskaidrojot
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serotonina darbibas molekuldros mehanismus, vispirms pievérsamies ta receptoru
tipa noskaidrosanai.

Vairaki pétijumi ar moluskiem ir noradiusi, ka pastav strukturala un
funkcionala ITdziba starp molusku un mugurkaulnieku serotonina receptoriem (Ram
et al., 1994; Walcourt-Ambakederemo & Winlow, 1994; Li et al., 1995). .Pamatojoties
uz Siem pieradijumiem, tika veikti eksperimenti, lai noskaidrotu serotonina receptoru
tipu Helix pomatia taustek|a neiro-muskularajas sinapseés.

Lietojot mugurkaulnieku selektivo serotonina 5-HT,x receptoru antagonistu
NAN 190, tas nomaca serotonina efekta izpausmi taustekla muskula kontrakcijam,
noradot uz iespéjamo taustekla muskula receptoru Iidzibu ar mugurkaulnieku
serotnina receptoriem. Lidzigi ka@ Helix muskulos, arm Aplysia bukalas masas
muskulos, NAN 190 inhibé serotonina efekta izpausmi (Ram et al., 1994). Vél jo
vairak, moluska Lymnaea serotonina 5-HT1y',,1 receptoru kloné&Sana ir pieradijusi So
molusku receptoru sekvences lielo Tdzlbu ar mugurkaulnieku 5-HT;s receptoriem
(Sugamori et al., 1993).

Interesanti, ka mugurkaulnieku 5-HT:s receptoru aktivacija sekmé
intracelulara cAMP koncentracijas samazinasanu (Adham et al., 1993). Tacu, ka jau
tika minéts ieprieks (skat. nod. Rezultati), vairuma@ no izpétitajdgm molusku neiro-
muskularajam sistémam, serotonins palielina muskula kontrakciju amplitidu,
palielinot intracelularo cAMP koncentracjju. Saskana ar masu pétijuma rezultatiem
moluska Helix pomatia taustek|a muskulatira $aja zina ir citdda: serotonina ietekmé
kontrakciju amplitida un ilgums samazinajas. Tas |auj izvirzit hipotézi, ka Helix
pomatia taustekla muskula SGnu membranas ir mugurkaulnieku muskulos
identificEtiem serotonina 5-HT, receptoriem [1dzigi receptori, kuru aktivacija izraisa
intracelulara cAMP samazinasanos, kas sekmé kontrakciju amplitddas un ilguma
samazinasSanos. Tadu rezultati, ko ieguvam eksperimetos, mekléjot Sis hipotézes
apstprindjumu, ir pretrunigi.

Eksperimentali palielinot cAMP koncentraciju $Gn3a, lietojot 8-Br-cAMP, tika
panaktas savdabigas Helix pomatia taustekla muskuja kontrackiju izmainas. Péc
izolétd nervu-muskula prepardta inkubacjjas protedzé, kas veicina 8-Br-cAMP
iek|0Sanu muskula $Tnas, kontrakciju amplitida un ilgums palielinajas, tacu Sis

kontrakciju ilguma pieaugums ir saistams ar amplitidas izsaukto pieaugumu.
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Tadejadi varétu domat, ka cAMP koncentracijas samazinadsanas izsauc pretgjo
efektu - amplitidas un ilguma samazindSanos, ka tas ir vérojams art
mugurkaulnieku serotonina 5-HT,4 receptoru aktivacijas gadijuma.

Tacu Sai hipotézei pretrunigus pieradijumus sniedz intracelulara cAMP
mérijumi, kuri tika veikti Helix pomatia taustekla muskula StGnds Maincas
Universitates Neiroetologijas laboratorijd (rezultati apkopoti rakstd, kas atrodas
iespieSana, Ozolina et al.). kontroles apstak|os taustek|la muskula 1 mg proteina
satur 5.2 pM cAMP. Lidziga cAMP koncentracija ir konstatéta ari Aplysia bukala
muskula Sdnas (Weiss et al.,, 1979; Ram et al.,, 1983; Brezina et al., 1994)
Intracelulara cAMP pieaugums vérojams Iidz ar serotonina koncentracijas
palielinasanu. Ta pieméram, 10° M serotonins sekmé& cAMP koncentracijas
pieaugumu Helix pomatia muskula $tnas lidz 7.1 pM/1mg proteina masas, un [idz
7.9 pM/1mg serotonina koncentracija 10° M. Serotonins koncentracija 10° M
palielina cAMP koncentraciju lidz 9.7 pM. Tacu ar1 Sis cAMP koncentracijas
pieaugums ir salidzinoSi neliels un nedod pat divkarSu cAMP koncentracijas
pieaugumu, ka tas ir vérojams citas molusku neiro-muskularajas sistémas, kur
serotonins izsauc 100- un pat 1000-kartigu cAMP koncentracijas pieaugumu (Weiss
etal., 1979; Weiss et al., 1981; Ram et al., 1983; Brezina et al., 1994).

Veicot intraceluldra cAMP mérifjumus 8-Br-cAMP (10° M) klatbitne, tika
konstatéts, ka cAMP koncentracija palielindjas Iidz 53.3 pM/1mg, kas ir 10-kartigs
cAMP pieaugums, kurs arT liecina, ka 8-Br-cAMP vismaz da|égji izk|Tst cauri taustek|a
muskula membranai.

Tadejadi jasecina, ka serotonina moduléjos$a iedarbiba Helix taustek|a
muskull nav viennozimigi saistdma ar cikliska AMP sekundaro starpnieku sistému,
ka tas ir daudzas citas molusku pétitajas neiro-muskularajas sistémas. Jasecina arf,
ka Helix pomatia taustekla muskulu serotonina receptori nav viennozimigi
identificEjami k& 5-HT, receptari, kaut arT eksperimetos tika novérota NAN 190 (5-
HT1a receptoru antagonists) spéja blokét serotonina efektus. Tadejadi, neskatoties
uz Helix serotonina receptoru farmakologisko ITdzibu mugurkaulnieku 5-HT;a
receptoriem, tomér atskirigi ir to aktivétie molekularie mehanismi $tnas. Tas |auj
secinat, ka ne vienmé&r bezmugurkaulnieku receptori var tikt raksturoti péc to lidzibas
mugurkauinieku receptoriem. ArT atseviski pétjumi ar Helix aspersa ir noradijusi uz

serotonina receptoru dazadu apakstipu bdtiskam atskirlbam no So receptoru
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analogiem mugurkaulnieku neiro-muskularaja sistéma (Vehovszky & Walker, 1991;
Green et al., 1996).

Pilnigi iespéjams, ka Helix pomatia taustekla muskula Sdnads cAMP ir
sekundarais starpnieks, kur$ ir iesaistits citds modulatords sistémas, tacu cAMP

iesaiste serotonina efekta realizacija ir uzskatdma par maznozimigu.

Neskatoties uz to, ka cAMP sekundarad starpnieku sistéma, kura ir ar G-
proteina molekuldro reakciju kédes posms, nav domingjosa serotonina efekta
realizacija, tas neizsiédz citu G-proteina aktivéto sekundaro starpnieku sistému
[ldzdalbu $aja efekta.

. Eksperimenti ar GTP-y-S noradija, ka serotonina efekta realizacija taustek|a
muskull, piedalds ar G-proteinu saistitie serotonina receptori. Pétijjuma gaita gan
netika noskaidrots So receptoru tips un to iesp&jama lidziba mugurkaulnieku
receptoriem.

Eksperimentos ar membrancaurlaidigo G-proteina analogu - GTP-y-S - §1
viela dalgji atdarindja serotonina efektu uz Helix taustekla muskuja kontrakcijam,
samazinot kontrakciju ilgumu, k& arT samazinaja serotonina iedarbibas izpausmes.
Acimredzot, GTP-y-S, difund€jot muskula Slnas membrana, ir izsaucis noteiktas
sekundaro starpnieku sistémas aktivaciju, kura sekmé kontrakciju ilguma
samazinasanos. Pienemot, ka So sekundadro starpnieku aktivaciju citkart veic
serotonins, tam saistoties pie ar G-proteinu saistitajiem receptoriem, GTP-y-S
kiatbdtné serotonins vairs nespéja vél vairdk izmainit §Ts sekundaro starpnieku
sistémas aktivitati, un tadé| art serotonina efekts neizpaudas. Tomér eksperimenti ar
GTP-y-S noradija, ka GTP-y-S klatbltné serotonina iedarbiba ir tikai da|éji kavéta
(GTP-y-S Kklatbatné serotonins samazindja kontrakciju ilgumu Tsoereax. Tdz 62%, bet
standarta fiziologiskaja skiduma idz 35%). Tas |auj domat, ka serotonina kopgjais
efekts Helix taustek|a muskull realiz€jas serotoninam, iesp&jams, saistoties pie vél
citu tipu serotonina receptoriem, kuri nav ar G-proteinu saistitie receptori. Sadi
receptori ir zindmi mugurkaulnieku organisma ka 5-HTj; tipa receptori.

Cits izskaidrojums tam, ka GTP--S pilniba neatdarindja serotonina efektu, ir

varbatiba, ka pétijuma izmatotas GTP-y-S koncentracijas bija par zemam, un,
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iespéjams, paaugstinot GTP-y-S koncentraciju, bltu iesp&jams sasniegt serotonina
efekta pilnigu atdarindsanu ar GTP-y-S.

Tadejadi pétjjuma gaita tika noskaidrots, ka serotonina efekts Helix neiro-
muskularaja sistéma realizéjas ar G-proteina atkarigo sekundaro starpnieku sistému,

tacu vairak ticams, ka ar vairakam sekundaro starpnieku sistémam.

Serotonina mijiedarbibas rezultdta ar specifiskajiem receptoriem $0na tiek
aktivéti noteikti sekundaro starpnieku mehanismi, un ST procesa rezultata tiek
izmainitas jonu plasmas Sdna. Gan mugurkaulnieku, gan bezmugurkaulnieku
organismos serotonins ir zinadms gan ka ekstracelulara, gan intracelulara kalcija jonu
plismu izmainitajs. Tadé| vairakas & pétijuma eksperimentu sérijas tika veltitas
serotonina ietekmes izpétei uz kalcija jonu plismam sina.

Stinas virsmas membranas kalcija kanalu aktivitati seroton’s spé&j izmainit vai
nu tiesi, saistoties pie liganda vaditajiem kalcija jonu kanaliem (5-HT; receptoriem),
vai netiesi, aktivéjot noteiktas sekundaro starpnieku sistémas SGna. Ta pieméram,
mugurkaulnieku aortas gludaja muskulatird serotonins aktivé [P; sekunadra
starpnieka sistému, ka rezultata selektivi izmaina L-tipa kacija kanalu aktivitati un
sekmé kalcija iepladi Suna (Hirakawa et al., 1995; Florian & Watts, 1998). L-tipa
kalcija kanalu aktivitate mugurkaulniekiem serotonina ietekmé var tikt izmaintta art
caur cAMP sekundara starpnieka sistému. Tacu pieméram, Xenopus kapura
neironos serotonins, saistoties pie specifiskiem receptoriem (5-HT;5 un 5-HTp) un
aktivéjot noteiktus sekundaro starpnieku mehanismus, inhibé& T-, N- un P/Q-tipa
sdnas virsmas membranas kalcija kanalu aktivitati (Sun & Dale, 1997).

Tikpat daudzveidiga k& serotonina ietekme uz s$lnas virsmas membranas
kalcija kanaliem, ir zinama arT serotonina iedarbiba uz intracelularo kalcija kratuvju
membranu kanaliem. Gan mugurakaulnieku, gan bezmugurkauinieku muskulu $tnas
ir divu veidu kalcija kratuves, no kuram kalcija atbrivosands notiek atskirigu
regulatoru ietekmju rezultdta. Kalcija kratuves, kas atrodas Slnas periférija, tuvak
lnas virsmas membranai, ir Ca**-atkarigas kalcija kratuves (dazkart tiek sauktas arf
par kofeina-atkarigajam, vai arl rianodina-atkarigajam kalcija kratuvém). Ca®*
atbrivoanas no $Tm kratuvém, ir atkariga no Ca®* koncentracijas $tnas citoplazma.

Masu eksperimentu sérijas ar kofeinu un rianodinu sniedza tieSu apliecindjumu tam,
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ka $Ts kalcija kratuves ir armt masu pétamaja objektad Helix pomatia. Otrs intracelularo
Cca* kratuvju veids, kuras vairak lokalizétas Stnas centra, ir |Ps;-atkarigas kalcija
kratuves. Savkart, kalcija atbrivosanu no Sim kratuvém regulé IP ; (Kostyuk &
Kirischuk, 1993).

Pamatojoties uz pétijuma iegatajiem rezultatiem, domajams, ka serotoninam ir
specifiska, Tpatnéja ietekme gan uz intraceluldra, gan ekstracelulard kalcija
pldsmam.

Mdsu eksperimentos ar L-tipa kalcija kanalu inhibitoru nifedipinu apstiprinajas,
ka nifedipins (5x107 M) nemaina elektriski izraisito kontrakciju amplitidu, kas
liecina, ka Ca** ieplide caur L-tipa kanaliem $aja objektd nepiedalds kontrakciju
norisé. Tadu, acimredzot, nifedipins aktivé Ca*'- sikni un Ca®* atpakalatsikn&sanu
no éDnas citoplazmas, un tadé| arT kontarakciju relaksacijas fazes ilgums nifedipina
klatbGtné samazinajas.

Serotonina efekts nifedipina klatbGtné neizpaudas. Tapéc nevar teikt, ka
serotonins izmaina L-tipa Ca®* ieplidi $Gna. Varétu domat, ka $ai ieplidei ir nozime
tajos objektos, kur serotonins izraisa amplitGdas pieaugumu. lespé&jams, ka Sajos
objektos kontrakciju, vismaz da|gji, izraisa tiesi tas Ca*", kas ieplast $Gna pa L-tipa
Ca” kanaliem.

Serotonina klatbitné Ca®* iepldst $tn3 ari pa ligandu vaditajiem jonu kanalu
receptoriem (5-HT; receptoriem). lesp&jams, ka nifedipins un serotonins konkuré par
vienam un tam pasam piesaistes vietam. Tacu nav zinams, vai $is piesaistes vietas
ir tikai L-tipa Ca*" kanali. Ja atbilde ir apstiprinosa, nav zinams ari, vai serotonins ir
$o kanalu agonists vai antagonists.

Tomér arT elektriska motoneironu kairindjuma un acetilholina izraisitajas
kontrakcijas Helix pomatia muskulos depolarizacija atver L-tipa Ca®*-kanalus un Ca**
ieplist 8Gna (taCu Sis kalcijs nav svarigs kontrakciju norisei), un, protams, ka
intracelularais kalcijs modulé daudzu sekundaro starpnieku sistému aktivitati. [Ca”]0
sai darba gan nav mérits, taCu eksperimentu sérijas dazadu kalcija koncentraciju
$kidumos pierada serotonina efektu neatkaribu no [Ca*']..

Tacu kontrakcijai, tieSi tas sarausSanas fazei, tiek izmantots kalcijs, kurs
atrodas iek$tnu Ca®" kratuvés. Un tiesi serotonina inotropais efekts, domajams, ir
saistits ar serotonina ietekmi uz intraceluldro kalciju, kur§ deponéts [P;- un

rianodina- atkarigajas Ca®'- kratuvés. Serotonina ietekmi uz rianodina-atkarigajam
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Ca*-kratuvém pierada serotonina nespéja modulét, proti, samazinat kontrakciju
amplitGdu, rianodina klatbltné. Tadejadi, apstaklos, kad intraceluldrajas Ca’'-
kratuvés piesaistes vietu receptora ir aiznémis rianodins, serotonina iedarbiba ir
neefektiva. _

Ca®* izdali$anas no IP;-atkarigajam Ca*'-kratuvém darba netika pétita, tacu
Sajas Ca’'-kratuvés deponétais kalcijs, domajams, ir galvenais kontrakcijam
nepieciesamais Ca®* avots. Un Ca®" izdali$anas no IPs-atkarigajam Ca”*'-kratuvém
var tikt reguléta ar daudzu sekundaro starpnieku mehanismu starpniecibu (...att.).
Un ir zinams, ka serotonins, saistoties pie specifiskajiem receptoriem, sp€j ietekmét
§Ts visas sekundaro starpnieku sistémas: ciklisko nukleotidu sistému, PIP,
metabolitu sistému un brive Ca®* jonu sekundaro starpnieku sistému.

Tadejadi, serotnina ietekme uz kontrakciju amplitidu realiz&jas, serotoninam
samazinot Ca®* izdali$anos no rianodina- atkarigajam, ka ari IP;-atkarigajam Cca*-

kratuvem.

Masu pétijuma vairaku eksperimetu sériju rezultati apliecingja serotonina
moduléjoso ietekmi uz Helix taustekla muskula kontrakciju ilgumu. Kontrakciju
atslabsanas fazes ilgums serotonina ietekmé samazinajas:

1) ja taustekla kontrakcijas tika izraisitas Kkustibu nervu elektriska
kairinajuma gadijuma:
- standarta fiziologiskaja skiduma;
- fiziologiskaja Skiduma ar paaugstinatu kalcija koncentraciju;
- fiziologiskaja Skiduma ar kofeinu;
- fiziologiskaja skiduma ar intracelularo kalcija kratuvju kaicija kanalu
inhibitoru - rianodinu;

2) ar kofeinu izraisitu taustekl|a muskula kontrakciju gadijuma standarta
fiziologiskaja Skiduma.

Tatad serotonins sp&j samazinat kontrakciju ilgumu pat tad, ja kontrakciju
izraisoSie faktori un pasas kontrakciju sarausands fazes parametri (amplitlda,
straujums), ir izmainiti.

Kontrakciju atslabSanas fazes kinétiku noteicosais faktors jebkura gadijuma ir

palielinata [Ca*'}; samazinasanas straujums. [Ca®*}; normalizé$anos nodrosina aktivi
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stkni (resp., Ca**-ATP-azes), kas atrodas gan $Gnas virspuséja, gan intracelularo
Ca* depo struktiru membranas.

legltie rezultati, masuprat, ir tie§s apliecindjums vienam no serotonina
daudzpusigd moduléjosa efekta mehanismiem, proti, aktivéjosa ietekme uz kalcija

stkniem.

Tadejadi pétijuma gaita ir pieradits, ka parka vingliemeza Helix pomatia lielo
acu taustek|u kustibas nodrosinoSie iekséjais un aréjais taustek|a nervs - nervus
peritenticulans interna & externa- iziet no cerebrala ganglija un ieiet taustek|a
muskult, kur Sie nervi zarojas, un atseviskie atzarojumi nekrustojoties, iet paraléili
Iidz taustek|a galotnei.

Nervu elektrisks kairindjums in vitro izoléta taustekja nervu-muskulja preparata
izsauc tautek|a kustibas, kuras ir lTdzigas in vivo gliemeza tautek|a kustibam daba.

Tika noskaidrots, ka taustek|a mioneiradlaja sinapsé ir N-tipa holinergiskie
receptori.

No literatlras datiem un pétljlumiem laboratorija ir zinams, ka molusku nervu
sisttma satur daudzas peptidu un amidu dabas vielas, kuras organisma var
darboties gan ka hormoni, gan mediatori, gan modulatori. ArT vingliemeza tautek|a
nervos ir pieraditas gan serotoninu saturosas, gan FMRF-amidu saturosas Skiedras.
Pétljuma tika konstatéts, ka gan serotonins, gan FMRF-amids uz taustek|a muskuli
darbojas modulatori, izmainot muskula kontrakciju raksturu. Serotonins sekmé
taustek|a muskula kontrakciju spéka un atslabsanas fazes ilguma samazinasanu, bet
FMRF-amids palielina kontrakciju spéku, tai pasd laika, samazinot kontrakciju
atslabsanas fazes ilgumu. L1dzds FMRF-amida modulatorai aktivitatei, ir pieraditas
art ta mediatora 1pasibas, jo augstd koncentracija FMRF-amids sé&j izsaukt Helix
taustek|la muskula kontrakcijas. Abu neirosekrétu -serotonina un FMRF-amida-
iedarbiba uz taustek|a muskula kontrakciju ilgumu ir vairak izteikta, kd uz spéku.
Tadejadi, serotonina un FMRF-amida domingjoSais efekts ir taustekja muskuja
kontrakciju relaksacijas atruma plielinasana. Sada serotonina un FMRF-amida
iedarbiba ir TpasSi svariga organismiem ar hidrostatisko skeletu, kuriem iztrGkst
antagonisko muskuju, kas sekmétu kontrah&joso muskuju atgrieSanos izejas

stavokil.



Ta ka vingliemezim lielie acu taustek|i satur gan acis, gan ozas epitéjiju, proti,
galvenos sensoros organus, kas vingliemezim |auj distanti uztvert informaciju no
apkartéjas vides, tad taustek|u kontrakciju atruma palielinaSana var bit nozimiga
gliemeza orientétai kustibai apkartéja vide.

Noskaidrojot serotonina iedarbibas molekuldros mehanismus, ir pieradits, ka
serotonina iedarbiba Helix taustek|la neiro-muskularaja sinapsé ir postsinaptiska,
serotoninam tiesi iedarbojoties uz taustek|a muskula $Gnam, un nevis presinaptiski
uz kustibu neironu. Serotonina efekts uz kontrakciju amplitGdu un ilgumu realizéjas
ar atskirigiem, bet savstarpéji saistitiem sekundaro starpnieku mehanismiem.

Pétljums paradija, ka serotonina inotropais efekts ir neatkarigs no [Ca*'],
koncentracijas, tadu to ietekmé& [Ca®"}; izmainas. Serotonina ietekme uz kontrakciju
amplitdu tiek realizéta, samazinoties Ca®* atbrivo$anai no intracelularajam
rianodina- un, domajams, art |Ps-atkarigajam Ca” -kratuvem.

Tadu hronotropa efekta realizacija ir saistita ar Ca**-stknu aktivaciju, kuru sekmé
serotonins.

STs serotonina iedarbibas tiek panaktas, serotoninam saistoties gan pie ar G-
poteina saistitajiem receptoriem, k& ari ligandu vaditajiem jonu kanaliem, k& arl
inotropa efekta realizacija iesaistas acetilhalina receptori. Atskirtba no vairuma citu
molusku pétitajam neiro-muskularajam sistémam, cAMP sekundaro starpnieku
sistéma nav dominé&josa serotonina efekta realizacija.

Tadejadi, serotnonina iedarbibas rezultdatd tiek panakta Helix pomatia
taustek|u muskuju kontrakciju modul&cija, kura ir nozimiga vingliemeza orienacijai

telpa.
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SECINAJUMI

1.

8.

9.

Gliemeza Helix pomatia taustek|a nervi - n. peritenticularis interna & externa, kuri sakas
cerebralaja ganglija, veic acu taustek|u motoro inervaciju, un, ieejot muskult, abi nervi
vairakkart dalas un nekrustojoties iet paraléli gareniskai asij [1dz pat taustek|a galotnei.
Helix pomatia taustek|a mioneirdlaja sinapsé ir N-holinoreceptori, kuru efektivu
farmakologisko blokadi veic d-tubokurarins. Helix pomatia taustekla muskulis péc
motoras regulacijas mehanisma neatbilst nevienam no klasiskajiem musku|u
klasifikacijas tipiem, bet gan veido savdabigu gludo un Skérssvitroto musku|u Tpatnibu
kombinaciju.
Helix pomatia endogénais neirosekréts - FMRF-amids - in vitro koncentracijas virs 107
M darbojas k& muskula kontrakciju modulators: palielina kontrakciju spéku un
atslabSanas fazes atrumu, tadejadi samazinot atslabsanas fazes ilgumu.
Koncentracijas, kas parsniedz 10° M, FMRF-amids darbojas ari ka taustek|a muskula
kontrakcijas izsaucosais mediators.
Helix pomatia endogénais neirosekréts - serotonins - in vitro izraisa devas atkarigu
taustekla muskula kontrakciju moduldciju: samazina kontrakciju spéku un palielina
kontrakciju atslabsanas fazes atrumu, tadejadi samazinot atsiabsanas fazes ilgumu un
novérsot kontrakciju summaciju. Sos efektus raksturo atskirigas devas - efekta ITknes.
Serotonina moduléjosSie efekti Helix pomatia taustekla neiro-muskularaja sistéma
realiz&jas postsinaptiski, serotoninam saistoties ar specifiskiem receptoriem.
Serotonina inotropa efekta realizacija vismaz da|€ji iesaistiti arT acetilholina receptori.
NAN 180, mugurkaulnieku serotonina 5-HT,, receptoru farmakologiskais antagonists,
ir efektivs arT Helix pomatia taustek|a neiro-muskularaja sistéma. Tomér serotonina
specifiskie receptori Helix pomatia taustek|a neiro-muskuldraja sistéma nav identiski
mugurkaulnieku 5-HTia, jo cAMP sekundaro starpnieku sistéma nav domingjosa
serotonina efekta realizacija.
Serotonina modul€josie efekti uz taustek|a muskula kontrakciju spéku un atslabsanas
ilgumu realiz€jas ar atskirigiem, bet savstarpéji saistitiem sekundaro starpnieku
mehanismiem:
B hronotropais efekts realiz&jas neatkarigi no acetilholina receptoriem,
[Ca®"], koncentracijas, ka arT to neietekmé intracelularo [Ca”*]; kratuvju
nanodina receptortu inaktivacija; tas realiz€jas gan ar acetilholinu, gan ar
kofeinu izraisitu muskula kontrakciju gadijuma, ka arT motoneironu un
muskula elektriska kairindjuma izsauktu kontrakciju gadijuma;
B jnotropais efekts ir jutigaks pret Sim visam augstakminétajam ietekmém:;
B hronotropais efekts realiz€jas, serotoninam aktivéjot kalcija sGknus un
kalcija ,atpakalaizstknésanu" no Sinas citoplazmas;
B inotropa efekta realizacija saistita ar serotonina izsaukto Ca* izplades no
intracelularajam kalcija kratuvém samazinasanu, kuras pamata ir vairaku
intracelularo mehanismu aktivaciju un kavésana.

Farmakologiskais preparats kofeins izraisa regulatoras ietekmes uz Helix pomatia
taustek|a muskula SGnam. Kofeina efekti ir: taustek|a musku|a kontrakciju
izraisiSana un citu stimulu izraistto kontrakciju modulacija, galvenokart, palielinot
atslabsanas fazes ilgumu, k& arm nedaudz palielinot spéka amplittidu.
Helix pomatia taustek|a muskula Stnas atrodas rianodina-atkarigas kalcija kratuves, ko
pierada kofeina spé&ja izsaukt taustek|a musku|a kontrakcijas, ka art kofeina
neefektivitate péc rianodina lieto$anas.

75



HIPOTEZES

1. Serotonina iedarbiba bezmugurkaulnieku neiro-muskularaja sistéma ir atskiriga no
serotonina iedarbibas mugurkaulnieku neiro-muskularajas sistémas, un izsauc
citas regulatoras reakcijas.

2. Dzivnieku pasaulé vérojama izteikta serotonina ietekmju uz neiro-muskularo sistému
daudzveidiba: serotonina efekti un darbibas mehanismi ir atkirigi mugurkaulnieku un
bezmugurkaulnieku organismos, k& arT atkarigi no neiro-muskularo struktdru funkcijas
organisma.

3. Serotonina sezonalas svarstibas Helix pomatia organisma ietekmé taustekla muskula
reaktivitati uz nervu sistémas iedarbibu, ka arm taustekla kustibu un organisma
uzvedibas reakciju straujumu
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