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Pakiet programow komputerowych
dla identyfikacji parametrow
wybranych modeli chronobiologicznych

Streszczenie

Prezentowany pakiet programéw komputerowych jest przeznaczo-
ny do analizy zaleznosci czasowych wystepujgcych w zywych organi-
zmach. Dziata on na danych liczbowych otrzymanych w wyniku
pomiaréw przeprowadzanych cyklicznie np. co 2-4 godz. w ciagu
kilku dnij tak aby ogélna liczba punktéw czasowych nie przekraczata
50. Spos6b traktowania tych wynikéw polega na znalezieniu modelu,
ktéory w statystycznie istotny sposéb bedzie opisywat dane doswiad-
czalne. W obecnej wersji pakietu zastosowano modele: liniowy, kwa-
ziliniowy i dwa modele nieliniowe. Pakiet ma budowe modutowa,
ktéora pozwala zaréwno na zréznicowanie przebiegu analizy zgodnie
z potrzebami uzytkownika, jak i na rozszerzenie jej zakresu. Moze
byc stosowany dla analizy danych z szerokiego zakresu badan wia-
sciwych chronobiologii. Dziata na mikrokomputerach typu IBM - PC.

Wprowadzenie

Znaczna liczba doswiadczen chronobiologicznych wymaga prze-
prowadzenia analizy danych eksperymentalnych w oparciu o pewne
modele matematyczne, ktére mozliwie poprawnie opisujg czasowe
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zaleznosci wystepujace w badanych procesach. Analiza taka powinna
pozwoli¢ na stwierdzenie czy badany proces biologiczny jest procesem
periodycznym, a jezeli tak, to znalez¢ oceny parametréw tego procesu
takie, jak np. mediana, akrofaza, okres. Wymaga to szerokiego
stosowania techniki komputerowej wspomaganej odpowiednim opro-
gramowaniem. Prezentowany pakiet programéw stanowi narzedzie,
przy pomocy ktérego chronobiolog moze przeprowadzi¢ analize da-
nych doswiadczalnych. Pakiet obejmuje modut edytora utatwiajgcy
przygotowanie danych, modut wstepnej analizy statystycznej oraz dwa
moduty realizujgce periodyczny model liniowy i kwaziliniowy (linea-
ryzowany) badanego przebiegu oraz dwa okresowe modele nieliniowe.
Sterowanie poszczegélnymi modutami pakietu odbywa sie przy pomocy
wyboru okreslonych opcji, czyli tzw. menu. Upraszcza to komunikacje
pomiedzy komputerem a uzytkownikiem i spetnia postulat oprogra-
mowania przyjaznego (user friendly).

Przygotonanie darych

Zasadniczym elementem - zwanym dalej punktem czasowym -
jest warto$¢ liczbowa pomiaru wielkosci biologicznej (np. poziom
enzymu w krwi lub stezenia elektrolitu) dokonanego w okreslonym
czasie. Bardzo czesto w tym samym czasie dokonuje sie Kkilku lub
kilkunastu pomiardéw (np. pobranie materiatlu od wielu osobnikéw)
tej samej wielkosci. Dla pracy pakietu programowego niezbedny jest
zbiér dostatecznej liczby punktéw czasowych. Liczba punktéw czaso-
wych niezbednych dla realizacji wybranego modelu jest zwigzana
z liczba parametréw charakterystycznych. Przy pomocy modutu edyto-
ra rezultaty pomiaréw wpisujemy do zbioru dyskowego. Edytor pozwa-
la na utworzenie zbioréw dyskowych zawierajgcych dwie postacie
danych doswiadczalnych:

1. Zbiér wszystkich danych dla kazdego punktu czasowego, w takiej
postaci, w jakiej zostaly bezposrednio zmierzone;

2. Zbidr srednich i odchylen standardowych, jesli wyniki pomiaréw
zostaly wczesniej opracowane statystycznie.
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Qba sposoby zapisu odnoszg sie do pomiaréw dokonywanych nie
tylko w réownych odstepach czasu (np. co 2 godziny). Robwnomiernag
skale czasu wprowadza sie przez podanie wartosci poczatkowej i od-
stepu pomiedzy kolejnymi pomiarami (tzw. krok czasowy pomiaru).
W przypadku nieréwnomiernej skali czasu musimy wprowadzi¢ kazda
wartos¢ czasowa oddzielnie. Ze wzgledu na poprawne obliczanie
akrofazy, w przypadku badania rytméw okotodobowych, przyjeto
konwencje, ze czas pomiaru jest liczony w stosunku do po6inocy
pierwszej kolejnej doby, czyli czas pomiaréw dokonywanych przed
po6inoca jest podawany jako liczby ujemne (zamiast czasu zegarowego
- liczba godzin pozostajgca do poéinocy). Istniejg ograniczenia doty-
czace liczby punktéw czasowych. Ze wzgledu na wymagania statystycz-
ne nie moze ich by¢ mniej niz 6. Z drugiej strony ograniczone rozmiary
pamieci programoOw nie pozwalajg na opracowywanie tymi modutami
wiecej niz 50 punktéw czasowych. Doswiadczenie pokazuje, ze ta
ostatnia liczba jest w wiekszosci przypadkéw wystarczajgca.

Wstepna analiza statystyczna

W przypadku, gdy wprowadzone zostaly wartosci wszystkich do-
konanych pomiaréw (a nie tylko srednie i odchylenia standardowe)
musimy przeprowadzi¢ wstepng analize statystyczna. Ze wzgledu na
istnienie bardzo duzej liczby znakomitych programodéw statystycznych
modut ten w prezentowanym pakiecie programowym zostat ograni-
czony do niezbednego minimum. Obejmuje ono analize wariancji
(ANOVA), wyliczenie wartosci $rednich i odchylen standardowych
dla kazdego punktu czasowego oraz przeprowadzenie testowania
istotnosci réznic pomiedzy tymi Srednimi (metodg kazdy z kazdym
w oparciu o kryterium Studenta) [8]. Przeprowadzenie testu ANOVA
ma podstawowe znaczenie dla dalszego dziatania. Jezeli w jego wyniku
uzyskamy informacje, ze czas nie réznicuje naszych pomiaréw w od-
powiednim stopniu (tzn. wariancja wewnatrzgrupowa jest wieksza lub
réwna wariancji miedzygrupowej), to dalsza praca z tymi danymi traci
sens z punktu widzenia chronobiologii. W przypadku pozytywnego
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wyniku testu ANOVA zostaje automatycznie utworzony dodatkowy
zbior dyskowy (oprécz zbioru zapisanego przez uzytkownika przy
pomocy edytora danych), ktéry zawiera wartosci $rednie i odchylenia
standardowe dla kazdego punktu czasowego. Format tego zbioru jest
dostosowany do dalszego przetwarzania przez moduty realizujgce
wybrane modele matematyczne dla proceséw okresowych (rytmicz-

nych).

Proste nodele kasinorowe

Najprostszym modelem rytmu biologicznego byt model kosinora
zaproponowany przez Halberga [4]. Zakladat on, ze cykliczny proces
biologiczny moze by¢ opisany funkcja:

(D

gdzie: F(t) - oznacza funkcje czasu
M - przecietng wartos¢ badanego przebiegu - mediana
A - maksymalng wartos¢ w badanym przebiegu - amplitu-
da
T - okres badanego przebiegu - ustalony arbitralnie na 24
godziny
) - akrofaze - wystgpienie pierwszego maksimum badane-

go przebiegu w stosunku do péinocy.

Model ten charakteryzowaty dwie cechy - z punktu widzenia
chronobiologii opisywat on tzw. rytmy dobowe, matematycznie za$
stanowit rownanie liniowe, ktére mozna rozwigzaé¢ przy pomocy metody
regresji. Wraz z rozszerzeniem zakresu badan chronobiologii na
systemy wykazujgce rytmy okotodobowe, infra- lub ultradialne, oraz
sezonowe, liniowy model kosinora okazat sie niewystarczajgcy. Natural-
na droga rozwoju tego modelu stato sie uzmiennienie okresu (tzn.
okres z wielkosci statej stawal sie parametrem zmiennym). Matema-
tycznie bylo to rownowazne odejsciu od liniowego modelu i przejsciu
do modelu nieliniowego. Rozpatrywanie modeli nieliniowych wigze
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sie ze znaczng komplikacjg obliczen. Ostatecznie w tym wariancie
dla opisu rytmu biologicznego przyjeto formute:

w ktorej wielkosci F(t), M, A, ® - majg takie samo znaczenie jak
poprzednio, zas r - jest okresem badanego przebiegu wyliczanym z
danych doswiadczalnych. Liniowy czynnik Bt opisuje mozliwy wplyw
czynnikow wolnozmiennych - dilugookresowych na badany przebieg.
Wartosci parametrow modelu oceniano na podstawie danych doswiad-
czalnych stosujgc metode najmniejszych kwadratow (MNK), tj. mini-
malizujgc forme kwadratowa:

(3)

przy czym: Q2 - oznacza minimalizowang forme kwadratowg

N - liczbe punktéw czasowych

Yj - wartosci pomiaréw (srednie) w odpowiednich punk-
tach czasowych

Ej - wartosci teoretyczne (wyliczone z modelu) w tych
samych punktach czasowych

B - zespo6t parametrow modelu

cr2j - usrednione wariancje pomiarow.

Poniewaz funkcja (2) jest nieliniowa tylko ze wzgledu na jeden
parametr (r - okres), rozwigzanie problemu mozna nieco uprosci¢
stosujac przeszukiwanie zadanego na wejsciu zakresu zmiennosci
okresu przy optymalnie dobranych pozostalych parametrach. Wynik
tego dzialania zostaje przedstawiony w postaci wykresu (rye. 1)
wartosci formy kwadratowej (3) jako funkcji parametru r. Jezeli
zostanie znalezione minimum, to jest ono traktowane jako punkt
startowy udokfadniania iteracyjnego. Otrzymany w ten sposéb kwa-
ziliniowy problem MNK jest rozwigzywany przy pomocy koncepcji
SINGULAR VALUE DECOMPOSITION (SVD). Termin ten nie
ma wilasciwego polskiego odpowiednika, a oznacza uog6lnienie
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Rye. 1. Wykres funkcji Y w zaleznosci od parametru okres -
znaleziono minimum dla wartosci T = 28 godz.

problemu witasnego na macierze prostokatne, ktérych rzad nie musi
by¢ koniecznie réwny mniejszemu wymiarowi. - SzczegOtowy opis
koncepcji i zastosowan SVD mozna znalezé¢, np. w pracy [3]. Zasad-
niczym motywem porzucenia tradycyjnego podejscia, zwigzanego
z rozwigzywaniem ukiadu réwnan normalnych, byta che¢ zapewnienia
kontroli nad numeryczng stabilnoscig wynikéw. Dalszym argumentem
za stosowaniem SVD jest czesto kiepska jakos¢ i niewielka liczebnos¢
danych pomiarowych otrzymanych w trakcie badania rytmoéw biolo-
gicznych.

W rezultacie dziatania modutu uzyskujemy (w przypadku gdy
forma kwadratowa (3) osigga minimum) wartosci parametrow M, A,
B, r, ® oraz oceny statystyczne ich bledéw. Oprécz tego jest podawana
ocena statystyczna testu x2 jako miara jakosci dopasowania modelu
do wielkosci doswiadczalnych. Dodatkowo zostaje obliczona tzw.

26



Rye. 2. Elipsa btedéw dla parametrow amplitudy (0o$ pionowa)
i akrofazy (0$ pozioma)

~elipsa btedéw” dla parametréow amplituda (A) i akrofaza (@) (ryc. 2).
Powszechnie przyjmuje sie, ze parametry rytmu nie sg istotne staty-
stycznie w przypadku gdy ,elipsa btedéw” obejmuje punkt o wspot-
rzednych, 0,0 na ptaszczyznie tych parametrow. Na zakornczenie pracy
tego modutu otrzymujemy rysunek danych, ich odchylen standardowych
oraz dopasowanych modelowych krzywych (ryc. 3), przy czym linig
przerywang zaznaczono przebieg modelu z ustalonym (24-godzinnym)
okresem.
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Rye. 3. Przykiad dopasowania modelu 1 (krzywa ciggta) do punktéw
eksperymentalnych

Linia punktowana oznacza dopasowanie modelu z ustalonym 24 -
godzinnym okresem (model Halberga). Jako$¢ dopasowania jest zla

Modele nieliniowe

Rozwdéj metodyki pomiaréw w chronobiologii doprowadzit do
wniosku, ze w wielu przypadkach proste modele typu funkcji (1) lub
(2) nie moga wystarczy¢ do zadowalajgcego opisu wynikéw pomiardw.
Spowodowato to powstanie bardziej rozbudowanych w petni nielinio-
wych matematycznych modeli rytméw biologicznych. Warto tutaj
zauwazy¢, ze z punktu widzenia metody najmniejszych kwadratéw,
doskonatg zgodnos¢ eksperymentu z teorig mozemy uzyska¢ powiek-
szajac liczbe dobieralnych (swobodnych) parametrow modelu. Jednak-
ze sg przynajmniej dwa powody, aby zwiekszanie liczby swobodnych
parametrow modelu stosowa¢ bardzo ostroznie:
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1) poniewaz wartosci parametréw sg oceniane na podstawie danych
eksperymentalnych, wiec powiekszanie liczby parametrow wigze sie
ze zwiekszeniem liczby zmierzonych punktoéw czasowych - czyli ze
zwiekszeniem objetosci przeprowadzonego doswiadczenia,;

2) dla kazdego parametru nalezy znac¢ jego tzw. interpretacje -
czyli inaczej moéwiagc, kazdy parametr matematycznego modelu powi-
nien by¢ zwigzany z biologiczng rzeczywistos$cia.

Modut programowy obecnie realizuje dwa nieliniowe modele rytméw
biologicznych. Pierwszy z nich dotyczy proceséw, ktére mozemy rozpa-
trywac jako superpozycje dwu wzajemnie niezaleznych oscylatoréw. Model
ten mozna sobie wyobrazi¢ jako sytuacje, gdy na wewnetrzny endogenny
rytm jakiego$ czynnika biologicznego naktada sie rytm egzogenny oto-
czenia zewnetrznego w stosunku do tego czynnika. Mamy wtedy do
czynienia z przypadkiem maskowania rytmu wewnetrznego przebiegiem
zewnetrznym [7]. Matematycznie sytuacja ta daje sie opisa¢ funkcja:

(4)

gdzie: M - mediana,
Al i A2 Ti i t2 <ii @2 - amplitudy, okresy i akrofazy cze-
sci endogennej i egzogennej odpowiednio.

Drugi z modeli moze by¢ stosowany w przypadku, gdy stan
dynamiczny uktadu biologicznego mozna przedstawi¢ jako oscylator
podlegajacy z jednej strony pewnym zaburzeniom (ttumieniu) zakt6ca-
jacym rytm, a z drugiej strony dziataniu zewnetrznej periodycznej
sity, ktéra prébuje narzuci¢ uktadowi witasny rytm (w postaci takiego
czynnika wymuszajgcego mozna rozwazac¢ np. cykliczne zmiany Swiatta
i ciemnosci). Z matematycznego punktu widzenia jest to model
oscylatora harmonicznego z drganiami gasngcymi dziatajgcego w zew-
netrznym polu periodycznej sity wymuszajacej. Proces tego typu mozna
opisac¢ funkcja:

FO) =M+ Ae sin(mi-~ 1+ . 2 (5)
iJ(col-G>2)+4(02h2
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przy czym: M przedstawia - mediang,
A( i ®1 - odpowiednio amplitude i akrofaze skiadowej
wiasnej rytmu;

cal i oii- czestotliwosci kotowe czesci wilasnej rytmu i sity
wymuszajacej;

H i ®2 - amplitude i akrofaze zewnetrznej sity wymusza-
jacej;

natomiast h - statg ttumienia.

Wiele innych bardziej skomplikowanych matematycznych modeli
rytméw biologicznych zostato oméwionych w pracach [5, 6]. Progra-
mowa realizacje powyzszych modeli zapewnia rozbudowany zespo6t
wyspecjalizowanych procedur komputerowych speiniajgcych warunki
metody najmniejszych kwadratéow, ktdra, tak jak i poprzednio, spro-
wadza sie do minimalizacji formy kwadratowej postaci (3). Forma
tak zapisana wyraza matematyczng posta¢ metody MNK i nie jest
zwigzana z konkretnym modelem matematycznym. Na wstepnym
etapie minimalizacji jest stosowana metoda SIMPLEKSOW - dajaca
szybko przyblizone oszacowanie obszaru minimum udoktadnianego
nastepnie przy pomocy metody gradientow. Ta ostatnia metoda daje
(w przypadku gdy minimum zostato znalezione) konnicowe wartosci
parametréow modelu wraz z oszacowaniem ich btedéw. Précz procedur
minimalizacyjnych modut realizujgcy modele nieliniowe zostat wypo-
sazony w wiele dodatkowych mozliwosci, z ktérych warto tutaj wspo-
mnie¢ dwie.

Jedna jest zwigzana z mozliwoscig otrzymywania konturéw dla
dowolnej pary parametrow (np. dla pary amplituda - akrofaza jest
to uogoélniony analog ,elipsy btedéw”). Polega ona na konstrukcji
konturu jako sladu przeciecia hiperelipsoidy, utworzonej woko6t punktu
minimum w niezredukowanej przestrzeni parametréw i ptaszczyzny
wyznaczonej przez dwa wybrane parametry (np. ptaszczyzny amplituda
- akrofaza, ryc. 4). Statystyczna interpretacja konturdw jest analogiczna
do interpretacji ,elipsy btedéw”, o ktérej wspomniano poprzednio.

Druga bierze pod uwage fakt, ze zazwyczaj dla funkcji wielopara-
metrowych, istnieje wiele tzw. minimow lokalnych. Zdecydowana
wiekszos¢ programow stosowanych dla minimalizacji funkcji po zna-
lezieniu pierwszego minimum konczy prace i nie ma praktycznie
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Rye. 4. Przykiad konturu dla wspétrzednych faza i amplituda.

Wida¢ asymetre konturu

pewnosci, czy znalezione minimum jest najlepszym - globalnym w da-
nym obszarze zmiennosci parametrow. W proponowanym rozwigzaniu
istnieje procedura, ktéra w przypadku znalezienia jednego minimum
pozwala w systematyczny sposéb poszukiwaé nastepnych, a w przy-
padku natrafienia na lepsze (mniejsza wartos¢ liczbowa formy kwa-
dratowej (3)) automatycznie powraca do procedur minimalizacyjnych
w celu udoktadnienia nowo znalezionych parametréw. Bardziej szcze-
gotowy opis idei matematycznych i stosowanych algortyméw minima-
lizacji funkcji mozna znalez¢é w pracach [1, 2]. Podobnie jak dla
modutu realizujgcego model kwaziliniowy - prace modutu nieliniowego
konczy utworzenie wykresu zawierajgcego dane doswiadczalne wraz
z btedami (odchyleniami standardowymi) i zaznaczonym przebiegiem
dopasowanej krzywej modelowej (ryc. 5). Osobny zbiér dyskowy

31



Rye. 5. Przyklad dopasowania modelu 2 do danych doswiadczalnych
identycznych jak w przykiadzie na ryc. 3.

Jako$¢ dopasowania nie budzi zastrzezen

zawiera (tab. 1) zebrane wartosci parametrow modelu wraz z btedami,
a takze wielkos¢ oceny testu A oraz odpowiadajgcy jej poziom
istotnosci bedgce miarg zgodnosci rozpatrywanego modelu z doswiad-
czeniem.
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Tabela 1

Wyniki dla modelu nieliniowego Wyniki dla modelu
kwazilinowego

Parametr Wartosé Biad Wartosé Biad
Mediana 41,4630 + 5,1218 35,004 + 3,702
Ampi 1 14,8360 + 7,9927 12,050 + 4,617
Faza 1 228,0769 + 25,5040 45,125 + 34,389
Okres 1 12,0707 + 1,1190 28,086 + 8,454
Ampl 24 10,6133 + 6,6905
Faza 24 42,1190 + 39,7755 - -
Okres 2 24,000 + ,000 -

Czynnik CHI kwadr. = ,039665 6,356

Poziom istotnosci = ,000001 0,6155

Podsumowanie

Z przytoczonego przykiadu (ryc. 1-5) widac¢, ze dla wielu typoéw
danych chronobiologicznych proste modele kosinorowe nie wystarczajg
dla ich interpretacji. Pomimo znalezienia minimum formy kwadratowej
(3) wzgledem okresu x istotnosci wynikéw amplitudy i akrofazy
ocenionych na podstawie ,elipsy btedéw” (ryc. 2) catlos¢ dopasowania
oceniona na podstawie kryterium y} jest bardzo staba (2 = 6.356
co odpowiada poziomowi istotnosci p = 0.616) - pordéwnaj ryc. 3.
Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze jak sugeruje przebieg punktéw
doswiadczalnych, badana wielko$¢ posiada dwa nieréwnowazne (o réz-
nych wysokosciach) maksima, a taki przebieg nie moze by¢ opisany
pojedynczym kosinorem. Zastosowanie do tych samych danych pro-
cedury nieliniowej - model opisany funkcjg (4) z ustalong na 24
godziny wartoscig okresu T2 daje wysoko istotne dopasowanie
(y2 = 0.04, co odpowiada poziomowi istotnosci lepszej niz p « 0.001
- ryc. 5). Przyktad ten pokazuje, jak wazne jest, aby zesp6t prowadzacy
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badania w dziedzinie chronobiologii dysponowat mozliwie duza liczbg
wariantéw opracowania danych.

Przedstawiony w niniejszyej pracy pakiet programoéw komputerowych
wydaje sie spetnia¢ postulat szerokich mozliwosci, tym bardziej, ze
stosunkowo prosto mozna go uzupeini¢ innymi potrzebnymi w danym
przypadku modelami. Pakiet programoéw zostat napisany w jezykach
programowania C i FORTRAN i wspotpracuje z mikrokomputerami
typu FOM PC z dyskiem twardym, drukarkag i dowolng popularng kartg
graficzna.

Literatura

Eadie W.T,, et. al., 1971, Statistical Methods in Experimental Physics. North-Holland
PubLCo. Amsterdam

Fletcher R. and Powell 1963, A rapidly converging descent method for
minimization comput. J., 6: 163

Forsythe G.E. etal, 1977, Computer Methods for Mathematical Computations
Englewood Cliffs. New York

Haiberg F., 1974, Glossary of Selected Chronobiologie Term, in Chronobiology.

Georg Thieme Publishers Stutgart

Moore-Ede M.C., Sulzman F.M. and Fuller C.A., 1982, The Clocks that Time Uk.
Harvard University Press, Cambridge, M A

Wever R.A., 1984, Toward a Mathematical Model of Circadian Rhythmicity. Raven
Press, New York

Minors D.S., Waterhouse J.M. 1992, Investigating the Endogenous Component of
Human Circadian Rhythms: A Review of Some Simple Alternatives to Constant
Routines. chronobiology International, Vol. 9, 55

Byrkit D.R., 1987, Statistics Today. A Comprehensive Introduction. The Benja-
min/Cummings Publishing Company In. Menlo Park, Callifornia



Jacek Domostamki

Computer Programs Pac for
gopme Chro?%biology Is

Summary

All-purpose experimental data processing package for Chrono-
biology is described. It allows to analyze the data obtained from the
short measurement series (up to 50 time pionts). The way of treating
the kind of data consist in finding a model that describes the
experimental data in a statistically significant manner. In that version
a linear model, quasilinear model, and two non-linear models are
applied. The package has modular structure which enables both the
differentation of the analysis procedure according to the needs of
the user and the extension of the scope of analysis. The package
can be used in chronobiology - oriented analysis such as, for example,
measuring the levels of enzymes in animal organs, blood pressure,
and body temperature in human and animals, affected by various
environmental and pharmacological factors. The software utilize an
IBM - PC type microcomputers.



