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Kosmos
PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

HIBERNACJA PŁAZÓW — REGULOWANY PROCES ADAPTACYJNY

Od dawna uważano, że zimą niekorzystne 
warunki środowiskowe, takie jak brak pokar
mu, a zwłaszcza obniżenie temperatury, prowa
dzą do „zawieszenia” wszelkiej aktywności ży
ciowej zwierząt. Niektórzy do dziś sądzą, że 
„zimowe lub letnie odrętwienie u ryb i płazów, 
sen zimowy ssaków” są przykładami anabiozy. 
Inni dla stanu „przeżywania zimy” przez ekto- 
termy używają terminów takich jak „rest stage” 
lub „winter stasis”. Wszystkie te zwroty zdają 
się zakładać całkowitą bierność fizjologiczną 
zwierząt podczas zimowania.

Celem prezentowanych badań było określe
nie strategii przeżywania zimy przez kręgowce 
ektotermiczne, jakimi są płazy. Obiektem na
szych badań jest żaba trawna, Rana temporaria 
(Appendix 1). Wydało nam się warte zbadania 
zagadnienie, jak organizm ten radzi sobie ze 
sprzecznymi wymaganiami, jakie w zimie sta
wia mu środowisko. Z jednej bowiem strony, 
obniżenie temperatury otoczenia wymusza dra
styczny spadek aktywności metabolicznej, a z 
drugiej, koniecznością jest przygotowanie się 
zwierząt do rozrodu i posthibernacyjnych czyn
ności życiowych.

W pierwszym etapie badań zajęto się okre
śleniem aktywności osi regulacyjnej podwzgó- 
rze-przysadka-gonady, gdyż Rana temporaria 
odbywa swoje gody bezpośrednio po zakończe
niu hibernacji. Za najlepsze mierniki aktywno
ści osi gonadowej uznaliśmy zawartość gonado- 
tropiny LH w przysadce oraz jej poziom we krwi 
w różnych okresach hibernacji.

Ponieważ wiosenna migracja płazów do 
miejsc rozrodu i same gody wymagają intensyfi

kacji procesów metabolicznych, postawiliśmy 
hipotezę, że przygotowanie do pory godowej i 
aktywności posthibernacyjnej zwierząt wymaga 
również aktywacji układów regulujących meta
bolizm. Podjęliśmy więc próbę oceny stanu 
aktywności osi regulujących czynność tarczycy 
i nadnerczy. Hormony tych gruczołów dokrew- 
nych pełnią bowiem istotne funkcje w regulacji 
przemiany materii.
. Wskaźnikami aktywności tarczycy były po

ziom jej hormonów w gruczołach i we krwi oraz 
hormonu uwalniającego tyreotropinę (TRH) w 
obszarze przedwzrokowym mózgu i w podwzgó
rzu. Zawartość adrenokortykotropiny (ACTH) 
oznaczano w przysadce i we krwi traktując ją 
jako wskaźnik aktywności osi podwzgórze-przy
sadka- nadnercza.

Wiadomo, iż funkcje prolaktyny u Anura 
wiążą się z rozrodem, osmoregulacją i metabo
lizmem, zwłaszcza z gospodarką tłuszczową, a 
więc z procesami, które muszą mieć szczególne 
znaczenie zarówno podczas hibernacji, jak i w 
czasie godów oraz aktywności pohibernacyjnej. 
Badano więc także stan funkcjonalny komórek 
prolaktynowych (PRL) w przysadce mózgowej 
R. temporaria.

Byliśmy ciekawi również, czy i jak zmiany 
aktywności układów regulacyjnych przekładają 
się na przebieg procesów fizjologicznych zacho
dzących na obwodzie. W tym celu badaliśmy 
aktywność niektórych enzymów mięśniowych 
podczas hibernacji, w okresie, w którym obser
wowaliśmy najwyraźniejsze zmiany w działaniu 
osi regulacyjnych.

Prezentowane badania były częściowo finansowane przez grant promotorski KBN Nr 6 P04C 048 11 oraz 
granty wydziałowe BW.
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Prowadzenie hibernacji żab trawnych w 
kontrolowanych stałych warunkach, tj. w poje
mnikach z napowietrzaną wodą, w stałej tem
peraturze 0-4°C (praktycznie 1,5-2,5°C), w cie
mności, oddzielnie samic i samców, stało się 
przydatnym modelem badania procesów fizjo
logicznych w tym okresie. Taki model badawczy 
pozwala oceniać zjawiska niezależnie od wpły
wu czynników zewnętrznych.

Badaniami objęto obie płcie, ale wyniki do
świadczeń przedstawione, jako przykład, na ry
sunkach dotyczą tylko samic.

Wykazano (Ryc. 1 A), że w pierwszym okre
sie hibernacji (od jej 5. do 11. tygodnia, koniec 
grudnia) zawartość gonadotropiny LH w przy
sadce i we krwi samic żaby trawnej jest bardzo 
niska; w przysadce wzrasta ona od połowy sty-

te wstępne badania doprowadziły nas do nastę
pujących wniosków:
— mimo stałych warunków, niskiej temp. (0-4) 
i ciemności w pewnym momencie hibernacji (u 
samic R. temporaria ma to miejsce około 2/3 
tego okresu) występuje spontaniczna aktywacja 
osi podwzgórze-przysadka-gonady;
— pomimo niskiej temperatury w podwzgórzu 
zachodzą najprawdopodobniej procesy syntezy, 
transportu aksonalnego, a następnie uwalnia
nia GnRH — neurohormonu odpowiedzialnego 
za syntezę i uwalnianie gonadotropin przysad
kowych, a ich sekrecja prowadzi do owulacji;
— aktywacja osi podwzgórze-przysadka-gonady 
podczas hibernacji stanowi ważny element 
przygotowania się żab do poiy godowej i pra
wdopodobnie przyczynia się do synchronizacji

Ryc. 1. A-C. Spontaniczne zmiany aktywności różnych układów regulacyjnych u samic żaby trawnej (Rana 
temporaria L.), podczas hibernacji.

A) Zawartość gonadotropiny LH w przysadce i w osoczu hibernujących żab bardzo niska, od 5. do 11. tygodnia, między 
13. a 15. tygodniem w gruczole istotnie wzrosła (5,3±1,0 vs 8,9±2,9 pg/gruczoł, p<0,0001); pod koniec hibernacji, w 22. 
tygodniu, zawartość hormonu w przysadce i we krwi wzrosła 3 i 2-krotnie w stosunku do poziomu wyjściowego (p< 0,006).
B) W 14. tygodniu (98 dzień) hibernacji widoczny jest przejściowy 10-krotny wzrost stężenia T3 w surowicy (3.0 nmol/1), 
a po nim wyższa niż przed „wyrzutem” zawartość wolnej formy hormonu w gruczole, aż do końca hibernacji: C) Podobnie 
kształtują się zmiany poziomu T4 we krwi (maksimum 100,5±9,6 nmol/1, p<0,01) i w gruczole.

cznia (13 tydzień), a obserwacje przeprowadzo
ne w pierwszych dniach marca (19 tydzień) i w 
22. tygodniu, pod koniec hibernacji, wykazały 
wzrost stężenia tej gonadotropiny także we krwi 
(S o to w sk a -B ro ch ock a  i współaut. 1992). Już

rozrodu u obu płci i stosunkowo krótkiego okre
su godów, jaki obserwuje się u tego gatunku; 
zjawisko to ma więc dla żab istotne znaczenie 
adaptacyjne.
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Hibernacyjną aktywację osi gonadowej w 
warunkach naturalnych niedawno zaobserwo
wano równeż u innego przedstawiciela rodzaju 
Ranidae, R. dybowskii (Kim i współaut. 1998).

Jak wspomniano postanowiliśmy określić 
także, czy aktywacji podlega oś regulująca czyn
ność tarczycy. Doświadczenia przeprowadzone 
zostały w takich samych stałych warunkach, 
jak poprzednio. Materiał do oznaczeń hormo
nów pobierano w dwu kolejnych sezonach hi- 
bernacyjnych. W pierwszym sezonie co 1-2 
tygodnie, a w następnym, aby określić dokład
niej dynamikę zaobserwowanego zjawiska, co 2 
dni (Ryc. IB, C, 2B, C) (K o w a lc zyk  i S otow sk a - 
B ro c h o c k a  2000).

w 98 dniu hibernacji. Tak u samic, jak i u 
samców żaby trawnej zjawisko to potwierdzono 
też w następnym sezonie hibernacyjnym. 
Stwierdzono, że wzrost poziomu hormonów 
trwał około 4-5 dni i, chociaż był nieco niższy 
niż obserwowany poprzednio, wystąpił w tym 
samym czasie (Ryc. 2A, B). Podobny, chociaż 
mniej wyraźny wzrost poziomu hormonów tar
czycy zaobserwowano również we krwi samic R. 
ridibunda, przy czym był on opóźniony w sto
sunku do występującego u R. temporaria o oko
ło 3 tygodnie (Ryc. ID).

Wyrzut hormonów tarczycy obserwowany u 
żaby trawnej jest o kilka dni poprzedzony przez 
wzrost zawartości hormonu uwalniającego ty-

Ryc. 1. D-F. Spontaniczne zmiany aktywności różnych układów regulacyjnych u samic żaby trawnej (Rana 
temporaria L.), podczas hibernacji.

D) Zmiany stężenia T4 we krwi i zawartości tego hormonu w gruczole występujące w 17. tygodniu u samic R. ridibunda 
(p<0,05) (być może „wyrzut” miał miejsce między 14. a 17. tygodniem hibernacji). E) W 13. tygodniu poziom ACTH w 
przysadce jest ponad 3 razy wyższy niż na początku hibernacji (0.129 ng/gruczoł); F) W 14 tygodniu hibernacji zarówno 
słabo, jak i silnie wypełnione hormonem komórki PRL zajmują największy procent powierzchni środkowych skrawków 
przysadki (odpowiednio, ponad 2 2  i ponad 2 %) w porównaniu z początkowym okresem hibernacji; powierzchnia jaką 
zajmują obie te kategorie komórek rośnie istotnie w porównaniu z poprzednim okresem (p<0 , 0 0 1  i p<0 ,0 1 ). Świadczy to 
zarówno o uwalnianiu, jak i o syntezie prolaktyny w tym okresie.

Wyniki badania aktywności tarczycy żaby 
trawnej, a także żaby śmieszki (R. ridibunda) 
przedstawiono na kolejnych wykresach (Ryc. 1 
B, C, D). Wskazują one na znaczny, przejściowy 
(o charakterze „wyrzutu”) wzrost stężenia we 
krwi obu hormonów tarczycy (HT: T3 — trój- 
jodotyroniny i T4 — tyroksyny) w 14 tygodniu,

reotropinę (TRH) w obszarze przedwzrokowym i 
w podwzgórzu żab trawnych obu płci (Ryc. 2C). 
Stymulacja tarczycy jest zatem wynikiem akty
wacji układu neuronów TRH w podwzgórzu 
(Ryc. 2A) (K ow a lc zyk  2000).

Wzrostowi stężenia hormonów tarczycy we 
krwi towarzyszył spadek ich zawartości w gru-
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Ryc. 2. A-D . Zmiany stężenia we krwi i zawartości 
hormonów oraz zużycia tlenu u samic żaby trawnej, 
R. temporariaw  okresie, gdy obserwowano aktywację 
osi tarczycowej oraz nadnerczowej. Badania prowa
dzono w  kolejnym sezonie, a materiał pobierano co 
2 dni.

A) Zużycie tlenu u żab w 14/15 tygodniu hibernacji (do
świadczenie pilotowe, każdy punkt średnia z 2 pomiarów). 
Pomiarów dokonywano w chłodni, tlenomierzem w przepły
wającej wodzie. B) Poziom tyroksyny we krwi i w gruczole 
(forma wolna) u żaby trawnej w okresie od 13. do 16. 
tygodnia hibernacji. C) Zawartość TRH w obszarze przed- 
wzrokowym i w podwzgórzu w okresie od 11. do 14. tygodnia 
hibernacji. D) Zawartość ACTH w przysadce i we krwi w 
okresie od 11. do 14. tygodnia hibernacji.

czole. Stwierdzono także, iż zawartość formy 
wolnej hormonów tarczycy w gruczole jest zna
cznie wyższa po ich wyrzucie niż przed nim i z 
pewnymi wahaniami utrzymuje się na bardzo 
wysokim poziomie do końca hibernacji, nawet 
w przypadku jej przedłużenia. Po hibernacji 
obserwuje się znaczny spadek zawartości hor
monów zmagazynowanych w tarczycy, co 
świadczy o ich uwalnianiu do krwi.

Mimo, iż nie wiemy czy wyrzut hormonów 
tarczycy jest jeden, czy takich wzrostów ich 
stężenia we krwi jest więcej (badania powyższe 
objęły okres od około połowy sezonu hiberna
cyjnego a materiał nie mógł być pobierany zbyt 
często) obserwacje powyższe potwierdziły naszą 
hipotezę o hibernacyjnej aktywacji układów re
gulujących metabolizm. Wskazują one na spon
taniczną aktywację wszystkich elementów osi 
tarczycowej w stałej niskiej temperaturze i w

ciemności występującą równolegle z aktywacją 
osi gonadowej w okresie około 2/3 sezonu hi
bernacyjnego oraz syntezę i gromadzenie w gru
czole gotowych do uwolnienia hormonów.

U zmiennocieplnych kręgowców strefy 
umiarkowanej (płazy, gady) wielokrotnie wyka
zywano sezonową zmienność aktywności tar
czycy. Zmiany dotyczyły poziomu HT w osoczu 
(płazy, T asak i i współaut. 1986; gady, Selle r s  
i współaut. 1982), parametrów morfologicznych 
nabłonka tarczycy (R. temporaria; Zy ś k  1987), 
zawartości hormonów w gruczole i występowa
nia zmienności dobowej ich poziomów w osoczu 
i w tarczycy (Ku h n  i współaut. 1983, 1985a; 
Gan c e d o  i współaut. 1995, 1996). Mimo, iż 
okres zimy przyjęto określać jako stan całkowi
tej stagnacji życiowej ektotermów (ang. winter 
stasis, rest stage) w piśmiennictwie spotyka się 
wzmianki świadczące o przebiegu procesów re
gulujących aktywność tarczycy u tych zwierząt 
podczas hibernacji. Wydaje się, że wzmiankom 
tym, jak dotąd, nie poświęcono dostatecznej 
uwagi. Wskazują one jednak, że u różnych ga
tunków zwierząt ektotermicznych, u Anura, a 
także np. u jaszczurek (Ku h n  i współaut. 1983, 
1985; Ga n c e d o  i współaut. 1995, 1996), akty
wacja tarczycy ma miejsce w różnych okresach 
zimowania, ale na ogół przed końcem hiberna
cji. I tak na przykład:

— u Bufojaponicus stężenie hormonów tar
czycy wzrasta w ciągu zimy i osiąga najwyższe 
wartości (5-krotny wzrost u samców i 17-krotny 
u samic) w okresie wędrówek rozrodczych. U 
tego gatunku zjawiska powyższe mają miejsce 
w „przerwie”, jaką sobie robią te ropuchy na 
gody podczas hibernacji (Ta s a k i i współaut.
1986);

— u R. ridibunda zawartość T4 stwierdzana 
w tarczycy we wrześniu, spada do 1/3 tego 
poziomu w październiku, a do stycznia obniża 
się jeszcze o połowę. Jednocześnie w styczniu 
obserwuje się istotny wzrost poziomu T4 w oso
czu (o 348% w porównaniu do wartości z 
października) (Kuhn i współaut. 1983); w  in
nych doświadczeniach poziom T4 we krwi był 
niski w grudniu (241 ±82 pg/ml), ale zaczynał 
wzrastać przed końcem hibernacji osiągając 
maksimum w marcu (1036±185 pg/ml). W tej 
samej pracy można odczytać z wykresu, że od 
stycznia do marca w tarczycy R. ridibunda zna
cznie wzrasta zawartość T4 (Kuhn i współaut. 
1985a);
— u R. perezi poziom osoczowy TH rośnie od 
października do stycznia, czemu towarzyszy 
spadek zawartości zarówno formy wolnej, jak i 
związanej T 4 w gruczole (G an ced o  i współaut. 
1995). Autorzy piszą: „Względnie wysoki poziom 
T4 (w osoczu) występuje u samców R. perezi oraz
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wysoki poziom T3 u obu płci przed końcem 
hibernacji”:
— u hibernujących w warunkach naturalnych 
żab trawnych między trzecią dekadą 
października a trzecią dekadą stycznia wyso
kość komórek nabłonka tarczycy wzrasta o 9% 
i o 3 9%, a objętość ich jąder komórkowych o 2 
i o 4% odpowiednio u samic i u samców; wzrost 
tych parametrów między III dekadą stycznia, a 
III dekadą marca ulega przyspieszeniu. Wyso
kość komórek epitelialnych wzrasta wówczas o 
16% u samic i o 31% u samców, zaś objętość 
jąder komórkowych u samic o 23% i o 55% u 
samców (Zyśk 1987).

Z powyższego przeglądu wynika, że u B. 
japorticus, R. ridibunda, R. pereziiR. temporaria 
pod koniec hibernacji następuje aktywacja na
błonka pęcherzykowego tarczycy oraz wzrost 
uwalniania T4, czemu u R. ridibunda w tym 
czasie towarzyszy również wzrost zawartości T4 
w gruczole.

Przejściowy wzrost stężenia HT w surowicy 
w drugiej połowie stycznia oraz następujące po 
nim zwiększenie się ich zawartości w tarczycy 
udowodnione w naszych badaniach mogą 
świadczyć o zmianie sposobu regulacji tarczycy 
u żab podczas hibernacji. Na podstawie na
szych (K o w a lc zyk  i S o to w s k a -B ro ch o c k a
2 0 0 0 ) i powyżej cytowanych badań wydaje się, 
że można wyróżnić dwa poziomy aktywności 
tarczycy: pierwszy, występujący w początko
wym okresie hibernacji, gdy podtrzymywarie 
jest podstawowe uwalnianie uprzednio nagro
madzonych w gruczole hormonów i drugi, ujaw
niający się pod koniec tego sezonu, wyższy, 
który wymaga pobudzenia komórek nabłonko
wych do wzmożonej syntezy i uwalniania tych 
hormonów.

U ssaków znane jest zjawisko autoregulacji 
tarczycy. Polega ono na stymulacji wychwytu i 
koncentracji jodu w gruczole wtedy, gdy spada 
w nim jego zawartość. Mechanizm ten utrzymu
je się, choć na niższym poziomie, również po 
usunięciu przysadki i uważa się go za istotny 
czynnik dostosowujący tempo transportu jodu 
do gruczołu do jego dostępności dla procesów 
syntezy hormonów w gruczole (S te r l in g  i Laza
ru s  1977). Autorzy ci piszą: .Autoregulacja za
tem jest raczej reakcją powolną, która wskazu
je, być może, na dwa poziomy kontroli tarczycy 
[...] szybką reakcję na TSH modulującą powol
niejszą autoregulacyjną kontrolę wewnętrzną”. 
Należy sądzić, że czynność tarczycy zwierząt 
ektotermicznych w warunkach hibernacji pod
lega właśnie regulacji tego typu.

W piśmiennictwie spotyka się również infor
macje sugerujące zmienną sezonowo wrażli
wość tarczycy na tyreotropinę (TSH) i/lub zmie

niającą się zdolność komórek nabłonkowych do 
syntezy hormonów u płazów (Kuhn i współaut. 
1985a). U hibernujących R. temporaria w grud
niu komórki pęcherzykowe wyraźnie nie osiąga
ją jeszcze zdolności do syntezy hormonów,^dyż 
nie występuje wówczas wbudowywanie J w 
gruczole. Być może są to symptomy tych właś
nie różnic regulacyjnych, o których wspomnia
no powyżej.

Wyniki uzyskane obecnie dokumentują 
wzrost poziomu hormonów tarczycy, a więc 
aktywację gruczołu u „zimowych” żab przeby
wających od 13-tu do 22-ch tygodni w chłodzie 
(praktycznie w temperaturze 1,5-2,5°C). Reak
cja tarczycy płazów jest zatem podobna do re
akcji obserwowanej u ssaków, u których chłód 
wzmaga wydzielanie hormonów tarczycy. Do 
podobnych wyników prowadzą niedocenione w 
literaturze doświadczenia L a g e rs p e tza  i współ
aut. (1974). Już dawno wykazali oni, że u zimo
wych żab trawnych aklimowanych do 5 i 10°C 
nabłonek pęcherzykowy na preparatach tarczy
cy stanowi około trzykrotnie wyższy procent niż 
u zwierząt aklimowanych do 24 lub 25°C, a w 
mięśniach szkieletowych i w sercu wzrasta 
aktywność dehydrogenazy bursztynianowej. W 
odróżnieniu od żab „letnich”, także mięśnie żab 
zimowych aklimowanych do temperatury 10°C 
zużywały istotnie więcej tlenu, niż przeniesione 
na 7-15 dni do 15, 25 i 35°C.

W kolejnych sezonach hibernacyjnych po
ziom badanych przez nas hormonów tarczycy 
podczas „wyrzutu” był różny (por. Rye. IB, C i 
,2B). Być może stanowi to wskazówkę, że na 
amplitudę tego zjawiska wpływają zmienne 
czynniki środowiskowe występujące przed 
przystąpieniem zwierząt do hibernacji. Procesy 
regulacyjne są być może zależne np. od poprze
dzających hibernację warunków klimatycz
nych, pokarmowych i/lub wielkości puli jodu w 
organizmie, albo też od ilości hormonów tarczy
cy nagromadzonych w gruczole, które jak się 
wydaje, są niezbędne podczas hibernacji. Jak 
wykazaliśmy, procesy te przebiegają, mimo nie- 
pobierania pokarmu przez zwierzęta, czynnika, 
który u ssaków hamuje aktywność tarczycy (ale 
np. pobudzają u kijanek R. catesbeiarta).

Wstępne badania przeprowadzone przez 
nas wskazują, że z pewnym (okołotrzytygodnio- 
wym) opóźnieniem w stosunku do żaby trawnej, 
również u żaby śmieszki obserwuje się przej
ściowy wzrost stężenia HT w osoczu (L isow ska
1998). Czy jest to powszechne zjawisko u hiber
nujących płazów i występuje także u innych 
gatunków ciepłolubnych, pozostaje do zbada
nia. R. temporaria charakteryzuje się najbar
dziej wysuniętym na północ zasięgiem występo
wania w Europie (por. Appendix 1), a jej rozród
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jest bardzo wczesny. Pora godowa występuje 
bowiem bezpośrednio po wyjściu żab z zimo
wisk, przebiega przy niskiej temperaturze wody, 
trwa krótko a zwierzęta godują masowo, co 
świadczy o stosunkowo dobrej ich synchroniza
cji rozrodczej. Zarówno preferencje temperatu
rowe obu gatunków (R. ridibunda ma zasięg 
występowania znacznie bardziej południowy), 
jak i różnice w rozrodzie mogą prowadzić do 
pewnych odmienności regulacyjnych między 
żabą śmieszką i innymi gatunkami ciepłolubny
mi, a żabą trawną (np. różne poziomy hormo
nów w osoczu i w gruczołach, różny czas rozpo
częcia i tempo syntez itp.).

Chociaż regulacja funkcji neuroendokiyno- 
wych, w tym funkcji tyreotropowej, u płazów 
zawiera jeszcze wiele niejasności istnieją liczne 
przesłanki wskazujące, że u żab TRH wzmaga 
zarówno sekrecję T4, jak i uwalnianie tyreotro- 
piny — TSH [in vitro, R. pipiens-, D e n v e r  1988). 
Wykazano również, że T3 hamuje stymulowaną 
przez TRH sekrecję TSH z przysadki. Ten ostat
ni fakt świadczy o istnieniu zależności typu: 
sprzężenie zwrotne ujemne pomiędzy aktywno
ścią tarczycy a innymi (przysadka, podwzgórze) 
poziomami regulacyjnymi osi tarczycowej u pła
zów.

Z drugiej strony wykazano, iż hormon uwal
niający gonadotropiny (GnRH) pobudza in vitro 
uwalnianie TSH [R. pipiens; D e n v e r  1988), a 
wpływ ten także jest hamowany przez T3. Z 
naszych badań również wynika, iż immunoneu- 
tralizacja GnRH powoduje spadek poziomu T4 
w surowicy hibernujących żab trawnych nie 
wywierając wpływu na stężenie T3 (Norm anto- 
w icz  1994). Są również doniesienia wskazujące, 
że obok TSH, również gonadotropiny mogą bez- 
pośrenio pobudzać sekrecję T4 z tarczycy in vitro 
(np. u kijanek R. catesbeiana).

Przedstawione dane sugerują ścisłe fun
kcjonalne powiązanie osi regulacyjnych — go- 
nadowej i tarczycowej u płazów. Zaobserwowa
ny w naszych badaniach wyrzut hormonów 
tarczycy przypada na okres, gdy u hibernują
cych żab trawnych uwalniany jest GnRH (o 
czym świadczy wzrost zawartości LH w przysad
ce) , a następnie z pewnym opóźnieniem wzrasta 
poziom tej gonadotropiny we krwi (por. Rye. 1A, 
B, C) (S o to w s k a -B ro ch oc k a  i współaut. 1992, 
K ow a lc zyk  i S o to w s k a -B ro c h o c k a  2000). Po
zwala to sądzić, że GnRH i TRH dzięki jedno
czesnemu działaniu na przysadkę koordynują 
uwalnianie gonadotropin i tyreotropiny. Z dru
giej strony, neurohormon GnRH może wpływać 
na sekrecję hormonów tarczycy zarówno bezpo
średnio pobudzając uwalnianie TSH, jak rów
nież działając pośrednio poprzez stymulację go
nadotropin. W ten sposób GnRH mógłby pełnić

funkcje synchronizatora procesów rozrodczych 
i metabolicznych w przebiegających podczas 
hibernacji procesach przygotowywania zwie
rząt do aktywnego życia po jej zakończeniu.

Aby odpowiedzieć na pytanie czy hiberna- 
cyjna stymulacja dotyczy także innych osi 
neuroendokrynowych, podjęto badania, pozio
mu hormonu kortykotropowego (ACTH) w przy
sadce i we krwi oraz komórek prolaktynowych 
(PRL) w przysadce. Ich wyniki zamieszczono na 
Rye. IE, F i 2D). Wykazują one wzrost zawarto
ści ACTH w przysadce mózgowej, któiy rozpo
czyna się w 9 tygodniu (dzień 63) i między 12. 
a 14. tygodniem hibernacji osiąga poziom około 
4-krotnie wyższy niż w początkowym jej okresie. 
Podwyższona zawartość ACTH w przysadce 
utrzymuje się także w końcowym okresie tego 
sezonu. Zmianom przysadkowego poziomu 
ACTH podczas hibernacji towarzyszą wahania 
stężenia tego hormonu we krwi (M eron k a  i 
S o to w s k a -B ro ch oc k a  1999).

Powyższe wyniki sugerują, że od 12 tygodnia 
w przysadce ma miejsce synteza i gromadzenie, 
a następnie uwalnianie hormonu kortykotropo
wego do krwi (dzieje się to prawdopodobnie za 
sprawą aktywacji CRH, czyli podwzgórzowego 
hormonu uwalniającego hormon kortykotropo- 
wy) oraz że wzrost aktywności układu nadner- 
czowego wyprzedza nieco (o około 2 tygodnie) 
aktywację osi podwzgórze-przysadka-tarczyca.

W tym samym czasie, tj. w 14. tygodniu 
hibernacji, wyraźnej zmianie ulega obraz komó
rek PRL przysadki, badanych wysoce swoistą 
metodą immunohistochemiczną (IHC). Wyniki 
przedstawiające powierzchnię jaką zajmują ko
mórki silnie i słabo wypełnione materiałem 
immunoreaktywnym (w % powierzchni prze
kroju przysadki, Rye. 1F) wskazują na istotny 
wzrost obu tych kategorii komórek w 98 dniu 
hibernacji. Analiza preparatów pochodzących z 
tego okresu sugeruje podjęcie syntezy hormo
nu, jak również jego intensywne uwalnianie 
(W itek  2000). Procesy te następują więc po 
wzroście poziomu TRH w podwzgórzu (Rye. 2C), 
który to neurohormon uważany jest u kręgow
ców (także u płazów) (Kuhn i współaut. 1985b) 
za jeden z głównych czynników uwalniających 
PRL.

U kilku gatunków zwierząt poikilotermicz- 
nych wykazano wyraźny cykl zmian sezono
wych wydzielania prolaktyny, o których można 
sądzić zarówno na podstawie obrazu komórek 
w przysadce (gady: Natrix natrix i Vipera berus\ 
S o to w s k a -B ro ch o c k a  1976, 1977), jak i pozio
mu hormonu we krwi (płazy: R. esculenta, Tri
turus carnifex, M oscon i i współaut. 1994). Ba
dania wskazują, że poziom PRL we krwi tych 
zwierząt, odwrotnie niż u ssaków, wzrasta pod
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koniec lata i jest wysoki jesienią i zimą. Wyka
zano również, że u samic R. esculenta, jesienią, 
egzogenna PRL wpływa na spadek masy i za
wartości tłuszczów zarówno w wątrobie, jak i w 
ciałach tłuszczowych z jednoczesnym znacz
nym wzrostem ich poziomu we krwi. Świadczy 
to o wzmożonym wykorzystywaniu tłuszczów 
jako źródła energii. Co ważne, jednocześnie 
utrzymuje się lub nawet lekko wzrasta zawar
tość lipidów w jajnikach (S o to w s k a -B ro ch o c k a  
i J a k lew ic z  1984). Być może taką funkcję osz
czędzającą jajniki pełni prolaktyna również 
podczas hibernacji.

Tak więc na przełomie 13. i 14. tygodnia 
eksperymentalnej hibernacji prowadzonej w 
stałych warunkach obserwuje się ogólną, spon
taniczną aktywację układów neuroendokryno- 
wych. Oznaki pobudzenia stwierdzono w osiach 
r egulacyj nych: p odwzgórzo wo - przy s adkowo - 
gonadowej, jak również tarczycowej i nadner-

getycznych (S c h la g h e c k e  i Blum  1977, 1978) i 
wiąże się ze zmianami aktywności enzymów 
uczestniczących w tych procesach. O przebiegu 
procesów metabolicznych u płazów podczas hi
bernacji wiadomo jednak niewiele.

Celem kolejnych naszych doświadczeń były 
zatem próby określenia, czy u zimujących żab 
w czasie aktywacji hormonalnej zmienia się 
zużycie tlenu, a także czy „przygotowanie do 
działania” narządów obejmuje również zmiany 
aktywności enzymów mięśniowych.

W pilotowym doświadczeniu (przeprowa
dzonym narazie na niewielkiej liczbie zwierząt) 
oznaczono zużycie tlenu u hibernujących w 
wodzie żab (Ryc. 2A). Eksperyment przeprowa
dzono w tym samym okresie, kiedy we krwi 
zwierząt spodziewano się wzrostu stężenia hor
monów tarczycy, tj. na przełomie 14. i 15. tygo
dnia hibernacji. Wykazał on znaczny wzrost 
zużycia tlenu (o 179%) w ciągu kilku dni, mię-

Ryc. 3. Stan uwodnienia mięśni oraz zawartość w nich białka i aktywność dehydrogenazy maślanowej 
(HBDH) i dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w mięśniach hibernujących żab R. temporańa ( 17 - 19  tydzień 
hibernacji).

czowej. Ponadto stwierdzono stymulację komó
rek prolaktyno wy ch w przysadce mózgowej. Fa
kty te świadczą o uogólnionym „resetowaniu” 
układu neuroendokrynowego podczas hiberna
cji. Występuje ono po okresie znacznie ograni
czonej aktywności układów regulacyjnych.

Powstało pytanie, czy i w jaki sposób zmiany 
zaobserwowane w układach regulacyjnych 
znajdują odzwierciedlenie w procesach metabo
licznych zachodzących na obwodzie?

U płazów strefy umiarkowanej występuje 
wyraźny sezonowy cykl zmian aktywności me
tabolicznej. Objawia się on m.in. zmianami w 
magazynowaniu i zużywaniu materiałów ener-

dzy 18 a 27 stycznia, co sugeruje, że to hormony 
tarczycy wzmagają pobieranie tlenu i wpływają 
na intensyfikację procesów metabolicznych 
podczas hibernacji (M eron k a  1997).

Począwszy od 14. tygodnia do końca hiber
nacji w odstępach 1-2 tygodniowych izolowano 
również mięśnie brzuchate łydki żab trawnych 
i oznaczano w nich suchą masę i poziom białka 
oraz aktywność dwóch enzymów zaangażowa
nych w metabolizm mięśniowy. Aktywność 
dehydrogenazy maślanowej (HBDH) posłużyła 
nam, jako wskaźnik przemian tlenowych i wy
korzystania źródła energii w postaci tłuszczu, a 
aktywność dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
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traktowano, jako wskazówkę nasilenia metabo
lizmu beztlenowego.

Uzyskane wyniki dotyczące samic przedsta
wiono na Rye. 3A i B. Między 17. a 19. tygo
dniem hibernacji (127-141 dzień) przejściowo 
rośnie w mięśniach aktywność obu badanych 
enzymów. Następnie, w końcowym okresie hi
bernacji utrzymuje się ona na nieco wyższym 
poziomie, niż przed zaobserwowanym wzro
stem. Ponadto, jak wykazał M eron k a  (1997) w 
mięśniach ma miejsce w tym okresie 30 % 
wzrost zawartości wody w porównaniu z okre
sem poprzednim, któremu towarzyszy istotny 
spadek zawartości białka całkowitego (przliczo- 
nego na suchą masę) utrzymujący się do końca 
hibernacji. Obserwowany przejściowy wzrost 
aktywności enzymatycznej badanych enzymów 
jest opóźniony w porównaniu z aktywacją ukła
dów regulacyjnych.

Wzrost aktywności obu badanych enzymów 
mięśniowych świadczy o ogólnej aktywacji me
tabolizmu. Natomiast, zwracające uwagę obni
żenie się poziomu białka całkowitego w mięś
niach w końcowym okresie hibernacji jest, być 
może, związane z wykorzystaniem białek jako 
substratów energetycznych w sytuacji wyczer
pania się innych zapasów. Czy jest to u żab 
skutkiem aktywacji nadnerczy pozostaje do 
zbadania. Szereg doniesień dotyczących ssa
ków (niehibernujących) wskazuje bowiem, że 
ten kataboliczny efekt może być wywołany przez 
glukokortykoidy. Istnieją, na przykład, poważ
ne przesłanki świadczące nie tylko o hamowa
niu syntezy, lecz również o ich wpływie na 
proteolizę białek mięśniowych u szczurów (Um- 
p leb y  i R u s s e ll-J o n e s  1996).

Odkrycie mechanizmów regulacyjnych 
działających podczas hibernacji w warunkach 
stałego chłodu pozwala sądzić, że mają one dla 
przeżycia zwierząt istotne znaczenie adaptacyj
ne. Przygotowują one czynnościowo narządy do 
działania w porze godowej i w okresie pohiber- 
nacyjnej aktywności.

Pora godowa płazów jest związana ze znacz
nym wysiłkiem fizycznym, nie tylko z wędrów
kami w poszukiwaniu odpowiedniego do rozro
du zbiornika wodnego, lecz również ze streso- 
gennymi sytuacjami między osobniczymi (np. 
konkurencja samców o samice itp.). Badania 
jednoznacznie wskazują, że aktywność zwie
rząt, procesy metaboliczne i działanie układów 
regulacyjnych osiągają wówczas szczytowe na
silenie.

W przypadku żaby, R. temporaria hiberna
cja jest prawdopodobnie okresem, w którym 
dokonuje się synchronizacja rozrodcza zwie
rząt, będąca pochodną „uruchomienia” ukła
dów neuroendokrynowych w ściśle określonym

czasie. Synchronizacja ta ma istotne znaczenie 
dla cyklu życiowego żab tego gatunku, zwłasz
cza w ich najbardziej północnych siedliskach, 
gdzie okres hibernacji wydłuża się do bez mała 
9 miesięcy w roku. Dzięki synchronizacji, skró
ceniu ulegają gody i więcej czasu pozostaje na 
zależny od temperatury rozwój larwalny. Doros
łe samice zyskują również dzięki temu czas 
umożliwiający przeprowadzenie witellogenezy 
w jak najkrótszym czasie.

Zaobserwowane przez nas przejściowe wzro
sty stężenia hormonów tarczycy i ACTH w oso
czu oraz ich zawartości w gruczołach występują 
u żab trawnych w kolejnych sezonach hiberna- 
cyjnych z zadziwiającą regularnością — zawsze 
w III. dekadzie stycznia. Różnice jakie stwierdzi
liśmy, to przesunięcia w kolejnych sezonach 
zaledwie o kilka dni. Fakt ten wskazuje na 
istnienie u R. temporaria endogennego „kalen
darza” precyzyjnie mierzącego czas. Jego me
chanizm jest nieznany. Z naszych badań wyni
ka jedynie, że działa on w stałym chłodzie (temp. 
0-4°C) oraz w ciemności.

U ssaków istotnym elementem umożliwiają
cym synchronizację procesów wewnętrznych z 
warunkami środowiska zewnętrznego jest hor
mon szyszynki, melatonina (Mel). Dzięki temu, 
że wydzielana jest ona tylko w ciemności, jej 
zależna od długości fotoperiodu krótsza lub 
dłuższa obecność w płynach ustrojowych niesie 
organizmom informację o porze roku.

Wstępne wyniki (Lipniacka 1994), jakie uzy
skaliśmy wskazują, że zawartość Mel w szy
szynce i we krwi żab trawnych w 10-13 tygo
dniu hibernacji jest bardzo niska. Z drugiej 
strony, mimo iż stężenie białka błonowego 
(mg/g świeżej tkanki mózgu) w styczniu jest 
niższe niż na początku i po hibernacji, wiązanie 
maksymalne znakowanej J125 Mel (Bmax), a 
więc ilość receptorów jest wówczas 2-3-krotnie 
wyższa (zarówno w przeliczeniu na gram świeżej 
tkanki, jak i mg białka; Filip  2000) w porówna
niu z wymienionymi okresami. W styczniu rów
nież istotnie wyższe jest powinowactwo recep
torów do melatoniny. Czy niski poziomu Mel 
jest sygnałem aktywującym układ neuroendo- 
kiynowy, czy też ilość receptorów i ich powino
wactwo do melatoniny kompensuje jej niskie 
stężenie podczas hibernacji i ma ona znaczenie 
jako nośnik sygnału, pozostaje do zbadania.

Nasze badania wskazują, że hibernacja pła
zów jest regulowanym stanem adaptacyjnym, w 
którym, mimo zimna i ciemności, od pewnego 
momentu uruchamiane są mechanizmy umo
żliwiające dalsze życie w zmienionych warun
kach środowiskowych. Określenia takie jak 
„rest stage” lub „winter stasis” używane często 
dla scharakteryzowania stanu przeżywania zi
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my przez zwierzęta ektotermiczne są zatem nie
odpowiednie, nie służą bowiem dobremu opiso
wi rzeczywistości.

Wzrost zużycia tlenu (który towarzyszył opi
sanemu przez nas zjawisku spontanicznej akty
wacji układu podwzgórze-przysadka-tarczyca u 
żab) podczas hibernacji jest podobny do obser
wowanego podczas epizodów hibernacyj nego 
wybudzania się ssaków (arousal) (np. u śwista
ków; A r m itag e  i współaut. 2000). Z kolei, u 
hibernujących susłów, Spermophilus decerrdi- 
rteatus (To m asi i Str ib l in g  1996), obserwowano 
we krwi wyższe poziomy hormonów tarczycy w 
okresie wybudzeń niż przed hibernacją. I wre
szcie u australijskiego warana, Varamis rosen-

bergi (R is m ille r  i M cKe lv e y  2000), stwierdzono 
podczas hibernacji występowanie okresów wy
budzeń, którym towarzyszył kilku/kilkunasto
stopniowy wzrost temperatury ciała.

Narzucają się pytania: (i) czy obserwowane 
przez nas zjawisko aktywacji układu neuro- 
endokrynowego u żab jest odpowiednikiem epi
zodu wybudzenia u warana lub ssaków; czyli (ii) 
czy wzrostowi pobierania tlenu przez żaby to
warzyszy produkcja ciepła i/lub behawioralne 
symptomy termoregulacji? Odpowiedzi na po
wyższe pytania mogą stanowić istotną prze
słankę w dyskusji o ewolucji homeotermii i 
hibernacji.

HIBERNATION OF AMPHIBIA AS REGULATED AD APTATI YE PROCESS

S u m m ary

The hypothesis that during hibernation in Rana tem
poraria the spontneous activation of regulatory processes 
takes place preparing the frogs for breeding and posthiber- 
natoiy activity was tested. The pituitary content and plasma 
concentration of gonadotropin (LH) and corticotropin 
(ACTH) were determined in different periods of experimental 
hibernation (constant temperature 0-4°C and darkness). 
The image analysis and estimation of prolactin (PRL) cell 
functional state in pituitaries were done as well. In addition, 
the content of thyreotropin releasing hormone (TRH) in 
preoptic area and hypothalamus and thyroid hormones 
(THs) in both the glands (free and bound forms) and in 
serum (total) were investigated. It was found: — the pitui
tary level of LH increased progressively starting at about 
Week 13 in second third of hibernation (middle of January):
— plasma LH concentration showed similar but delayed 
changes: — between the day 92 and 98 of hibernation (Week 
13/14) serum triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) in
creased significantly as well; — the peak of THs in the blood 
was accompanied by a slow decrease of free forms of THs, 
and the bound forms of both hormones dropped rapidly over 
this period: — the low level of serum THs but higher than 
before the peak was maintained to the end of hibernation;
— thyroid content of free THs rose significantly after their 
"surge" into the blood, reached maximal values in the 
middle of February, and remained at this level to the end of

hibernation (last week of March): — simultaneously with 
the peak of blood THs in hypothalamus the high content of 
TRH was observed; — the results were confirmed during the 
second season when the material in the period of expected 
elevation of serum THs was collected eveiy other day; — the 
elevation of pituitary ACTH content was starting as early as 
Week 9 (day 63) of hibernation and between Weeks 12 and 
14, its level was 4-fold higher than in beginning of wintering; 
— the elevated pituitary content of ACTH remained to the 
end of hibernation and its plasma level changed significant
ly during this time; — immunohistochemical image of 
pituitaries pointed out intense release of PRL starting at the 
day 98 of hibernation. Our preliminary results showed also 
an enhanced oxygen consumption and increase in activity 
of some muscle enzymes (lactic acid dehydrogenase, LDH 
and butyric acid dehydrogenase, HBDH) during Week 15 of 
frog hibernation. The presented results suggest the spon
taneous activation of the neuroendocrinal regulatory axes 
under constant conditions of experimental hibernation. 
Thus, hibernation of amphibians seems to be not only a 
temperature-dependent winter resting stage but also a 
regulated adaptative state allowing them to survive under 
hard ambient conditions and to prepare (i.e. to synchronize 
breeding and metabolic processes) for posthibematory ac
tivity.

APPENDIX 1

BIOLOGIA ŻABY TRAWNEJ, RANA TEMPORARIA L.

Rana temporaria L., jest gatunkiem żaby o 
najbardziej północnym zasięgu występowania 
w Europie. Zamieszkuje tereny od Wysp Brytyj
skich na zachodzie po Wołgę na wschodzie. Na 
północy sięga najdalszych zakątków Półwyspu 
Skandynawskiego, daleko poza Koło Podbiegu
nowe (Ryc. 1). Na południu spotyka się ją w 
Pirenejach, w Północnych Włoszech, w Alpach i 
na Półwyspie Bałkańskim (poza Grecją).

Występuje głównie na nizinach, ale w gó
rach dociera aż do krainy wiecznych śniegów 
(3000 m npm). Zimę przeżywa zagrzebana w 
mule lub piasku w strumieniach lub zakolach 
rzek o spokojnym prądzie. Czas trwania hiber
nacji żaby trawnej zależy od szerokości geogra
ficznej, a właściwie od klimatu. Długość okre
sów hibernacji i pory godowej przedstawiono w 
Tabeli 1. Wędrówki do miejsc zimowania, które 
często mają masowy charakter, żaby trawne 
rozpoczynają od drugiej dekady września. W 
warunkach klimatycznych Polski kończą się
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one około 15 października; większość żab znaj
duje się wtedy już w zimowiskach. U obu płci 
przed hibernacją masa wątroby i ciał tłuszczo
wych osiąga maksimum, a samice mają ukoń
czoną witellogenezę. Spośród wszystkich krajo
wych Anura, jeszcze tylko ropuchy szare kończą 
witellogenezę przed hibernacją. Podczas hiber-

ściej między 20. marca a pierwszymi dniami 
kwietnia. Składanie skrzeku zazwyczaj rozpo
czyna się przy temperaturze wody 5-8°C. Tem
po rozwoju kijanek jest zależne od charakteru 
zbiornika wodnego oraz od warunków klimaty
cznych, zwłaszcza temperatury. Rozwój larwal
ny trwa od 50 do 180 dni. Czasami kijanki nie

Ryc. 1. Rozmieszczenie żaby 
trawnej (Rana temporaria L.) 
(wg Juszczyka 1987).

nacji, nawet w temperaturze 1,5-2,5°C, żaby 
zachowują ruchliwość i tego ich stanu nie moż
na nazwać odrętwieniem.

Bezpośrednio po wyjściu z zimowisk żaby 
przystępują do godów. Odbywają się one najczę-

Tabela 1. Czas trwania hibernacji i pory godowej 
żaby trawnej, Rana temporaria L. w  zależności od 
warunków klimatycznych

Czas trwa 

hibernacji

nia (dni)

pory
godowej

Kraipe (Szwecja) 66°N, 16°E, 
800m npm. 275 7

Ammarnas (Szwecja) 66°N, 16°E, 
400m npm. 245 9

Umea (Szwecja) 64°N, 20°E, 
10m npm. 215 -20

Archangielsk (Rosja) 65°N, 41°E 230 _
Sórmłand (Szwecja) 59°N, 18°E, 
<150 m npm. -195 21

Warszawa (Polska) 52°N, 21°E 157 -20

Cambridge (W. Brytania) 51°N, 
0°E, 2m npm. 95 -16

Kraków (Polska) 50°N, 20°E 150 _
Kijów (Ukraina) 50°N, 30°E 130 _

zakończywszy rozwoju muszą zimować.
Dojrzałość płciową żaby trawne uzyskują 

zazwyczaj w 3. roku życia, po osiągnięciu dłu
gości ciała 41-50 mm i masy ok. 15 g przez 
samce oraz długości 47-58 mm i masy ok. 20 
g, przez samice. Dojrzałe osobniki prowadzą 
ściśle lądowy tryb życia. Spotyka się je z dala od 
zbiorników wodnych na polach uprawnych, w 
sadach i w lasach, zwłaszcza liściastych. Żaby 
te są jednak bardzo wrażliwe na wysychanie, we 
dnie chowają się w wilgotnych miejscach, a 
aktywność wykazują głównie o zmierzchu i no
cą. Najintensywniej żerują od maja do sierpnia; 
we wrześniu przestają pobierać pokarm (cho
ciaż owady, którymi się żywią są jeszcze dostę
pne) i nic nie jedzą aż do wiosny.

Cykl zjawisk sezonowych w życiu żaby traw
nej, R. temporaria L. przedstawia Ryc. 2.

(wg J uszc zyk a  1987 i E lm b er g a  1990).
Ryc. 2. Cykl roczny Rana temporaria L.
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