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Praca prezentuje wyniki wstępnych badań, których celem jest identyfikacja feromonów 
alarmowych wydzielanych przez ssaki. Przeprowadzono je na szczurach płci męskiej 
rasy Wistar. Stosowano wobec nich awersyjne bodźce sensoryczne oraz procedury 
warunkowania lęku. U badanych zwierząt obserwowano narastanie behawioralnych 
wykładników zagrożenia. W ich atmosferze zidentyfikowano związki organiczne, których 
część może odpowiadać substancjom alarmowym. W ocenianych strukturach 
węchomózgowia stwierdzono wzrost stężenia glutaminianu. 

This scientific project presents the results of preliminary examinations aimed to identify 
alarm pheromones secreted by mammals. Wistar małe rats were used for the 
experiment. Animals were treated by aversive sensoric stimuli and fear conditioning 
procedures. The animals' behaviourwas registered. Quantitative and qualitative analysis 
of air samples taken from their environment was conducted with the use of GC-FID and 
GC-MSD technics. In the rhinocephalon structures (olfactory bulb, olfactory tract) the 
concentration of glutamate was measured. During the progress of the experiment 
incresing behavioral reactions of anxiety were observed in the rats. In their atmosphere 
organie compounds were identified. Some of them can be considered to be alarm 
substances. In the examined structures of the rhinocephalon on inereased concentration 
of glutamate in each individual was revealed. 
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WSTĘP 

Feromony, związk i in fochemiczne wydzie lane przez zwierzęta („secret signals 
among animals"), odgrywa ją w a ż n ą rolę w ich spo łecznym bytowaniu. S łużą do 
wywoływania pożądanych reakcj i u osobn ików tego s a m e g o gatunku w celu 
zdobycia pożywienia, obrony, reprodukcj i , m a j ą istotne znaczenie w relacjach 
po tomstwo - matka (4, 6, 21) . Ich występowanie wykazano dotąd u ponad 1500 
ga tunków zwierząt , g łównie owadów. Fe romonami posługuje się p rawdopodob
nie w iększość organ izmów. Ich izolacja i identyf ikacja jest j ednak n iezwykle 
t rudna z uwagi na bardzo niskie stężenia u źródła i p rogowe wartośc i s tężeń 
ak tywnych. Do najbardziej znanych z 30 wyodrębn ionych grup na leżą fe romony 
płc iowe, śc ieżkowe, znaczące terytor ium, agregacyjne. rozpraszające (7, 14). 

Substancje in fochemiczne wydzie lane w sytuacji zagrożenia kolonii czy 
gniazda wywołu ją szereg reakcji lękowych. U gryzoni zaobserwowano w z m o ż e 
nie czu jnośc i i po jawienie się behawiora lnych wyk ładn ików st rachu w odpowiedz i 
na substanc je emi towane przez ich predatory i s t resowane osobnik i tego 
s a m e g o ga tunku (5, 25, 29) . W reakcj i na te substancje następowała u nich 
także zmiana ak tywnośc i uk ładu immuno log icznego mani fes tu jąca się zmn ie j 
szen iem produkcj i interleukiny 2, redukc ją cytotoksycznosci komórek NK oraz 
zw iększen iem produkcj i IgM i igG (3). Substancje te okreś la się m ianem 
fe romonów a la rmowych (3, 27) Ich detektorem u ssaków są chemoreceptory 
narządu przy lemieszowego (vomero-nasal organ - V N O ) , które za pośrednic
twem komórek mi t ra lnych dodatkowej opuszk i węchowe j (accessory olfactory 
bulb - A O B ) wysy ła ją pobudzenia do p ierwszorzędowej kory węchowe j i do 
układu odpowiedz i lękowej O U N : ciało migdałowate, jądro p rzykomorowe ( P V N -
C R H system) i mie jsce s inawe mostu ( L C - N E system) (13, 17, 22) . W y k a z a n o 
również, iż bodźce węchowe powodu ją aktywację móżdżku (26). Donos i się, że 
rolę fe romonów a la rmowych może pełnić szereg związków organ icznych: 
acykl icznych, karbocyk l icznych, heterocykl icznych. Dotychczas wyosobn iono 
substanc je a la rmowe synte tyzowane przez owady, roztocza, ryby (16, 19, 24 , 
28) . Fe romonów a la rmowych emi towanych przez ssaki nie z identy f ikowano. 
Nieznana jes t także droga ich wydzielania. Opracowan ia dotyczące emisj i 
i odbioru substancj i a la rmowych przez człowieka nie są au to rom znane. 

CEL PRACY 

Celem badań jest wytypowanie związków organicznych mogących pełnić 
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u ssaków rolę f e romonów a la rmowych. Są one e tapem real izowanego od kilku 
lat projektu badawczego s łużącego odpowiedzi na pytanie, czy na podstawie 
badań pośmier tnych możl iwa jest ocena krótkotrwałych si lnych emocj i poprze
dzających bezpośrednio zgon (9, 10, 1 1 , 12). 

MATERIAŁ I METODY 

Badania p rzeprowadzono na 18 szczurach płci męskie j rasy Wistar . Składały 
się on z t rzech częśc i . 

Część pierwsza. W 2 odseparowanych klatkach umieszczono po 4 zwierzęta. 
Klatkę z osobn ikami grupy I p rzenoszono przez 4 kole jne dni na 5 m in . do 
zamykanego kompar tmen tu o objętości 20 d m 3 , w k tórym poddawano je 
awersy jnym bodźcom sensorycznym: mechan icznym, akus tycznym, optycznym 
(8). Piątego dn ia zwierzęta pozostawiono w kompar tmenc ie w wa runkach 
całkowi tego spokoju . Każdego dnia, po wietrzeniu kompar tmen tu , umieszczano 
w nim na 5 m in . szczury grupy II, wobec których bodźcowania nie s tosowano. 
Przez cały ok res trwania eksperymentu zachowanie osobn ików przebywających 
w kompar tmenc ie było re jest rowane przez niezależnych obserwatorów. Piątego 
dnia, bezpośredn io przed wy jęc iem z kompar tmentu obu grup zwierząt, związki 
organiczne zawarte w próbkach powietrza z kompar tmentu o objętośc i 1 d m 3 

( łącznie 2 próbki) izo lowano na złoże sorbentu (Tenax - T A ) w rurce sorpcyjnej . 
Związki te uwaln iano następnie w proces ie desorpcj i termicznej i k ie rowano do 
układu G C - F I D . 

Część druga. W t rakcie pierwszych czterech dni badań, bezpośredn io po 
wyjęciu z kompar tmen tu szczurów grupy I i II, przed jego wie t rzen iem, wk ładano 
do niego na okres 5 min po 1 nowym osobniku ( łącznie 8 nowych osobn ików, 
w tym 4 kontro lne) . Kompar tment jak zwykle zamykano. Po terminacj i zwierząt 
z użyc iem C 0 2 natychmiast je dekap i towano, wy jmowano ich mózg i i sekc jono-
wano na lodzie. Oddzie lone opuszk i węchowe wraz z pasmami węchowym i 
umieszczano w c iek łym azocie. Czas, który upływał od zgonu zwierzęcia do 
umieszczenia tkanki w niskiej temperaturze nie przekraczał 5 min. W pobranej 
tkance oznaczano stężenie g lu tamin ianu przy pomocy dehydrogenazy g lu tami -
n ianowej i NAD wg Bernta i Bergmeyera oraz stężenie białka m e t o d ą Petersona 
(8). 

Część trzecia. W 2 odseparowanych klatkach umieszczono po 1 osobn iku . 
Pierwszego dnia (I etap) klatki kolejno umieszczano na 5 m in . w zamykanym 
kompar tmenc ie o objętośc i 5 d m 3 . Zwierząt nie bodźcowano. Przez 4 kole jne dni 
na zwierzęta umieszczane w kompar tmenc ie działano przez 5 min. awersy jnymi 
bodźcami sensorycznymi . Piątego dnia przez pierwsze 5 min. zwierzęta 
pozostawiano w ca łkowi tym spokoju (II etap) po czym, po wietrzeniu kompar t 
mentu , s tosowano wobec nich przez kolejne 5 min. sensoryczne bodźce (III 
etap). Tok postępowania anl i tycznego po zakończen iu każdego etapu był 
podobny jak opisany wyżej. Jedyna różnica polegała na zas tosowan iu układu 
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G C - M S D na etapie identyfikacji anal i tów. 

WYNIKI I OMÓWIENIE 

Część pierwsza. Osobnik i grupy I bezpośrednio po włożeniu do kompar t 
mentu , wykazywały od drugiego dnia narastanie behawiora lnych wyk ładn ików 
lęku, mani fes tu jących się przez zamieran ie (reakcja typu freezing) i myc ie się 
(reakcja typu grooming). Piątego dnia były one wyrażone w trakcie całego czasu 
pobytu w kompar tmenc ie ; dominowa ła w nich reakcja freezing. Zachowan ie 
osobn ików grupy II każdego dnia w trakcie przebywania w kompar tmenc ie było 
typowe. 

Ocena ch roma tog ramów ot rzymanych z analizy i lościowej ( G C - F I D ) gazowej 
zawar tośc i kompar tmen tu wykaza ła szereg związków wspó lnych dla a tmosfery 
obu g rup szczurów. Mog ła też nasuwać przypuszczenie obecnośc i zw iązków 
indywidualnych dla a tmosfery zwierząt grupy I oraz związków indywidualnych dla 
a tmosfery zwierząt grupy II. 

Część druga. Osobnik i eksponowane w atmosferze szczurów bodźcowanych 
po zauważa lnym wzdrygnięc iu (reakcja typu startle) wykazywały k ró tkot rwałą 
rekcję freezing, następnie k i lkunastosekundowe pobudzenie ruchowe (reakcja 
typu flight or fight - uciekaj a lbo walcz) , po czym zachowywały się spokojn ie. 
W pobranych st rukturach węchomózgow ia tych szczurów stwierdzono następu
jące stężenia g lu tamin ianu: 143, 1 4 1 , 137, 135 (średnia: 139) nmo l /mg białka. 
Zachowan ie osobn ików kont ro lnych, eksponowanych w a tmosferze szczurów nie 
poddawanych podźcowaniu było typowe. W strukturach węchomózgow ia tych 
szczurów wykazano następu jące stężenia g lu tamin ianu: 126, 124, 110, 106 
(średnia: 116,5) nmo l /mg białka. 

Część trzecia. U obu zwierząt , j ak w przypadku osobn ików grupy I z części 
pierwszej, obse rwowano przez kolejne dni nasi lanie się behawiora lnych oznak 
lęku przed bodźcowan iem. Ocena 6 ch roma tog ramów ot rzymanych z anal izy 
jakośc iowej ( G C - M S D ) gazowej zawar tośc i kompar tmen tu wykaza ła : powtarzal 
ne pojawianie się w II i III etapie węg lowodorów, a lkohol i , a ldehydów, ketonów, 
kwasów, est rów, zw iązków heterocykl icznych - w I etapie n ieobecnych; 
pojawienie się u obu osobn ików podobnych różnic między s tężeniami tożsamych 
zw iązków z identyf ikowanych w etapie II i III; powtarza lną obecność związków, 
których stężenia były wyższe w etapie II niż III i zw iązków o s tężeniach wyższych 
w etapie III niż II. 

DYSKUSJA 

Autorzy op racowań dotyczących zagadnienia fe romonów podkreś la ją duże 
t rudności towarzyszące ich wykrywaniu . Uważa się, że dzia ła ją one w skompl i -
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kowanych mieszan inach, których aktywność uwarunkowana jes t sk ładem 
i s tereo izomer ią pojedynczych dominu jących sk ładn ików (20, 23) . Sk ład tych 
mieszanin może zależeć nawet od takich czynników jak pora roku, dnia, czy wiek 
osobnika. 

Znaczen ie V N O w odbiorze fe romonów a larmowych oraz rola jego neuronów 
w aktywacj i uk ładu neuroendokrynowego i dalej wywoływaniu reakcj i lękowych 
zostały dobrze udokumen towane (15, 27) . Ostatnio wykazano , że kontakt 
szczurów z substanc jami a la rmowymi emi towanymi przez inne osobnik i 
powoduje w komórkach mitralnych A O B wzrost ekspres j i b iałka szybkiej 
odpowiedzi Fos (27). Zwiększenie aktywności tego białka s twierdzono także 
w regionach mózgu szczura odpowiedzia lnych za wyzwalan ie lęku i reakcje 
obronne: ciało migdałowate, jądro brzusznopośrodkowe i g rzb ie towopośrodkowe 
podwzgórza, jądro grzbietowe przedsuteczkowe i substancja szara oko łokomo-
rowa, po jego wystawien iu na działanie zapachu predatora (5). Szczury 
wprowadzone do środowiska, w którym uprzednio s t resowano inne osobnik i , 
wykazywały wzros t temperatury ciała oraz obniżenie progu d rgawkowego (2, 27) . 

W badanych przez autorów strukturach węchomózgow ia szczurów zamkn ię 
tych w a tmosferze , w której uprzednio poddawano bodźcowaniu osobnik i inne, 
stwierdzono wzrost stężenia g lutaminianu, g łównego neuroprzekażn ika 
pobudzającego O U N . Zachowan ie tych szczurów posiadało cechy reakcji 
lękowej. 

Behawiora lne wykładnik i lęku obserwowano także u szczurów, wobec których 
s tosowano procedury j ego warunkowan ia , czyli u zwierząt grupy I z częśc i 
pierwszej i zwierząt użytych w części trzeciej. Narastały one s topn iowo do 
ostatniego dnia badań. Podobne spostrzeżenia mieli inni autorzy posługujący się 
tak im s a m y m m o d e l e m doświadcza lnym (27). 

Podczas analizy jakośc iowej atmosfery szczurów poddawanych warunkowa
niu lęku (część trzecia, e tap II) z identy f ikowano związk i , k tórych stężenia były 
wyższe od stężeń tożsamych związków z identyf ikowanych w a tmosferze tych 
szczurów po ich awersy jnym bodźcowaniu (część trzecia, etap III). Mogło to mieć 
związek z pobudzenem układu sympatycznego, choc iaż towarzyszy temu 
central izacja krążenia i zmnie jszenie wydzielania gruczo łów egzokrynowych . 
Natomiast w a tmosferze szczurów bodźcowanych z identy f ikowano związk i , 
których stężenia przekraczały wartośc i s tężeń tych samych zw iązków zidentyf i
kowanych w a tmosferze szczurów poddawanych warunkowan iu lęku. Przy jmu
jąc, że część z rozpoznanych organicznych substancj i może odpowiadać 
substanc jom a la rmowym możnaby więc hipotetycznie założyć istnienie substancj i 
a la rmowych emi towanych w sytuacji zagrożenia i innych, emi towanych w sytuacj i 
ucieczki , walk i , agresj i . 

Zważywszy, że synteza fe romonów a larmowych powinna zachodzić szybko 
i że powinny one działać krótko należałoby ich szukać wśród posiadających 
prostą budowę i n iską masę cząs teczkową związków lotnych. W o b e c tego 
przypuszczenie, że rolę substancj i a la rmowych emi towanych przez ssak i pe łn ią 
kwasy t łuszczowe, sterydy i katecholaminy staje się wątp l iwe ( 1 , 18). Być może 
należałoby więc zwróc ić uwagę na te spośród z identyf ikowanych związków, które 
są kró tko łańcuchowymi węg lowodorami , a ldehydami , est rami . 
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Przedstawione badania ma ją charakter wstępny i orientacyjny. Zostały wyko
nane na niewielkiej grupie zwierząt. Uzyskane wyniki pozwala ją jednak na 
nadanie im w łaśc iwego k ierunku oraz sk łania ją do ich prowadzenia także na 
mode lu ludzk im. 

Gdyby, wybiegając w przyszłość, na podstawie pośmier tnej anal izy substancj i 
a la rmowych była możl iwa interpretacja przedśmier tnego stanu emoc jona lnego 
zmar łe j osoby, dałoby to szansę praktycznej realizacji oceny si lnych emocj i 
poprzedzających zgon w przypadkach śmierc i gwał townej , k tórym może 
towarzyszyć sytuacja kryminalna. Posiadanie takich możl iwości mogłoby odegrać 
is totną rolę w określaniu okol iczności zgonu w często t rudnych d iagnostycznie 
sądowo - lekarskich przypadkach. Stanowi łoby także cenną wskazówkę 
uk ie runkowującą czynności ś ledcze prowadzone przez organa ścigania. 
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