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Dobowe zmiany stgzenia melatoniny w osoczu krwi
niedojrzatych ptciowo loszek podczas diugiego
dnia Swietlnego™
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Lewczuk B., Bulc M., Przybylska-Gornowicz B.
Diurnal rhythm of plasma melatonin levels in immature gilts during long summer days
Summary

The level of melatonin in plasma was investigated in gilts reared during long summer days (sunrise 4°°,
sunset 20*°). Lighting in the animal's rooms was provided by windows and fluorescent lamps, which were
automatically turned on at 5 and turned off at 19%. The light intensity during photophase was 500 lux at the
level of the animal's eyes. Blood samples were taken from twelve gilts over a 24 hour period and further
sampling was continued in six pigs over the following 3 days. The effect of exposure to a 500 lux light during
the night on plasma melatonin levels was studied in the remaining six gilts. The concentration of melatonin
in the plasma was measured by direct radioimmunoassay employing an R/R/19540-16876 antibody and
iodinated tracer.

Concentrations of the investigated hormone were low during day and rapidly increased at the onset of night
during which the plasma melatonin level remained at an elevated plateau and then declined at the onset of
day. The mean concentration of plasma melatonin was about three times higher during the night compared to
daytime. Monitoring of the pineal hormone level in blood plasma over four consecutive days indicated regular
melatonin rhythms in 5 of the 6 investigated pigs. A 500 lux light (turned on for one night) did not prevent

a nocturnal increase in plasma melatonin levels.
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U prawie wszystkich dotychczas badanych gatun-
kow ssakdéw poziom melatoniny w osoczu wykazuje
wyrazny rytm dobowy. Jest on od kilku do kilkunastu
razy Wyzszy podczas nocy niz w trakcie dnia. Cyklicz-
ne zmiany stezenia melatoniny w osoczu krwi dostar-
czaja wszystkim komoérkom organizmu, zdolnym do
odbioru sygnatu melatoninowego, informacji o porze
doby. Czas trwania okresu podwyzszonego poziomu
melatoniny we krwi jest proporcjonalny do dlugosci
nocy, co dodatkowo umozliwia kodowanie informacji
0 porze roku.

W swietle dotychczas przeprowadzonych badan sek-
recja melatoniny u $wini domowej rozni si¢ od opisa-
nej u wigkszosci gatunkéw ssakow. W szeroko cyto-
wanych badaniach McConnella 1 Ellendorffa (17)
wzrost poziomu melatoniny podczas nocy stwierdzo-
no u loch przebywajacych w warunkach dwunastogo-
dzinnego dnia $wietlnego (12L:12D), natomiast jego
brak u zwierzat utrzymywanych w warunkach o§mio-
godzinnego oraz szesnastogodzinnego dnia $wietlne-

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego 3 PO6K 003 25 finanso-
wanego przez MNiSW.

go. Podobnie Reiter 1 wsp. (22) nie wykazali, typowe-
go dla innych ssakow, nocnego wzrostu aktywnosci
N-acetylotransferazy aryloalkyloaminowej i poziomu
melatoniny w szyszynce dorostych $win podczas lata
1 zimy. Wystgpowanie dobowego rytmu sekrecji me-
latoniny u $wini domowej w warunkach oswietlenia
12L:12D 1 jego brak w okresach dtugiego lub kroétkie-
go dnia $wietlnego zostaly nastgpnie potwierdzone
w szeregu eksperymentow (4, 7, 8, 11, 14, 20). W now-
szych pracach wykazano statystycznie istotny wzrost
poziomu melatoniny podczas nocy u zwierzat przeby-
wajacych w warunkach dnia $wietlnego o dtugosci od
8 do 16 godzin (2, 3, 15, 16, 27-29).
Charakterystycznq cecha sekrecji melatoniny u $wini
domowej, oprocz wystepowania dobowego rytmu sek-
recji melatoniny jedynie w mektorych warunkach
o$wietlenia, jest bardzo duze zr6znicowanie indywi-
dualnych proﬁli poziomu tego hormonu we krwi ob-
wodowej, obserwowane w wigkszosci dotychczas
wykonanych badan (10, 14, 16, 17, 20). Kilkudobowe
monitorowanie poziomu melatoniny u §win przeby-
wajacych w warunkach o$wietlenia 12L:12D,
14L:10D, 24L:0D, OL:24D wykazato brak powtarzal-
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nosci dobowych profili zmian st¢zenia hormonu szy-
szynki w osoczu krwi w trakcie kolejnych dni (14, 16).
To zjawisko jest najprawdopodobniej gtéwnym czyn-
nikiem odpowiedzialnym za ,,duze zréznicowanie
osobnicze” dobowych profili melatoninowych, opisy-
wane w do$wiadczeniach, w ktorych poziom hormo-
nu badano jedynie przez okres 24 godzin.

Celem badan bylo okreslenie poziomu melatoniny
w osoczu krwi u niedojrzatych plciowo loszek prze-
bywajacych w warunkach dlugiego dnia swietlnego.

Materiat i metody

Badania wykonano na 12 loszkach, mieszancach ras wiel-
kiej biatej polskiej oraz polskiej biatej zwistouchej, w wieku
98 + 2 dni i 0 masie ciata 37,8 &+ 2,3 kg w momencie rozpo-
czecia do§wiadczenia. Zwierzgta pochodzity z chlewni o na-
turalnych warunkach o$wietlenia. Po przewiezieniu do zwie-
rzgtarni loszki umieszczono w 1ndyw1dua1nych kOJcach
Swinie byty karmione dwukrotnie w ciagu doby (o 8% i 14%)
mieszanka pelnoporcjowa wg powszechnie przyjgtych norm
zywieniowych i miaty swobodny dostgp do poidet.

Doséwiadczenie wykonano w maju (wschod stofica ok. 4%,
zachodd stonca ok. 20°%). Oswietlenie zwierzgtarni zapewnialy
okna oraz lampy jarzeniowe, wlaczane automatycznie o 5%
i wylaczane o 19%. Natezenie $wiatta, mierzone na wysokos-
ci oczu zwierzat przy wiaczonym o$wietleniu jarzeniowym,
wynosito 500 luxow. Pobieranie probek krwi podczas nocy
wykonywano z uzyciem punktowego zrodta §wiatta o barwie
czerwonej 1 natezeniu nie przekraczajacym 2 luxow.

Po siedmiodniowym okresie adaptacji $winie poddano za-
biegowi kaniulacji zyly jarzmowej (12). Operowano po 4 loszki
dziennie przez trzy kolejne dni. Po trzech dniach od ostatnie-
go zabiegu zwierzeta podzielono na dwie rowne grupy (A oraz
B) i rozpoczgto pobieranie poprzez kaniule probek krwi wg
schematu przedstawionego na ryc. 1.

W trakcie doby I (jako poczatek kazdej doby przyjeto go-
dzing 6°) probki krwi pobierano w odstgpach jednogodzin-
nych od wszystkich 12 loszek (z grup A i1 B). Nastepnie,
w celu okreslenia powtarzalno$ci dobowych profili st¢zenia
melatoniny kontynuowano pobieranie probek krwi od loszek
z grupy A przez trzy doby: II, III i IV (do godziny 23°).
W tym okresie krew pobierano w odstgpach dwugodzinnych
podczas dnia i jednogodzinnych podczas nocy. Loszki z gru-
py B wykorzystano w badaniach nad wplywem §wiatta na
nocny poziom melatoniny w osoczu krwi. W trakcie doby VII
pozostawiono podczas nocy wlaczone oswietlenie jarzenio-
we (o intensywnos$ci 500 luxdéw na poziomie oczu zwierzat).
Probki krwi od $win z grupy B pobierano podczas doby VII
pomigdzy 12% a 6% (w odstepach jednogodzinnych).

Oznaczenia st¢zenia melatoniny w osoczu wykonano
metoda radioimmunologiczna bezposrednia wg zmodyfiko-
wanej metody Fraser i wsp. (9) z zastosowaniem przeciwciat
R/R/19540-16876 oraz '*’I-melatoniny (15). Czuto$¢ metody
wynosita 0,8 pg/ml. Wspolczynniki zmienno§ci wewnatrz-
1 migdzyseryjnej byly mniejsze niz 10%.

Wyniki oznaczen st¢zenia melatoniny opracowano statys-
tycznie przy pomocy analizy wariancji pomiaréw powtarza-
nych, z zastosowaniem testu najmniejszych istotnych roéznic
(LSD) jako procedury ,,post-hoc”. Poziom melatoniny o ana-
logicznych porach doby I i1 VII w grupie B poréwnano za po-
moca testu t-Studenta. Obliczenia statystyczne wykonano przy
uzyciu pakietow statystycznych Statistica for Windows 6.0
(Statsoft, Inc.) oraz SPSS for Windows 11.0 (SPSS, Inc.) pra-
cujacych w srodowisku Windows XP (Microsoft, Inc.).
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GRUPA A GRUPA B
Pobieranie probek krwi od 12 swin
Doba | w odstepach jednogodzinnych
pomiedzy 6.00 a 5.00
Doba Il Pobieranie prébek krwi
od 6 $win
Doba Ili co dwie godziny w dzieh
Doba IV i co godzine w nocy
Pobieranie prébek krwi
od 6 $win co godzine
Doba VI (przy wigczonym
o$wietleniu podczas nocy)

Ryec. 1. Schemat pobierania probek krwi

Wyniki i oméwienie

Podczas doby I $rednie stgzenie (n = 12) melatoniny
w osoczu krwi badanych loszek (z grup A i B) bylo
istotnie wyzsze pomigdzy godzing 20% a 5% niz pomig-
dzy godzing 6™ a 19 (ryc. 2). Sredni poziom hormonu
w trakcie nocy (od 20% do 5%) byt okoto trzy razy
wyzszy niz w dzien i nie wykazywat statystycznie istot-
nych wahan. Podczas doby I nocny wzrost st¢zenia me-
latoniny w osoczu krwi wystapit u 11 z 12 badanych
$win (ryc. 3A, 4A). Podczas dnia (a doktadniej do godz.
1800) stgzenie melatoniny w osoczu u zadnej z loszek
nie przekraczalo 10 pg/ml. W trakcie nocy poziom ba-
danego hormonu zawieral si¢ najczgsciej pomigdzy
10 a 20 pg/ml i tylko u czterech osobnikdw przekraczat
20 pg/ml.

Monitorowanie (w trakcie czterech kolejnych dob:
L IL, II1, IV) poziomu melatoniny w osoczu krwi u §win
z grupy A wykazato wystgpowanie regularnych dobo-
wych zmian stgzenia tego hormonu u pigciu z szes$ciu
badanych osobnikéw (ryc. 3A). U jednej loszki wysta-
pit bardzo duzy, prawie 10-krotny, wzrost st¢zenia me-
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Ryc. 2. Srednie stezenie melatoniny (n = 12) w osoczu krwi
w trakcie doby I u loszek z grupy A oraz B

Objasnienia: * — poziom istotnie wyzszy (p < 0,05) niz w prob-
kach pobranych pomiedzy godzing 6 a 19%
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Ryec. 3. Stezenie melatoniny
w osoczu krwi podczas doby
L IL, IIL, IV u loszek z grupy
A. A — Profile indywidualne.
B — Warto$ci Srednie (+ blad
standardowy, n = 6)

Objasnienia: a— poziom istot-
nie wyzszy niz w probkach po-
branych pomigdzy godzinag
6. a 17. podczas poprzedzaja-
cej fazy jasnej; b — poziom

istotnie wyzszy niz w probkach
pobranych pomigdzy godzing

pg/ml

6. a 19. podczas poprzedzaja-
cej fazy jasnej; ¢ — poziom
istotnie wyzszy niz w probkach
pobranych pomigdzy godzing
6. a 18. podczas poprzedzaja-
cej fazy jasnej; d — poziom
istotnie wyzszy niz w probkach
pobranych pomigdzy godzing
6. a 20. podczas poprzedzaja-
cej fazy jasnej; e — poziom
istotnie wyzszy niz w probkach

pobranych pomigdzy godzing
8. a 18. podczas poprzedzaja-

latoniny w osoczu podczas doby II. W trakcie doby 111
1 IV stezenie badanego hormonu u tego osobnika
przekraczato podczas dnia 20 pg/ml, a podczas nocy
40 pg/ml, byto zatem kilkukrotnie wyzsze niz w analo-
gicznych okresach doby 1. Analiza wariancji pomiaréw
powtarzanych wykazata statystycznie istotny wzrost po-
ziomu melatoniny w osoczu krwi u loszek z grupy A
podczas nocy doby I, II, III oraz IV (ryc. 3B).

W trakcie doby VII nocny wzrost stgzenia melatoni-
ny w osoczu krwi stwierdzono u wszystkich loszek
z grupy B (ryc. 4A). Sredni poziom melatoniny w oso-
czu tych zwierzat o godzinie 20 byt istotnie wyzszy
niz pomigdzy godzing 12% a 19%, ale nizszy od noto-
wanego pomig¢dzy godzing 21% a 400 (ryc. 4B). Srednie
stezenia melatoniny w probkach z pobran wykonanych
o tej samej porze podczas doby I oraz doby VII nie roz-
nily sig istotnie.

Uzyskane wyniki dowodza wystgpowania dobowe-
go rytmu stezenia melatoniny w osoczu krwi u loszek
przebywajacych w warunkach dhugiego dnia §wietlne-
g0. Przebieg zmian poziomu melatoniny w osoczu krwi
badanych $win odpowiada typowi C wg klasyfikacji
zaproponowanej przez Reitera (21). Charakteryzuje sig¢
on szybkim wzrostem wydzielania na poczatku nocy,
wyrownanym poziomem podczas jej trwania oraz spad-
kiem o swicie. Nalezy podkresli¢, ze amplituda dobo-
wych wahan poziomu melatoniny u $§wini jest znacznie
nizsza niz u wigkszosci dotychczas badanych gatunkow

cej fazy jasnej

ssakow, w tym m.in. owcy oraz kozy, u ktérych row-
niez wystepuje profil sekrecji typu C (25). Réznice ga-
tunkowe dotyczace wielko$ci nocnego wzrostu sekre-
cji melatoniny sa zapewne uwarunkowane odmiennos-
ciag mechanizmo6w kontrolujacych poziom syntezy tego
hormonu w pinealocytach (13).

Wystgpowanie nocnego wzrostu sekrecji melatoniny
u $win utrzymywanych w warunkach cyklu swietlnego
z dhuga faza jasna opisali dotychczas Andersson i wsp.
(3) oraz Tast 1 wsp. (27, 29). Nalezy podkresli¢, ze
w szeregu innych do$wiadczen nie stwierdzono dobo-
wych zmian poziomu hormonu szyszynki we krwi §win
przebywajacych w innych warunkach oswietlenia niz
cykl z rowna faza jasna 1 ciemna (4, 7, 8, 17). Niespo-
dziankg, zarowno w $wietle literatury, jak 1 dotychcza-
sowych badan wtasnych, stanowi wyst¢gpowanie regu-
larnego dobowego rytmu zmian stgzenia melatoniny
u prawie wszystkich badanych osobnikdw.

Wsrod czynnikdéw mogacych mie¢ wplyw na wyste-
powanie dobowych zmian poziomu melatoniny oraz
regularno$¢ ich przebiegu u $wini domowej wymienia-
ne sa: oswietlenie (8, 11, 28), uwarunkowania gene-
tyczne (2) i dojrzatos¢ piciowa (4).

Grupa czynnikéw okreslanych mianem ,,warunki
o$wietlenia” obejmuje m.in. natgzenie Swiatla podczas
dnia, sposob adaptacji do zmienionych parametrow cyk-
lu oraz sposéb przejscia fazy jasnej w ciemna i odwrot-
nie. Griffith i Minton (11) wykazali, ze wystgpowanie
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Ryc. 4. Poziom melatoniny
w osoczu krwi w trakcie
a doby I oraz doby VII u lo-
b szek z grupy B. A — Profile
a indywidualne. B — WartoSci
Srednie (= blad standardowy,
n=06)
Objasnienia: a — poziom istot-
nie wyzszy (p < 0,05) niz
w probkach pobranych pomig-
dzy godzina 12% a 19% pod-
czas poprzedzajacej fazy jas-
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nej cyklu; b — poziom istotnie
nizszy niz w probkach pobra-
nych pomigdzy godzing 21%
a 4% podczas doby VII

18:00
20:00 1
00:00
02:00
04:00 A
06:00

22:00 1

nocnego wzrostu poziomu melatoniny we krwi u $win
przebywajacych w warunkach krotkiego dnia Swietlne-
go uzaleznione jest od intensywnosci oswietlenia pod-
czas dnia. Wedtlug cytowanych autorow, zbyt mate na-
tezenie §wiatla jest odpowiedzialne za brak rytmu sek-
recji melatoniny. Jednakze pozniejsze badania Diekma-
na i Greena (8) oraz Tast i wsp. (28) zaprzeczaja istnie-
niu zaleznosci pomigdzy intensywnoscia oswietlenia
w dzien a wystgpowaniem nocnego wzrostu sekrecji
melatoniny u §wini domowej. Wyniki badan Greena
i wsp. (10) wskazuja, ze czas trwania okresu adaptacji
do nowych warunkow o$wietlenia oraz kierunek (wy-
dtuzanie lub skracanie) i sposob (gwattowny lub stop-
niowy) zmiany dtugosci dnia Swietlnego nie wptywaja
na wystgpowanie nocnego wzrostu poziomu hormonu
we krwi u $wini. Warunki o$wietlenia w do§wiadczeniu
prezentowanym w niniejszej pracy roznily si¢ od sto-
sowanych w naszych poprzednich badaniach stopnio-
wymi zmianami intensywnosci oswietlenia wieczorem
irano oraz doktadnym dopasowaniem fazy ciemnej doby
do okresu ,,naturalnej nocy”. Nie wiadomo jednak, jaki
byl wptyw tych czynnikdéw na obraz dobowych zmian
poziomu melatoniny w osoczu badanych swin.

Problem genetycznych uwarunkowan sekrecji mela-
toniny u $wini jest bardzo stabo poznany. Andersson
(2) wykazat statystycznie istotne roznice w wielkos$ci
nocnego wzrostu poziomu melatoniny w osoczu pomig-
dzy prosigtami z r6znych miotow. W badaniach wias-
nych (dane niepublikowane) obserwowano duze r6zni-
ce w przebiegu dobowych zmian poziomu melatoniny
w osoczu krwi pomigdzy grupami loszek pochodzacych
z r6znych ferm. Zatem wydaje sig, Ze genotyp moze
w istotny sposob warunkowacé funkc_]onowanle syste-
mu generujacego rytm melatoniny u $wini. Nalezy pod-
kresli¢, ze wyrazny wplyw czynnikow genetycznych na
wielkosci wydzielania melatoniny wykazano u owcy (6).

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze doj-
rzato$¢ plciowa nie wplywa na wystgpowanie dobowe-
go rytmu sekrecji melatoniny u §wini domowej (4, 8).

U zwierzat z grupy B stwierdzono statystycznie istot-
ny wzrost sredniego stgzenia melatoniny w osoczu krwi
podczas nocy doby VII, pomimo wiaczonego w tym
czasie o$wietlenia jarzeniowego. Nocny wzrost pozio-
mu hormonu szyszynki obserwowano u wszystkich
badanych zwierzat. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
o$wietlenie o natgzeniu 500 lux zastosowane przez okres
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jednej nocy nie hamuje wzrostu sekrecji melatoniny
u $wini domowej. Jednakze istotnie nizszy poziom me-
latoniny o godzinie 20 niz pomigdzy godzing 21%
a 4% sugeruje, ze spowalnia ono szybko$¢ wieczornego
wzrostu wydzielania hormonu. W analizie uzyskanych
wynikow nalezy uwzgledni¢ fakt, ze badane zwierzgta
przez wigksza czg$¢ nocy spaty, co mogto mie¢ wplyw
na poziom percepcji $wiatla. Obecne rezultaty sa zgod-
ne z otrzymanymi w naszej poprzedniej pracy, w ktorej
swinie poddano dziataniu $wiatla o identycznym nate-
zeniu przez okres jednej doby (15). Wrazliwo$¢ swin
na $wiatlo ulegta zwigkszeniu pod wptywem podania
morfiny, ktéra wyraznie stymulowata aktywnosc¢ loko-
motoryczna badanych zwierzat (15). Z kolei, poddanie
loszek dziataniu ciagltego oswietlenia o natezeniu 500
luxow przez okres 9 dni spowodowato catkowity zanik
okotodobowego rytmu sekrecji melatoniny (16).

Natezenie $wiatta niezbedne do zmniejszenia lub
catkowitego zahamowania nocnego wzrostu sekrecji
melatoniny wykazuje duze zréznicowanie gatunkowe.
U szczura $wiatlo o nat¢zeniu 2 luxéw powoduje 50%
redukcj¢ aktywnosci N-acetylotransferazy aryloalkylo-
aminowej (19). Podobnie u chomika syryjskiego obni-
zenie nocnego poziomu melatoniny obserwowano juz
przy o$wietleniu o natgzeniu 1 luxa (5). Swiatlo o nate-
zeniu 100 luxéw u myszoskoczka (26) i 450 luxow
u owcey (25) spowodowato obnizenie nocnego pozio-
mu melatoniny we krwi do wartos$ci obserwowanych
podczas dnia. Z drugiej strony, normalne o$wietlenie
laboratoryjne wtaczone podczas nocy nie zmniejszyto
poziomu melatoniny w szyszynce wiewidrki ziemnej
Richardsona (23) oraz pregowca wschodniego (24).
Pierwsze badania dotyczace wptywu $wiatta na sekre-
cje¢ melatoniny u cztowieka wskazywaty, ze typowe
o$wietlenie stosowane w domu 1 miejscu pracy (100-
-500 lux6w) nie wptywa na nocny wzrost poziomu me-
latoniny (1). W po6zniejszych badaniach stwierdzono,
ze $wiatlo o natgzeniu 200 luxow wywotuje obnizenie
nocnego poziomu melatoniny u cztowieka o 16%, §wiat-
1o o natezeniu 350 luxow o 38%, a $wiatlo o natezeniu
3000 luxow o 71% (18). Wigksza wrazliwos¢ uktadu
generujacego nocny wzrost sekrecji melatoniny u czto-
wieka opisali Trinder i wsp. (30), ktérzy poddali grupe
ludzi dziataniu §wiatta przez 2 godziny, zaczynajac 60
minut przed rozpoczeciem nocnego wzrostu poziomu
hormonu u poszczeg6élnych osobnikoéw. Cytowani au-
torzy obserwowali znaczne zmniejszenie wzrostu po-
ziomu melatoniny przy nat¢zeniu o$wietlenia 250 lu-
xOw oraz catkowite jego zahamowanie przy natgzeniu
swiatta 500 luxow 1 wigce;.
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