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Abstrakt

Melatonin je dilezity hormon majici velice rozmanité funkce. Pivodné byl nalezen
jako produkt epifyzy s 24 hodinovym rytmem syntézy, ale v pozdéjsich studiich zacalo byt
ziejmé, ze k jeho syntéze dochazi také v mnoha dalSich tkénich. Melatonin je dilezitou
soucasti cirkadidnniho systému a jeho ucinky na rytmus spanku jsou také dobfe znamé. V této
praci jsou u¢inky melatoninu na cirkadianni systém stru¢né popsany v uvodnich kapitolach.

Déle je v této praci popsan zakladni mechanismus zanétu a rozmanité interakce
melatoninu s imunitnim systémem. Melatonin vykazuje jak protizanétlivé tak prozéanétlivé
ucinky, a proto je soucasti mnoha vyzkumii vénujicich se naptiklad 1€¢bé nemoci
asociovanych s chronickymi zanéty. V praci jsou uvedeny studie tykajici se ucinkt
melatoninu na patologické stavy, jako jsou neurodegenerativni onemocnéni, revmatoidni
artritida a sepse.

Tato prace zaroven popisuje, jak zmény v aktivit¢ imunitniho systému mohou
ovliviiovat expresi melatoninu, jelikoz je znamo, Ze se nejednd o jednosmérné ptisobeni. Tato

interakce vSak v soucasné dob¢ neni zatim pfiliS znama.

Klicova slova: melatonin, cirkadianni systém, imunitni systém, zanct



Abstract

Melatonin is an important hormone which is known to have very diverse functions. It
was originally discovered as a product of the pineal gland synthesized in a 24 hour rhythm,
but in later studies was found to be synthesized in many different tissue types. Melatonin is an
important part of the circadian system and its effects on sleep rhythm are well known. The
effects of melatonin on the circadian system are briefly covered in the opening chapters of this
thesis.

Furthermore, the basic mechanism of inflammation and the diverse effects of
melatonin on the immune system are described in this thesis. Melatonin acts in an anti-
inflammatory as well as pro-inflammatory manner and is part of many research projects
focusing on curing for example diseases associated with chronic inflammation. This thesis
presents studies regarding the effects of melatonin on pathological conditions like
neurodegenerative diseases, rheumatoid arthritis and sepsis.

This thesis also describes how changes in immune system activity can change the
expression of melatonin, as it is not a one way effect. However, this interaction is not well

known yet.
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Seznam zkratek

ASMT - N-acetylserotonin-O-methyltransferaza

ATP - adenosintrifosfat

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

c30HM - cyklicky 3-hydroxymelatonin

DAG - diacylglycerol

DAMP - molekularni struktury asociované s poskozenim
ERK - extracelularni signdlem regulované kinazy
HIOMT - hydroxyindol-O-methyltransferaza

IDO - indolamin 2,3- dioxygenaza

IFNYy - interferon y

IL - interleukin

IRF-3 - interferon regula¢ni faktor 3

LPS - lipopolysacharid

MAPK - mitogenem aktivovand proteinkiniza

MHC gp I - hlavni histokompatibilni komplex glykoprotein I. tfidy
NAT - N-acetyltransferaza

nNOS - neurondlni syntetaza oxidu dusnatého

PAMP - molekuldrni struktury asociované s patogeny
PKA - proteinkindza A

PKC - proteinkinaza C

RHT - retinohypotalamicky trakt

RNS - reaktivni formy dusiku

ROS - reaktivni formy kysliku

SCG - horni cervikélni ganglia

SCN - suprachiasmatické jadro

TLR - toll-like receptor

TNFa - tumor nekrotizujici faktor o
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1. Uvod

Melatonin ma mnoho riznych funkci a plisobi na mnoha mistech v téle
mnohobunéénych organismi, jeho syntéza vSak byla pozorovéana také u nékterych
mikroorganismil. Je produkovan piedev§im v epifyze, odkud se projevuje jako regulator
cirkadiannich hodin, avSak jeho exprese je pozorovédna také v sitnici a jinych organech.
Melatonin také patii mezi silné antioxidanty a hraje vyznamnou roli v regulaci imunitniho
systému (Wurtman et al., 1963; Hardeland, 2018).

Nejznaméjsi roli melatoninu je regulace spanku. V epifyze se zacina serotonin
preménovat v melatonin ve chvili, kdy z retiny do suprachiasmatickych jader (SCN) ptichazi
signal o absenci svétla a SCN prestane blokovat sympatickymi nervy produkci melatoninu v
epifyze. Tak se melatonin stdva pro télo indikatorem denni doby nebo i ro¢niho obdobi
v zavislosti na délce dne.

V poslednich né¢kolika desetiletich probihaji mnohé studie tykajici se role melatoninu
v imunitnim systému. Melatonin vykazuje jak prozanétlivé, tak protizanétlivé ucinky. Béhem
zan&tu ma schopnost regulovat expresi cytokini, a tak regulovat prib¢h imunitni reakce. Tato
interakce je obousmérnd, aktivita imunitniho systému také ovliviiuje expresi melatoninu.
Detaily tohoto ptisobeni nejsou zatim piili§ zndmé.

Cilem této prace je shrnout jak nové, tak jiz dobfe zndmé informace tykajici se
regulani role melatoninu v imunitnim systému a poznatky ze studii zabyvajicich se

vyzkumem moznosti 1écby melatoninem.



2. Melatonin

Melatonin, neboli 5-methoxy-N-acetyl-tryptamin, je mal4, lipofilni molekula (Stankov
a Reiter, 1990), kterd se fadi mezi indolaminové hormony. Na zacatku 20. stoleti byla
studovana schopnost extrakta ptipravenych z epifyz zesvétlovat kiizi pulcii a zab pisobenim
na melanocyty. Roku 1958 byl z hovézich epifyz, ve snaze popsat latku s timto zesvétlovacim

ucinkem, izolovan melatonin a také pojmenovan (Lerner et al., 1958).

2.1 Syntéza melatoninu

Syntéza melatoninu (obr. ¢. 1) zac¢ind pfeménou tryptofanu enzymem nazyvanym
tryptofan hydroxylaza na 5-hydroxytryptofan. Jeho naslednou dekarboxylaci pomoci
aromatické aminokyselinové dekarboxyldzy vznikne serotonin, ktery je poté N-
acetyltransferazou (NAT) acetylovan na N-acetylserotonin (Weissbach et al., 1960). Reakce
pfemény N-acetylserotoninu na melatonin je katalyzovana enzymem N-acetylserotonin-O-
methyltransferaza (ASMT), také zndmym pod oznacenim hydroxyindol-O-methyltransferaza

(HIOMT) (Sugden, 1989).
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Obr. €. 1: Schéma syntézy melatoninu (popis obrazku viz kapitola 2.1). Pfevzato a upraveno

ze Sugden, 1989.

2.2 Pinealni melatonin

Epifyza, endokrinni Zlaza produkujici melatonin, také zndma pod oznacenim pineélni
zlaza, se nachazi v oddilu mezimozku zvaném epithalamus. Historicky je epifyza dilezity
organ v mnoha kulturach. Ve starovékém Egypté byla povazovdna za oko boha Hora a v
hinduistické vife za tieti oko (Nichols, 2018). Epifyza ryb, obojzivelnikd, mihuli, plazt a
ptaki je fotosensitivni, a nékolik druht ji dokonce vyuziva jako fotorecepcni organ (Mano a
Fukada, 2007). Bunky produkujici melatonin se nazyvaji pinealocyty. Pinealni melatonin je

regulovan pfitomnosti a absenci svétla ve vnéjSim prostiedi (Wurtman et al., 1963). Ze sitnice



je vedena informace o svétle prostfednictvim retinohypotalamického traktu (RHT). U RHT
bylo dokazano, ze vede signal ze sitnice do nckolika ¢asti mozku vcetné laterdlniho i
anteriorniho hypotalamu a také SCN (Costa et al., 1999), kterd funguji jako oscilator
cirkadianniho rytmu. Signal je dale vedeny z SCN pies sympatické neurony horniho
cervikdlniho ganglia (SCG), na které ptisobi inhibi¢né (Nishino et al., 1976) (obr. ¢. 2). Za
tmy dochdzi k aktivaci sympatickych nervii a uvolnéni noradrenalinu, hlavniho
neurotransmiteru podporujiciho syntézu melatoninu v epifyze, na synapsich s pinealocyty.
Noradrenalin se na postsynaptické membrané pinealocytii vaze na o1 a i adrenergni
receptory, které dalsi signalizaci zplsobuji pfeménu adenosintrifosfatu (ATP) na cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP) (Strada et al., 1972; McLeod a Cairncross, 1995).Ten aktivuje
cAMP dependentni proteinkindzu A (PKA), ktera dale fosforyluje a aktivuje NAT. Na N-
termindlni konec fosforylované NAT muze navéazat dimer proteinu 14-3-3, ktery NAT chrani
pted proteasomalni proteolyzou (Klein et al., 1983, Ganguly et al., 2001). Pinedlni melatonin
je tedy béhem 24 hodin produkovan rytmicky pod vlivem cirkadianniho systému (obr. ¢. 3).

Po syntéze je melatonin uvolnén do krevniho feciste.

Melatonin
N-acetyl-5-methoxytryptamin

Al
CH.0— FC—C—N-C—CH;

RETINOHYPOTALAMICKY
TRAKT

SUPRACHIASMATICKE JADRO
(SCN) iy

. - c &
HORNI CERVIKALNI GANGLION 70
(sca)

Obr. ¢&. 2: Stimulace sitnice svétlem, kterd vede k inhibici produkce melatoninu. Pfevzato a

upraveno z Brzezinski, 1997.
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upraveno podle Hikichi et al., 2011.

2.3 Extrapinealni melatonin

Melatonin neni syntetizovan pouze v epifyze. Nekolik let po jeho izolaci z epifyzy se
zacaly nachézet dikazy jeho syntézy a vyskytu také v jinych organech (Tab. ¢.1). V 70. letech
20. stoleti byl nalezen v sitnici u potkana jeden z enzymil syntézy melatoninu, ASMT
(Cardinali et al., 1971) a nedlouho poté byl objeven melatonin a N-acetylserotonin v
potkanim, opi¢im a lidském mozecku (Bubenik et al., 1974). Dale byla potvrzena ptitomnost
enzymi NAT a ASMT v gastrointestindlnim a reprodukénim traktu, miSe, mozkové kiire a
striatu (Stefulj et al., 2001). Melatonin je syntetizovan také v buiikdch imunitniho systému,
jak bude popsano dale (viz kapitola 6). Je tedy patrné, Ze melatonin piisobi jako hormon s
mnoha riznymi funkcemi v riznych tkdnich v téle. Vysledky nékterych studii ukazuji, ze
melatonin syntetizovany v sitnici a ¢occe také vykazuje cirkadianni rytmus (Tosini et al.,
1998, Abe et al., 2000). V jinych tkanich jako je naptiklad mozkova kira a jatra melatonin
vykazuje oscilaci béhem periody 24 hodin, ale tento rytmus neni povazZovén za cirkadianni

(Venegas et al., 2012).



Tab. €. 1: Extrapinealni tkan¢ schopné syntézy melatoninu.

Tkan Subjekt Literarni zdroje
oralni mukdza potkan Ortiz et al., 2015
slezina, thymus, kostni dfen kiecek zlaty Vishwas a Haldar, 2014

cerebellum potkan, makak, ¢loveék Bubenik et al., 1974
mozkova kiira, striatum, potkan Stefulj et al., 2001
gastrointestinalni trakt

lymfocyty, monocyty clovek Carrillo-Vico et al., 2004
makrofag potkan Martins et al., 2004
kostni dien ¢lovek, mys Conti et al., 2000
choroidni plexus potkan Quintela et al., 2018
kaze kiecek zlaty Slominski et al., 1996
vajeéniky ¢lovek Itoh et al., 1999
mitochondrie mys$ Suofu et al., 2017

jatra, ledviny, srdce potkan Sanchez-Hidalgo et al., 2009
retina potkan Sahamoto a Ishida, 1998

2.4 Melatoninové receptory

Dosud bylo objeveno nékolik typli receptori pro melatonin. MT1 a MT2 jsou
vysokoafinitni transmembranové receptory spiazené s G-proteiny, jejichZ primarni struktura
je z60 % shodna (Reppert et al., 1994; Reppert et al., 1995). Hlavni cesta signalizace
melatoninu pifes oba tyto receptory vede k inhibici adenylatcyklazy, tim k poklesu tvorby
cAMP a nasledné ke sniZeni aktivity cAMP dependentni PKA (Capsoni et al., 1994). Diky
vysoké citlivosti PKA k nizkym koncentracim cAMP neni tato kaskdda melatoninem plné
inhibovana (Hazlerigg et al., 1991). SniZeni aktivity PKA vede k poklesu fosforylace urcitych
proteini, napiiklad transkripéniho faktoru CREB (McNulty et al., 1994).

I ptes velkou strukturni podobnost se MT1 a MT2 receptory od sebe funkéné odlisuji.
MTT1 receptory jsou schopny regulovat kandly pro draslikové kationty, Ki:3 a BKca. Ki3
kandly jsou aktivovany Py podjednotkou G-proteinil. Skrz K;:3 aktivované kanaly se vyléva
K" z cytoplasmy a zplsobuje hyperpolarizaci cytoplasmatické membrany neuront. Melatonin
je takto schopen inhibovat signaliza¢ni aktivitu neuroni SCN navazanim na MT1 receptory
(Jiang et al., 1995). Druhy draslikovy kanal, BKca, reguluje vasodilataci v artériich (Zhao et

al., 2017). Studie ukazuji, ze MT1 ma vasokonstrik¢éni U€inky a signalizace prostfednictvim



MT?2 receptoru naopak vykazuje ucinky vasodilatacni (Masana et al., 2002). MT2 receptor je
dale sprazen se signalizaéni kaskddou vedouci pfes diacylglycerol a proteinkinazu C
(DAG/PKC) a dochazi k regulaci mnoha procesii v zavislosti na typu bun¢k (Hunt et al.,
2001). MT1 a MT2 receptory mohou fungovat samostatn¢ jako monomery, ale Castéji tvori
heterodimery nebo homodimery, coz je typické pro receptory sprazené s G-proteiny (Ayoub
et al., 2002). Pfed popsdnim obou vysokoafinitnich receptorti byl nalezen jejich kompetitivni
antagonista, luzindol, ktery je i dnes vyuzivany pii studiich melatoninu k blokaci téchto
receptorti (Dubocovich, 1988).

V 80. letech minulého stoleti byl nalezen, pfi studii na kfeccich, tieti receptor pro
melatonin, MT3 (Duncan et al., 1988). V pozdé¢jsi studii na pielomu stoleti bylo ale ukazano,
ze nizkoafinitni receptor MT3 je kie¢¢i homolog pro lidskou chinon reduktazu 2 (Nosjean et
al., 2000). Je tedy nutné mit na védomi afinitu melatoninu k tomuto enzymu, kontroverznim
tématem vSak zlistdva, jestli se jedna o melatoninovy receptor ¢i ne.

Diky své lipofilni povaze a malé velikosti je melatonin schopny proniknout do
cytosolu pfes cytoplasmatickou membranu a melatoninové receptory byly tedy nalezeny také
v buné¢ném jadru. Napiiklad v builkdch sleziny morcete bylo 65,6 % vazebnych mist pro
melatonin nalezeno v jaderné c¢asti v relativnim mnoZstvi k poctu vazebnych mist na
mikrozomech, mitochondriich a v cytosolu (Poon a Pang, 1992). V dalsi studii bylo popsano,
ze tento jaderny receptor patii do skupiny ROR/RZR, které¢ se jako monomery vazi k lidské
DNA, a vazba melatoninu zplisobuje inhibici exprese 5-lipoxygenazy, kterd funguje jako
klicovy enzym v syntéze prozanétlivych mediatorti leukotrientt v B lymfocytech (Steinhilber
et al., 1995). Melatonin je navazadnim na jaderné receptory napiiklad schopen zvySovat
produkei prozanétlivych cytokini IL-2 a IL-6 v lidskych lymfocytech a monocytech (Garcia-
Maurino et al., 2000). Zatimco membranové receptory melatoninu reguluji cirkadianni rytmy
organismu, receptor z rodiny ROR/RZR ma pravdépodobné vétsi funkcei v regulaci imunitniho
systému. Vysledky nové¢jsi studie vSak popisuji, ze melatonin a jeho metabolity nemaji na
receptory RORa a RORy ucinek. Status melatoninu jako ligandu téchto receptor zlstava

tedy kontroverznim tématem (Slominski et al., 2014).

2.5 Antioxidac¢ni vlastnosti melatoninu

Melatonin vykazuje vyjimecné antioxidacni vlastnosti pfimou detoxifikaci reaktivnich
forem kysliku (ROS). ROS je produkovan béhem aerobni respirace v mitochondriich a jeho
hlavnimi producenty jsou komplexy I, II a III (Holzerovd a Prokisch, 2015). Vysoké
koncentrace ROS pfi patologickych a zanétlivych stavech poskozuji proteiny, DNA a lipidy, a



zpusobuji mitochondrialni dysfunkce. Melatonin je schopen ROS piimo neutralizovat také
pomoci svych metabolitli a ty tak tvofi antioxidacni kaskddu melatoninu (Manchester et al.,
2015). Cyklicky 3-hydroxymelatonin (c30HM) vznikd po interakci melatoninu
s n¢kterymi radikaly, naptiklad hydroxylovym radikalem *OH. Metabolit c30HM ma také
antioxida¢ni ucinky, a to pievazné k peroxylovému radikalu *OOH (Galano et al., 2014).
Metabolity vznikajici po reakci c30OHM s radikaly *OOH nebo *OH jsou N-acetyl-N-formyl-
5-methoxykynuramin a N-acetyl-5-methoxykynuramin. Oba tyto metabolity vykazuji
antioxidacni aktivitu (Tan et al., 2001; Ressmeyer et al., 2003). Studie na modelu akutni sepse
u potkanii prezentovala vysledky, kde poddni exogenniho melatoninu zptsobilo sniZeni
oxida¢niho stresu a snizeni dysfunkce organii a mitochondrii (Lowes et al., 2013). Dalsi
studie byla provedena u pacientii na jednotce intenzivni péce se snizenym krevnim objemem a
s vySS§im rizikem poSkozeni tkédni oxidativnim stresem. Pfidani exogenniho melatoninu k
1écbé ulevilo pacientim od septického stavu a organové dysfunkce a zarovenl zvysilo
antioxidacéni kapacitu krve pacientd (Mistraletti et al., 2017).

Antioxidacni u¢inky melatoninu mohou byt prospésné také pii ulevovani od nasledkt
radiacni terapie. Béhem radiacni terapie vznikaji volné radikdly, které mohou poSkozovat
tkan. Studie na potkanech ukazala, Ze podavani exogenniho melatoninu pied radiacni terapii

snizilo oxidativni stres v kostni tkani a zabranilo degradaci kostni tkané (Kose et al., 2016).

3. Cirkadianni systém

Cirkadianni rytmus je oscilace fyziologickych d&ji v period€, ktera se blizi 24
hodindm. Tento rytmus je endogenni a synchronizuje se fyzikalnimi faktory vnéjSiho
prostiedi, které se nazyvaji zeitgebery, tedy udavatelé casu. Hlavnim synchronizatorem
cirkadianniho rytmu je svétlo. Endogenni rytmus u lidi byl sledovan ve studii z 60. let 20.
stoleti. Subjektiim byla odeptena jakdkoliv znamka o denni dobé, denni svétlo, ¢i kontakt s
vnéj$im sveétem. | pfes omezeni povédomi o ¢ase byl u subjektii pozorovan rytmus spanku a
bdéni blizici se 24 hodindm. Vysledky studie tedy potvrdily Aschoffovu hypotézu
biologickych hodin, které udavaji rytmus organismu (Aschoff, 1965).

Hlavnim oscilatorem cirkadianniho rytmu je SCN, jehoz neurony fidi cirkadianni
rytmus zménou exprese hodinovych genl. Rytmus je udavan zpétnovazebnou transkripéné-
translacni smyckou, kterd dale urcuje frekvenci paleni akcéniho potencidlu neuronem

(Konopka a Benzer, 1971). Tato smycka je tvofena proteiny CLOCK, BMALI, CRY a PER.



CLOCK a BMALI tvofi v jadie heterodimer a ptisobi jako transkripéni faktor pro geny Per a
Cry. Heterodimer CLOCK/BMALI1 se vdze na E-box sekvenci v promotoru Per a Cry a
iniciuje jejich transkripci. V cytoplasmé spolu proteiny PER a CRY tvofii heterodimery, které
translokuji zpét do jadra a inhibuji zde aktivitu CLOCK a BMALI heterodimeru, a tedy i
svou vlastni transkripci. PER a CRY nakonec degraduji a uzaviraji tak smycku, ktera trva
zhruba 24 hodin (Gekakis et al., 1998).

Cirkadianni rytmus je schopen se synchronizovat s dennim rytmem pies RHT, ktery
neurologicky propojuje SCN se sitnici (Costa et al., 1999). Diky tomu se projevuji rytmy
sekrece hormont, chovani, metabolismu a jinych fyziologickych projevii v synchronizaci s
denni dobou. SCN tyto signaly pienasi dal ve formé akcnich potencialt, jejichz frekvence je
vetsi pres den nez v noci (Green a Gillette, 1982). Jiné tkané jsou také schopny generovani
vlastnich cirkadiannich rytmu, avSak tyto rytmy jsou stile synchronizovany s rytmy SCN

(Yoo et al., 2004).

3.2 Rytmus exprese NAT a ASMT

NAT je vyznamny enzym podilejici se na syntéze melatoninu, jehoz aktivita vykazuje
cirkadianni rytmus. V noci se aktivita NAT mnohonasobné zvySuje a tim dochazi k rytmické
syntéze melatoninu. Ve stalé tmé nebo pfi slepoté je rytmus NAT zachovan a pfi stalém svétle
je potlacen (Klein a Weller, 1970). Mechanismus rytmu exprese NAT byl popsan v kapitole
2.2.

U syntézy dalSiho enzymu podilejiciho se na produkci melatoninu, ASMT, byl takeé
popsan cirkadianni rytmus produkce ASMT mRNA s nejvyssi koncentraci zaznamenanou v
noci, avSak nevykazoval tak vyrazné rozdily mezi no¢ni a denni koncentraci (Gauer a Craft,
1996). V novéjsi studii se ukazalo, Ze ASMT je limitujici enzym no¢ni produkce melatoninu,
jelikoz NAT v noci produkuje velky nadbytek N-acetylserotoninu, ktery ASMT nedokéze
vSechen pfeménit na melatonin. Ve dne je ale limitujicim enzymem NAT, jelikoz jeho

produkce vyrazné klesé a s nim i produkce N-acetylserotoninu (Liu a Borjigin, 2005).

4. Melatonin v kontextu cirkadianniho rytmu

Zajimavym dikazem vlivu melatoninu na fyziologické zmény v pribéhu cyklu
spanku-bdéni je jeho efekt na zménu télesné teploty. Teplota lidského téla se béhem spanku

snizuje az o 0,5 °C v prostiedi o teplot¢ v rozmezi 24,4-27,2 °C, pii probuzeni je télesna
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celou noc, inhibovalo svétlo produkci melatoninu a zvySovalo ranni télesnou teplotu zhruba o
0,5 °C oproti subjektlim spicim nebo spankove deprivovanym pii nizké intenzité (<100 lux).
Pfi podani exogenniho melatoninu subjektim vystavenym stdlému intenzivnimu svétlu se ale
ranni télesnd teplota opét piiblizila hodnotdm pozorovanym u spankové deprivovanych
subjektii pfi nizké intenzité (Strassman et al., 1991). Snizeni télesné teploty pii vysSich
koncentracich melatoninu je dano jeho vasodilatacnim pisobenim v perifernich ¢astech téla,
coz ma za nasledek ztratu télesného tepla (Van der Helm-van Mil et al., 2003).

Nocni stimulace nizkou intenzitou svétla v rozmezi 50-130 lux snizuje produkci
melatoninu v epifyze o polovinu a stimulace svétlem v rozmezi 90-180 lux podporuje bd¢lost
u lidskych subjektti (Cajochen et al., 2000). Sekrece melatoninu ovliviiuje také délku spanku.
Vysoké hladiny melatoninu pisobici po delsi dobu znamenaji pro lidské télo delsi
biologickou noc a tedy delsi ptfirozenou dobu spanku. Opak plati pro lidi, kteti pfirozené spi
kratsi dobu (Aeschenbach et al., 2003).

Poruchy spanku jsou pozorovatelné u nckolika neurodegenerativnich onemocnéni.
Naprtiklad u Parkinsonovy choroby dochdzi ke ztraté bde¢losti a ostrazitosti a je také
pozorovana S$patnd kvalita spanku v noci, coZ mlze zhorSovat symptomy nemoci. V jedné
studii byly pacientim s Parkinsonovou chorobou podavany 3 mg melatoninu 1 hodinu pfed
spankem. Jejich subjektivni kvalita spanku se vyrazné zlepSila, nebylo vSak dokézéano
zlepSeni poruchy motorickych schopnosti a snizeni ospalosti pies den (Medeiros et al., 2007).
Zhorsena kvalita spanku je také pozorovana u pacientll s Alzheimerovou chorobou, cozZ také
negativné ovliviiuje kognitivni funkci a miru aktivity pacienta pfes den. Po poddvani 2 mg
melatoninu na noc po dobu 24 tydnti se objektivni kvalita spanku u pacientti s Alzheimerovou
chorobou vyrazné zlepSila. Kognice se u pacientii 1é¢enych melatoninem nezménila oproti

pacientim, kterym bylo poddvano placebo a jimz se kognice zhorSila (Wade et al., 2014).

4.1 Vliv ro¢niho obdobi na hladinu melatoninu

Hladina melatoninu je ovliviiovana také ro¢nim obdobim, jelikoz reaguje na délku
svétlé casti dne a ovliviiuje tim tedy i fyziologické zmény zivocichli béhem roku. Tyto zmény
se tykaji nartstu télesného tuku, zvySené spotieby kysliku a zvySeného piijmu potravy pfi
kratké fotoperiodé u Syrskych kieckl (Bartness et al., 1984). Kratsi fotoperioda ma také vliv
na sniZeni reproduk¢éni aktivity zvirat. Pfi poSkozeni SCN zvifete neni epifyza schopna vnimat
délku fotoperiody a zvife se vraci do svého reprodukcéné aktivniho stavu (Rusak a Morin,
1976). Regulace sezonnich zmén melatoninu je dualezitou soucasti pirezivani zimnich

podminek a vyvadéni mlad’at v rocnim obdobi, kdy maji nejvétsi pravdépodobnost pieziti.
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5. Imunitni systém

Funkci imunitniho systému je rozpoznavat a znicit Skodlivé bunky, viry a cizi latky v
téle organismu. Imunitni systém musi také zajistit, aby neskodil vlastnim zdravym bunkam, a
musi byt tedy spravné regulovan, aby nedoslo ke vzniku autoreaktivnich T lymfocytd, nebo
chronickému zanétu, ktery vede k poSkozeni vlastni tkdné zivocicha. Imunitni systém se
sklada ze skupin imunitnich a podpirnych bun€k a humoralni slozky zprostfedkovavajici
imunitni odpovéd’. Tyto buiiky jsou zafazeny do nespecifického a specifického imunitniho
systému. Nespecificky systém je aktivovan pfi prvnim styku s patogenem a aktivuje antigenné
nespecifickou imunitni odpovéd’. Po stimulaci specifického imunitniho systému antigeny z
patogenu se aktivuje antigenné specifickd imunitni odpoveéd, kterd je zprostiedkovana

protilatkami a mize dochazet k tvorbé pamétovych T a B lymfocytl (Santori, 2015).

5.1 Zanét

Patogen miize byt v téle zneSkodnén mnoha zptisoby, naptiklad enzymy v zaludku a
slinach nebo kyselym pH Zaludecnich §tav. DileZitym mechanismem zneskodnéni patogenu
je fyziologicky zanét. Fyziologicky zanét je odpovéd’ na Skodlivé podminky nebo infekci. Je
télu prospésny, pokud je spravné fizeny a pusobi proti patogeniim, toxickym latkdm nebo
poSkozenym buiikkam vlastniho téla. Pfi Spatné regulaci se mize stat télu Skodlivy a pfiejit
napiiklad v septicky Sok, anafylakticky Sok nebo chronicky zanét. Dilezitym mechanismem
zangtu je po vyfeSeni patogenni situace vratit télo do homeostatického stavu. Pokud zanét trva
déle nez Sest tydnti, jedna se o chronicky zanét, ktery mtize vzniknout z akutniho zanétu nebo
béhem autoimunitniho onemocnéni. Chronicky zanét je nebezpecny, protoZze pii ném dochézi
k dlouhodobému poskozovani tkani (Carlberg et al., 2016). Na chronickém i akutnim zanétu

se podili nespecifickd a specificka imunitni odpovéd’ (Lo et al., 1999).

5.2 Nespecificka imunitni odpovéd

Vrozend imunita funguje antigenné nespecificky a jeji aktivace je nutna k aktivaci
antigenn¢ specifické imunity. Na nespecifick¢é imunitni odpovédi se podili mnoho riiznych
typa bunék. Jsou jimi naptiklad makrofagy diferencované z monocytt, které presly z krve do
tkan¢. Makrofadgy maji schopnost fagocytézy a pohlcuji cizi substance, cizi buiiky i vlastni
mrtvé buniky (Ebert a Florey, 1939). Fagocytozy se také ucastni neutrofilni granulocyty. Tyto

bunky pracuji na zéklad€ rozeznavani patogenné specifickych membranovych struktur PAMP
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(podle anglického ,,pathogen-associated molecular patterns*) pomoci Toll-like receptort
(TLR). TLR byly nalezeny u obratlovci jako homology Toll receptorti identifikovanych u
Drosophily melanogaster (Medzhitov et al., 1997). Tyto Toll receptory byly popsany jako
transmembranové proteiny s extracelularnimi doménami obsahujicimi repetitivni sekvence
bohaté na leucin (Hashimoto et al., 1988). Pti kontaktu TLR s ligandem dochazi k aktivaci
transkrip¢nich faktort NF-«xB, které umoznuji transkripci prozanétlivych cytokini IL-1, IL-6
a IL-8. TLR aktivuje také transkripci proteinu CD80, ktery poté aktivuje T lymfocyty
navazanim na jejich CD28 receptor (Medzhitov et al., 1997). NF-kB také zprostiedkovava
expresi inflamazému NLRP3, ktery katalyzuje pfeménu prozanétlivych cytokinti IL-18 a IL-
18 do aktivnich forem (Bauernfeind et al., 2009). TLR rozeznavaji a vazi rizné PAMP,
naptiklad endotoxin lipopolysacharid (LPS) pfitomny na vnéjSi membrané gram-negativnich
bakterii, a zprostfedkovavaji signalizaci pfimo do leukocytu (Yang et al., 1998). Funkci
makrofagi v centralnim nervovém systému zprosttedkovavaji mikroglie (Perry et al., 1985).

Dalsim typem bun¢k nespecifické imunity jsou NK buiiky (podle anglického ,,natural
killer). Tyto buiky zabiji patogeny nebo vlastni buiikky prezentujici malo MHC (hlavni
histokompatibilni komplex) glykoproteini I. tfidy (MHC gp I) na svém povrchu. MHC gp 1
prezentuji ve velkém mnozZstvi vSechny zdravé lidské bunky. Zabiti bunék NK bunky
nezprostfedkovavaji fagocytdzou, ale pfimou cytotoxicitou (Herbermanet al., 1975).

Vrozena imunita je nutna k aktivaci specifické imunitni odpovédi. Bunky, které se na
aktivaci specifické imunitni odpovédi podileji, jsou dendritické buiiky, které maji roli bunky
prezentujici antigen. Tyto bunky aktivuji nezralé lymfocyty, které rozeznavaji antigen
prezentovany na dendritickych bunikdch a tim spoustéji specifickou imunitni odpoved’

(Steinman a Witmer, 1978).

5.3 Specificka imunitni odpovéd’

Specifickd imunitni odpovéd’ funguje na principu velkého poctu klonat T a B
lymfocytl, z nichZ kazdy m4 afinitu k jinym antigenim. Pfi prezentaci antigenu lymfocytu s
dostatecnou afinitou se lymfocyt zaéne mnozit a specificky plsobit proti piivodci antigenu.
Pro T lymfocyty se tato maturace odehrdva v thymu, pro B lymfocyty ve slezing¢ (Miller,
1961; Christensen et al., 1978). Aktivni T lymfocyty se d€li na pomocné a cytotoxické.
Pomocné T lymfocyty plsobi pomoci cytokinové odpovédi zatimco cytotoxické piimym
kontaktem likviduji napadené nebo jinak poskozené buniky. Pomocné T lymfocyty se déli na
Thl, Th2 a Th17. Thl zprostiedkovavaji bunécnou odpovéd’ proti intracelularnim parazitiim,

Th2 se ucastni humoralni odpovédi proti extracelularnim parazitim a odpovéd Thl7
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lymfocytl je zalozena na produkei cytokinu IL-17, ktery ma prozanétlivé ucinky, a bojuji také
proti extraceluldarnim bakteriim a plisnim (Rendon a Choudhry, 2012). Aktivované B
lymfocyty zprostiedkovavaji protilatkovou imunitni odpoveéd. Specifické protilatky pak
mohou antigeny neutralizovat nebo zpiisobit aktivaci makrofagi a podnitit tak zneskodnéni

patogenu.
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5.4 Cytokiny

Cytokiny jsou tkanové hormony sekretované jak bunikami imunitniho systému, tak
bunikami s nim spfazenymi jako jsou endotelidlni buiiky a fibroblasty, a vazi se na receptory
produkované bunkami imunitniho systému. Reguluji proliferaci, diferenciaci nebo apoptdzu
cilovych bunék, a také v bunikach imunitniho systému indukuji syntézu jinych cytokinii nebo
latek ucastnicich se imunitni odpovédi jako jsou adhezni molekuly nebo proteiny akutni faze.
Hraji proto roli velice vyznamnych regulatori imunitniho systému a zanétlivé odpovédi.
Vétsina cytokini ma vice riznych ucinkli napfi¢ bunikami imunitniho systému. Cytokiny

nazyvané chemokiny pisobi jako atraktanty bunék imunitniho systému (Dinarello, 2007). V

nasledujici tabulce jsou popsany cytokiny dale zminované v této praci (tab. €. 2).

Tab. €. 2: Vybrané cytokiny, jejich funkce a butiky, jimiz jsou produkovany.

Zkratky: IL (interleukin), TNFa (tumor nekrotizujici faktor o), IFNy (interferon y), NO (oxid

dusnaty
Cytokin  Hlavni zdroje Hlavni funkce Literarni zdroje
IL-1P makrofagy a zvySeni télesné teploty (pyrogen); zvySeni  Dinarello, 1996
monocyty hladiny NO v krvi; zvySena proliferace
neutrofilti
1L-2 aktivované T podpora proliferace; diferenciace a Malek, 2008
lymfocyty aktivace T lymfocytd
IL-6 monocyty a T aktivace T lymfocytd; regulace proteini Unver a McAllister, 2018
lymfocyty akutni faze; diferenciace B lymfocyti;
inhibice oxidativniho stresu a nékterych
zanétlivych cytokint
1L-8 monocyty a chemotakticky faktor pro neutrofily Matsushima et al., 1988
epitelialni bunky
1L-10 vétsina leukocytd inhibice produkce TNFa a IFNy; inhibice Saxena et al., 2015
aktivity makrofagl a dendritickych bunék
1L-12 dendritické bunkys; podpora diferenciace Thl lymfocyti; Lee et al., 1998
monocyty; stimulace NK bunék
makrofagy; B
lymfocyty
1L-18 makrofagy a indukce IFNy ve spolupraci s IL-15 nebo Dinarello, 2018
dendritické bunky IL-12; indukce produkce adheznich
molekul a chemokint
TNFq, vétSina leukocytl aktivace NF-kB; indukce apoptozy Varfolomeev a Vucic,
2016
IFNy T lymfocyty; NK indukce protivirové odpovédi; aktivace Kak et al., 2018
bunky; makrofagy makrofagt
1L-17A Th17 lymfocyty indukce produkce IL-6 a IL-8 u fibroblastd  Yao et al., 1995
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6. Vliv melatoninu na imunitni systém

Melatonin syntetizovany v epifyze ma vyznamny u€inek na vyvoj a fungovani
imunitniho systému. Je soucésti nyni rozsahle studované neuro-endokrinno-imunologické osy.
Jeden zplisob, jak identifikovat jeho razné funkce je odstranéni epifyzy (pinealektomie) a tak
odstranéni melatoninu v ni produkované¢ho. Tento zdkrok ma u mysi za nasledek sniZeni
hmotnosti primarnich i sekundarnich imunitnich orgdnd jako jsou thymus a slezina
(McKinney et al., 1975). Stimulaci ristu thymu tak melatonin posiluje imunitni aktivitu
(Fraschini et al., 1980). Jak bylo zjiSténo jiz dfive, pinealektomie u potkanli ve véku Sesti
tydnl zpiisobuje zhorSeni imunitni odpovédi pii vpichu hovéziho sérového albuminu a kozni
edém v misté vpichu je vyrazné mensi oproti kontrole. Byla také zjisténa zpozdéna reakce
proti alogennimu $tépu, ktera vznikd, kdyz imunitni systém hostitele nepiijme $t€p od darce
stejného druhu a zni¢i ho zanétlivou reakei (Jankovi¢ et al., 1970). Neonatalni odstranéni
epifyzy tyto disledky nevyvolava, avSak v jiné studii tento zasah zplisobil méné intenzivni
odpovéd’ mozku na infekci Staphylococcus aureus, snizil koncentraci plazmatického zinku,
ktery hraje roli v mnoha aspektech imunitniho systému a jeho nedostatek mél za nasledek
velké imunitni nedostatky projevujici se snizenim poctii erytrocytd, lymfocyti a leukocytd v
krvi (Beskonakli et al., 2001).

JelikoZ melatonin je syntetizovany v epifyze b€hem noci a ma kladny ucinek na
aktivitu imunitniho systému, miizeme predpokladat, Ze sezonni sttidani kratkych a dlouhych
dnti bude mit vliv na kvalitu a intenzitu imunitni odpoveédi. To bylo ukdzano napiiklad ve
studii, kde mladi hrabosi chovani v konstantni tmé vykazovali inhibici involuce thymu oproti
kontrolam chovanym v rytmu 18 hodinového svétla a 6 hodinové tmy. Tato adaptace mohla
byt odpovedi na tézké zimni podminky, které imunitni systém oslabuji (Vaughan et al., 1973).

Melatonin je také syntetizovan buiikkami imunitniho systému. Béhem studie vedené
Carrillo-Vico a kol. byly nalezeny vysoké koncentrace melatoninu v kulturdch lidskych
lymfocytlh a monocytl spolecné s enzymy spojenymi s jeho syntézou, NAT a ASMT. Ve
stejné studii bylo popsdno, Ze melatonin mize mit autokrinni G¢inky a mtize se podilet na
regulaci exprese prozanétliveho cytokinu IL-2. Inhibice syntézy melatoninu zptsobila pokles
hladiny IL-2, ktery byl po néasledné administraci exogenniho melatoninu navracen na bazalni
hladinu (Carrillo-Vico et al., 2004). Syntéza melatoninu byla také potvrzena v potkanich
makrofazich (Martins et al., 2004) a lidské a mysi hematopoetické kostni dfeni (Conti et al.,

2000).
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Nejen, Ze je melatonin v bunikdch imunitniho systému syntetizovan, ale byly také v
jejich plazmatické membrané nalezeny receptory pro melatonin. Poprvé byla zminka o
melatoninovych receptorech potvrzena u lidskych lymfocytl ve studii, kterd popsala, ze
interakce melatoninu a lymfocyti piimo zpusobuje akumulaci cAMP v bunce (Lopez-
Gonzalez et al., 1992). Pozd¢ji byly vysokoafinitni receptory nalezeny mimo jiné i na
cytoplasmatické membrané bunék sleziny (Calvo et al., 1995) a thymu u potkana (Lopez-
Gonzalez et al., 1993). Je tedy zfejmé, ze melatonin je jak sekretovan, tak rozpoznavan
receptory bun¢k imunitniho systému.

Béhem studovani ucinkli melatoninu na imunitni systém bychom ale méli mit na
védomi, ze imunitni systém je velice slozity a ucinky nekterych latek na néj jsou pleiotropni.
Vliv melatoninu je tedy riznorody a u mnohych experimentt, které jsou provadény in vitro na
bunécénych kulturach, mohou stejné postupy mit jiny vysledek nez experimenty provadeéné in

Vivo.

6.1 Protizanétlivé ucinky melatoninu

Protizanétlivy tcinek melatoninu je velice zajimavy, jelikoz by mohl byt klicem k
1€¢bé patologickych zanétd, jako jsou pravé autoimunitni onemocnéni, a k potlaceni mirnych
zangth, které doprovazi patologii zavaznych depresivnich poruch (Maes et al., 1990),
neurodegenerativnich onemocnéni a starnuti (Hackett et al., 1960).

Melatonin zprostiedkovava své protizanétlivé ucinky riiznymi zpasoby. Jeden zptisob
je schopnost melatoninu zabranit aktivaci prozanétlivych bun€k inhibici sestaveni
inflamazému NLRP3. Inflamazoémy jsou soubory kaspaz a jsou bunénou odpovédi na
signdly poskozeni tkan¢, jako jsou molekuldrni struktury asociované s poskozenim (DAMP),
patogeny a ROS. Aktivaci inflamazomu se kaspaza-1 pfeméni na svou aktivni formu a
katalyzuje pfeménu prozanétlivych cytokinti IL-13 a IL-18 na jejich aktivni formy (Lamkanfi
a Dixit, 2012). Pfi akutnim poranéni plic (doprovazeno plicnim edémem, poruchou vymény
plyni a krvacenim) zpuisobenym LPS u mysi je NLRP3 aktivovan diky zvySenému
extracelularnimu mnozZstvi histonli, které jsou vyznamné DAMP molekuly. Melatonin
zabrafiuje aktivaci inflamazéml pfimo, ale také zamezenim uvolhovani histoni do
extracelularniho prostoru. Poddni melatoninu tak zlepSuje prabéh 1€¢by pii akutnim poranéni
plic zabranénim poskozeni tkan¢ silnym zanétem (Allam et al., 2013; Zhang et al., 2016).

Dale byla prokazéana zavislost aktivace NLRP3 na pfitomnosti NF-kB (Bauernfiend et
al., 2009). Béhem studie oralni mukozitidy zplisobené radiaci na potkanich jazycich se

ukazalo, ze NLRP3 a NF-«B se spoletn¢ podileji na zanétu a zaroven zvysSend hladina
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mitochondridlnich ROS je alternativni cestou aktivace NLRP3. Lokalni podani gelu
obsahujiciho melatonin zmirnilo zanét jazyku a zabranilo tvorbé viedi snizenim hladiny
ROSa naslednou inhibici NLRP3 a NF-«B prozanétlivé signalizace (Ortiz et al., 2015).
B¢éhem sepse je inhibice propojeni NF-xB a NLRP3 a nasledného prozanétlivého
signalizovani zprostiedkovana aktivaci proteinu sirtuin 1 pomoci jaderného receptoru RORa,
coz vede k naruseni transkripcni aktivity NF-xB (Garcia et al., 2015). Toto pozorovani bylo
potvrzeno v nov¢jsi studii provadéné na mysich adipocytech. Hypertrofni adipocyty jsou
imunologicky aktivni a jsou schopny produkovat aktivni inflamazomy, které podporu;ji
chronické zanéty vedouci k inzulinové resistenci zpisobené obesitou. Exogenni melatonin
tuto kaskadu ovliviiuje narusenim aktivity NF-kB. Melatonin je touto cestou také schopen
zamezit pyroptotické bunécné smrti, béhem které se narusi cytoplasmatickd membrana a do
extracelularniho prostoru se vylije obsah bunky, vcetné prozanétlivych cytokini, coz dale
podporuje prubéh zanétu tkan€. Dilezity medidtor pyroptdzy, gasdermin D, je aktivovan
kaspazou 1 v inflamazému NLRP3, jehoz sestaveni melatonin inhibuje (Liu et al., 2017).

Samotna inhibice aktivity NF-kB melatoninem ma také protizanétlivé ucinky. Béhem
traumatického poranéni mozku se pti zanétlivé odpovedi exprimuji prozanétlivé cytokiny IL-
6, TNFa a IL-1p, které ptisobi tkani dlouhodobé dalsi poskozeni jako edém mozku a naruSeni
hematoencefalické bariéry a je také aktivovan protizanétlivy cytokin IL-10. Podani
exogenniho melatoninu potkaniim ma za nasledek snizeni koncentrace prozanétlivych
IL-10. Disledkem je také mensi mozkovy edém v porovnéani s kontrolni skupinou, ktera
exogenni melatonin nedostala (Dehghan et al., 2018).

Utinek melatoninu na expresi prozanétlivych cytokini je dolozen v mnoha
vyzkumech provadénych na mnoha riznych typech bunék. V neutrofilech vystavenych LPS
inhibuje exogenné podany melatonin produkci prozanétlivych cytokinti IL-8 a TNFa, G¢inek
na TNFa je méné vyrazny (Silva et al., 2004). K aktivaci NF-kB a dalSiho transkripniho
faktoru, interferon regulacniho faktoru 3 (IRF-3), dochdzi také béhem signalizace
prostiednictvim TLR3. Ligandem TLR3 jsou virové dvouvldknové RNA. Mysi makrofagy
infikované respira¢nim syncytidlnim virem vykazovaly po aktivaci TLR3 zvySenou produkci
NF-kB, TNFa a iNOS. Makrofadgy pfedem oSetfené melatoninem zvySenou aktivitu NF-kB
inhibovaly a s ni 1 produkci TNFa a iNOS (Huang et al., 2008). Dale melatonin snizuje
aktivitu TLR4, coZ inhibuje signalizacni drahy vedouci k aktivaci NF-xB a transkripci
prozanétlivych cytokind. Tento vliv melatoninu na TLR4 zplisobuje u potkanil pfi rakoving

vajeCnikli zmenSeni nadort (Chuffa et al., 2015). TLRY signaliza¢ni draha je inhibovana
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melatoninem v mysich makrofazich nezavisle na membréanovych receptorech, coz inhibuje
produkeci prozanétlivych cytokinii TNFa, IL-6 a IL-12 (Xu et al., 2018).

Melatonin vykazuje antioxidacni a protektivni uc¢inky v mitochondriich, coz vede ke
snizeni hladiny volnych radikala. Sepse je intenzivni zanétliva odpovéd’, béhem které dochézi
k nefunkcnosti mitochondrii, velkému oxida¢nimu stresu a masivni produkci prozanétlivych
cytokini. Melatonin pii sepsi snizuje mitochondridlni membranovy potencial, coz vede k
snizené produkci mitochondridlnich ROS a iniciaci transkripce prozanétlivych cytokinli pies
NF-kB a MAPK (mitogenem aktivovand proteinkinaza) (Galley et al., 2014). Jedna
z nov¢jSich studii navrhuje, Ze poSkozeni mitochondrii je béhem LPS indukované sepse v
mysSich jatrech zptisobovano vysokymi koncentracemi iNOS. Podani melatoninu inhibovalo
expresi iNOS a navréatilo mitochondrie do homeostatického stavu a potlacilo tak selhani jater
(Garcia et al., 2017). Diky svym antioxida¢nim a protizdnétlivym vlastnostem a schopnosti
ptejit pfes mitochondrialni membranu se melatonin stdva kandidatem na terapeutické vyuziti

pfi sepsi a mitochondrialnim poskozeni.

6.1.1 Protizanétlivy uc¢inek v neurodegenerativnich onemocnénich

V pribéhu procesu starnuti se méni imunitni systém a mimo postupné zhorSovani
funkce obranyschopnosti se ptiklani vice ke své zanétlivé strance (Candore et al., 2010). Ve
stafi to znamena zvysSené riziko autoimunitnich onemocnéni a zvySeni hladiny mediatort
zanétlivé reakce. Neurodegenerativni onemocnéni jako je Parkinsonova choroba a
Alzheimerova choroba vykazuji velice zvySené hladiny zanétlivych medidtori a také
dysfunkci mitochondrii (Polyakova et al., 2018). V poslednich letech se uvazuje o melatoninu
jako o potencialnim ptipravku k 1écbé téchto neurodegenerativnich onemocnéni s vyuzitim
jeho antioxida¢nich ulinkt, ale také pro jeho protizadnétlivé UCinky. Béhem Parkinsonovy
choroby je zanét mozku podporovan aktivnimi mikrogliemi (McGeer et al., 1988). Navic u
pacientl s Parkinsonovou chorobou byly nalezené zvySené koncentrace IL-6 a IL-1 v mozku
a TNFa v mozku a mozkomi$nim moku, které mohou byt sekretovany aktivnimi mikrogliemi
a mohou mit cytotoxicky ucinek na dopaminergni neurony (Mogi et al., 1994a; Mogi et al.,
1994b). KliCovou soucésti patologie Alzheimerovy choroby jsou senilni plaky tvofené
oligopeptidy amyloid . Amyloid B se nejen agreguji v nervové tkani, ale poSkozuji tkan takeé
indukci produkce né€kolika zanétlivych medidtort aktivovanymi mikrogliemi a astrocyty.
Podani exogenniho melatoninu zabranuje aktivaci glii a redukuje 1 amyloid B-indukovanou
tvorbu prozanétlivych cytokinii TNFa a IL-6 (Clapp-Lily et al., 2001; Hoppe et al., 2010).

Recentné bylo na mySich modelech Alzheimerovy choroby prokazéano, ze podani melatoninu
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zlepsuje kognitivni funkci béhem behavioralnich testi a ulevuje tak od symptomt choroby

(Gong et al., 2017).

6.2 Prozanétlivé ucCinky melatoninu

na toto téma jsou také mén¢ Casté. Melatonin ptisobi prozanétlivé stimulaci produkce ROS a
reaktivnich forem dusiku (RNS), nebo nékterych prozanétlivych cytokinl. Prozanétlivy
ucinek se vyskytuje Casto v rakovinnych bunkach a také se pravdépodobné ucastni pribehu
revmatoidni artritidy.

Jeden zplsob, kterym melatonin mlZe vykazovat prozanétlivé ucinky je jeho
schopnost v n€kterych podminkéch pisobit jako pro-oxidant. V 90. letech minulého stoleti se
zacaly objevovat prvni studie, které ukézaly i pro-oxida¢ni funkci melatoninu. Pfi studii
lidskych monocytii se ukazalo, ze melatonin je schopen zvySovat hladinu ROS, aktivovat
monocyty pusobici proti nddorovym bunikdm a zvySovat jejich reaktivitu k LPS. (Morrey et
al., 1994). Dale byla pro-oxidacni vlastnost nalezena u bunécné linie U937, coz jsou lidské
rakovinné myeloidni bunky. Pro-oxidac¢ni vlastnost se projevuje zvySenou koncentraci
intracelularniho ROS (Albertini et al., 2006). Ve studii vedené Radogna a kol. se pro-oxida¢ni
vliv projevil v nerakovinnych leukocytech, ale také v bunécné linii U937. ROS dosahly
nejvyssi koncentrace 2-3 hodiny po podani melatoninu, a nejmensi koncentrace melatoninu
nutna na vyvolani reakce byla 10 uM. Jelikoz luzindol, antagonista MT1 a MT2 receptort,
nijak neovlivnil zvySeni koncentrace ROS, bylo stanoveno, Ze zvySeni produkce ROS
melatoninem neni vysledkem jeho vazani na tyto membranové receptory. V této studii bylo
funguje jako signalizacni enzym a muiZe byt tudiZ schopen aktivace prooxidacnich enzymi
(Radogna et al., 2009). V lidskych trombocytech vykazuje melatonin pro-oxidativni a také
pro-apoptoticky ucinek (Girish et al., 2013). Experimenty vedené Albertini a kol. (2006),
Radogna a kol. (2009) a Girish a kol. (2013) pracovaly s vysokymi koncentracemi melatoninu
v rozmezi 0,01-1 mM. Je tedy dilezité fici, Ze diikkazy pro-oxidativnich G¢inkli melatoninu
byly ziskany pii pouZiti vysokych koncentraci in vitro v bunéénych kulturdch. Studie na
bunééné linii lidskych keratinocyth HaCaT pouZzivala oproti jinym studiim krevni
fyziologickou koncentraci melatoninu (I nM), ktery zptsobil zvySenou expresi neuronalni
syntetdzy oxidu dusnatého (nNOS) s dosaZenim nejvyssi koncentrace zhruba 8 hodin po
podani. nNOS katalyzuje produkci NO, coz je volny radikal (Sarti et al., 2013). ROS mohou

mit v buiikkach antiapoptotickou vlastnost diky jejich funkci jako druzi poslové, a mohou
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zpusobovat aktivaci transkripénich faktorih NF-xB, které kromé indukce exprese
prozanétlivych cytokinti indukuji i expresi gend zapojenych v antiapoptotickém ptsobeni
(Schreck et al., 1991; Wu et al., 1998). Melatonin mize tedy tuto kaskadu inicializovat a
fungovat tak jako dtilezity faktor v preziti bun¢k ve stresovych podminkach, jak bylo ukézano
ve studii u bunécné linie U937 (Cristofanon et al., 2009). Vliv melatoninu na aktivitu NF-kB
je determinovéan stavem builky. Bunky mozecCku u potkand stimulované pomoci LPS na
melatonin reagovaly sniZzenim aktivity NF-kB. Opac¢ny vliv mél melatonin na naivni buiiky.
Diky ptisobeni NF-xB na produkci NO byl u LPS stimulovanych bunék pozorovan protektivni
ucinek melatoninu, zatimco u naivnich bunék byl ucinek toxicky (Franco a Marcus, 2014).
Nov¢jsi studie na bunééné linii lidského adenokarcinomu ukézala, Ze je melatonin schopny
pomoci indukce produkce ROS naopak zpiisobit vzristem oxidacniho stresu v buikéach
apoptézu (Fan et al., 2015). Takovéto objevy jsou dilezité pfi vyzkumu melatoninu jako
onkostatu.

Dalsi prozanétliva aktivita melatoninu se tyka regulace prozanétlivych cytokind.
Mnoho studii ukazalo, ze je melatonin schopny zvySovat tvorbu nékterych cytokinti v mnoha
riznych bunéénych typech imunitniho systému. V monocytech melatonin zvySuje produkci
cytokinu IL-12, ktery je nasledné¢ schopny navozeni diferenciace Thl lymfocytl, a tedy
podpory Thl typu imunitni odpovédi (Garcia-Maurifo et al., 1999). Pii aktivaci monocytl
cytokinu IL-10. V této studii byla pozorovana schopnost melatoninu zlepsit regenerativni
potencial a celkovy stav pacienta po transplantaci malych jaternich $tépti prostiednictvim
regulace téchto cytokinli (Song et al., 2018). IL-6 je znamy svymi prozanétlivymi Uc¢inky a
pro podporu regenerace tkani, a melatonin tedy pfes jeho zvysenou produkci mize poskytovat
tkanove protektivni uCinky (Garbers et al., 2015). ZvySena produkce IL-6 vlivem exogenniho
melatoninu byla pozorovana také u monocytii u pacientli trpicich onemocnénim systémovy
lupus erythematodes. U zdravych subjekti byla produkce naopak sniZena. Tento rliznorody
efekt mize byt disledkem toho, Ze vliv melatoninu na NF-kB je determinovan stavem bunky
(Medrano-Campillo et al., 2015). V leukemickych T lymfocytech byla potvrzena vyssi
koncentrace prozanétlivého cytokinu IL-2 v pfitomnosti endogenniho melatoninu, ktery
podporuje produkei IL-2 vazbou na jaderné i membranové receptory. Melatonin mize mit
tedy v tomto piipad€ funkci autokrinni, endokrinni i parakrinni (Lardone et al., 2006).
Nov¢jsi studie zjistila, ze melatonin vyvolava zvySenou aktivitu T lymfocyti pii reakci
oddalené¢ho typu (imunitni reakce zprostiedkovana makrofagy a Thl lymfocyty) tim, Ze

podporuje zvySeni koncentraci prozanétlivych cytokind IL-2 a IFNy. Toto miize byt
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zprostiedkovano nejspiSe pusobenim melatoninu na svlij membranovy receptor MTI.
Melatonin také podporuje zanétlivou odpovéd’ plsobenim na proliferaci splenocyti,
thymocytli a monocytl kostni dfen¢ (Lardone et al., 2010; Vishwas a Haldar, 2014). Pasobeni
melatoninu na Th17 lymfocyty je zavislé na davkovani. Zatimco fyziologické koncentrace
melatoninu pohybujici se v rozmezi 10-100 pg/ml podporovaly diferenciaci Th17 lymfocyti a
expresi prozanétlivého cytokinu IL-17A, farmakologickd davka o koncentraci 200 ng/ml
expresi IL-17A naopak vyrazné potlacovala (Kuklina et al., 2016).

Melatonin je také schopen aktivaci prozénétlivych a antiapoptotickych drah
zprosttedkovavat kardioprotekci v pribéhu myokardidlni ischemie. Podéni melatoninu pied
navozenim myokardialni ischemie u potkani zpusobuje aktivaci TLR4. Aktivace TLR4
iniciuje tvorbu prozanétlivého cytokinu TNFa, ktery pusobenim pfes svilj membranovy
receptor TNFR2 aktivuje transkripéni faktor STAT3. U¢inky STAT3 jsou antiapoptotické a
chrani ischemickou tkan pied bunénou smrti. Melatonin tedy piedstavuje novy terapeuticky

prostiedek pro 1écbu kardiovaskularnich onemocnéni (Nduhirabandi et al., 2015).

6.2.1 Prozanétlivy ucinek pri revmatoidni artritidé

potencialné by mohla figurovat pii 1écbé riznych autoimunitnich onemocnénich. Jeji zndmé
nezadouci U€inky na revmatoidni artritidu tento pokrok ale komplikuji. Ve starSich studiich je
popsana melatoninem stimulovand aktivace lidskych synovialnich makrofagi, které
produkovaly zvySené koncentrace NO a IL-12, coz by v revmatoidni artritidé mohlo
podporovat zanétlivy proces a aktivitu Th1l lymfocyti (Cutolo et al., 1999). V porovnéni se
zdravymi lidmi maji lidé s revmatoidni artritidou vyss§i hladiny melatoninu a navic v noci, kdy
je koncentrace melatoninu nejvyssi, jim byla namétfena také nejvysSsi hladina zénétlivého
cytokinu TNFa, ktery hraje zasadni roli v patologii revmatoidni artritidy (Cutolo et al., 2005).
Nova studie vSak ukdzala schopnost melatoninu tlumit produkci prozanétlivych cytokint
TNFa a IL-1B v synovidlnich fibroblastech, které jsou diilezitymi producenty téchto latek a
podporuji tak vyrazné prubéh revmatoidni artritidy (Huang et al., 2019).
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7. Vliv imunitniho systému na regulaci syntézy melatoninu

Pisobeni melatoninu na imunitni systému neni jednosmérné. Mnoho mediatort
zanétlivé odpovédi ovliviiuje také syntézu melatoninu. Dtlezitou molekulou v tomto
vzajemném pusobeni je [FNy. V lidskych T lymfocytech a makrofazich zvysuje IFNy piijem
tryptofanu a serotoninu, coz jsou prekurzory melatoninu, a také zvySuje syntézu melatoninu
(Finocchiaro et al., 1988). Dalsi studie ukazala stejny efekt v pinealocytech. IFNy zvysuje v
pinealocytech reaktivitu B adrenergnich receptori vici svému agonistovi isoproterenolu a
zesiluje tak produkci melatoninu. Stejna studie zjistila, ze IFNy paradoxné nezvySuje aktivitu
NAT. Vyssi produkce melatoninu bez zvySené aktivity NAT mutize byt zptisobena piijmem
vétsitho mnozstvi prekurzori melatoninu (Withyachumnarnkul et al., 1990). Prozanétlivé
cytokiny mohou také syntézu melatoninu inhibovat. Prozanétlivy cytokin TNFo dokaze
behem zanétu zabranit tvorbé melatoninu v epifyze a podporovat tak zanétlivou reakci, kterd
by byla protizanétlivymi ucinky melatoninu inhibovana (Pontes et al., 2007).

Dalsim mechanismem inhibice produkce melatoninu je zvySend koncentrace
prozanétlivych cytokini IFNy, IL-1B, IL-6 a IL-18. Tyto cytokiny indukuji sekreci
indolamin2,3-dioxygenazy (IDO), ktera sméruje metabolizovani tryptofanu drahou kyseliny
kynurenové a tak odvadi prekurzor melatoninu od jeho biosyntézy a sniZuje jeho koncentraci
(Anderson a Ojala, 2010). Vliv IDO na melatonin je spojovan s neurodegenerativnimi
onemocnénimi, jelikoZ poklesem koncentrace melatoninu vlivem zanétlivé reakce zpisobené
tkanovym stresem klesa i1 jeho protekéni schopnost mitochondrii. Dysfunkce mitochondrii je
vyznamnou soucasti patologie neurodegenerativnich onemocnéni (Polyakova et al., 2018).

Nov¢jsi studie prezentuji dal$i zplsoby regulace melatoninu imunitnim systémem.
Studie s pouzitim potkanich epifyz ukéazala, ze amyloid B peptidy, které pii Alzheimerové
chorobé tvoii senilni plaky, inhibuji tvorbu melatoninu. Mechanismus vede ptes aktivaci NF-
kB a navozeni zanétlivé odpovédi. Béhem kultivace pinealocytti s amyloid B peptidy se
projevovala také snizend aktivace signalni drahy extracelularnich signalem regulovanych
kindz (ERK) spousténé melatoninovymi receptory (Cecon et al., 2015). Na potkanich
makrofazich bylo zjiSténo, ze pii aplikaci LPS zprostfedkovavd NF-kB ve spolupraci s
transkripénim faktorem STAT3 transkripci enzymu NAT, ktery se nasledné ucastni

biosyntézy melatoninu (Muxel et al., 2016).
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8. Zaver

Existuje mnoho patologickych stavil, jako jsou poranéni nebo infekce, které prirozené
doprovazi zanét. Tento zanét ve veétsin€ piipadl organismu svédci a zprostiedkovava boj proti
invaznim mikroorganismiim ¢i vlastnim dysfunkénim bunkém, a zajiStuje nasledné navraceni
postizené tkan¢ do homeostdzy. Tento zanét vSak muze v nékterych piipadech tkanim Skodit
at’ uz v chronické nebo silné akutni formé¢, coz se napiiklad projevuje v autoimunitnich
onemocnénich nebo pii akutnich infekcich. Jiz od druhé poloviny minulého stoleti se provadi
studie zamétfené na u¢inky melatoninu na imunitni systém ve snaze zlep$it progndzu pacientli
s témito stavy. Melatonin je silnym antioxidantem, ale také molekulou s dobfe prokdzanymi
protizanétlivymi uc¢inky, a dokéze tedy pusobit protektivné na zanicené tkané€. Stale se vSak
ukazuje, Ze u¢inek melatoninu na tkdné je velice komplexni.

Melatonin ma také prokazané prozéanétlivé Ucinky. Znadmy je jeho vliv na patologii
revmatoidni artritidy, u které nejspis podporuje pribéh nemoci. Tento fakt ukazuje, ze Gcinky
melatoninu na imunitni systém jsou velice riznorodé. Z uvedenych studii je navic zfejmé, ze
melatonin piisobi riizn€ na tkan€ v zavislosti na davkovani a stavu bunck. Neni tedy zatim
mozné zcela predpovidat vliv této molekuly na rtizné typy a stavy tkani.

Melatonin mé velky potencial byt soucasti 1é€by mnoha riznych onemocnéni, kde je
potfeba modifikace chovani imunitniho systému. Je o ném uvaZovano jako o potencidlnim
1é¢ivu pro pacienty s rakovinou, autoimunitnimi onemocnénimi nebo akutni infekci. Je vSak
potieba provést jeSt€ mnoho dalSich studii zamétujicich se na jeho rozmanité uc€inky, rtizné
davkovani a za riznych stavl tkané, nez budeme schopni vyuzivat melatonin jako u¢innou

terapii.
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