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Zjawisko dyspersji rytmu
jako zrodto bledow biochemicznych
w badaniach 24-godzinnej rytmiki w warunkach LD1

Streszczenie

W biochemicznych badaniach 24-godzinnej rytmiki aktywno-
§ci enzymow pojawia sie niebezpieczenstwo wystgpienia dys-
persji rytmiki dobowej u zwierzat, od ktérych pobiera sie
materiat do badan enzymatycznych. n

Zjawisko dyspersji rytmu pochodzi z przesunie¢ fazowych
lub zaniku rytmu aktywnosci u poszczegolnych osobnikéw, cze-
go powodem moze by¢ albo sam sposob pobierania materiatu,
czy nie kontrolowane bodzce ze Srodowiska albo wzajemne wpty-
wy socjalne.

Autorzy omawiaja szereg przypadkow takich przesunie¢ fa-
zowych rytméw wywotanych samag procedurg pobierania materiatu
do oznaczania aktywnosci enzymu (acetylocholinesterazy w pod-
wzgorzu i zakrecie obreczy) lub wplywem liczby hodowanych
zwierzat w klatce.

WSTEP

W celu przeprowadzenia biochemicznych badan 24-godzinnej
rytmiki aktywnosci enzymoéw, poziomu hormondw, poziomu elek-
trolitow we krwi lub tkankach matlych gryzoni (myszy, szczu-
row itp.) zabija sie zwykle co cztery godziny po 7 do 10
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zwierzat, w okresie przynajmniej 48 godzin, dla pobrania ma-
teriatu. Z uzyskanych usrednionych réznymi metodami danych
okre$la sie, czy zmiany aktywnosci badanego zjawiska fizjo<-
logicznego wykazujg 24-godzinng czy inng rytmike.

Nasuwa sie pytanie: Jakie warunki powinny by¢ speinione,
aby zostata zachowana 24-godzinna rytmika badanego zjawiska
fizjologicznego i aby prawidlowo ujawnita sie w analizie uzy-
skanych wynikow?

Warunki te sg nastepujace:

1. Musi by¢ odpowiedni "dawca czasu" ("Zeitgeber"
Aschoff, 1954). Takim podstawowym dawca czasu jest przemien-
na zmiana Swiatta i ciemnosci w okresie 24 lub zblizonym do
24 godzin, powtarzajaca sig¢ cyklicznie (LD 12:12,U) 8:16
itp., gdzie L oznacza okres jasny 12 lub 8-godzinny, a D
okres ciemny 12 lub 16-godzinny cyklu) (Aschoff,1979;
Aschoff i Pohl, 1978).

2. Pomieszczenie hodowlane nie powinno mie¢ okien, ma
by¢ dobrze wentylowane, izolowane pod wzgledem akustycznym,
posiada¢ statg temperature ca 20-22°C, statg wilgotnos$é¢ po-
wietrza - okoto 60% - i state sztuczne osSwietlenie o0 nateze-
niu Swiatta w okolicach jego zrodia okoto 200-250 Ix, za$
nad powierzchnig klatek 20-25 |z, poza tym osSwietlenie po-
mieszczenia powinno by¢ réwnomierne. Nalezy maksymalnie wy-
kluczy¢ mozliwos¢ wystepowania nie kontrolowanych, rytmicz-
nie powtarzajagcych sie bodzcéw Swietlnych, akustycznych itp.
(poniewaz moga one sta¢ sie nie kontrolowanymi "dawcami cza-
su" zmieniajacymi rytmike zwierzat) (Aschoff,1979; Aschoff
i Pohl,1978; Moore-Ede i wsp.,1982; Oander i Lewie, 1983;

Pohl,1983).
3. Zwierzeta powinny by¢ w tym samym wieku, tej samej
ptci i pochodzi¢ z tego samego szczepu (Oliwero i Malorini,

1979; Connoly i lynch,1981; Buttner i Vollnik,1984, Castel-
lano i wsp.,1985).

4. Przed rozpoczeciem doswiadczen zwierzeta nalezy adap-
towa¢ do wyzej wymienionych warunkéw hodowlanych przynajmniej
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przez okres dwodch tygodni, W celu synchronizacji rytmu endo-
gennego do dawcy czasu LD (entreinment). Zapobiega to ujaw-
nieniu sie tzw. efektéw nastepczych (after-effect) (Pitten-
drigh i Daan,1976; Ifoore-Ede i wsp.,1982).

9* Nalezy bra¢ pod uwage, ze zwierzeta hodowane pojedyn-
czo w klatkach majg inny przebieg rytmiki od zwierzat hodo-
wanych w grupach (Quay i wsp.,1971; Aschoff,1979; Wood i Ro-
se,1979; Stuppel i wsp.,1981; Gentsch i wsp., 1982 a,b i c,
1982 a i b).

Celem niniejszych badan byto wykazanie pewnych czesto
nie kontrolowanych czynnikow i niespodziewanych zjawisk
w przebiegu rytmiki badanych zwierzat, ktére mogg w istotny
spos6b zafatszowac lub zmieni¢ badany na podstawie analiz
biochemicznych rytm.

MATERIAL | METODY

0Ogdlnie przyjmuje sie, ze rytmika aktywnosci lokomoto-
rycznej i spoczynku odzwierciedla witasciwosci endogennego
zegara biologicznego zwierzat (i cztowieka), dlatego tez ryt-
mike badanych proceséw fizjologicznych organizmu odnosi sie
do rytmiki aktywnosci i spoczynku badanych zwierzat.

Aby to sprawdzi¢, przeprowadzono badania na 700 samcach
myszy szczepu Swiss pochodzacych z hodowli "Camur" w wieku
poczatkowym 6-8 tygodni. Mimo ze zwierzeta urodzity sie
i wzrastalty do wieku 6-8 tygodni w warunkach oswietlenia
LD 12:12 (od godz. 8 do 20 - faza jasna i od 20 do 8 - faza
ciemna doby), wszystkie zwierzeta przeznaczone do doswiad-
czen adaptowano do pomieszczenia hodowlanego w okresie dwoch
tygodni. Pomieszczenie hodowlane nie posiadato okien, byto
izolowane akustycznie, Srednia temperatura wynosita 20 +/-
2°C a wilgotnos$¢ powietrza 60% +/- 5%. Dawcg czasu byty:
zmieniajgce sie co 12 godzin Swiatlo, pochodzgce z lamp ja-
rzeniowych o natezeniu przy zrédle swiatta 200-250 Ix, za$
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nad powierzchnig klatek 20-2? 1z, oraz catkdéwita ciemnosg,
bez mozliwosci przeciekéw Swiatta z zewnatrz.

Wykonano nastepujace serie doswiadczen:

1. Wmiesigcach: kwietniu, sierpniu, wrze$niu i listopa-
dzie 1984 r. umieszczano po 100 samcéw myszy w klatkach pla-
stykowych nieprzezroczystych tak, by cztery osobniki znaj-
dowaly sie w jednej klatce. Klatki byty przykrywane przezro-
czystg, druciang pokrywa i ustawiane na regatach obok sie-
bie. Wymiary klatki wynosity 27 z 18 z 9,7 cm. Zwierzeta te
byty przeznaczone do badania aktywnos$ci acetylocholinestera-
zy (AChE) w podwzgérzu i zakrecie obreczy ukiadu limbicznego.
Réwnolegle badano tez aktywnos$¢ motoryczng tych zwierzat.
Wtym celu w dwéch klatkach przezroczystych z piekaiglasu o
wymiarach 30 z 30 z 10 cm, ustawionych na aktometrach,
umieszczono po cztery osobniki. Kazdy ruch zwierzat byt
w postaci sygnatu gromadzony w liczniku elektronicznym i co
godzine suma tych sygnatéw byta rejestrowana na tasmie per-
forowanej. Wten spos6b dokonywano pomiaru aktywnosci moto-
rycznej zespotowej.

Dla wykonania pomiaru aktywnos$ci motorycznej indywidual-
nej uzywano podobnych aktometréw z przezroczystymi klatkami
z tego samego materiatu jak wyzej opisane klatki, w ktérych
umieszczono po jednym osobniku. Pomiar ich aktywnosci doko-
nywat sie podobnie jak pomiar zespotowy. Wszystkie aparaty
z klatkami staty obok siebie w odlegtosci okoto 20 cm jedna
od drugiej, umozliwiajgc wzajemne wizualne, akustyczne czy
inne kontakty.

2. Wczasie wykonywania drugiej serii doswiadczen, zwie-
rzeta przeznaczone do badania aktywnosci AChE byly rozloko-
wane pojedynczo w klatkach. Pozostate badania aktywnos$ci mo-
torycznej indywidualnej byty wykonywane tak, jak w grupie
poprzedniej.

3. Podczas tego doswiadczenia zwierzeta byly rozmiesz-
czone po 4 osobniki w jednej klatce, a rejestracja aktywno-
§ci motorycznej zespotowej i indywidualnej zostata wykonana
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podobnie jak w grupach poprzednich, z tg rdznica, te warunki
LD 12:12, w ktérych zwierzeta byty hodowane przez 4 tygodnie,
zostaty zmienione na DL 12:12 (w miejsce fazy jasnej nastata
faza ciemna doby, a wmiejsce fazy ciemnej - faza jasna, obie
po 12 godz.) i w tych warunkach zwierzeta pozostawaty.przez
2 tygodnie. Po uptywie dodatkowego tygodnia pobrano materiat
dla wykonania badarn enzymatycznych.

4, Wilipcu 1986 r. przeprowadzono badania aktywnosci lo-
komotorycznej i spoczynku zwierzgt w warunkach nieprawidto-
wych. Wtym celu w szes$ciu klatkach o wymiarach 13x12x11,5 cm,
wykonanych z siatki nierdzewnej metalowej z przylegtag do nich
bieznig kotowg (bebnowg) o Srednicy 20 cm i szerokos$ci bebna
5 on (dtugos$é pasa biezni wynosita 62,8 cm), umieszczono po
dwie myszy i w szesciu podobnych klatkach po jednej myszy
(samce). Wszystkie obroty bebna byty zliczane przez licznik
elektroniczny i co godzine suma obrotow byta rejestrowana na
tasmie perforowanej. Pomieszczenie w ktérym umieszczono klat-
ki mialo sztuczne osSwietlenie, spetniajgce warunki LD 12:12,
ale nie byto izolowane akustycznie, gdyz od korytarza zwie-
rzetami oddzielaty je tylko drzwi. Wtym tez czasie byly
prowadzone prace murarskie w innych pomieszczeniach zwierze-
tarni. Trwajacy wiec hatas moégt by¢ dodatkowym czynnikiem
wpltywajagcym na rytmike zwierzat. Po dwoch tygodniach trwania
badarn w warunkach LD 12:12 warunki oSwietlenia zostaty zmie-
nione na DL 12:12, jak w grupie poprzedniej. Podczas wykony-
wania doswiadczen klatki czyszczono jeden raz w tygodniu
zawsze w tym samym dniu w godzinach od 9-9 « Kazdego dnia
podawano zwierzetom w tym samym czasie pokarm standardowy
granulowaty oraz wode ad libitum. Zachowanie sie zwierzat
hodowanych w pomieszczeniu izolowanym mozna byto obserwowac
na ekranie telewizyjnym ustawionym tam, gdzie znajdowata sie
elektroniczna aparatura pomiarowa.

W doswiadczeniach przeprowadzonych dla badania aktywno-
§ci AChE, po dwdch tygodniach adaptacji zwierzat zabijano
po 7 osobnikéw, poczawszy od godz. 8°°, co 4 godziny przez



dwie kolejne doby. Wypreparowane podwzgorza i kore zakretu

obreczy (gyrua cinguli) umieszczano W buforze fosforanowym

(pH-8) w temperaturze 0 C, a nastepnie, po przebyciu i roz-

drobnieniu tkanek, homogenizowano je W buforze fosforanowym

(pH-8) W teflonowo-szklanych, mechanicznych homogenizatorach

w ciggu 2 minut W kagpieli wodnej z lodem. Aktywnos$¢ AChE

oznaczano metodg Ellmana (Elman i wsp.,1961) W ktérej jako

subetratu uzywa sie jodku acetylotiocholiny. Wwyniku jego
hydrolizy powstajaca tiocholina reaguje z dodanym do homoge-
natu DTNB (5-tio-2-nitrobenzoesanem) dajgc zotte zabarwie-
nie, ktérego intensywnos$¢ jest wprost proporcjonalna do ilo-

§ci roztozonej acetylotiocholiny a wiec i aktywnosci AChE

zawartej w tkance. Intensywno$¢ zabarwienia mierzono w spek-

trofotometrze VSU-2P C.Zeiss, w temperaturze 37°C w trzeciej
minucie, przy diugosci fali 412 nm. Aktywnos$¢ enzymu prze-
liczano w um zhydrolizowanego subetratu w przeciggu 1 minuty
na gram Swiezej tkanki.

Uzyskane wyniki opracowano na komputerze SM-3A zmodyfi-
kowana metodg Halberga (Nelson i wsp.,1979), wyliczajgc na-
stepujace parametry rytmu o okresie dopasowanym i arbitral-
nym T s 24 godzinom (obliczenia prowadzono przy poziomie
istotnosci p=0.05):

Mesor M - Srednia warto$¢ aktywnosci dobowej,

Amplituda rytmu A,

Akrofaza rytmu n - wartos¢ katowa mierzona w stopniach lub
godzinach od wartosci zerowej (w tym wypadku od péinocy
czasu Srodkowoeuropejskiego), okresSlajgca czas wystgpie-
nia pierwszego maksimum rytmu.

Rysunki dopasowac¢ rytmow wykonano na ploterze NE 2000.
Aktywnos$¢ motoryczna lub lokomotoryczng zwierzat obliczo-

no w nastepujacy sposob:

Po zakonczeniu doswiadczen tasma perforowana z zareje-
strowang liczbg ruchéw byla opracowana przy pomocy programu
komputerowego, ktéry pozwalat na wykonanie obliczen kalenda-
rzowych oraz wizualizacje danych dla poszczegélnych godzin
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i dni. Nastepnie z catego materiatu wybierano cztery doby
takie, aby dwie z nich poprzedzaly a pozostate dwie pokrywa-
ty sie czasowo ze skorelowanymi z motorykg badaniami bioche-
micznymi. Pierwszg z wybranych grup traktowano jako grupe
kontrolng, druga jako doswiadczalng. Dla obu tych grup zasto-
sowano program pozwalajacy na indykacje wystepowania rytmu.
Oceniano to poprzez dopasowanie do wynikow doswiadczalnych
funkcji periodycznej postaoi:

F(t) =11 + Acos(2nt/tr+ i)

N - mesor (przecietna warto$¢ dopasowania)
A - amplituda rytmu
X - okres funkcji F
6 - akrofaza rytmu.

Rozwigzywano problem stosujgc metode najmniejszych kwa-
dratow w modyfikacji okreslonej jako SINGULAR VALUE DECOMPO-
SITION. Pelny opis tej metody wraz ze szczegdétowym uzasad-
nieniem teoretycznym mozna znalez¢ w pracy (Forsythe i wsp.,
1977). Zasadnicze obliczenia poprzedzato wykonanie testu
Studenta, ktory pozwalat oceni¢, czy Srednie wyniki dla po-
szczegb6lnych godzin réznia sie istotnie miedzy sobg. Kry-
terium zgodnosci zatozonego modelu z doswiadczeniem jest
test X wyliczony dla poziomu istotnos$ci p = 0,05. Wkazdym
przypadku obliczono tez dopasowanie przy zatozeniu statego
okresu réwnego 24 godzinom. Uzyskanie poprawnego dopasowania
pozwala wnioskowa¢ o rytmice danego przebiegu, a takze ope-
rowa¢ parametrami funkcji F(t) jako charakterystykami tego
przebiegu lub stosowac je dla poréwnan z innymi przebiegami
(np. zmiany okreséw albo przesuniecia akrofaz). Wszystkie
obliczenia numeryczne byly wykonywane przy pomocy maszyny
cyfrowej SM-3A.

21



WYNIKI

Z tabeli t, fig. 1 wynika, te przez dwie doby przed po-
bieraniem materiatu do oznaczania aktywnosci AChE, Srednia
dobowa aktywnos$¢ notoryczna zwierzat hodowanych pojedynczo
wahata sie od 283 (klatka 1) do 3789 (klatka 3), a po prze-
liczeniu wszystkich trzech klatek wynosita 318-320. U zwie-
rzat hodowanych po 4 w grupie jest ona znacznie wyzsza 0sig-
gajac 4793 w okresie dopasowanym do 4828 ruchéw w okresie
T = 24 godz. Podobne réznice wykazujg amplitudy rytmu. Do-
pasowany okres rytmu zwierzat pojedynczych jest na ogdét krot-
szy od 24 godzin (z wyjatkiem klatki 3) lub, jak w wypadku
3 klatki, prawie dwukrotnie diuzszy. USredniony dopasowany
okres dla zwierzat pojedynczych jest takze krétszy od
24 godz. i wynosi 23,37 +/-0,52 godz., podczas gdy u zwie-
rzat grupowych wynosi on 32,07 +A0,43 godz. Szczyt aktywno-
§ci, czyli akrofazy rytméw zwierzat pojedynczych wypada
w godzinach 1-3 w nocy a po usrednieniu o godzinie 1 w nocy,
co zgadza sie z akrofaza zwierzat grupowych dla okresu arbi-
tralnego (24 godz.), natomiast nie jest zgodne w okresie do-
pasowanym dla tych zwierzat u ktérych przypada na godz. 6
(tzw. pierwsza akrofaza dla tego okresu wynosi 32,07 godz.).

Z danych tych wynika, ze u zwierzat hodowanych indywi-
dualnie s$rednia aktywnos$¢ i amplituda rytmu sg mniejsze, a
dopasowany okres rytmu krotszy w poréwnaniu z analogicznymi
danymi dla zwierzgt grupowych (tab. 1, fig. 1).

Wnastepnych dwoch dniach, w ktérych co 4 godziny pobie-
rano materiat do pomiaréw aktywnosci AChE u zwierzgt hodowa-
nych pojedynczo uleg2y obnizeniu o okoto 1/3 zaréwno Srednia
dobowa aktywnos$¢, jak i amplituda rytmu, a akrofaza rytmu
przesuneta sie ostatecznie na godzine 23,34 (23,12), wahajac
sie u poszczegb6lnych osobnikéw miedzy godzinami 2 i 4 (tab.
1, fig. 2). U zwierzat grupowych za$ w tym sanym czasie ule-
gta obnizeniu prawie o potowe amplituda rytmu przy nie zmie-
nionej Sredniej aktywno$ci zwierzat, a akrofaza ulegta prze-
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sunieciu z godziny f na 23,52 wykazujgc dute odchylenia:
-0,01 i +1,18.

Aktywnos$¢ AChE tak w podwzgoérzu, jak i w zakrecie obre-
czy wykazywata istotng rytmike 24-godzinng z akrofazami po-
przedzajacymi akrofaze rytmu motoryki tych zwierzat w pod-
wzgoérzu o okoto 4 godziny, a w zakrecie obreczy o wiele go-
dzin.

Z powyzszych danych wynika, ze manipulacje zwigzane
z pobieraniem materiatu (przenoszenie zwierzat z pomieszcze-
nia hodowlanego i ich uSmiercanie) nie wpltynely w tym wy-
padku istotnie na przebieg rytmu, ich aktywnosci motorycznej
i aktywnosci AChE, zwtaszcza w podwzgdérzu. Natomiast sptasz-
czenie sinusoidy wyrazajgcej rytm aktywnosci motorycznej
zwierzat pojedynczych w wyniku mniejszej Sredniej aktywnosci
dobowej i matej amplitudy rytmu w poréwnaniu z odpowiednimi
danymi zwierzat gruponaych wynika takze z badan przeprowadzo-
nych we wrzesniu 1984 r., ktorych wyniki ilustruje tabela 2
i figury 3 i 4. Z danych podanych w tej tabeli wynika row-
niez, ze w 48-godzinnym okresie pobierania materiatu wysta-
pity znaczne zaburzenia rytmu, w wyniku ktéorych akrofazy mo
toryki zwierzat grupowych ulegty przesunieciu z godziny 2,58
na godzine 10,48 (o 8 godzin). Fakt ten znacznie podwaza
istotnos¢ akrofazy rytmu aktywnosci AChE, ktéra w tym miesig-
cu przypada na godzine 8.03 w podwzgoérzu i 13.22 w zakrecie
obreczy.

W badaniach przeprowadzonych w listopadzie 1984 r. wystg-
pity jeszcze bardziej drastyczne réznice pomiedzy rytmikag
aktywnosci motorycznej zwierzat pojedynczych i grupowych
(tabela 3 i 4, fig. 5 i 6). Akrofazy rytmu aktywnosci moto-
rycznej zwierzat pojedynczych, mierzone dwie doby przed do-
Swiadczeniem, sa wzgledem siebie réznie przesuniete, a akro-
faza usredniona wykazuje przesuniecie wzgledem akrofazy zwie-
rzat grupowych az o 12 godzin (180°). Zatem i rytmy tych grup
sg wzgledem siebie przesuniete (przesuniecie fazowe) o 12 go-
dzin, czyli kat przesuniecia rytmu wynosi 180° (fig. 5).
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W okresie nastepnych dwédch dni, w ktéorych byt pobierany me-
teriat do oznaczania aktywnosci AChE, te rdéznice fazowe ule-
gty znacznemu zmniejszeniu a obie akrofazy przypadaty w ciem-
nym okresie doby (fig* 6). Rytmika aktywnosci AChE tak w pod-
wzgorzu, jak i w zakrecie obreczy wyprzedza rytmike motorycz-
ng zwierzat o 4 godziny, tj. kat przesuniecia fazowego wyno-
si 60° (przyjmujac, ze 24 godz. odpowiada 360°).

Z tabeli 5 wynika, te aktywnos$¢ AChE badana u zwierzat
grupowych w kwietniu 1984 r. w poréwnaniu z aktywnoscig te-
go enzymu wystepujaca u zwierzat pojedynczych w kwietniu
1983 r. wykazuje tylko nieznaczne rélnice pomiedzy Srednimi
dobowymi aktywnos$ci w podwzgdérzu, natomiast nie wykazuje
tych réznic w zakrecie obreczy. Wystepuja nieco mniejsze
amplitudy rytmu u zwierzat pojedynczych i pewne przesunie-
cia pomiedzy akrofazami rytmow. Rytm tego enzymu w podwzgo6-
rzu w obu wypadkach nie jest statystycznie istotny, prze-
ciwnie w zakrecie obreczy, tam w obu wypadkach istotny rytm
wystepuje.

Figura 7 przedstawia inny przykiad dyspersji rytmu zwie-
rzat pojedynczych. Rytmy tych zwierzat oznaczono kolejno
cyframi od 1 do 6.

X oznacza usredniony rytm wszystkich zwierzat pojedynczych,
K oznacza rytm aktywnos$ci motorycznej zwierzat grupowych.

Zwierzeta o rytmach oznaczonych cyframi 1,2,3 i 6 cechu-
je podobny rytm aktywnos$ci motorycznej i ich akrofazy przy-
padajg na ciemny okres doby. Ich amplitudy sg rézne. Nato-
miast osobnik 3 ma rytm przesuniety wzgledem wymienionych
zwierzat o 12 godzin (kat 180°). Fakt ten nie wptynat w spo-
s6b istotny na ich wspdlny usredniony rytm, ale gdyby tych
osobnikéw o innym rytmie byto wiecej niz jeden, to rytm albo
ulegiby zmianie albo obliczenia nie wykazatyby w ogéle ryt-
mu. Natomiast rytm zwierzgt grupowych jest wyrazny.

Inne zjawisko przedstawia figura 8. Rytmika aktywnosci
motorycznej zwierzat pojedynczych, usredniona (krzywa X)

i rytmika motoryczna zwierzat grupowych wykazujg wzajemne
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AUGUST C

ACT X 1000

Fig. 1. 24-godzinny obraz rytmiki aktywnos$ci motorycznej ny
szy hodowanych pojedynczo i po 4 osobniki w klatce
w sierpniu 1984 r. C - w okresie dwdch doéb przed po
bierantem materiatu, 1,2,3 - rytmika zwierzat poje-
dynczych, k - usredniona rytmika zwierzat 1- 3,
Z - rytmika zwierzat grupowych (po 4 w klatce)



AUGUST E

ACT X 1000

Fig. 2. Jak figura 1 z wyjatkiem: E - motoryka zwierzat
w okresie pobierania materiatu



SEPTEMBER C

ACT X 1000

Fig. 3. 24-godzinny obraz rytmiki motorycznej myszy hodowa-
nych pojedynczo i po 4 osobniki w klatce we wrze-
$niu 1984 r. C - dwie doby przed pobraniem materia-
tu, E - w okresie pobierania materiatu, 1,3 - zwie-
rzeta pojedyncze, A - usredniony rytm zwierzat po-
jedynczych, Z - rytm zwierzat grupowych



SEPTEMBER E

ACT X 1000

Fig. 4. 24-godzinny obraz rytmiki motorycznej myszy hodo-
wanych pojedynczo i po 4 osobniki w klatce we wrze-
$niu 1984 r. C - dwie doby przed pobraniem materia-
tu, E - w okresie pobierania materiatu, 1,3 -'zwie-
rzeta pojedyncze, A - us$redniony rytm zwierzat po-
jedynczych, Z - rytm zwierzat grupowych
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DNI 27.06 - 8.07
KL. P

DAYS DAYS. DAYS

DAYS

0 L 8 12 IB 20 0
HOURS

Flg. 9. Aktogramy przedstawiajace rytmike aktywnosci lokomo-
torycznej zwierzat hodowanych po 2 osobniki w klat-
ce: KI. 1,2,3,4 i po jednej myszy w klatce: KI. 7,8,
9,"1 liczac od dotu kazdego aktogramu 8 dni w warun-
kach LD 12:12 i 8 dni po odwréceniu na DL. W niekté-
rych dniach w klatkach 2,4,8,9 i 1l zaznacza sie wy-
razna dysocjacja rytmu



DAYS DAYS DAYS

DAYS

DNI 2U.06 - 8.07

0 k 8 12 16 20 (O
HOURS

. Aktogramy przedstawiajace rytmike aktywnosci loko-

motorycznej zwierzat hodowanych po 2 osobniki

w klatce: KIl. 1,2,3,4 i po jednej myszy w klatce;
KI. 7,8,9,11 liczac od dotu kazdego aktogramu 8 dni
w warunkach LD 12:12 i 8 dni po odwréceniu na DL. *
W niektérych dniach w klatkach 2,4,8,9 i 11 zazna-
cza sie wyrazna dysocjacja rytmu



przesuniecia fazowe o okoto 12 godz. (tj. 180°). Po odwréce-
niu Swiatta i ciemnosci na DL (o 180°) w dwie doby przed po-
bieraniem materiatu oba rytmy K i z sa podobne, w nastepnych
48 godzinach, w czasie pobierania materiatu - rytmy Ke i ze
zostaty nieco zmienione: zmniejszyta sie amplituda rytmu

i Srednie aktywnosci dobowe, a akrofaza rytmu zwierzat gru-
powych przesuneta sie na koniec okresu ciemnego doby przy
zachowanym podobienstwie obu przebiegow. Wynika z tego, ze
zarbwno zwierzeta pojedyncze, jak i grupowe zsynchronizowa-
ty swdj rytm z nowym dawcag czasu (DL).

Figury 9 i 10 przedstawiajg komputerowe aktogramy rytmi-
ki motorycznej myszy hodowanych po dwie w klatce z bieznig
kotowg (klatki 1,2,3 i 4) i po jednym osobniku w klatce
(klatki 7,8,9 i 11), wwarunkach LD 12:12 przez 4 tygodnie
1 w warunkach odwréconego swiatta DL 12:12 przez nastepne
2 tygodnie. Aktogramy obejmujg wycinek 7 dni przed odwréce-
niem Swiatta - liczgc od dotu - i 8 dni po odwrdceniu na DL.
Jak juz wspomniano, klatki ze zwierzetami byly umieszczone
w pomieszczeniu nie izolowanym akustycznie, oddzielonym od
korytarza zwyklymi drzwiami. Pozostate warunki hodowli byty
takie same jak w grupach opisanych powyzej. Mimo ze na nie-
ktérych aktogramach wystepuje wyrazna synchronizacja z nowm
dawca czasu (DL), to jednak majg tez miejsce wyrazne zakité-
cenia rytmu wywotane dodatkowymi czynnikami wyniklymi z bra-
ku izolacji. Szczegdlnie istotne zakldocenia pojawity sie
w okresie jasnym doby fizycznej. Wrytmice zwierzat hodowa-
nych w klatkach 2,4,7,8 i 11 obserwuje sie tak zwane zjawi-
sko dysocjaeji aktywnosci lokomotorycznej przejawiajgce sie
jej rozcztonkowaniem na mate fragmenty w okresie catej doby.
U zwierzat hodowanych pojedynczo zjawisko to jest bardziej
wyrazne (fig. 9 i KO, klatki 7,8 i 11).



DYSKUSJIA

Jak juz zaznaczono na wstepie, szereg badan rytmiki pro-
cesow fizjologicznych zachodzacych w organizmie wymaga
usmiercania pewnej liczby zwierzat w pewnych odstepach czasu
w okresie obejmujacym przynajmniej dwie doby, tj. dwa fizycz
ne cykle dobowe, powtarzajgce sie po sobie. Ze Srednich war-
tos$ci uzyskanych z pobranych préb w poszczegdlnych godzinach
nastepujacych po sobie doéb, wnioskuje sie o obecnosci lub
braku rytmiki danego fizjologicznego procesu. Zostato wyka-
zane (Pohl i Gibbs, 1978), ze rytm aktywnos$ci N-acetylotran-
ferazy (NAT) szyszynki szczuréw wykazuje wyrazne maksimum o
potnocy. Maksimum to zanika, a aktywnos$¢ tego enzymu staje
sie nierytmiczna u szczuréw oSlepionych. Jezeli jednak przy
pobieraniu materiatu uwzgledni sie - u oSlepionych szczuréw
ich indywidualny rytm aktywnosci i spoczynku, to znaczy
uwzgledni sie tzw. subiektywny czas kazdego zwierzecia, to
rytm aktywnosci NAT pojawi sie ponownie. Zatem autorzy ci
uzyskali takze po oS$lepieniu szczuréw wyrazny okotodobowy
rytm aktywnosci NAT, gdy pomiary aktywnosci skorelowali
z cyklem aktywnosci i spoczynku tych zwierzat.

Hoore-Ede i wsp. (1982) przytaczajac ten przykiad zwra-
caja uwage na fakt, ze zwierzeta, ktére przechodzga z warun-
kéw £D do warunkow statych DD lub LL (stata ciemno$¢ lub sta
ta jasnos$¢) ujawniajg swoéj wiasny, endogenny indywidualny
rytm aktywnosci i spoczynku, zwany rytmem spontanicznym
(free-running) lub dostownie rytmem wolno biegngcym. Okres
tego rytmu moze by¢é u poszczegdlnych zwierzat nieco inny,
mimo ze zawsze bedzie zblizony do 24 godzin (rytm circadian
okotodobowy). Im pdzZniej pobierze sie materiat od takich
zwierzat, mierzac od momentu przeniesienia zwierzat ze sta-
nu tD wwarunki DD lub LL, tym wiekszej dyspersji mogg ulec
wzgledem siebie wolno biegngce rytmy poszczegélnych osobni-
koéw. Zdaniem przytoczonych autoréw, badania takie nalezy wwy-
konywa¢ w mozliwie najkrétszym czasie od zmiany warunkow
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z £tD na CD lub LL. Sugerujga oni, te tak cwanym "rytmem mar-
kerowym” jest witasnie rytm aktywnos$ci i spoczynku zwierzat
i do niego nalezy odnosi¢ wyniki innych badan. Rytm ten bo-
wiem jest mocno sprzezony z wewnetrznym miernikiem czasu,

tzw. zegarem biologicznym.

W omawianych wynikach tej pracy przedstawiono przyktady
podobnej dyspersji rytmu lokomotorycznego i motorycznego,
lecz nie wolno biegngcego ale zsynchronizowanego z zewnetrz-
nym dawcg czasu w warunkach tD lub zmiany warunkéw osSwietle-
nia na DL (fig. 5,6,7,8,9 i 10).

Pittendrigh (1969) wyraZnie stwierdza, ze "jaka$ ze-
wnetrzna periodycznos$¢” o okresie T "moze zsynchronizowac
(entrain) samoczynny oscylator” z okresemX "tylko wtedy,
gdy T it sa wprzyblizeniu takie same". Inn;}mi stowy, ist-
nieja Sciste granice poza ktorymi oscylacja nie moze by¢
zsynchronizowana przez jaki$ zewnetrzny cykl. Biologicznie
istotne cechy zjawiska synchronizacji, wigzace sie z kontro-
lg rytméw okotodobowych poprzez okresowos¢ (periodycznosc)
srodowiska zewnetrznego sg dwojakie:

1) kontrolujgce wrodzony okres okotodobowy w odniesie-
niu do precyzyjnosci okresu srodowiska,

2) ustalajace odpowiedni stosunek fazowy pomiedzy oscy-
lacjg wrodzong organizmu a okresowos$cig zmiany $rodowiska.

Inaczej mowigc, pomiedzy rytmikag danego zwierzecia a
dawcg czasu Srodowiska ustala sie w czasie synchronizacji
pewien okres$lony, staty stosunek fazowy, przy tym okres T
musi by¢ zblizony dot (czyli okresu wewnetrznego, endogen-
nego zegara organizmu). T réwny 24 godzinom, a wiec okres
reprezentujagcy na ziemi dobe fizyczna, spetnia te warunki,
gdyz okres endogennyt tzw. zegara biologicznego jest tylko
zblizony do 24 godzin i jest zazwyczaj nieco krotszy lub
dtuzszy od doby fizycznej (X * 24 +/- 4 godz.), (Halberg
i wsp., 1977).

Poniewaz w niniejszej pracy warunki te zostaty spetnio-
ne (T = 24 godzin i LD 12:12), nie nma wiec podstaw twierdzic,
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ze synchronizacja (entrainment) badanych zwierzat odbywata
sie w spos6b nieprawidtowy. Intensywnos$¢ sSwiatta w okresie
jasnym doby wynosita 200-250 Ix pod zrédiem swiatta i 20-25
IXx nad powierzchnig klatek, Swiatto byto rozproszone po ca-
tym pomieszczeniu réwnomiernie, zatem i w tym wypadku nie
mozna dopatrywacé sie przyczyny indywidualnej zmiennosci ryt-
mu.

Szereg badan nad rytmika biologiczng dotyczy réznic mie-
dzygatunkowych czy nawet miedzyszczepowych, zwtaszcza doty-
czacych synchronizacji (entrainment) rytmu spontanicznego
z dawcg czasu. Prace (Oliverio i Malorni,1979; Ebihara i TsU'
ji,1980; Connolly i lynch,1981; Buttner i Wollnik,1984;
Castellano i wsp.,1985) podkreslaja, ze w badaniach, podczas
ktérych konieczne jest zabijanie pewnej liczby zwierzat
w okreslonych odstepach czasu nalezy liczy¢ sie nie tylko
z mozliwos$cig wystepowania réznic miedzygatunkowych czy mie-
dzyszczepowyoh, ale i réznic miedzy osobnikami. Stwierdzajg
to rowniez Moore-Ede i wsp. (1982).

Quay i wsp. (1971) badali wystepowanie rytmiki 24-go-
dzinnej aktywnos$ci AChE w réznych okolicach moézgu szczuréw
hodowanych pojedynczo lub po dwa osobniki w klatce. Autorzy
stwierdzili, ze tylko u szczuréw hodowanych po dwa osobniki
w klatce wystgpit wyrazny, 24-godzinny rytm aktywnosci AChE
i to'tylko w podwzgorzu i moézdzku. U zwierzat hodowanych po-
jedynczo nie stwierdzono rytmu aktywnosci tego enzymu w zad-
nej przebadanej okolicy mézgu. Wdyskusji autorzy sugeruja,
ze pewne istotne systemy metaboliczne moézgu wykazuja tylko
nieznaczng - jezeli w ogolle wykazujg - 24-godzinng rytmike.
Tak.wiec neurochemiczny lub tez neurometaboliczny 24-godzin-
ny rytm moze by¢ bardziej charakterystyczny lub mieé¢ wiekszg
amplitude tylko w pewnych systemach centralnych enzymoéw.

Wood i Rose (1979) natomiast, badajgc zmiany aktywnosci
AChE w obszarach kory motorycznej i wzrokowej szczurow hodo-
wanych po 4-8 osobnikéw w klatce i odnoszgc je do aktywnosci
motorycznej tych zwierzat doszli do wniosku, ze wyniki ich
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badan wskazujg wyraznie na Ocistg zalezno$¢ pomiedzy aktywno-
§cig AChE w korze notorycznej i ich ogdlng motoryczng akty-
wnoscig, co uwidacznia sie szczegOlnie w warunkach statej
ciemnosci (DD). Brak tej $cistej korelacji w warunkach LD
autorzy ttlumacza zwiekszong w tych warunkach liczbg czynni-
kéw srodowiskowych pobudzajacy¢h zwierzeta. Sga oni réwniez
zdania, ze blad Quaya i wsp. (1971)Acpolega+ na tym, ze nie
brali pod uwage specyfiki rytméw poszczegdlnych obszaréw ko-
ry moézgowej, a ponadto brak tej rytmiki wystgpit tylko u
zwierzat hodowanych pojedynczo w klatce.

Gdyby Quay i wsp. odnosili rytmike tego enzymu do akty-
wnos$ci motorycznej badanych zwierzat, zauwazyliby wyraZzne
zjawisko dyspersji tych rytméw, ktére moze by¢ przyczynag za-
tarcia sie rytmu w badaniach‘enzymatycznych, jak wynika to
Z przedstawionego w tej pracy materiatu. Na poparcie tego
whniosku warto jeszcze przytoczy¢ badania McKinneya (1970);
Stwierdzit on, Zze demedullacja nadnerczy prowadzi do obnize-
nia aktywnosci AChE u szczuréw hodowanych pojedynczo i do
wzrostu jej aktywnos$ci u szczurow hodowanych grupowo. Chro-
niczne podawanie dibenzyliny (phenozybenzamine hydrochlori-
de) redukuje poziom AChE w mozgu u szczuréw hodowanych poje-
dynczo a nie redukuje go w hodowlach grupowych. Interesujace
badania (Gentsch i wsp.,1981 a,b i c; 1982 a i b) dotyczace
poréwnawczych badan behawioru szczuréw hodowanych pojedynczo
i grupowo oraz wptywu réznych czynnikéw srodowiskowych na
ich rytm okotodobowy dostarczytly wiele interesujgcych i waz-
nych wnioskow. Wykazali oni, ze szczury hodowane pojedynczo
wykazujg wzrost aktywnosci lokomotorycznej w tesScie otwarte-
go pola. Aktywnos¢ spontaniczna (podstawowa) szczuréw hodo-
wanych pojedynczo ma tendencje do redukcji aktywnosci. Poje-
dynczo hodowane zwierzeta majg takze ubozsza zdolnos$¢ do
adaptacji, jednakze po 24 godzinach ré6znice miedzy zwierze-
tami pojedynczymi a grupowymi znikajg. Autorzy jednak kon-
kluduja, ze wszystkie przez nich przebadane rd6znice beha-
wioralne pomiedzy zwierzetami pojedynczymi i grupowymi wyka-



Zuja podobienstwo we wszystkich punktach czasowych cyklu
LD 12:12.

Aschoff (1979) w pracy na temat wplywu czynnikéw ze-
wnetrznych i wewnetrznych na okres mierzony w statych warun-
kach (otoczenia) podaje miedzy innymi, te wielko$¢ grupy
(liczebnos¢) takie wplywa na obraz synchronizacji rytmu oko-
todobowego, szczegdlnie na amplitude rytmu zaréwno u zwie-
rzat bezkregowych, jak i u kregowcdéw. Natomiast, jak wynika
to z nielicznych danych, zwierzeta hodowane pojedynczo moga
wykazywa¢ dtuzszy okres rytmu spontanicznego (wolno biegna-
cego) niz zwierzeta grupowe.

Z przytoczonych wypowiedzi réznych autoréw stwierdzié
mozna,iz niewiele jest jednak informacji na temat przebiegu
i obrazu rytmiki 24-godzinnej u zwierzat hodowanych pojedyn-
czo i grupowo w warunkach tD. Jedynie prace Quaya i wsp.
(1971) oraz Wooda i Rose (1979) rozwazajg ten problem. Wyni-
ka z nich niedwuznacznie, ze u zwierzat hodowanych pojedyn-
czo, rytmiczne zmiany aktywnos$ci, w tym wypadku AChE, moga
pozosta¢ nie ujawnione, podczas gdy u zwierzat grupowych
ujawniajg sie one niemal zawsze.

Z przedstawionych wniniejszej pracy wynikdw nasuwajg
sie podobne wnioski. Wykazujaca powazna dyspersje indy-
widualna aktywno$¢ motoryczna zwierzat hodowanych pojedyn-
czo moze albo sumarycznie da¢ btedny obraz rytmu lub go weca-
le nie wykaza¢ (fig. 1,2,3,4,5 i 6). Natomiast rytm aktywno-
§ci motorycznej zwierzat grupowych nawet w pewnym sensie
zaburzony interwencja eksperymentatora w czasie pobierania
materiatu, zachowuje zwykle prawidlowy obraz, do ktérego
mozna odnies¢ uzyskane wyniki pomiaréw biochemicznych. Jed-
nakze sama procedura pobierania materiatu moze by¢ réwniez
przyczyng btedu. Calvano i Reynalds (1984) badali wpltyw pro-
cedury metodycznej na okotodobowe fluktuacje kortikoidéw
osocza, CBG - globuliny (tranekortyny) oraz biatka catkowi-
tego osocza. Metoda pobierania materialu polegata na seryj-
nym, co 6 godzin przez dwie doby, pobieraniu krwi z ogonéw
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szczuréw. Zwierzeta byty hodowane pojedynczo w klatkach,
cze$¢ z nich w klatkach z bieznig kotowg, w celu réwnolegte-
go prowadzenia pomiaréw aktywnosci lokomotorycznej. Wyniki,
uzyskane w tych doswiadczeniach wskazuja, ze mimo iz 24-go-
dzinna rytmika poziomu kortikoidéw osocza wykazata typowy
przebieg dla tych zwierzat (szczurow), z wyraznym minimum

0 godzinie 6 i maksimum o 18 (poczatek ciemnej fazy), to
obraz tego xytmu u osobnikéw pojedynczych wykazywal znaczne
réznice, a 4 z 10 szczurow wykazalo rytm nietypowy. Autorzy
poczatkowo te nietypowos$S¢ przypisywali przypadkom rozprzeze-
nia rytmu spowodowanego procedurg pobierania materiatu do
badac¢. .lipoteze te poparty rownolegle przeprowadzone badania
rytmiki aktywnosci lokomotorycznej. Okazato sie, ze w okre-
sie 48 godzin pobierania materiatu aktywnos$¢ lokomotoryczna
spadta o 50% w ciggu doby. Jednak najwieksza aktywnos$¢ przy-
padata na godziny nocne. Autorzy przestrzegajag, ze nalezy
doktadnie zbadaé, jak sama procedura pobierania materiatu
wplywa na rozprzezenie rytmu lokomotorycznego; szczegélnie
wazne jest wyjmowanie zwierzat z klatek, zwitaszcza w ich
nieaktywnej fazie rytmu.

Sa nieliczne fakty, ktdére w badaniach biochemicznych
rytméw zwrécity uwage z jednej strony na liczebno$¢é zwierzat
hodowanych w klatce, z drugiej - na wplyw samej procedury
pobierania materiatu na koricowe wyniki badan. Zaréwno prze-
dyskutowane w tej pracy badania innych autorow, jak i wyni-
ki wiasne sugerujg nastepujgce wnioskKi:

Przy zachowaniu wszystkich, gwarantujacych statos$¢ Sro-
dowiska warunkéw w pomieszczeniu hodowlanym i ograniczeniu
procedury pobierania materiatu tylko do niezbednych i mozli-
wie najmniej zakitdécajacych rytmike zwierzat czynnos$ci, na-
lezy badania przeprowadza¢ na zwierzetach hodowanych w nie-
wielkich grupach i réwnolegle kontrolowaé ich rytmike loko-
motoryczna. Socjalne warunki zwierzat hodowanych grupowo
wplywajg resynchronizujgco. Ustali¢ nalezy wspolny rytm
okreslony dla wszystkich zwierzat, hodowanych w jednej gru-
pie .



Jezeli doswiadczenia wymagajg pojedynczej hodowli zwie-
rzat, niezbedna jest kontrola rytmiki lokomotorycznej prowa-
dzona réwnolegle,a pobieranie materiatu badawczego nalezy
zsynchronizowa¢ z indywidualng rytmika kazdego zwierzecia.
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and Jacek Domostawski

THE DISPERSION OF THE RHYTHM AS THE SOURCE OF ERROR IN BIO-
CHEMICAL INVESTIGATIONS OF 24-HOUR RHYTHM AT LD 12:12

Summary

In biochemical investigations of 24-hour rhythm of enzy-
me activity one has to be aware of possible dispersion of
the diurnal rhythm cf animals activity which are material
for experiment.

The cause of such a dispersion of the rhythm can be: pha-
se shift or disappearance of the rhythm in some animals as
the result of either the procedure of colecting the tissue
for experiment or uncontrolled environmental cues and social
factors, or both.

The authors of the present investigation discuss a num
ber of the phase shifts of enzyme activity rhythm caused
either by the technique of tissue collection or by the amount
of animals kept in one cage.

MpaxiiHa Bapb6auka-CypoBsk, XeHpuKk flax, HOgeth CypoBsik, fAuek [o-
MOC/1aBCKB

ABMEHVE O/CTEPCMA PUTVA - VICTOHHVK CLLWVBOK B BVIOXMIMVHECKX IC-
CIEJOBAHAX 24-HUACOBOU PUTMZKU B YCTIOBUAX /14, 12:12

Pestome

B 6voxmMmnyeckmnx mccrefoBaHUAX 24-4acoBOWM PUTMUKM aKTUBHOC-
TV 3H3VMMOB BO3HUKaeT OMacHOCTb MOCBMEHUS OUCMEPCUN CYTOYHOMN
PUTMIKM >KMBOTHBIX, OT KOTOpPbIX Opasics mMaTepuas i sH3MMaTuyec-
KUX unccnefoBaHUm.

fiBneHVe gucnepcun pUTMa 00bACHAETCA (PasoBbIMM MepemMeLLeHUs-
MA WM 3aMUPaHVEM PUTMA Y HEKOTOPbIX >XMBOTHbIX, MPUYMHONA KOTO-
pbX MOXET ObTb WM camMa npoueaypa B3STUA Martepuasna, HEKOHTpPO-
NMpyemMble PasgpadkUTENN OKPYKAIOLLEN cpefbl, a Talkoke B3aVMHbie COo-
LUnasibHble BJIUAHUA.

ABTOpbI 3TOM CTaTbW OOGCY>KAAIOT pPsf Takmx MNpuMepoB (ha3oBbIX
rnepemMeLLEHNA PUTMOB, BbI3BaHHbLIX WM & caMOol MpoLefypoi B3SATUSA
MaTepuana s orpefesieHns akKTUBHOCTU 3H3MMa, WM e BAUSHVEM
KO/IMYeCTBa BbIpALLYBAEMbIX B K/1ETKE >XVBOTHbIX.



