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1. Uvod

Organizmy Ziju v prostredi, ktoré permanentne podliecha zmenam a mnohé z nich
sa cyklicky opakuju. Pre organizmus je preto vyhodné tieto zmeny registrovat’ a prislusne
na ne reagovat’ denno-no¢nym 1 roénym zmenam. U Zivodichov sa tak objavuje rytmicita
vniutornych procesov ovplyvnena striedanim diia anoci, striedanim ro¢nych obdobi,
dostupnost’'ou potravy a vhodnymi podmienkami pre rozmnoZovanie.

Molekulou, ktord je efektorom vnutornej cirkadidnnej i cirkaanudlnej rytmicity
organizmu je melatonin. Jeho pritomnost’ bola dokladovand u rdéznych zéstupcov
Zivocisnej rise, vratane niZSich Zivocichov i rastlinnej riSe. Najviac preskumana tloha i
mechanizmus u¢inku je u zastupcov cicavcov. Melatonin je tvoreny v epifyze, a jeho
tvorba je regulovand vnutornymi biologickymi hodinami (pacemakerom), ktoré su u
cicavcov lokalizované v suprachiazmatickych jadrach, ako i svetelnymi podnetmi, ktoré
inhibuju tvorbu samotného melatoninu.

Koncentracia melatoninu v plazme je priblizne 10 krat vysSia v noci ako cez den,
ked organizmus prijima svetelné signaly. Plati to rovnako pre Zivo¢ichov aktivnych cez
den i1 aktivnych v noci.

Cirkadianna rytmicita koncentracie plazmatického melatoninu je signalom
sprostredkovéavajicim informaciu o ,,aktudlnej faze diia“ a dizka trvania zvy3enej hladiny
plazmatického melatoninu je informaciou o aktuilnej ro¢nej faze (v lete je trvanie
vysokej koncentracie melatoninu dlhSie ako v zime). Podl'a toho melatonin prislusne
reguluje rdzne procesy v organizme suvisiace so striedanim aktivity a inaktivity, rovnako
ako sa podiel'a na sprostredkovavani sezonneho spravania vratane nastupu ruje, vymeny
srsti, zhadzovania parohov, na¢asovania rozmnoZovania, synchronizacie mlad’at s matkou
a pod.

Na urovni CNS su cielovymi miestami pdsobenia melatoninu Struktura vlastnych
biologickych hodin (suprachiazmatické jadra), epifyza, kde sa melatonin tvori a hypofyza,
ktora sprostredkovava tvorbu a uvoltiovanie §irokého spektra hormoénov. CNS vsak nie je
jedinym zdrojom melatoninu a jeho syntéza bola ukazana aj v retine, mieste prijimania
svetelnych signalov. Pritomnost’ melatoninu a enzymov jeho syntézy v dalSich
perifémych organoch (gastrointestinalny trakt, semenniky, vajeéniky, cievny systém,
imunitny systém) je dokazom pleiotropného ucinku melatoninu vramci celého

organizmu.



Gastrointestinalny trakt je zasobariiou niekolkonasobne vac¢Sieho mnoZstva
melatoninu, neZ je krvna plazma aje velmi pravdepodobnym miestom syntézy
melatoninu, ktory tu zohrava rézne ulohy. Bol ukazany jeho vplyv na transportné procesy
v ¢reve (stimulacia i inhibicia sekrécie resp. absorpcie niektorych iénov), vplyv na érevni
motilitu a aktivitu ¢revnej svaloviny, moduldcia sekrécie pankreatickych enzymov i
inzulinu, ako 1 priame i nepriame antioxidaéné ucdinky, proapoptotické ucinky a
modulaény vplyv na imunitny systém.

Vtejto praci sme sa preto zaoberali objastiovanim ulohy melatoninu na
transportné procesy v hrubom ¢reve, ako 1 podrobnou Stidiou popisujucou rozloZenie a
expresiu melatoninovych receptorov v traviacej trubici v rostro-kaudalnej 1 mukdzne-
seroznej osi ¢reva. Dalej sme zistovali vplyv svetelnych signalov a nasledne vplyv zmeny
fyziologickych podmienok na bazalnu hladinu miery expresie melatoninovych receptorov

v traviacej trubici.



2. Literarny prehlad

Organizmy Ziju véacSinou v prostredi podliehajucom cyklickym zmenam.
Zakladnymi meniacimi sa atribitmi je striedanie svetelnej a tmavej fazy dna, ¢o suvisi g
s prijmom potravy, stavom aktivity resp. odpo¢inku a zmenami telesnej teploty najmi u
vy$8ich Zivocichov. U ZivoCichov Zijucich v miemom pasme sa cCasto vyskytuje
sezonnost’, to znamenad reguldcia reprodukénej aktivity a akumulacia zasob u
hibernujucich zvierat pocas ro¢ného cyklu.

Rytmické zmeny v niektorych fyziologickych atributoch sa v organizme hojne
vyskytuju, napr. v prijme potravy, tekutin, telesnej teplote a chovani celého organizmu
(hniezdenie, spievanie u vtakov), v materskom obdobi u cicavcov striedanim doby
aktivity (aktivne vyhladavanie potravy) a inaktivity (kojenie, spanok). S meniacim sa
vonkaj§im spravanim savisi aj rytmicita vmitornych biologickych mechanizmov
(vazopresin, ACTH, kortizol). Silné cyklické zmeny v plazmatickej koncentracii pocas
diia a noci vykazuje aj melatonin, epifyzarny hormon.

Melatonin (obr. 1) je potentna lipofilna molekula, vznikajica primarne v epifyze
syntézou z L-tryptofanu a je hlavnym efektorom cirkadiannej rytmicity organizmu. Jeho
koncentracia v krvnej plazme je urCovana najvyznamnejSou mierou mnozstvom
melatoninu vznikajiceho v epifyze. Plazmaticka koncentracia v priebehu noci, kedy
organizmus nedostava svetelné signaly (resp. mnohonasobne menej intenzivne) je 5 — 15
krat vyssia ako pocas dia (Cogburn et al. 1987, Honma et al. 1997, Vanééek 1998). To
plati rovnako pre Zivocichov aktivnych cez dei i Zivodichov aktivnych v noci. Melatonin
je tak schopny nastavovat’ vnitorné hodiny, ktoré za podmienok kedy organizmus nema
Ziadne cyklické stimuly z prostredia (konstantna tma, konS$tantna teplota), beZia svojim
vlastnym pravidelnym rytmom so stalou vnutornou peridédou, ktora je priblizne 24 hodin.
Synchronizacia s vonkaj$im prostredim je pre organizmus vyhodna a potrebna. Melatonin
plni tuto tlohu nastavovanim vnitornych hodin podla stimulov z prostredia (Redman et

al. 1983, Underwood a Harless 1985, Zimmerman a Menaker 1975).
I
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Obr. 1. Struktira melatoninu (5-metoxy-N-acetyltryptamin).



Dalsou vePmi déblezitou funkciou melatoninu u cicavcov je tloha v regulécii
sezonnych rytmov, sexualneho spravania a vymeny srsti. Sezénne zvierata reaguju na
zmenu diZky trvania melatoninového signalu v plazme, ktory sa predlZuje so skracujlicim
sa diiom v obdobi vstupu do zimy a skracuje sa s predlzujicim sa diiom v obdobi
prechodu do leta. Mdzu tak vhodne reagovat’ sezéonnym chovanim (Pevet 2003) —
nastupom ruje a s fiou spojenymi fyziologickymi zmenani, rozmnoZovanim, zhadzovanim
parohov u jelefiov, stratou alebo narastom zimnej srsti u liSky polarnej, zmenou v prijme

potravy (hladovanie, priprava na hibernaciu) a hibernaciou.

2.1. Syntéza melatoninu

Vo vsetkych miestach produkcie prebieha syntéza v zadsadnych krokoch rovnako a
hlavnym regulaénym faktorom je rytmicita expresie a aktivity enzymov podiel'ajucich sa
na syntéze. Hlavhym zdrojom melatoninu je epifyza. Syntéza prebieha (obr. 2)
z aminokyseliny L-tryptofanu. Enzym tryptofanhydroxylaza (TPOH), lokalizovany
v mitochondrii, hydroxyluje tryptofan v polohe 5, za vzniku S5-hydroxytryptofanu, z
ktorého je nasledne v cytoplazme syntetizovany 5-hydroxytryptamin (5-HT, serotonin)
dekarboxylazou aromatickych kyselin (AAAD). 5-HT je d’alej metabolizovany dvoma
klicovymi enzymami, ktorych regulacia zohrava hlavnu ulohu v naslednej rytmicite
produkovaného melatoninu. Arylalkylamin-N-acetyltransferaza (AA-NAT) premieia 5-
HT na N-acetylserotonin, ktory je vzapdti O-metylovany hydroxyindol-O-
metyltransferazou (HIOMT), za vzniku fyziologicky aktivneho 5-metoxy-N-
acetyltryptaminu (melatonin) (Simonneaux a Ribelayga 2003). Zucastiiujuce sa enzymy
su zapojené nielen v tvorbe, ale zaroven aj vregulacii mnoZstva produkovaného
melatoninu. Rytmujuce hladiny expresie ¢i aktivity v epifyze boli zaznamenané v TPOH
(Shibuya et al. 1977, Ehret et al. 1991, Privat et al. 1999, Sugden 2003), s maximom
pocas tmavej fazy dna. Aktivita i expresia AA-NAT podlieha rovnako prudkym zmenam
pocas svetelnej a tmavej fazy. Prudky narast aktivity bol zaznamenany s nastupom tmave;j
fazy (Klein a Weller 1970, Borjigin et al. 1995). Expresia AA-NAT podlieha regulacii
svetelnymi signdlmi a je ovplyvnena predizenym svetelnym signilom (Illnerova a
Vanecek 1987). HIOMT, posledny enzym vsyntetickej dréhe melatoninu je takisto

dolezity vo vplyve na vysledné rytmické kolisanie koncentracie melatoninu. Jeho siln
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expresia bola ukazana v epifyze aj retine (Wiechmann a Craft 1993). Zaznamenany
rytmus v enzymovej aktivite (McLeod a Cairncross 1993) nebol vidy velmi vyrazny
(Ribelayga et al. 1997) ako u AA-NAT, v niektorych Studiach nebol zaznamenany vébec
(Coon et al. 1999).

Bolo vyslovenych viacero hypotéz, ktory zenzymov je limitujicim a tak
zodpovednym za vysledny rytmus v kone€nom mnozZstve tvoreného melatoninu. Mdze to
byt TPOH (Privat et al. 1999), ale pravdepodobnejsi sa ukazuje AA-NAT (Borjigin et al.
1995), ktory je v metabolickych krokoch blizSie ku kone¢nému produktu. Hypotézu, Ze
AA-NAT je zodpovedna za regulaciu dizky trvania piku zvysenej noénej hladiny, a Ze
vysledkom HIOMT je velkost' amplitidy vy$Sej nocnej koncentracie melatoninu,

vyslovuji Simonneaux a Ribelayga (2003).

Hlavnym zdrojom plazmatickeho melatoninu je epifyza, ale ako miesta tvorby sa
ukazuju aj niektoré periféme organy. Retina bola ukézana ako zdroj nezanedbatel'né¢ho
mnozstva melatoninu a je povazovana za miesto syntézy (Gern a Ralph 1979) aj vd’aka
identifikacii enzymov syntézy, ktorych expresia podlieha cirkadiinnemu rytmu (Privat et
al. 1999, Iuvone 1990, Besharse a luvone 1983, Wiechmann a Hollyfield 1987).

Melatonin pochadzajuci zretiny neprispieva k plazmatickej hladine vyrazne,
pretoZe u pinaelektomovanych zvierat (zvierat operacne zbavenych epifyzy) bol rytmus
plazmatickej hladiny zruseny (Cogburn et al. 1987). Melatonin v retine podlicha
v produkcii rovnako cirkadiannemu rytmu a uprostred skotofazy dosahuje vyrazného
piku, oproti koncentracii 15 krat nizSej pocas fotofazy (Cogburn et al. 1987). Retina
obsahuje aj Struktiry, ktoré moéZu vykazovat' vlastny rytmus v aktivite enzymov a
naslednej produkcii 1 lokalnej koncentracii melatoninu. V gangliach retiny ukazali
Garbarino-Pico et al. (2004) zvySenu aktivitu AA-NAT a pik maxima koncentracie
melatoninu pocas svetelnej fazy dia (LD cyklus), resp. poCas subjektivneho dia v
konstantnej tme (DD cyklus). To potvrdzuje, Ze retina alebo jej suc¢asti mdéZu mat’ vlastny
lokalny oscilator, ktory mdze byt’ nezavisly na centralnom pacemakeri.

Harderianova 7laza je d'al$im miestom produkcie melatoninu (Cogburn et al.
1987), ale k vyraznej rytmicite ovplyvilovanej svetlom tu nedochadza. Melatonin tu bol
lokalizovany aj v jadrovych Struktirach Harderianovej Zl'azy (Coto-Montes et al. 1996).

Menej je zname o syntéze melatoninu v gastrointestindlnom trakte. Melatonin tu
bol najdeny v réznych Gastiach vo vysokej koncentracii (Poon et. al 1996, Messner et. al

2001, Bubenik a Pang 2004) a za miesto jeho syntézy su pova‘iované enterochromafinné
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bunky (Raikhlin et al. 1975) epitelu traviacej trubice. To, Ze melatonin nie je len
vychytavany z centralneho obehu, ale Zze jeho syntéza je priamo lokalizovana
v gastrointestinalnom trakte, podporuji identifikacie expresie enzymov AA-NAT

a HIOMT v niektorych organoch traviaceho systému (Stefulj et al. 2001).

somn

T:'p

: “\r':"'

’ (]
MEL =«

|Simonneaux V, Ribelayga C. Pharmacol Rev. 2003 Jun:5§5(2):325-95.]

Obr. 2. Syntéza melatoninu. Prekurzom je aminokyselina L-tryptofan.

Trp — L-tryptofan, 5-HTP - S-hydroxytryptofan, 5-HT - 5-hydroxytryptamin (serotonin), NAS — N-
acetylserotonin, MEL — melatonin, TPOH - tryptofanhydroxyldza, AAAD - dekarboxylaza aromatickych
aminokyselin, AA-NAT - arylalkylamin-N-acetyltransferaza, HIOMT - hydroxyindol-O-metyltransferaza.
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Uvazuje sa aj o tvorbe melatoninu priamo v bunkach imunitného systému, ¢omu
nasvedCuje schopnost’ melatoninu ovplyvilovat’ intracelularne procesy v bunkach
imunitného systému (Zhang et al. 2004) ako i expresia melatoninovych membranovych
(Carrillo-Vico et al. 2003, Pozo et al. 1997) i1 pravdepodobnych jadrovych receptorov
(Steinhilber et al. 1995, Garcia-Maurino et al. 1997, Guerrero et al. 2000b, Carrillo-Vico
et al. 2003, Pozo et al. 2004), spolu s expresiou klI'i¢ovych enzymov syntézy (Pozo et al.
2004).

Melatonin sa vyskytuje v Sirokom spektre zastupcov Zivo€isnej 1 rastlinnej riSe.
Jeho pritomnost’ bola dokladovana u svréka (Gryllus campestris), kde bola ukdzana aj
rytmicita v jeho hladine s maximom pocas tmavej fazy (Itoh et al. 1995). Nielen Zivoc¢iSna

ria produkuje melatonin, jeho pritomnost’ bola detekovana aj u zastupcov rastlin (Hattori

et al. 1995).

2.2. Melatonin a biologické hodiny

2.2.1. Organizacia vniatornych hodin

U cicavcov bolo zistené, ze kazdy Zivo€ich ma svoju vlastnu endogénnu periodu,
ktora nie je presne 24 hodin, ale jej dizka sa pohybuje v tizkom okoli. Je do istej miery
druhovo $pecificka, ale aj medzi organizmami jedného druhu sa vyskytuju individualne
rozdiely. Pre jednotlivca je vSak stala a geneticky podmienena. U mysi je zvyCajne kratsia
ako 24 hodin (Edgar et al. 1991), u ¢loveka obycajne dihSia neZ 24 hodin (Middleton et
al. 1996, Middleton et al. 1997). Bolo ukazané, Ze v podmienkach konstantnej tmy a
nepritomnosti akychkol'vek cyklickych stimulov (zmeny okolitej teploty a pod.), mysi
»volne bezia ¢asom”, ¢o znamena Ze rytmus v aktivite a inaktivite (merany ako miera
pohybovej aktivity zvierat'a) bezi podla vlastnej endogénnej periédy. Avsak pri chove na
Standardnych podmienkach svetelnej periédy (LD 12:12), je tento rytmus aktivity
prispdsobeny svetelnému rezimu. Vyplyva z toho, Ze svetelny signal dokaze vnitorné
hodiny nastavovat, a tak prisposobit’ endogénny rytmus podmienkam prostredia
(Yamazaki et al. 2000).

Nastavovanie vnutornych hodin, podla okolitého prostredia moze byt

uskutoc¢iiované u réznych organizmov viacerymi signalmi (prijem potravy, vybudenie,
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striedanie teploty prostredia a pod.). Najvyraznej$im podnetom je vSak svetelny signal.
Umoziiyje tzv. ,fazovy posun”, tj. posun vnutornej fazy podla podmienok prostredia,
pricom sa jedna bud’ o predbehnutie (phase advance) alebo zbrzdenie (phase delay).
Rozdielne je vnimanie signalu v zavislosti od aktualneho stavu (aktualnej fazy)
vnutornych hodin. Svetelny pulz vdruhej polovict subjektivnej noci, spdsobi
predbehnutie vnutomych hodin (organizmus synchronizuje vnitorné hodiny podl'a okolia

AR 2]

a svetelny signal je vnimany ako ,,za¢iatok diia”, preto subjektivny zaciatok diia postupne
prispdsobi tomuto podnetu) Naproti tomu, svetelny pulz v prvej polovici subjektivnej
noci, sposobi zbrzdenie vnutornych hodin (organizmus tento svetelny signal interpretuje
ako signal ,,eSte je stale dei”, a tak vnutorné hodiny zbrzdi) (Mrosovsky a Salmon 1987,
Yamazaki et al. 2000). Vyplyva z toho, Ze je dolezity nielen samotny svetelny pulz, ale aj
tzv. svetelna histéria.

Samotny pacemaker (generator cirkadianneho rytmu) musi pre spravnu
synchronizaciu dostavat’ signaly z prostredia. Ulohu pacemakera plnia u réznych
organizmov rozne §truktury. U motyl'a je to oblast’ niekol’kych Specifikovanych buniek
v mozgu, u $vaba optické laloky v mozgu, u jasSterice epifyza, u ostatnych plazov tzv.
parietalny organ, napojeny na epifyzu. U vtakov existuje trojica organov podielajtcich sa
do ur¢itej miery na generovani rytmu (oko, epifyza, SCN). U cicavcov st tymto centrom
SCN (Reppert a Weaver 1997). To, Ze centrom su prave SCN bolo ukazané
experimentom, kde u pokusného zvierata zbaveného SCN a implantovani SCN donora,
doslo k upraveniu cirkadidnnej peridédy podl'a SCN donora (Boer et al. 1998).

Pri rozvol'neni buniek SCN a sledovani neuralnej aktivity jednotlivych buniek sa
zistilo, Ze v ramci Struktury SCN, ktoré navonok vykazuju vlastnu stabilni endogénnu
rytmicitu, jednotlivé bunky SCN maji autonémny rytmus, ktory sa vSak medzi
jednotlivymi bunkami li§i ako v dizke vlastnej periddy, tak vo faze v ktorej sa aktualne

nachadza (Welsh et al. 1995).
2.2.2. Molekularna podstata cirkadiannej rytmicity

SCN su centrom cirkadiannej rytmicity a vlastnym pacemakerom (vnitornymi
hodinami, ,,udavaom rytmu”). Vlastna rytmicita je udrzovana cyklickou expresiou
Specifickych génov, ktorych proteiny svoju expresiu navzajom reguluju v éasovej slucke,
¢o ma zanasledok pravidelny rytmus v aktivite a aktudlnom aktivnom mnoZstve toho

ktorého proteinu. Jednotlivé proteiny nasledne ovplyviuju ‘expresiu rady mnohych
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d’alsich cielovych génov. Takéto gény, ktoré spatnoviazbovo udrzuju pravidelny cyklus
vlastnej expresie, sa nazyvaju tzv. hodinové gény. Patria medzi ne gény Perl, Clock,
Bmal a Tim, identifikované v SCN srytmickou expresiou (Jin et al. 1999).
V spitnovizbovej masinérii vzajomnej stimulacie a inhibicie expresie, tak udrzuji staly
cyklus. Pre spravne fungovanie organizmu v danom prostredi, je potrebné tento vnutorny
cyklus prispésobovat’ okolitému prostrediu, preto je tento systém ,,nastavitelny”
svetelnymi signalmi z prostredia — jednak priamo tzv. retinohypotalamickym traktom
(RHT) (Barrenetxe et al. 2004), a jednak melatoninom (jeho produkcia rovnako podlieha
svetelnym podnetom) schopnym sprostredkovat’ fazovy posun endogénnej periddy (Liu et
al. 1997).

Masinéria spitnoviazbovych kluciek vzajomnej stimuldcie a inhibicie expresie
jednotlivymi dcastnicimi sa proteinmi bola dobre popisana u Drosophily melanogaster,
kde sa ucastnia proteiny Clock, Bmall, Per (period) a Tim (timeless) (Williams a Sehgal
2001). V jadre je protein Bmall exprimovany konstitutivne a tvori komplex s proteinom
Clock, ktorého expresia je regulovana. Komplex Clock-Bmall spédtnovédzbovo inhibuje
expresiu mRNA Clock génu. Zarovein tento komplex stimuluje expresiu mRNA génov
Per a Tim, ktorych proteiny Per a Tim su nasledne fosforylované (Tim-P, Per-P)
$pecifickymi  kinazami a  vytvaraju  komplex Tim-P-Per-P. Tento komplex
fosforylovanych proteinov inhibuje komplex Clock-Bmall, ¢im odblokuvava expresiu
Clock génu (ktora bola komplexom Clock-Bmall inhibovand) a zaroven zablokuje
vlastnu expresiu inhibovanim komplexu Clock-Bmall, ktory ich expresiu stimuloval.

Cely tento proces expresie mRNA, vzniku proteinov a spdtnovédzbové inhibicie
vytvara cyklus, ktory trva priblizne 24 hodin, a je ovplyvnitelny svetlom. Svetelny signal
je sprostredkovany pravdepodobne proteinom Cry, ktory dokaze hyperfosforylovat
protein Tim. Hyperfosforylovany Tim je vzapiti ubikvitinovany a degradovany. Svetlo
tak dokaze trvanie daného cyklu ovplyvnit. U cicavcov (Reppert a Weaver 2001) je
situdcia podobnd, do hry v8ak vstupuju d’alSie proteiny, ktoré sa navzajom ovpylviiuji a
moZu byt rozne regulované. Funkciu Tim-Per komplexu tam hraje komplex
fosforylovanych proteinov Cry-Per2-Perl. Expresia dal$ich cielovych génov je
zabezpecena tym, Ze Clock-Bmall komplex stimuluji okrem Per, Tim a Cry génov rdzne

d’alSie ciel'ové gény skorej odpovede.
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2.2.3. Molekularna podstata prenosu svetelného signalu

Signal svetla sa k SCN dostava priamo 1 nepriamo. Nepriamo signalom
melatoninu, ktorého tvorba podlieha svetelnej signalizacii a priamo dvoma zakladnymi
drahami. Svetelny signal z oka je prenasany do talamu a odtial’ do SCN (tlohu mediatora
hraje neuropeptid Y), druhou vyznamnejSou drdhou je RHT (Hannibal 2002). Je to
priame spojenie sietnice a SCN, a méze byt nezdvislé na svetlocitlivych senzoroch
ty¢inkach a capikoch. Je to redundantny mechanizmus, ktory vyuziva sveltocitlivé
gangliové bunky sietnice. Cast’ gangliovych buniek je svetlocitliva, asi 2 — 3 %. Tieto
bunky obsahuju pigment melanopsin (Hannibal a Fahrenkrug 2002), ktory je podobny
rodopsinu, a je schopny reagovat’ konforma¢nou zmenou na svetelny podnet, a odovzdat’
tak signal cez RHT do SCN. Hlavnymi mediatormi v tejto drdhe st glutamat a PACAP
(hypofyzarny adenylat cykladzu aktivujuci peptid) (Hannibal 2002). V RHT sa po
aktivovani melanopsinu prenesie signal k SCN, kde sa uvolni glutamat resp. PACAP a na
svojich receptoroch na bunkach SCN spdsobi intracelularne zmeny v hladine druhého
posla (cAMP), ¢oho nasledkom su aktivované prislusné transkripéné faktory(Hannibal
2002). Jedna z drdh vedie k stimuldcit c-fos (Travni¢kova et al. 1996), ked vysoka
hladina cAMP stimuluje fosforylaciu CREB, ktory ako transkripény faktor stimuluje
expresiu c-fos — tzv. okamzitého ranného génu (,,early response gene”). Po dimerizacii
posobi c-fos protein ako transkripcny faktor pre gény neskorej odpovede (,,late response

genes’’) (J&¢ et al. 2000).

2.3. Funkcie melatoninu v organizme

Y

Jednym z hlavnych efektov melatoninu je schopnost’ ,,nastavovat™ vnutorné
hodiny podl'a stimulov z okolitého prostredia a tito informéaciu sprostredkovat’ cielovym
Strukturam v celom organizme. Melatonin ovplyviiuje expresiu receptorov 1 hustotu
vlastnych vidzbovych miest v SCN a pars tuberalis, ¢o svedéi o ulohe samotného
melatoninu 1 o ulohe SCN v udrZovani cirkadiannej rytmicity (Neu a Niles 1997,
Guerrero et al. 2000).

Melatonin inhibuje v SCN aktivitu neurénov (tzv. ,neuronal firing”) (Liu et al.

1997). Potlacenie nervovej aktivity SCN modZe hrat’ Glohu v zmene schopnosti SCN

16



reagovat’ na stimuly, ktoré méZu participovat’ na cirkadiannej rytmicite, napr. na regulécii
spanku, sekrécii horménov a pod.

Fazovy posun sprostredkovava v SCN s najviac¢Sou pravdepodobnost’ou receptor
MT2, ked'ze tato schopnost’ nebola zruSena (len mierne oslabena) u zvierat s cielenou
deléciou génu (knock-out) MTI receptoru (Liu et al. 1997). Naproti tomu, u takychto
zvierat schopnost’ melatoninu inhibovat’ ,,neuronal firing” v SCN tplne vymizla, sved¢iac
o tom, Ze tito funkciu sprostredkovava pravdepodobne MT1 receptor. Toto zistenie je
dolezité aj z hladiska funkéného oddelenia efektu ,,neuronal firing* a fazoveého posunu, a
zda sa tak, Ze ,,neuronal firing” nedeterminuje schopnost’ melatoninu posuvat’ endogénnu
fazu subjektivneho dna, resp. noci. Citlivost SCN na melatonin, vysledkom ktorého je
fazovy posun, nie je rovnaka v priebehu celého cirkadianneho cyklu, ale najviac sa
prejavuje v subjektivnom ¢ase prechodu svetlo/tma a tma/svetlo (McArthur et al. 1997).

MT2 receptor je povazovany za sprostredkovatela fazového posunu, co
dokladovali Hunt et al. (2001) 1 McArthur et al. (1997). Tento zaver vsak nie je moZné
uplne generalizovat’, vzhfadom na to, Ze sezonne chovanie a cirkadianna rytmicita je
pozorovana u $krecka, ktorému prirodzene chyba funkény gén pre MT2 (Weaver et al.
1996), a tak nedokaZe exprimovat’ funkény protein. MoZno preto uvaZovat' 0 moZznom
sposobe Ciastoéného nahradenia funkénosti MT2 receptoru receptorom MTI
a o ¢iastocnej funkénej redundandnosti medzi dvoma izoformami membranového
receptoru. MozZnost’ ¢iasto¢nej funkénej nahraditelnosti receptorov MT1 aMT?2

v sprostredkovani fyziologickych odpovedi bola ukdzana i u mysi (Jin et al. 2003).

Pars tuberalis hypofyzy je jednou zcielovych Struktir vnitornych hodin a
cirkadiannej rytmicity, o ¢om sved¢i silnd expresia melatoninovych receptorov a silna
vdzba melatoninu v tejto Strukture. V pars tuberalis je rytmicky exprimovanych viacero
génov, jednak transkripény inhibitor /cer (inducible cyclic AMP early repressor) a
hodinovy gén Per/. No¢na zvy$ena hladiny melatoninu je kIi¢ova pre udrzanie rytmicke;j
aktivity expresie tychto génov. Pinealektomia zru$i rytmicku expresiu génov v pars
tuberalis a prediZenie nocnej fazy LD cyklu sposobi zniZenie amplitudy Perl a Icer
expresie v pars tuberalis. Za normalnych svetelnych podmienok LD cyklu expresia Per! a
Icer prudko stipa po prechode z tmavej do svetlej fazy diia, o by vysvetlovalo inhibiény
vplyv predlZenej noénej fazy (von Gall et al. 2002.).

V pars tuberalis mysi st cyklicky exprimované hodinové gény Perl, Cryl, Clock,

Bmall (von Gall et al. 2005), narozdiel od Per2 a Cry2, u ktorych rytmus zisteny nebol.
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Takyto vzorec expresie bol zisteny u divokého kmena mysi ako i u mysi s cielenou
deléciou génu pre MT2 receptor. Expresia Perl, Cryl, Clock a Bmall bola dramaticky
znizena u MT1 knock-out mysi (von Gall et al. 2005), ¢o sved¢i o kl'i¢ovej tlohe MT]1
receptoru v udrZzovani rytmickej expresie hodinovych génov v pars tuberalis a potvrdzuje

zasadnu ulohu melatoninu v udrZovani tejto rytmicity.

2.4. Receptory melatoninu

2.4.1. Vizbové miesta pre melatonin

2.4.1.1.  Vizbové miesta pre melatonin v CNS

Cielové tkaniva melatoninu interpretuji samotny melatoninovy signal
prostrednictvom receptorov. Experimentalne boli identifikované najprv vizbové miesta
analégu melatoninu, radioaktivne znageného 2-['*’I]-melatoninu, ktory vykazuje podobnu
afinitu na védzbovych miestach ako melatonin, ale nie uplne rovnaku. 2['*’I}-melatonin
vykazuje vac¢Siu schopnost’ viazania sa ako melatonin (2-I-melatonin ma nizsiu disociaénu
konstantnu), o bolo ukizané na §tudii porovnavajicej vizbové vlastnosti [H]-

, 125
melatoninu a 2-[ "2

[}-melatoninu (Kennaway et al. 1994). Disocia¢na konstanta (Kg) pre
2-['*1}-melatonin sa pohybovala v okoli 24 + 4.8 pM, pri¢om [*H]-melatonin vykazoval
hodnoty K4 v okoli 125 + 21 pM. Vizbové &tiadie s pouZitim 2-['2°I]-melatoninu tak méZu
byt’ interpretované na kvalitativnej drovni lokalizacie melatoninovych viazbovych miest,
resp. receptorov, ale presné disociacné konstanty a farmakologické vlastnosti musia byt’
z hladiska fyziologickej funkcie melatoninu v organizme interpretované s vedomim
tychto rozdielov.

Takto boli identifikované mnohé vizbové miesta 2-['*’I]-melatoninu v réznych
organoch u réznych modelovych organizmov. Reverzibilni vizbu 2-[1251]-melatoninu
ukazali u potkana v SCN a eminentia media Vaneéek et al. (1987) a cyklujici rytmus
v intenzite vdzby pocas svetelnej a tmavej fazy dna v pars tuberalis a SCN potkana
(chovaného na LD 12:12) zaznamenali Gauer et al. (1993) s maximom vCT 9
(cirkadianny cas, CT 0 je zadiatok svetelnej fazy) a minimom v CT 21. Rytmus v hustote
vidzbovych miest a pik maxima v podobnom CT v SCN potkana zaznamenali aj Tenn a

Niles (1993), ktori vSak identifikovali jeden niekolko hodin trvajuci pik, ato v CT 8 — CT
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12, ¢o je priblizne na konci svetelnej fazy. Maximum je v opacnej faze ako koncentracia
plazmatického melatoninu. To naznacuje mozZnost’ negativnej regulacie vdzbovych miest
melatoninu v SCN samotnym melatoninom. 2-['*’I}-melatonin sa dobre viazal aj
v Struktirach mozgu $krecka (hypotalamus a hipokampus, Pickering a Niles 1990), ako
i kralika, kofa a ovce (Stankov et al. 1991) s dominantnym silnym signalom v oblasti pars
tuberalis a s nezanedbatel'nym signadlom v SCN a v kortikalnych oblastiach. Podrobnejsiu
Studiu vdzbovych miest melatoninu v mozgu ovce previedli Bittman a Weaver (1990),
ked ukazali na mozgovych rezoch vizbové miesta v pars tuberalis hypofyzy,
mediolateralnom septe, hipokampe a SCN. Podobnost’ vizbovych miest 2-['21)-
melatoninu v hypotalame a pars tuberalis u zastupcov domestikovanych kopytnikov,
kravy, kofa a osla ukazali (Nonno et al. 1995). U zastupcov vtakov bola identifikovana
vizba 2-['*1)-melatoninu v mozgu kuréat’a (Siuciak et al. 1991, Kennaway et al. 1994) i
prepelice (Coturnix japonica) (Cozzi et al. 1993). Z danych §tadii vyplyva, Ze melatonin
méa mnoZstvo védzbovych miest vroznych castiach CNS, €o sved¢i o jeho ulohe
v centralnej regulacii fyziologickych pochodov organizmu.

Melatonin nezohrava fyziologicka funkciu len u vysSich Zivocichov, no o jeho
ilohe u niZsich stavovcov je zname malo. U niektorych zastupcov boli identifikované
jeho vdzbové miesta. Preskimané boli u zastupcov ryb a nizsich stavovcov (Vernadakis et
al. 1998): u plastovca Branchiostoma floridae, sliznatky Myxine glutinosa, mihule
Petromyzon marinus, rtaje Raja erinacea a pstruha Oncorhyncus mykiss. Ziadna
Specificka vdzba nebola detekovana u kopijovca a sliznatky, ktorym chyba v anatomicke)
stavbe $truktura epifyzy. Naopak, u dospelej mihule bola vizba zaznamenana v oblasti
preoptickych jadier a tectum opticum. U pstruha a raje vykazoval 2-['*I]-melatonin silnu
vazbu v preoptickych jadrach, SCN, hypotalame a tectum opticum. Mozog zastupcu
obojZivelnikov preskumali Wiechmann a Wirsig-Wiechmann (1993). U zaby Rana
pipiens sa 2-['*’I]-melatonin viazal v oblasti telencefalon, diencefalon, mezencefalon a
velmi napadne v oblastiach suvisiacich s prijimanim a spracovavanim optickych
podnetov. U plaza Anolis carolinensis sa 2-['*’I]-melatonin 3pecificky viaZe v oblasti
diencefalon a v ¢astiach mozgu suvisiacich s prijmom optickych podnetov (Wiechmann a
Wirsig-Wiechmann  1992).  Existencia  vdzbovych  miest pre  melatonin
v Strukturach nizSich stavovcov sved¢i o velmi pravdepodobnej fyziologickej funkcii
melatoninu, jednak v cirkadiannych rytmoch (aj ked’ tie nemusia byt’ také silné ako u
cicavcov), v interpretacii svetelnych signalov a zavislosti chovania sa od svetelného

rytmu dna. '
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2.4.1.2.  Viizbové miesta pre melatonin v periférnych orgdanoch

Retina bola ukazana ako jedna z délezitych lokalizacii vizbovych miest 2-['*I}-
melatoninu. Popisané boli vdzby u kuréat'a (Dubocovich a Takahashi 1987), prepelice
(James et al. 1995), Zaby (Wiechmann a Wirsig-Wiechmann 1991) 1plaza Anolis
carolinensis (Wiechmann a Wirsig-Wiechmann 1994). Identifikacii vdzbovych miest
radioligandu 2-['*’I}-melatonin v tkanive obli¢ky sa venoval Song so spolupracovnikmi,
pricom vizbu popisali v 'udskej oblicke (Song et al. 1995). Zaroven v oblicke kacice
zaznamenali aj variiciu a rozdiel medzi hustotou vdzby pocas diia a noci a popisali narast
Bmax (maximalna hustota vizby) o 50% v prostriedku temnej fazy diia oproti hodnotam
v prostriedku svetelnej fazy, pri nezmenenej hodnote K4 (Song et al. 1992). Narast
hustoty vdzbovych miest v obli¢ke poc¢as tmavej fazy je odliSny od narastu vdzbovych
miest v SCN potkana pocas svetelne) fazy. Zda sa tak, Ze vlastnosti regulacie hustoty
viazbovych miest 1inych procesov melatoninom, moéZu podliehat na periférii inym
vplyvom, inej interpretacii signalu alebo méZu byt do zna¢nej miery nezavisle od
centralneho pacemakera.

Melatonin hra ulohu u sezénnych zvierat aj v koordinacii reprodukcie, nastupu
ruje a dejoch s tym suvisiacich. Tuto jeho ulohu a priamu suvislost’ potvrdzuji nalezy
viazbovych miest v reprodukénych organoch rdéznych Zivocichov. U potkana bola
zaznamenana v semennikoch (Vera et al. 1997), v nadsemennikoch (Yu et al. 1994),
podobne v semennikoch kacice (Ayre et al. 1994) a v semennikoch prepelice (Wang et
al. 1992), pricom v tychto pripadoch afinita ani hustota vidzbovych miest 2-['%1)-
melatonin nevykazovala rozdiely vo svetelnej oproti temnej faze dna, pri preukdzanom
rytmickom cyklovani koncentracie plazmatického melatoninu. Obdobna vézba 2-['%1]-
melatoninu bola zistena aj vo vaje¢nikoch. V reprodukénych organoch nebola preukazana
rytmicita ani zmena hustoty vizby 2-['*’I]-melatoninu v réznych ¢asovych fizach diia, a
tak plazmaticky melatonin na tejto urovni a v tychto organoch pravdepodobne svoje
viazbové miesta nereguluje.

Daldim perifémym systémom s identifikovanymi vizbovymi miestami je
gastrointestinalny trakt. V Pudskom jejune bola vizba 2-['*’I]-melatoninu pozorovana vo
vrstve mukozy a submukézy (Pontoire et al. 1993). V duodene kurdata bola vizba
v mukoznej vrstve intenzivnej$ia ako vdzba v mukdzno-submukdznej vrstve (Pontoire et
al. 1993). Odlidnost’ vdzby pocas diia anoci pozorovali Wan a Pang (1995) v peéeni

prepelice, kde vdzba vykazovala odliSnost’ a pri zachovani ‘hustoty vidzbovych miest
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(Bmax) sa zvysila hodnota K4 o 65% (p < 0,05) v prostriedku temnej fazy. Tato
pozorovana variacia sa odliSuje od zisteni denno-no¢nych zmien vo vlastnostiach vizby
pozorovanych v obli¢ke kacice, kde zostala disociacna konStanta zachovana a zmenila sa
hustota viazbovych miest (Song et al. 1992).

Imunitny systém rovnako vykazuje néalezy viazbovych miest 2—[‘251]-me1atoninu

v organoch suvisiacich s imunitnym systémom (tymus, slezina) (Yu et al. 1991, Poon et

al. 1994), ako 1 v samotnych imunitnych bunkach (Calvo et al. 1995).

organizmus Ka [pM] Bmax [fmol/mg prot.]

potkan ISCN, eminentia media 21 8,5 Vanécek et al. 1987

potkan SCN 3-5 Gauer et al. 1993

potkan pars tuberalis (PT) 30 -45 Gauer et al. 1993

kuréa mozog 33-48 31-58 Siuciak et al. 1991

kur€a mozog 24148 Kennaway et al. 1994

kur¢a retina 434 £ 56 74 £ 13,6 Dubocovich a Takahashi 1987
prepelica |mozog 35-150 Cozzi et al. 1993

SkreCok  |hypotalamus, hipokampus | 1800 £ 300 75+7 Pickering a Niles 1990

kralik PT, SCN, kortex 1-20 Stankov et al. 1991

kon PT, SCN, kortex 1-20 Stankov et al. 1991

ovca PT, SCN, kortex 1-20 Stankov et al. 1991

mihul'a SCN, hypotalamus 36 8,1 Vernadakis et al. 1998

raja SCN, hypotalamus 38 19,8 Vernadakis et al. 1998

pstruh SCN, hypotalamus 50 21,8 \Vernadakis et al. 1998

7aba mozog 70 0,8 \Wiechmann a Wirsig-Wiech. 1993

Tabul’ka 1. PrehPad nameranych disociaénych konstant (K,) a maximalnych denzit vizby (B.y)
2-['*I]-melatoninu v CNS.

organizmus K [pM] Bmax [fmol/mg proteinu]
Clovek oblicka 152+25 1,8+0,2
kacica oblicka 446+ 4.4 6,4+0,6 Song et al. 1992
potkan semenniky 215+ 23 0,9+0.1 Vera et al. 1997
potkan nadsemenniky 62,6 £7,79 16+0,2 Yu et al. 1994
kacica semenniky 29+6 1,9+0,7 Ayre et al. 1994
prepelica semenniky 46,6 + 8,6 28+0,02 \Wang et al. 1992
kacica vajecniky 5319 45+0,6 Ayre et al. 1994
Clovek jejunum 150 - 200 0,7 Pontoire et al. 1993
kuréa duodenum 68 + 18 0,2-1 Pontoire et al. 1993
prepelica pecen 19,4 £ 1 1,2+0,19 Wan a Pang 1995
kacica slezina 73,1+54 3614 Yu et al. 1991

Tabulka 2. Prehlad nameranych disociaénych konstant (Ky) a maximalnych denzit vizby (Bm.,)
2-["**[]-melatoninu v periférnych organoch.
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2.4.2. Identifikdacia melatoninovych receptorov

Z vlastnosti vizbovych 3tudii 2-['*’I]-melatoninu, pripadne inhibi¢nych 3tudii
s melatoninom a d’al§imi jeho analéogmi, bolo predikované, Ze vidzbové miesta
2-['®’I]-melatoninu odpovedaju dvom zékladnym membranovym typom receptorov. A to
vysokoafinitného typu melatoninového receptoru ML1 a nizkoafinitného typu ML2
(Dubocovich 1995). Neskor boli receptory podrobnej$ie analyzované a bola odhalena ich
gendmova lokalizacia, ako i podrobne uréena sekvencia DNA génu, mRNA a popisané
miesta zostrihu. Bola uréena 1 3D Struktira, Specifikovanim hydrofébnych a hydrofilnych
asekov a krystalografickou analyzou. Vysledkom bola identifikacia dvoch izoforiem ML1
receptorového typu - Mella (= MT1) a Melb (= MT2), u vtakov a obojZivelnikov navyse
Mellc (Slaugenhaupt et al. 1995, Reppert et al. 1995, Reppert et al. 1995b). Receptory st
afinitne 1 $truktime podobné, rovnako zdiel'aji sekvenéni homoldgiu, su vsak do istej
miery farmakologicky rozlisitelné. VSetky izoformy typu ML1 patria do rodopsinovej
rodiny receptorov so siedmimi transmembranovymi o-helixami, ktoré si spojené

hydrofilnymi k'u¢kami (obr. 2).

a N-terminal
0 Tl

extraceliular

intracellular

C-terminal

ISovova et all 2004, A structural model of human MT2 melatonin receptor and its melatonin
recognition site. Abstract. 3™ Discussions in Structural Molecular Biology.]

Obr. 2. Trojrozmerny model Struktiry vysokoafinitného membranového receptoru typu MLI,
zahriiujuci izoformy Mella, Mellb a Mellc, so siedmimi transmembranovymi o-helixami.
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Receptor typu ML2 patri do rodiny chindnovych reduktaz a o jeho fyziologickom
uplatneni, lokalizacii a farmakologickej charakteristike je znadme velmi malo
(Dubocovich 1995).

Pozorovana bola aj vdzba melatoninu do jadrovych Struktur buniek jednotlivych
organov, je preto predpoklad, Ze sa melatonin uplatiiuje aj v regulacii pomocou jadrovych
receptorov, pravdepodobne zrodiny RZR/ROR (retinoid Z receptor, retinoid orphan

receptor) ,,orphanovych* jadrovych receptorov (Smirnov 2001).

2.4.2.1.  Vysokoafinitné melatoninové receptory ML1

Vysokoafininté membranové receptory patria do rodopsinovej rodiny receptorov
so siedmimi transmembranovymi doménami (Ebisawa et al. 1994, Reppert et al. 1994) a
boli odlisené od nizkoafinitnych membranovych receptorov ML2 (Dubocovich 1995).
Vstup do podrobnej charakterizacie urobili vyizolovanim cDNA vysokoafinitného
receptoru z Xenopus leavis a naslednej expresii v linii buniek COS-7 Ebisawa et al.
(1994). Tento naklonovany receptor vykazoval v naslednej védzbovej $tudii podobné
vlastnosti, ako v experimentoch prevedenych na receptoroch in vivo. 2—[125 [}-melatonin sa
viazal s hodnotou K4 = 6,3 + 0,3 .10"' M a vizba 2-['*’I]-melatoninu bola inhibovana
ligandami $truktirne podobnymi melatoninu rovnako ako v in vivo §tudiach.

Analyza cDNA ukéazala, Ze protein tohoto receptoru ma 7 hydrofébnych
transmembranovych domén spojenych hydrofilnymi kluckami, N-koniec proteinu sa
nachadza v extracelularnom prostredi a C-koniec je obrateny smerom do cytozolu.
Strukturne analyzy odhalili, Ze je spriahnuty s GTP viaZiicim proteinom (Morgan et al.
1989, Ebisawa et al. 1994, Witt-Enderby a Dubocovich 1996), ¢o je v sulade so
zisteniami vazbovych §tudii, kde GTP ovplyvioval hodnoty Ky a Bmax po jeho aplikacii
(Wan a Pang 1995, Song et al. 1995). To, Ze rovnaky receptor je u cicavcov zodpovedny
za sprostredkovanie nastavovania vnutorného cirkadianneho pacemakera a
sprostredkovanie sezénneho spravania, potvrdili Reppert et al. (1994) charakterizaciou a
naklonovanim lPudského a ovéieho melatoninového receptoru. PouZili na to primery
navrhnuté na cDNA melatoninového receptoru Xenopus leavis (Ebisawa et al. 1994) a
metddou PCR ziskali sekvenciu prislusného receptoru z ov¢ieho a l'udského tkaniva.
Nasledne expresiou v COS-7 bunkach a vizbovymi Studiami (K4 ~ 36 pM u ovce a Ky ~
26 pM u Cloveka, Byax ~ 104 fmol/mg proteinu u ovce a Bpax ~ 220 fmol/mg proteinu u

¢loveka) ukazali podobnost’ sdoteraz prevedenymi S$tadiami in vivo. Sekvenaciou

23



charakterizovali ov¢i receptor, ktory s tym z Xenopus leavis zdiel'al homolégiu sekvencie
aminokyselin 65 %. ako iludsky receptor, ktory zdielal homolégiu aminokyselin
s Xenopus leavis 65 % a s ovcou 85 %. Tento receptor bol neskor charakterizovany ako
izoforma Mella (Slaugenhaupt et al. 1995).

Klonovacie techniky, a d’al$i vyskum v Struktire a farmakoldgii vysokoafinitnych
melatoninovych receptorov umoznili identifikaciu viacerych izoforiem vysokoafinitného
membranového receptoru typu ML1. Takto boli rozliSen€ receptory Mella (Slaugenhaupt
et al. 1995), Mellb (Reppert et al. 1995) a Mellc (Reppert et al. 1995b). Dubocovich et
al. (1995) identifikovali a charakterizovali mnoZstvo melatoninovych analdégov,
agonistov, Giastoénych agonistov i antagonistov, ktoré vykazuji rozdielne afinitné
vlastnosti a umoziuju tak farmakologické rozliSenie receptorov Mella a Mellb. BezZne
dostupnymi a v inhibiénych S§tudidich pouzivané byvaju 4-P-PDOT (~ 300 krat
selektivnej$i MT2/MT1) a luzindol (~ 15 — 20 krat selektivnejsi MT2/MT1) (Dubocovich
et al. 1997).

Pre zjednotenie nazvoslovia melatoninovych receptorov, bol podl'a nomenklatury
[UPHAR pomenovany receptor Mella ako ,mtl”, neskér (su€asne pouZivany) MTI
areceptor Mellb ako ,mt2”, resp. MT2. [UPHAR nezahmiuje treti receptor z rodiny

ML1, ktory sa nenachadza u cicavcov a nad’alej je oznacovany ako Mellc

2.4.2.1.1. MTI1 (=Mella) izoforma vysokoafinitného

melatoninového receptoru v CNS

Genomova analyza a charakterizicia odhalila lokalizaciu l'udského (chromozém
4q35.1, Slaugenhaupt et al. 1995) i mySacieho (chromozdém 8, Slaugenhaupt et al. 1995)
MT1 receptoru. Identifikacia, urCenie sekvencie 1 genomova lokalizacia, ako 1 overenie
funkénosti expresiou v COS;7 bunkovej linii bolo prevedené aj u mysi (Roca et al. 1996).

Expresiu mRNA MTI1 receptoru metddou RT-PCR ukézali Mazzucchelli et al.
(1996) v roznych oddieloch mozgu. Semikvantitativnym vyjadrenim ur¢ili aj porovnanie
v intenzite expresie: mozocek = okcipitalny kortex = parietdlny kortex > temporalny
kortex > talamus > frontalny kortex = hipokampus. V prevaznej miere sa tento
melatoninovy receptor vyskytuje v centradlnej nervovej sustave, najmid v organoch
podielajucich sa na sprostredkovavani cirkadidnnych fytmov a organizacii sezénneho

spravania. V l'udskom plode detekovali Weaver a Reppert (1996) expresiu mRNA MT1
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receptoru v SCN hybridizacnou technikou. Rovnako v l'udskom plode Thomas et al.
(2002) detekovali pritomnost mRNA MTI1, ako i vidzbu 2-['**I]-melatoninu v SCN,
mozocku, talame, hypotalame a mozgovom kmeni, priCom nezaznamenali signal vizby
ani expresie v hypofyze, vypovedajic o tom, Zze v l'udskom plode je vyvoj cirkadiannych
rytmov i vizbovych miest v cielovych organoch eSte neukonceny, a vyvija sa aj na urovni
expresie receptorov. U myS$i bola mRNA receptoru detekovana v SCN a pars tuberalis
hypofyzy (Roca et al. 1996), u potkana v hypotalame (Sallinen et al. 2005), v SCN (Neu a
Niles 1997, Hunt et al. 2001, Poirel et al 2002) a v oblasti hipokampu (Musshoff et al.
2002).

Pritomnost’ aj rytmus expresie mRNA MT]1 receptoru ukazali u potkana v SCN
Neu a Niles (1997) s pikom expresie v CT S — CT 7. Porovnanim so star§imi vysledkami
z daného laboratoria (Tenn a Niles 1993) ukazali, Ze pik v hustote vdzbovych miest 2-
['®I}-melatoninu nasleduje niekolko hodin po zvysenej expresii mRNA, v CT 8 — CT 12.
Hustota védzbovych miest by tak zodpovedala redlnemu zastipeniu proteinov MTI
receptoru, ked uvazujeme ¢asovy odstup medzi prepisom génu do mRNA a vyslednou
expresiou a lokalizaciou proteinu do membrany.

Rytmicitu v expresii MT1 mRNA a v hustote vazbovych miest u potkanov na LD
svetelnom reZzime stanovili v SCN Poirel et al. (2002). AvSak na rozdiel od
predchadzajucich $tddii (Neu a Niles 1997), maximum expresiec mRNA bolo
zaznamenané aj na zadiatku temnej fazy dia aj v strede svetelnej fazy. U zvierat
chovanych v konStantnej tme (DD svetelny reZim), sa v expresii objavili dva piky — na
prechode svetld/tmava faza (podobne ako u LD) a d’al$i na prechode tmava/svetla faza
(Z1aden takyto pik u LD). Nasledna analyza hustoty vdzbovych miest ukazala, Ze na
svetelnom reZzime LD 12:12 bola hustota vizbovych miest niZsia pocas celej temnej fazy
diia oproti svetelnej faze, naproti tomu uzvierat chovanych v konS$tantnej tme
nedochadzalo k Ziadnym zmenam v hustote vizbovych miest 2-['*’[]-melatoninu.
Z tychto zisteni je mozné vyvodit, Ze svetelné podnety majui zasadny vplyv na regulaciu
hustoty védzbovych miest, ale reguldcia transkripcie nie je za tento efekt priamo
zodpovedna, ale Ze sa proces regulacie odohrava na viacerych urovniach a uplatiiuje sa
v filom viacero mechanizmov.

Rytmus v expresit mRNA MT]1 v pars tuberalis namerali Guerrero et al. (2000).
Maximum expresie bolo na prechode tmava/svetla faza. Tento rytmus v expresii bol tiplne
zruSeny u pinealektomovanych potkanov. Ak sa na pokusné zvierata aplikoval svetelny

pulz pocas tmavej fazy, spdsobilo to zvySenie expresie mRNA MT1 u intaktnych zvierat,
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ale Ziadna zmena nenastala u pinealektomovanych. Podany melatonin zrusil efekt
zvysenia expresie u intaktnych zvierat. Z tychto vysledkov moZzno vyvodit’, Ze expresia
mRNA MT1 melatoninového receptoru v pars tuberalis je regulovana melatoninom.

Pri porovnani tejto Studie prevedenej na pars tuberalis a $tidie na SCN (Poirel
2002, Neu a Niles 1997) moZno predpokladat’ odliSnd regulaciu expresie receptorov a
vdzbovych miest melatoninu v tychto Strukturach, a tym aj moznud odli$nu fyziologicku
funkciu tychto sucasti CNS. Podobné rozdiely medzi SCN a pars tuberalis stanovili u
Skre¢ka Schuster et al. (2000), kde 1 hodinovy svetelny pulz stimuloval expresiu MT1
mRNA v SCN 1 pars tuberalis, no hustota melatoninovych receptorov nebola ovplyvnena

v SCN, zatial’ ¢o vykazovala prudky narast v pars tuberalis.

2.4.2.1.2. MTI (=Mella) izoforma vysokoafinitného

melatoninového receptoru na periférii

Melatoninové membranové receptory boli detekované a lokalizované na roznej
trovni aj v roznych periférnych organoch. V chvostovej artérii potkana bola ukazana
expresia mRNA MT1, pricom nebola detekovana expresia MT2 (ani ,,nested“-PCR) (Ting
et al. 1999). Podobne v 'udskych koronamych artériach bola zaznamenana expresia na
urovni proteinu (Ekmekcioglu et al. 2001), kde bola aj variacia v hladine expresie
proteinu poCas 24 hodin, s minimom pred prechodom z tmavej do svetelnej fazy dia a
maximom po 13. hodine pretrvavajucom do prostriedku tmavej fazy. V rannych hodinach
tak koronarne artérie vykazovali najmenSiu citlivost’ vo€i melatoninu a maximalnu
v zaClatku tmavej fazy, kedy stipa hladina plazmatického melatoninu a zarovefi sa
zachovava vysoka hladina expresie proteinu. To moze suvisiet’ aj s potencialnou ulohou
melatoninu v regulacii krvného tlaku a priamym efektom na cievy.

V peceni a obli¢ke mysi bola expresia mRNA detekovana metéodu RT-PCR (Naji
et al. 2004), v tenkom ¢reve a retine potkana metédou real-time RT-PCR (Sallinen et al
2005).

V nezanedbatelnej miere bola expresia detekovana v imunitnom systéme, a to
v jednotlivych organoch suvisiacich simunitnym systétmom ako i v populaciach
imunitnych buniek. U mysi v tymuse i slezine na irovni mRNA 1 proteinu (Carrillo-Vico
et al. 2003), podobne u potkana v tymuse, slezine a pdpuléciéch T lymfocytov (CD4",
CD8") i B lymfocytov (Pozo et al. 1997) a u &loveka bunkach imunitného systému
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(monocyty, B lymfocyty, Ty, T¢, NK-bunky) (Pozo et al. 2004). Hojna expresia
naznacuje mozné 3iroké fyziologické posobenie melatoninu v imunitnom systéme, ¢o
potvrdzuju Studie popisujuce imunostimulaény i imunosupresivny ucinok melatoninu
(Srinivasan et al. 2005).

Lokalizacia expresie u potkana v endometriu maternice (Zhao et al. 2000)
potvrdzuje funkciu melatoninu v regulacii reprodukcie nielen cez pdsobenie v ramci
CNS, ale aj priamo na periférii.

U ¢loveka bol MT1 detekovany este v adipocytoch hnedého tuku (rovnako ako
MT2) (Brydon et al. 2001) ¢o poukazuje na moznu ulohu v reguldcii energetického

metabolizmu.

2.4.2.1.3. Intraceluldarne posobenie melatoninu cez MT1 receptor

Melatoninovy receptor MT1 je spriahnuty s GTP-viazicim proteinom (G-protein).
Ukazalo sa, Ze receptor méze byt’ spriahnuty s réznymi typmi G-proteinov a aktivované
podjednotky G-proteinu (o podjednotka, Py podjednotka) mdzu ovplyviiovat’ rdézne
intracelularme signaliza¢né drahy.

Na uréenie signalizaénych drah, ktoré¢ melatonin ovplyviiuje cez membranovy
receptor, boli uskuto¢nené viaceré Studie. K inhibicii narastu hladiny cAMP
stimulovaného forskolinom alebo inymi substanciami, dochadza po pdsobeni melatoninu
(Carlson et al. 1989, Vanécek a Vollrath 1990, Carlson et al. 1991, Wiechmann a Wirsig-
Wiechmann 1993, Iuvone a Gan 1994, Garcia-Perganeda et al. 1999). Tento efekt
melatoninu je sprostredkovany receptorom spriahnutym s G-proteinom.

Bolo ukazané, Ze inhibicia akumulacie cAMP je sprostredkovand G-proteinom
senzitivnym k pertussis toxinu (Niles et al. 1991, Iuvone a Gan 1994, Garcia-Perganeda et
al. 1999, Roth et al. 2001). Citlivost' G-proteinu na pertussis toxin v drahe inhibicie
adenylat cyklazy melatoninom napoveda, Ze sa jedna o protein z rodiny G;j, u ktorych
aktivovana o podjednotka G-proteinu inhibuje membranovu adenylat cyklazu.

Inhibicia adenylat cyklazy a pokles cAMP byvaju v pracach dokladované ako
najcastejsi efekt melatoninu cez MT1 receptor. G; protein sprostredkovava aj iné bunkové
odpovede na melatonin a ovplyviuje signaliza¢né drahy stimulaciou MAP kindz
(stimuléacia JNK, ERK kinazy) (Chan et al. 2002), ¢i modulaciou aktivity transkripénych
faktorov (estrogénovy receptor, glukokortikoidovy receptor) (Kiefer et al. 2005).
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Brydon et al. (1999) ukazali, Ze MT1 receptor v HEK 293 bunkach endogénne
exprimujtcich rézne druhy G-proteinov (Gii, Gi2, Gis, Ggni. Gz Gy, Gi2, Gs) mdze byt’
struktirme 1 funkéne spriahnuty s G-proteinmi Gi; a Gi3, ¢o su rovnako G-proteiny, kt. a
podjednotka inhibuje adenylat cyklazu.

Melatoninovy receptor modZe byt spriahnuty aj s G-proteinom necitlivym
k pertussis toxinu. V bunkovej kultire melanému, bol melatonin schopny stimulovat
sekréciu proteinov cez receptor spriahnuty so stimulacnym G-proteinom Gs, efekt bol
znasobeny zabranenim GTP hydrolyze a tym udrZaniu G, podjednotky v trvale aktivhom
stave (Bubis a Zisapel 1995). Domienky o moznom spriahnuti s proteinami Gy, Gi2, Gi3
boli vyslovené pri hodnoteni pokusov s aktivaciou JNK kinazy, kde stimulacia MT1
melatoninového receptoru i stimulacia G4, G2, Gy3 viedl k aktivacii JNK kinazy (Chan
et al. 2002).

To, Ze odpoved’ na melatonin méze sprostredkovat’ G-protein Gy¢ ked’ je s nim
spriahnuty melatoninovy receptor MTI1 resp. MT2, bolo ukazané akumuldciou
inozitoltrifosfatu ako odpovedi na stimulaciu 2-I-melatoninom v bunkidch COS-7
transfekovanych MT1 a MT2 (Lai et al. 2002). Napojenie MTI1 receptoru na
fosfatidylinozitolovu drahu podporila aj praca MacKenzie et al. (2000), ked’ v bunkovej
linti ovarii, exprimujucich MT1 receptor, ukéazali po stimuldcii narast v hydrolyze
fosfatidylinozitolu. Tento efekt bol zablokovany pdsobenim inhibitoru 4-P-PDOT.
Zaroven bola ukazana schopnost’ melatoninu inhibovat’ forskolinom stimulovany narast
hladiny cAMP, ¢o sved¢i o tom, Ze melatoninovy receptor méze byt zapojeny v dvoch
odlidnych intracelulamych signaliza¢nych drahach.

Ovplyvnenie fosfatidylinozitolovej drahy melatoninom cez receptor MT1 ukazali
aj Brydon et al. (1999), ked’ koimunoprecipitaciou réznych G-proteinov s proteinom MT1
receptoru stanovili, Ze melatoninovy receptor je spriahnuty aj s proteinom Gg,i. Po
transfekcii HEK 293 buniek MT1 receptorom spriahnutym s Gg/; bolo potvrdené funkéné
spriahnutie, ked’ melatonin stimuloval vzostup koncentracie [Ca®™"]..

Melatoninovy receptor tak moze byt spriahnuty so Sirokym spektrom
G-proteinov, ¢o umoziuje melatoninu Gcastnit’ sa v roznych regulaénych drahach. Je
pravdepodobné, Ze organizmus si takto zabezpecuje tkanivovo ¢i bunkovo Specificky typ

odpovede na melatonin.
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2.4.2.1.4. MT2 (=Mellb) izoforma vysokoafinitného

melatoninového receptoru

Identifikovana a naklonovana izoforma vysokoafinitného receptoru ozna¢ovana ako MT2
(Mellb) (Reppert et al. 1995) je rovanko ako MT1 s G-proteinom spriahnuty receptor.
Vykazuje podobné vidzbové, Struktirne a sekvenéné (60 % homolégie aminokyselinovej
sekvencie) vlastnosti ako MT1 (Mella). V l'udskom chromozéme je lokalizovany
v lokuse 11g21-22 (Reppert et al. 1995).

Expresia v COS-1 bunkach preukéazala viazbové vlastnosti 2-['**I)-melatoninu
s K4 =160 + 30 pM a $tadie v linii buniek NIH 3T3 ukazali jeho funkénu zviazanost’ s
adenylat cyklazou.

Expresia bola ukazana v mozgu ¢loveka (Reppert et al. 1995), v hipokampe a
gyrus dentatus (Musshoff et al. 2002), v SCN (Hunt et al. 2001) a hypotalame (Sallinen
et al. 2005) potkana

Silnd expresia bola popisand v retine cloveka (Reppert et al. 1995), potkana
(Sallinen et al. 2005) 1 Xenopus leavis (Wiechmann et al. 1999).

U mysi bola expresia mRNA MT2 receptoru lokalizovana v mozgu a plicach,
pricom detekcia bola negativna v oblickach, srdci a peceni (Naji et al. 2004).

Na urovni proteinu bol MT2 identifikovany v tymuse mys$i (nie v slezine)
(Carrillo-Vico et al. 2003). Naproti tomu, expresia mRNA nebola detekovana v slezine
ani tymuse potkana (Pozo et al. (1997).

V gastrointestinalnom trakte bol MT2 receptor detekovany v tenkom creve a
peCeni potkana (Sallinen et al. 2005) a jeho expresia bola zistena 1 v adipocytoch
v hnedom tukovom tkanive (Brydon et al. 2001).

Melatoninovy receptor typu MT2 sa tak javi vo vyskyte zriedkavej$i v porovnani
s MT1 receptorom, ale jeho dominantna funkcia bola ukéazana v sprostredkovani
odpovedi v regulacii sezonnych zmien v organizme (Liu et al. 1997, McArthur et al.

1997, Hunt et al. 2001).

2.4.2.1.5. Intraceluldarne posobenie melatoninu cez MT2 receptor

U MT2 receptoru boli ukazané podobné signalizatné drahy ako u MT1 (pricom
nie vSetky preukazané aj u MT2). MT2 receptor je rovnake spriahnuty s viacerymi
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G-proteinmi, a jeho aktivaciou melatonin inhibuje membranovu adenylat cyklazu, a tym
znizuje intracelularnu hladinu stimulovaného cAMP (Reppert et al. 1995, Reppert et al.
1995b, Petit et al. 1999).

Podobne ako u MT1 bola u MT2 preukdzand ucast’ v stimulacii
fosfatidylinozitolovej signalizaénej drahy. Stimulacia hydrolyzy fosfatidylinozitolu ako i
inhibicia forskolinom stimulovaného vzostupu koncentracie intracelularneho cAMP cez
MT?2 receptor bola ukazana v bunkovej linii ovarii (MacKenzie et al. 2002). Funk¢né
napojenie na G, protein, a spriahnutie s fosfatidylinozitolovou drahou bolo potvrdene
stimulaciou tvorby inozitoltrisfosfatu Lai et al. (2002).

Zasadny rozdiel v intracelularnom posobeni medzi MT1 a MT2 je v schopnosti
melatoninu cez receptor MT2 inhibovat’ stimulovanu hladinu cyklického GMP (cGMP),
zatial’ &o melatoninovy receptor typu MT1 tuto inhibiciu sprostredkovat’ nedokéaze (Petit

et al. 1999)

2.4.2.1.6. Mellc izoforma  vysokoafinitného  melatoninového

receptoru

V mozgu kuréata bola identifikovana nova forma vysokoafinitného,
s G-proteinom spriahnutého receptoru, ktory vykazuje homoldgiu vo¢i Mella i Mellb a
bol pomenovany ako Mellc (Reppert et al. 1995b). Melatonin je cez tento receptor
schopny inhibovat’ stimulovanu hiadinu cAMP 1 cGMP, ¢im sa funkéne viac podoba
receptoru MT2 (Jockers et al. 1997). Nie je exprimovany u cicavcov a jeho Specificka

iloha u ostatnych zivo¢ichov nebola rozliena.

2.4.2.2.  Nizkoafinitné melatoninové receptory ML2 (= MT3)

Na zaklade kinetickych a farmakologickych §tudii bola lokalizacia receptoru MT3
stanovena v mozgu $krecka. Afinita 2-['*’I]-melatoninu sa pohybovala v nanomolarnych
koncentraciach (0,9 — 10 nM). Oproti skupine vysokoafinitnym melatoninovym
receptorom ML, nie je MT3 regulovany zmenami koncentracie GTP, ¢o sved¢i o tom, Ze
nie je spriahnuty s G-proteinom. Typicka afinita vo¢i agonistom bola stanovena
nasledovne: 2-I-melatonin > prazosin ~ NA-5-HT ~ 6-hydroxymelatonin ~ melatonin >>

5-HT (Dubocovich 1995). Purifikaciou z oblicky Skrecka sa ukézalo Ze ide o homoldg
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chinénovej reduktazy typu 2 (Nosjean et al. 2000). O uplatneni MT3 receptoru vo

fyziologickom pdsobeni melatoninu je zname len vel'mi malo.

2.4.2.3.  Jadrové receptory

Pri §tudiu vdzbovych miest melatoninu a jeho analdgu 2-['**I]-melatoninu boli
identifikované aj iné vizbové miesta ako membranové. Boli to vizbové miesta v jadrach
buniek izolovanych z peéene potkana (Acuna-Castroviejo et al. 1994). Po pridani
proteinazy K a kyseliny trichloroctovej viazbovy efekt 2-['**I]-melatoninu vymizol. Z toho
plynie predpoklad, ze vazbové miesto moéze byt’ zviazané s jadrovym receptorom, alebo
Ze je priamo jadrovym receptorom.

Identifikacia vizbovych miest 2-['*’I]-melatoninu bola prevedena aj v jadrach
izolovanych buniek mlie¢nej Zlazy mysi (Coto-Montes et al. 2003) av jadrach
purifikovanych buniek sleziny a tymusu potkana (Rafii-El-Idrissi et al. 1998). Jednalo sa
o saturovatelnu, vysokoafinitni vazbu (K4 70 — 100 pM). Identitu moZnych jadrovych
receptorov odhalili Wiesenberg et al. (1995), ked’ ukazali, Ze sa melatonin viaZze na
RZR,i RORy s nanomolarnou afinitou aje schopny ovplyvnit’ ich transaktivaénu
aktivitu. RZR/ROR su tzv. ,,orphanové* jadrové receptory, ktoré su charakterizované, ale
nie je u nich znamy prirodzeny ligand a ¢asto ani cielové ,,response elementy* na DNA.

Niekol'ko Studii poukazuje na to, Ze melatonin je jednym z ligandov niektorych
podtypov tychto receptorov. Becker-Andre et al. (1994) ukazali, Ze melatonin je ligandom
RZRg, 1 ked nevedeli tento nalez reprodukovat’ (Becker-Andre et al., Erratum 1997). Tiez
Steinhilber et al. (1995) ukazali, Ze melatonin je prirodzenym ligandom RZR, a RZRg
v B lymfocytoch. Ukazali, Ze ,,response element™ génu S-lipooxygenazy $pecificky viaze
RZR, a ROR, (nie ROR,, ani ROR4;). Melatonin down-reguluje expresiu
S5-lipoxygenazy v B lymfocytoch exprimujucich RZR,, ale nema vplyv na expresiu
5-lipoxygenazy v monocytoch a granulocytoch, ktoré RZR,, neexprimuji. To naznacuje,
Ze melatonin je schopny cez jadrovy receptor RZR, ovplyvnit’ expresiu cielovych génov.

Boli objavené dalSie ,response elementy” RZR/ROR receptorov, ktore su
indukovatel'né melatoninom: sialoprotein v kosti potkana, my$i gén pre Pep-2 protein
(Purkinje cell protein 2) a ludsky p21WAF”C'P1 gén (Schrader et al. 1996). To, Ze
melatonin viaze RZR, a) jeho zostrihova varianta ROR;, ukazali vo svojej praci
Wiesenberg et al. (1995). Identifikovali tieZ novy synteticky ligand (tiazolidindién) CGP

52608, ktory je ligandom RZR/ROR receptorov, ale newiaze sa na membranové
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melatoninové receptory. Funkénost’ a $pecificitu ligandu potvrdili aj iné $tudie (Garcia-
Maurino et al. 1997, Rafii-El-Idrissi et al. 1998, Winczyk et al. 2001).

Expresia RZR/ROR receptorov a pdsobenie melatoninu cez tieto receptory bolo
ukazané najmi na bunkach (Steinhilber et al. 1995, Garcia-Maurino et al. 1997, Guerrero
et al. 2000b, Carrillo-Vico et al. 2003, Pozo et al. 2004) ¢i organoch (Rafii-El-Idrissi et al.
1998) imunitného systému. Existuje tym mozZnost’, Ze melatonin Specificky pdsobi cez

jadrové receptory prave v imunitnom systéme.

2.5. Melatonin v GIT

2.5.1. GIT - gastrointestinalny trakt

Gastrointestinalny systém vysSich stavovcov zohrava doéleziti dlohu v prijme
potravy, spracovani potravy, premene zdrojov na organizmom vyuzite'ni formu energie a
zbavovanie sa metabolitov a nespracovatelnych zvyskov. Takyto doélezity systém
podlieha prisnym endokrinnym, parakrinnym 1 autokrinnym regulaciam, ktoré
uschopnuju organizmus vyvazene regulovat energeticky metabolizmus a potreby
organizmu v danych prirodnych a fyziologickych podmienkach v akych sa organizmus
nachadza. Musi byt’ zabezpeéeny rozklad potravy, vstrebanie potrebnych latok, vylucenie
nepotrebnych a nespracovanych zvyskov potravy. GIT je zéaroven jednou z hlavnych
bariér vstupu patogénov do organizmu, preto musi byt zabezpecena patricna imunitna

ochrana pred patogénmi hojne sa vyskytujucimi v potrave.

2.5.2. Rytmicita v GIT

Ako mnoho inych procesov, aj prijem a spracovanie potravy ma rdzne typické
variacie v priebehu dia, ktoré byvaji rytmické. Rézne mechanizmy travenia funguju inak
pocas spanku a inak pocas aktivity. Sved¢éi o tom rytmicka aktivita motorickych
komplexov svaloviny ¢reva odlisna pocas dna a noci (Auwerda et al. 2001, Keller et al.
2001), cirkadianny rytmus expresie niektorych transportérov (GLUTS — Castello et al.
1995, PEPT1 - Pan et al. 2002), ako 1rytmus v sekrécii niektorych pankreatickych
enzymov (Kelle a Layer 2002).
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Tieto rytmy mézu byt ovplyviiované aregulované viacerymi mechanizmami:
centralnym cirkadiannym rytmom, kde hlavnym efektorom je melatonin, vnutornymi
podmienkami (pokles glukozy v krvi, pocit hladu) alebo vonkaj$imi podmienkami (po
prijme potravy sa nastartuji mechanizmy, ktoré vedu k spracovaniu potravy a ukladaniu
energetickych zasob). Siroké spektrum signalov sa méZe vrdznej miere vzijomne
ovplyvitovat.  Otazka ulohy centralneho pacemakeru v regulacii  procesov
v gastrointestinalnom trakte tak nie je zodpovedana a dava priestor a potrebu hl'adania
odpovedi. Vyskyt melatoninu vo velkom mnoZstve a pritomnost’ jeho receptorov
v roznych ¢astiach traviaceho systému hovoria pre moznu suvislost’ a koordinaciu

centralnej rytmicity s periférnou.
2.5.3. Melatonin a jeho receptory v GIT

Melatonin bol najdeny vroznych castiach traviaceho systému urdznych
organizmov a ako prvi ho v GIT identifikovali Raikhlin et al. (1975)
v enterochromafinnych bunkach. Bubenik et al. (1977) lokalizovali melatonin pozdiz
celej traviacej trubice potkana, so silnej$im signalom v zZaludku, duodene (Lieberkiihnove
krypty, villi) a rekte, a slabs§im v slepom a hrubom c¢reve (Lieberkithnove krypty).
V porovnani s plazmatickou hladinou melatoninu sa ukazuje, Ze jeho obsah je v tkanive
traviaceho traktu prekvapivo niekol’konasobne vyssi.

Messner et. al (2001) namerali u ¢loveka koncentraciu melatoninu v plazme 55 +
38 pg/ml a v 7I&i 85 + 45 pg/ml (radovo 107 M), pri¢om boli zaznamenané individualne
rozdiely v koncentracii v plazme 1ZI¢i. Hodnoty vSak vzdjomne korelovali
au jednotlivcov s vy$Sou plazmatickou hladinou bola vys$sia aj hladina v ZI¢i
U rovnakych probandov zistili v mukoznej vrstve zaludka koncentraciu melatoninu 1360
+ 270 pg/g a v mukoze hrubého ¢reva 2430 + 370 pg/g (radovo 10° M) (Messner et al.
2001). Melatonin v hrubom &reve ¢&loveka stanovili i Poon et. al (1996) v koncentracii
467 + 99 pg/g a Vician et al. (1999) v koncentracii 314,7 + 87,8 pg/g. Bubenik a Brown
(1997) namerali nasledujice koncentracie v traviacej trubici potkana: ileum (542 pg/ml),
jejunum (531 pg/ml), hrubé &revo (362 pg/ml), zaludok (359 pg/ml) a ceacum (164
pg/ml). V rovnakom experimente bola plazmaticka hladina melatoninu 37,5 pg/ml. Tieto
vysledky poukazuji na radovo vyssi obsah melatoninu v gastrointestinalnom trakte ako

v plazme, u ¢loveka 1 potkana.
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Gastrointestinalny trakt vtakov podobne vykazuje pritomnost’ melatoninu, ¢o
ukazali Herichova a Zeman (2000), ked’ identifikovali melatonin v duodene, jejune
a pankrease kuréata, aLee et al. (1995), ked nasSli melatonin u kacice v rdéznych
segmentoch traviacej trubice (oesophagus, duodenum, jejunum, ileum, caecum, hrubé
érevo).

Pre pravdepodobnu fyziologicku funkciu melatoninu v traviacej ststave nehovori
len jeho vysoka koncentracia, ale aj lokalizacia vdzbovych miest a expresia mRNA i
proteinov membranovych a jadrovych receptorov.

Vizbové $tudie radioaktivne znaceného 2-['*I}-melatoninu ukazali, Ze melatonin
mé svoje vizbové miesta v roznych organoch traviaceho systému, ako i pozdiZ traviace]
trubice, s prevaznou lokalizaciou v mukdznej, resp. epitelovej vrstve. Hustota vdzbovych
miest v traviacej trubici kacice podla jednotlivych segmentov bola nasledovna: najvyssia
(Bmax 1 — 3,5 fmol/mg proteinu; Kg 25 — 35 pmol/l) (Lee et al. 1995). Vizba 2-['*[]-
melatoninu v mySich hepatocytoch vykazovala hustotu Bn,x ~ 2,9 fmol/mg proteinu a
disocia¢nu konstantu Ky ~ 10 pmol/l (Poon et al. 2001).

Expresia mRNA MT1 aj MT2 receptorov bola ukdzana v nadorovej bunkovej linii
hrubého creva (Karasek et al. 2002) ivtenkom ¢&reve potkana (Sallinen et al. 2005).
Naproti tomu, expresia mRNA len izoformy MT2 bola zaznamenana v mysich
hepatocytoch (Poon et al. 2001) a v peéeni potkana (Sallinen et al. 2005).

Expresia melatoninovych receptorov je do velkej miery kolokalizovana
s vizbovymi miestami zistenymi $tidiami vizby 2-['?’I]-melatoninu. To nasvedcuje
tomu, Ze tieto vdzbové miesta su skutocnym fyziologickym miestom pdsobenia
melatoninu a zodpovedaju funkénym melatoninovym receptorom.

Pritomnost’ melatoninu a jeho receptorov v traviacom trakte kladie dve zakladné
otazky. Ci melatonin vznika priamo v bunkéch traviaceho systému (Raikhlin et al. 1975)
alebo je bunkami (enterochromafinné bunky, Raikhlin et al. 1975) atkanivami len
vychytavany ajeho vznik je v centralnej nervovej sustave. Druhou otdzkou je jeho
funkcia vo fyziologickych procesoch. Pritomnost’ tak velkého mnoZstva melatoninu a
pritomnost’ jeho receptorov napovedaji jasne, Ze fyziologicku regulaénu alebo

mediatorovu ulohu zohravat’ bude.
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2.5.4. Povod melatoninu v GIT

Nie je jednoznaény dokaz, Ze melatonin je skutoéne syntetizovany
v gastrointestinalnom trakte. Existuje vSak niekolko nepriamych indicii. Na zistenie
povodu gastrointestinalneho melatoninu bolo prevedenych niekol'ko experimetnov. Po
pinealektomii potkanov sa zniZila no¢nd hladina melatoninu v plazme (z 20,1 pg/ml na
8,6 pg/ml), pri¢om hladiny melatoninu v GIT (Zaludok, jejunum, ileum, ceacum, hrubé
¢revo) ostali nezmenené a odstranenie epifyzy tak nemalo vplyv na gastrointestinalny
melatonin (Bubenik a Brown 1997), ¢o dokazuje to, Ze epifyza nie je jedinym zdrojom
melatoninu a existuju aj iné miesta tvorby.

To, Zze nim mozZe byt aj gastrointestinalny trakt naznacuje ukazana expresia
kli¢ovych enzymov tvorby melatoninu, AA-NAT 1 HIOMT (Ribelayga et al. 1999),
v ¢reve a v Zaludku (v mensej miere v peceni) (Stefulj et al. 2001).

Zaznamenany bol aj efekt peroralne podavaného L-tryptofanu (150-300 mg/kg),
ktory spbsobil signifikantné zvysenie nielen plazmatickej hladiny, ale rovnako 1 hladiny
gastrointestinalneho melatoninu s maximom v duodene (Huether et al. 1992), ¢o rovnako
moze vypovedat’ o0 mozZnej syntéze melatoninu gastrointestinalnym traktom.

Jednoznacéne preukazana tvorba melatoninu v GIT nebola, ale vypovedaji o tom

mnohé nepriame dokazy.

2.6. Uéinky melatoninu v GIT

2.60.1. Stimulacia CI sekrécie

Melatonin stimuluje sekréciu chloridovych idnov v bunkovej linii hrubého creva.
Na modeli bunkovej linie Tga4, ktorej bunky exprimuju na svojom povrchu chloridovy
kanal a vykazuju CI sekréciu, bol sledovany metdédou napitového zamku regulovany
i6novy transport. Bolo ukazané, Ze melatonin stimuluje zmenu Isc koncentracne zavisle
(ECso ~ 100 pM) (Chan et al. 1998). Pri pouziti média, ktoré neobsahovalo CI" anidny,
bol efekt melatoninu vel'mi vyrazne potladeny, ¢o potvrdzuje, Ze melatonin skutoéne
v danom experimente stimuloval sekréciu Cl'. Potvrdzuje to aj zruenie, resp. oslabenie
efektu melatoninu po podani blokatorov Cl” kanalov (difenylamin-2,2‘-dikarboxylova

kyselina, resp. 4,4’-diizotiocyanostilbén-2,2’-disulfonova kyselina). KedZe amilorid
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(blokator Na' kanalov), nemal vplyv na melatoninom stimulované zvygenie Isc,
chloridova sekrécia nebola v tomto pripade sprevadzana sodikovou absorpciou a velkost’
zmeny skratovacieho prudu, ktory je odrazom elektrogénneho transportu, vyjadruje mieru
chloridovej sekrécie.

Melatonin  pdsobi najCastej§ie cez melatoninové receptory spriahnuté
s G-proteinom, citlivé na pertussis toxin (PTX). Inkubécia rovnakej bunkovej linie
s PTX, s inhibitorom fosfolipazy C, ani s inhibitorom adenylat cyklazy, nemala Ziadny
signifikantny vplyv na zmenu Isc vyvolaného melatoninom. Melatonin tak v tomto
pripade nepdsobil cez Ziadnu z uvedenych signalnych dradh. Analdégy melatoninu (6-
-hydroxymelatonin, 2-I-melatonin), poskytovali podobnu odpoved’ v zmene Isc, ¢o sved¢i
o pravdepodobnom poésobeni melatoninu cez membranovy receptor, 1ked nie cez
PTX-senzitivny.

Je potrebné mat’ na zreteli koncentraciu melatoninu, ktord bola v experimente
u¢inna. ECs dosiahla hodnotu 10 M, &o je vysoka hodnota, ktora radovo presahuje
plazmaticku (10"° M) & tkanivovi (10° M) koncentraciu. Takéto vysoké davky su
farmakologické. Do tdvahy vSak musime brat’ aj to, Ze pri autokrinnej a parakrinnej
regulacii nepozname lokalnu koncentraciu v blizkom okoli buniek, z ktorych je melatonin
uvolfiovany, atd modze celkovu priemerni koncentraciu v tkanive, mnohonasobne
prevySovat’. Interpretaciu fyziologického uc¢inku melatoninu na chloridovu sekréciu je tak

nutné vyslovovat’ s opatrnost'ou.

2.6.2. Regulacia HCO; sekrécie

Sekrécia HCO; do lumen doudena sprostredkovavana enterocytmi zohrava
dolezitu protektivnu ulohu. Do duodena prichadza travenina zo zaludka, kde Zalido¢na
kyselina (HCI) udrzuje nizke pH vhodné na travenie, rozvolfiuje vacSie kusy potravy a
zohrava aj ochrannu tlohu pred patogénmi, ktoré mohli vstipit’ s potravou. Zaroven je to
vhodné prostredie pre Zalidocné enzymy. Oproti zaludku, epitel duodena nie je tak
dokonale vystlany mucinom, ochrannou vrstvou proti HCI, preto je potrebné

neutralizovat’ vstupujucu traveninu a zaroven pripravit vhodné pH pre cinnost’

duodenalnych enzymov. Tito tlohu plni HCO; anién sekretovany do lumen doudoena.

Sekrécia je regulovana na urovni nervovej (CNS i ¢revny nervovy systém) aj humoralnej
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(tyreotropny hormon) a méze byt sprostredkovavanéa réznymi mediatormi (acetylcholin,
vazoaktivny intestinalny peptid, prostaglandiny).

Bolo ukéazané, Ze melatonin ma priamy vplyv na sekréciu HCO; arovnako
sprostredkovava niektoré stimuly nervovej sustavy.

Intraarterialne podanie melatoninu (v blizkosti duodena) spdsobilo signifikantny

narast bazalnej sekrécie HCO; do lumen doudena, pricom tento efekt bol vyrazne
oslabeny, ak sa pred podanim melatoninu aplikoval luzindol, inhibitor MT2/MT]I

membranovych receptorov (Sjoblom et al. 2001). Luzindol podany samostatne

neovplyvnil bazalnu sekréciu HCO; do lumen duodena, sved¢iac tak o tom, Ze melatonin
melatonin sa nuecastni bazalnej sekrécie cez membranové receptory. Aviak modze sa
uplatiiovat’ v regulaénych procesoch v duodene a sprostredkovavat’ odpoved’ na rdzne
stimuly.

Bola preskiimana i mozna uc¢ast’ melatoninu v sprostredkovani nervovej stimulacie
HCO; sekrécie. Ukazany bol stimulaény efekt intracerebroventrikularne podaného

fenylepinefrinu (agonistu a1 adrenoreceptorov) na duodenalnu HCO; sekréciu, ktory bol
uplne zruSeny, ak bol pokusnému zvieratu najprv intraarteridlne aplikovany luzindol
(Sjoblom et al. 2001), alebo ak mu boli pretaté nervy (prebiehajice vedla karotid)
v sublaryngedlnej oblasti. NasvedCuje to ucasti melatoninu ajeho receptorov
v sprostredkovani odpovede nervového stimula¢ného signalu.

Z tychto dat vyplyva, Ze melatonin skutoéne mdézZe mat’ priamy efekt na sekréciu

HCOs5, ako i plnit’ ulohu mediatora v nervovej regulacii protektivnej HCO; sekrécie do

duodena. Nielen melatonin pochadzajuci z krvi sa méze v danych regulaciach uplatiovat’,

ale i lumindlne podany melatonin v koncentracii 1 puM, bol schopny stimulacie HCO;
sekrécie, pricom tento efekt bol plne blokovany luzindolom, svedéiac tak o uplatneni
melatoninovych receptorov. MT2, resp. MT1 vodpovedi na melatonin (Sjoblom
a Flemstrom 2003).

Ovplyvnenie luminalne podanym melatoninom vypoveda o pravdepodobnom
priamom efekte na epitelové bunky. Nemozno vSak vyluéit' zapojenie aj inych
regulacnych drah. Napr. hexametonium (antagonista nikotinovych receptorov) ¢iastoéne
inhiboval sekréciu stimulovani luminalnym melatoninom, sved&iac o ¢iastoénom
uplatneni nervového systému v lumindlnom efekte melatoninu (Sjoblom a Flemstrom

2003). Pri intraarteridlnom podani méZeme uvaZovat’ aj o zapojeni hlb3ich vrstiev bohato

)
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prekrveného ¢revného tkaniva a predpokladu ucasti viacerych regula¢nych krokov vo

vyslednej sekre¢nej odpovedi.

Z vysledkov vyplyva, Ze melatonin sa neudastni bazalnej sekrécie HCO5, aviak je
potrebné mat’ na zreteli, Ze experimenty boli prevadzané v dennych hodinach, kedy je
hladina koncentracie plazmatického melatoninu nizka. Zaroven zvierata boli pocas
pokusu po 24 hodinovom hladovani, preto neboli ovplyviilované mozZnymi signalmi napr.
v podobe potravy alebo v podobe hormoénov uvolfiujucich sa pri traveni.

Zakladnym fyziologickym stimulom pre sekréciu HCO; je zniZzené pH, sposobené
HCI prichadzajuca zo Zaludka spolu s traveninou. Preto bola podrobend analyze mozna

ucast’ melatoninu v sprostredkovani odpovede sekrécie na stimul zniZeného pH.

Potkanom bola stimulovana sekrécia HCO; zniZenim pH v duodene na pH 2. Rapidny
vzostup sekrécie po zniZeni pH bol Cciastone redukovany podanim luzindolu
intravenézne (Sjoblom a Flemstrom 2003), ¢o sved¢i o uplatneni melatoninovych
membranovych receptorov v sprostredkovani odpovede na nizke pH, ale melatonin
pravdepodobne nie je jediny, ktory sa v tejto odpovedi uplatiiuje, ked’Ze luzindo! nezrusil
odpoved’ uplne.

Z hl'adiska rozliSenia uplatnenia izoforiem melatoninového membranového
receptoru v stimulacii duodendlnej sekrécie sa zda, Ze vyznamnejSiu ulohu by mohla
zohravat’ 1izoforma MT?2, ked’Ze vi¢Sina efektov melatoninu bola blokovana antagonistom
selektivnej§im vo¢i MT2, nez vo¢i MTI1. Miera selekcie luzindolu v$ak nie je velka,
luzindol je vo¢i MT2 selektivnejsi 15 — 20 krat (Dubocovich et al. 1995). Preto nemoZno
jednoznacne vyvodzovat’, ktora izoforma sa do akej miery v odpovediach uplatiiuje, lebo
na vyvolanie rovnakého efektu by postaovala 20 krat vysSia hustota MT1 nez MT2

receptoru.

Melatonin sa tak ukazuje ako potentna stimuladna substancia HCO; duodenélnej
sekrécie, €1 uz exogénne podany, alebo ako endogénny fyziologicky mediator uplatiujici

sa v sprostredkovani nervovej i chemickej stimulacie sekrécie HCO;.

2.6.3. Stimulacia intracelularneho Ca’*

Jednym z mechanizmov u¢inku melatoninu na bunkovej urovni je modulécia
intracelularnej hladiny Ca®*. Na izolovanych zhlukoch bunkovej populacie (30-50

buniek) duodenalnych enterocytov zistovali Sjoblom et al. (2003) efekt melatoninu na
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[Ca’’],. Melatonin v koncentraciach 1-100 nM signifikantne zvy$oval bazalnu hladinu
Ca’" dvojnasobne az §tvornasobne (bazalna hladina [Ca2+]i ~ 100 nM). Zvysenie trvalo 2

az 5 minut a bolo koncentracne zavislé (ECsop ~ 17 nM). Zda sa tak, Ze vapnikova

intracelularna draha sa méZe uplatiiovat’ aj v melatoninom stimulovanej sekrécie HCO3
do lumen duodena (Sjoblom aFlemstrom 2003) amelatonin vdanom pripade
pravdepodobne pdsobi priamo na duodenalne enterocyty.

Nie vsetky testované zhluky duodenalnych enterocytov reagovali na melatonin
uplne rovnako. U niektorych sa prejavila desenzitizacia a pri vySSich koncentraciach
(1000, 1500 nM) bola odpoved’ niZsia alebo rovnaka ako pri nizSich. So zvySujicou sa
koncentraciou posobiaceho melatoninu sa zvySoval pocet zhlukov odpovedajucich na
melatonin, pri¢om niektoré zhluky na melatonin neodpovedali ani pri jeho najvysSich
koncentraciach. Bol zaznamenany aj typ odpovede, kde melatonin v koncentraciach 10 a
100 nM podany po dobu 3 minut (nasledne odplaveny), spdsobil dlhotrvajuce, pomale a
cyklické oscilacie vo vapnikovej intracelularnej koncentracii. Pri pozorovani jednotlivych
buniek zhluku bola vypozorovana jednotnost’ v dobe objavenia sa pikov. To mdze byt’
dokoladom medzibunkovej komunikacie.

Na zistenie povodu stimulovaného [Ca’];, bol vapnik odstraneny z perfuzatu
obmyvajuceho bunky. Po aplikacii melatoninu bol pozorovany kratky pik vzostupu
intracelularnej koncentracie. Ten v8ak trval vel'mi kratko a chybala mu mierna platé faza,
aka bola pozorovana u naj¢astejSicho typu odpovede, kde bol extracelulamy Ca™
pritomny. Ztohto pozorovania moZno vyvodit, Ze [Ca™; pochadza jednak
z intracelularne) zasoby (endoplazmatické retikulum) a nezanedbatel'nu tilohu zohrava aj
Ca”" extracelularny.

Agonisty melatoninu 2-I-melatonin a 2-I-N-butanoyl-5-metoxytryptamin vyvolali
podobné typy odpovede ako samotny melatonin ¢o spolu s faktom, Ze pridany luzindol
nemal efekt na bazalnu hladinu [Ca®"]; a plne zrusil melatoninom stimulovany vzostup
koncentracie [Ca®'];, sved&i o pdsobeni melatoninu vyhradne cez receptory MTI resp.
MT2.

Potenciacia ekfektu inych latok na vzostup [Ca**]; melatoninom bola ukazana, ked
melatonin spdsobil posilnenie vzostupu koncentracie [Ca*"); vyvolaného karbacholom a
CCK-8 (oktapeptid cholecystokininu). Posobenie oboch latok sudasne (melatonin +
karbachol; melatonin + CCK-8) bolo vicSie nez sicet samotne pdsobiacich (Sjoblom et

al. 2003). To svedc¢i o vyraznom modula¢nom vplyve melatoninu na iné substancie.

)

39



Tieto objavy su dolezité zniekolkych hladisk. Bol dokazany priamy efekt
melatoninu na epitelové bunky (nepritomnost’ spodnych vrstiev tkaniva vylucuje
posobenie hlbsich vrstiev). Hladina [Ca®'], je délezitym signdlom uplatiujicim sa
v mnohych signalizaénych drdhach vbunke. Tymto sa ukazalo, Ze jednym
z mechanizmov melatoninového pdsobenia v GIT na bunkovej uUrovni modze byt
spriahnutie G-proteinovych receptorov s fosfatidylinozitolovou drahou. Délezitou je aj
koncentracia melatoninu, na ktoru bunky odpovedali. PouZivand nanomolarna
koncentracia je ovela blizSia fyziologickej, neZ mikro-, ¢i milimolarna koncentréacia

pouzivana na vyvolanie efektu v niektorych pracach (Legris et al. 1982, Chan et al. 1998).
2.6.4. Inhibicia amilorid-senzitivnej absorpcie Na*

Reabsorpcia Na“ je dolezitym procesom udrZovania iénovej rovnovahy a
dostato¢nej zadsoby minerdlov v organizme. Prebieha o.1. nayma v kanalikoch obli¢iek a
v ¢reve a je sprostredkovana ré6znymi transportérmi a kanalmi. Vyraznua dlohu v ¢reve hra
v podmienkach zniZeného prijmu Na' v potrave, prip. umelo vyvolaného zvyseného
vyluéovania Na". Vtedy sa vo zvy3enej miere uplatiiuje elektrogénny amilorid-senzitivny
Na" transport.

Naindukovany elcktrogénny sodikovy transport v hrubom ¢reve, merany ako
skratovaci prid metédou napatového zamku, bol inhibovany o 90 % luminalne pridanym
amiloridom (ICso ~ 0.5uM). Ako Géinné inhibitory Na* absorpcie sa ukazali aj serotonin
(ICsp ~ 8mM), melatonin (ICsyp ~ 6mM) a harmalin (ICsp ~ 3mM), podavané luminalne
(Legris et al. 1982). Inhibicia amiloridom a indolaminmi nebola u¢inna v pripade
odstrénenia Na" z roztoku na luminalnej strane hrubého &reva, o je potvrdenim, Ze
merany prid zodpoveda Na” absorpcii. Inhibicia indolaminmi je pravdepodobne mozna
vd’aka ich vzajomnej Strukturalnej podobnosti s amiloridom. Je v8ak potrebné mat’ na
zreteli velmi vysoké pouZité koncentracie indolov, ktoré su niekol'ko radov vzdialené od
fyziologickych (10™"° - 10° M). Nemozno v3ak vylicit’ realne uplatnenie danych
koncentracii v kolonocytoch leZiacich v tesnej blizkosti buniek, produkujucich
vo zvySene] miere indolaminy aucastniacich sa v parakrinnej regulacii sodikovej

absorpcie.
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2.6.5. Modulacia sekrécie pankreatickych enzymov

Intraduodenalne podavany melatonin (1, 5, 25 mg/kg) a jeho prekurzor L-
tryptofan (10, 50, 250 mg/kg) ovplyvnil hladinu sekretovanej pankreaticke; amylazy a
plazmaticku hladinu cholecystokininu (CCK) (Leja-Szpak et al. 2004). Po aplikacii oboch
indolov bol namerany koncentracne zavisly narast sekrécie pankreatickej amylazy. Tento
efekt melatoninu a L-tryptofanu bol uplne zruSeny u skupiny pokusnych zvierat, ktorym
bola vopred zablokovana aferentnd inervacia neurotoxinom kapsaicinom. Toto poukazuje
na uéast’ neuralneho systému v prijimani, sprostredkovani a interpretacii melatoninového
signalu z duodena.

Ak sa pred podanim melatoninu (resp. L-tryptofanu) aplikoval antagonista CCK
pankreatického receptoru — tarazepid, do$lo k potlaceniu melatoninom stimulovane;j
sekrécie amylazy na kontrolni hladinu. Tento vysledok vypovedd o ulohe CCK
v sprostredkovani odpovede na melatonin. Melatonin spdsobi narast uvolnenia CCK
(pravdepodobne aj za ucasti senzorickych nervov) a CCK stimuluje samotnu sekréciu
amylazy. KedZe melatonin ajeho receptory boli v pankrease identifikované aj
v intaktnom tkanive (Herichova a Zeman 2000, Kemp et al. 2002), je pravdepodobné, Ze

sana regulaciach sekrécie pankreatickych enzymov tcastni aj endogénny melatonin.
2.6.6. Vplyv na sekréciu inzulinu

Exogénne podavany melatonin, ma vplyv na glukézou stimulovani sekréciu
inzulinu B-bunkami izolovanych Langerhansovych ostrovéekov. Aplikovany melatonin (v
davkach 10 nM - S uM) inhiboval sekréciu inzulinu vyvolani podanim glukoézy (Peschke
et al. 1997). Samotny melatonin (aplikovany v koncentracii 5 pM), resp. serotonin nemali
priamy efekt na bazalnu sekréciu inzulinu.

Z hladiska moZnej ulohy melatoninu v regulacii sekrécie inzulinu bola
preskimana suvislost’ hladiny melatoninu, resp. expresie melatoninovych receptorov
u pacientov s cukrovkou. Peschke et al. (2006) namerali zniZend hladinu plazmatického
melatoninu u pacientov s diabetes mellitus typu II. Na potkaniom modeli diabetes
mellitus typu II (potkany Goto Kakizaki) namerali zvySeni expresiu mRNA MTI
receptorov v pankrease, pricom u tychto potkanov zaroven namerali zniZenu expresiu
inzulinového receptoru v epifyze a zniZenu aktivitu epifyzarnej AA-NAT. Niz8ia aktivita

epifyzarne) AA-NAT korelovala so zniZzenou hladinou I;Iazmatického melatoninu.
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Ukazuje sa preto mozna funkénd spitost’ melatoninu a inzulinu, ako imoZny suvis

redukcie hladiny plazmatického melatoninu so vznikom cukrovky.
2.6.7. Vplyv na €érevni motilitu

Uloha melatoninu  bola  popisana aj vregulacii motility éreva.
Elektrofyziologickymi meraniami myoelektrickej aktivity migrujucich motorickych
komplexov (MMC) vtenkom CcCreve, bolo stanovené, Ze po podani antagonistu
melatoninovych receptorov S 22153 (N-[2-(5-etylbenzo[b]tien-3-yl)etyl]acetamid), bola
noc¢na aktivita motorickych komplexov (liSiaca sa od dennych) pribodobnend dennym
(Merle et al. 2000). Ak bol S 22153 podany cez den, profil aktivity MMC sa nezmenil.
To naznacuje fyziologické pdsobenie endogénneho melatoninu v ramci regulacie ¢revnej
motility, ako 1 moZnu spitost’ centralneho pacemakera (ktorého efektorom je rytmizujuca
hladina plazmatického melatoninu) a periférie, ked’Ze bol ukéazany efekt antagonistu
melatoninu v noci, v ¢ase vysokej hladiny plazmatického melatoninu a Ziaden efekt pocas
dna, kedy je hladina plazmatického melatoninu niekol’kokrat niZsia.

Exogénne podany melatonin (1 mg/kg) navodzoval zmeny aktivity motorickych
komplexov aj v zavislosti od prijmu potravy (pred prijmom, pocas prijmu, Vv stave
nasytenia). Modulaény efekt melatoninu na spontanne kontrakcie svaloviny slepého ¢reva
bol ukazany u prepelice (Poon et al. 2002), ked’ podany melatonin zvySoval frekvenciu 1
mohutnost’ kontrakcii v zavislosti od koncentracie aplikovaného melatoninu (EC50 ~ 16
nM) atento efekt bol zru$eny antagonistami MT2/MT1 receptorov, luzindolom i 4-P-
PDOT.

Ukazalo sa, Ze melatonin ma vplyv na motilitu aj vyjadrenim rychlosti prechodu
traveniny ¢revom (Drago et al. 2002). Priechodnost’ traveniny bola merana 1 hodinu po
intraperitonealnom podani melatoninu (1 — 1000 pg/kg). Zaujimavy je protichodny efekt
u rozdielnych koncentracii aplikovaného melatoninu. NizSie davky (1 pug/kg, 10 pug/kg)
zrychlili prechod trdveniny ¢revom v porovnani s potkanmi, ktorym bol aplikovany
fyziologicky roztok. Luzindol zrusil efekt melatoninu (1 a 10 ug/kg). Odlisne pdsobil
melatonin podany vo vysokych davkach (100 pg/kg, 1000 pg/kg), kedy doslo
k spomaleniu prechodu traveniny v porovnani s kontrolami. Ukazuje sa tak, Ze melatonin
moéZe mat’ aj protichodny Wucinok, apravdepodobne ovplyviiuje sulasne rozdielne

signaliza¢né drahy a doleZitym faktorom je koncentracia.
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2.6.8. Antioxida¢ny ucinok

Melatonin svojou chemickou podstatou umoZiiuje reakciu s kyslikovymi resp.
hydroxylovymi radikalmi, aje tak potencidlnym antioxidantom, ktory moéZe zlepSovat’
patologické stavy spdsobené neZiadicimi vol'nymi radikalmi. Jeho uloha bola preukazana
v ochrane pred tvorbou Zaludo¢nych vredov na zvieracom modeli s indukovanou tvorbou
vredov (Bandyopadhyay et al. 2002). Potkanom bola chladovym stresom naindukovana
tvorba Zaludo¢nych vredov, priCom sa rapidne zvysil obsah hydroxylovych radikéalov
v stene Zalidka. Po aplikacii melatoninu intraperitonedlne doSlo k zniZeniu obsahu
radikalov, pricom bol efekt koncentrane zavisly a maximalna redukcia — o 90% — bola
dosiahnuta pri davke melatoninu 60 mg/kg. V porovnani s klinicky pouZivanymi
lie¢ivami, bol melatonin u¢innejs§i ako ranitidin a menej U¢inny ako omeprazol a pri
spolupdsobeni lie¢iva a melatoninu, bol efekt vyssi ako sucet samostatne pdsobiacich
latok (Bandyopadhyay et al. 2002)

Pri aplikécii melatoninu bola redukovana miera peroxidacie lipidov a karbonylacie
proteinov, ¢o su indikatory stupifia oxidacie volnymi radikalmi. Zarovenl sa zdvihla
hladina glutationu na hladinu rovnaku ako u kontrolnych zvierat, u ktorych nebola
chladom indukovan4 ulcerdza a bola zaznamenana zniZena aktivita Zalido¢nej peroxidazy
a stimulacia aktivity mitochondrialnej superoxid dizmutdzy, ¢o sved¢i aj o nepriamom
benefi¢nom t¢inku melatoninu v ochrane proti oxidaénému stresu.

Podobne efektivny v odstrafiovani hydroxylovych radikalov bol melatonin aj in
vitro. 'V koncentracii 100 mM znizil hladinu hydroxylovych radikalov o 80%
(Bandyopadhyay et al. 2000).

Melatonin sa vo svetle tychto zisteni ukazuje ako ucinna protektivna substancia
proti negativnym t¢inkom vol'nych radikalov. Jednak priamymi antioxida¢nymi G¢inkami
ako scavenger hydroxylovych radikalov i nepriamo, ovplyvnenim aktivity peroxidaz a
superoxiddismutazy.

Pouzivané davky a koncentracie su vysoké, a tak je mozné uvaZzovat’ o beneficnom
farmakologickom uéinku, avSak rovnakd funkcia amiera uplatnenia endogénneho

melatoninu je v tychto procesoch v organizme za fyziologickych podmienok otazna.
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2.6.9. Antikancerogénny a proapoptoticky icinok

Melatonin bol v vo viacerych pracach ukazany ako molekula s proapoptotickym
ic¢inkom, ato najmé u buniek imunitného a nervového systému ako i v nadorovych
bunkach (Sainz et al. 2003). Antiproliferativny u¢inok melatoninu a jeho analégu UCM
386 (N-[(4-metoxy-1H-indol-2-yl)metyl]propanamid) u adenokarcindmu hrubého ¢&reva
u my$i ukazali Karasek a Pawlikowski (1999). Tento efekt neskor potvrdili na bunkach
rakovinnej linie hrubého ¢reva.

Melatonin je tak schopny beneficného ucinku proti nadorovému bujneniu
potlatovanim bunkového delenia a tym vo vysledku zniZenim intenzity delenia buniek
nadoru, ako aj proapoptotickym ucinkom, zvySenim poctu buniek, u ktorych doslo k
programovanej bunkovej smrti (Winczyk et al. 2001, Winczyk et al. 2002).

Benefi¢ny efekt bol ukazany aj v klinickej $tudii u pacientov trpiacich rakovinou
(rakovina prsnika, nadory v gastrointestindlnom trakte, nadory v oblasti hlavy), ked u
skupiny pacientov u ktorych bol vedl'a chemoterapie podavany peroralne melatonin (20
mg/den) bolo viac pacientov, ktory prezili aspon 1 rok od zaciatku Studie ako u skupiny
pacientov, ktori boli lieeni iba chemoterapiou (Lissoni et al. 1999). Navy$e u skupiny
ktorej bol podavany melatonin dochadzalo k zriedkavejSiemu objavovaniu sa vedlajsich
priznakov spojenych s chemoterapiou.

Melatonin tak modZe zohrdvat’ prirodzeni ochranu organizmu aje potencialne

mozné aj jeho farmakologické uplatnenie v spomalovani nadorového bujnenia.
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3. Ciele diplomovej prace

Ako vyplyva zliterarneho prehladu, jednoznacnd dloha melatoninu
v gastrointestindlnom trakte nebola stanovend, napriek jeho vysokému vyskytu.
Podrobnejsie bol ukazany vplyv melatoninu na transportné procesy v duodene. Chybaji
v8§ak poznatky moZného vplyvu na transportné procesy v intaktnom hrubom Creve.

Podobne bol ukézany vyskyt melatoninovych receptorov v tkanive
gastrointestinalneho traktu, ale chyba podrobna $tudia detailného rozloZenia a mnozstva
v ramci traviacej trubice.

Preto bolo naSim cielom prestudovat’ ulohu melatoninu v regulécii transportu v
hrubom ¢reve a podrobne stanovit’ expresiu melatoninovych receptorov v ramci rostro-
kaudalnej 1 ser6zne-mukodznej osi za fyziologickych podmienok a preskumat’ vplyv

zmeny fyziologickych podmienok na distribiiciu melatoninovych receptorov.

Stanovili sme ciele:

1) Urcit’ dlohu melatoninu v regulacii transportu v distalnom hrubom ¢reve.

2) Stanovit’ miesta pdsobenia melatoninu podrobnou lokalizaciou a kvantifikaciou

melatoninovych receptorov v horizontalnej a vertikalnej osi ¢reva.

3) Ur¢it’ €1 sa pri zmene fyziologickych podmienok méZe expresia receptorov menit’.
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4. Material a Metody

4.1. PouZite 7vierata

Potkany kmena Wistar boli chované za Standartnych podmienok s prijmom
potravy a vody ad libitum. V experimentalnych podmienkach hladovania bol potkanom
zamedzeny pristup ku potrave po dobu 48 hodin, resp. 7 dni, za zachovania prijmu vody
ad libitum. Svetelny reZzim bol nastaveny na 12 hodin svetla a 12 hodin tmy (LD 12:12).

Potkany boli usmrcované vo veku 60 — 90 dni. Boli dekapitované po cervikaine;
dislokéacii v 3. az 8. hodine subjektivneho dna. Po usmrteni boli odobraté vzorky
tkaniva ihned’ spracované, alebo uskladnené v tekutom dusiku pre neskorsie spracovanie.

Potkany pouzité¢ v pokuse na stanovenie 24 hodinového profilu expresie boli
chované v rezime LD 12:12. Samotny odber zacal pociatkom subjetktivneho dna, cely
odber (pocas 24 hodin) prebiehal v tme za pouZitia slabého ¢erveného svetla.

Vzorka myenterického plexu ziskanéd od prof. Dienera (vid'. kapitola 4.6.1.1) bola

izolovana z mlad’at’a potkana kmeia Wistar vo veku 6 dni.

4.2. Pouzité chemikalie

e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

D-manitol, L-glutamin, B-hydroxybutyrat, melatonin

e Lachema (Bro, CR)

NaCl, NaHCO;, KH,PO4, K;HPO,4, MgCl,, CaCl,, D-glukdza

e Technoplyn-Linde (Praha, CR)

pneumoxid (95% O, + 5% CO,)

e Top-Bio (Praha, CR)

RNADblue, agaréza, MgCl,, PPP PCR Master Mix bez MgCl,, etidiumbromid
e Biotika (Slovenska LCupca, SR)

injekéna H,O

e Invitrogen, Inc

5x First Standard Buffer, RNase OUT (Ribonuclease Inhibitor), SuperScript II RNase
H’ Reverse Transcriptase, dithiothreitol (DTT), Random Primers
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e Roche Applied Science (Basel, Schweiz)

LC-FastStart DNA Master SYBR Green I (LC-FastStart Reaction Mix 10x, MgCl,,
PCR grade H,0), PCR DeoxyNucleotide Mix

¢ Fermentas, Inc

6x Loading Dye Solution, Gene Ruler DNA ladder mix

e Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

QuantiTect™ SYBR® Green PCR Master Mix

e M.G.P. (Zlin, CR)

PGE;

4.3. PouZité pristroje:

e Ing. Mussler (Aachen, Deutschland)

aparatura napit'ového zamku

e Eppendorf (Hamburg, Deutschland):

Mastercycler personal, Thermomixer comfort, Biophotometer
e SIGMA Laborzentrifugen GmbH (Osterode am Harz, Deutschland):
laboratérna centrifuga

e Roche Applied Science (Basel, Schweiz):

Lightcycler®

e KINEMATICA AG (Littau, Schweiz):

Polytron® PT 3000

e (Cole-Parmer Instrument Company (Illinois, USA)
Ultrasonic proscessor

e Carl Zeiss GmbH (Jena, Deutschland):

Spekol 210

e IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Deutschland):
Minishaker MS2 .

e Sartorius AG (G6ttingen, Deutschland):

analytické vahy
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4.4. PouZity software:

e vclamp (Pocitacovy program komunikujuci s aparaturou napit'ového zamku) (Ing.
Mussler, Aachen, Deutschland)

e BLAST (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ )

e DNASTAR (Lasergene)

4.5.Metoda napdit’ovy zamok (voltage-clamp)

4.5.1. Odobratie tkaniva

Po usmrteni zvierat’a bola vypreparovana distalna &ast’ hrubého &reva. Crevo bolo
premyté fyziologickym roztokom a pozdiZne rozstrihnuté a nasledne prevedeny tzv.
»partial stripping” — zo seroznej strany odstranenie vrstvy serozy a logitudindlnej
svaloviny s myenterickym plexom. Zachované ostavaju vrstva epitelidlnych buniek na
lamina propria so submukézou a submukoéznym plexom a cirkuldrna svalovina. Takto
stiahnuty kus distdlneho c¢reva je vneseny do Ussingovej komdrky v aparature

napat'ového zamku pre meranie transepitelového transportu.
4.5.2. Aparatira napit'ového zamku

Aparaturu tvori Ussingova komorka (obr. 4), ktort tvoria dve nadobky s objemom
5 ml, spojené otvorom o ploche 9.6 mm®, ktory pri merani vypliiuje érevné tkanivo
zasadené do otvoru ,,na tesno” tak, aby jediny mozny prechod prudu, resp. prenaSanych
latok bol cez crevné tkanivo. Komdrky boli premyvané Krebs-Ringerovym roztokom
(vid’ ZloZenie Krebs-Ringerovho roztoku) o teplote 37 °C a prebublavané pneumoxidom
(95% O, + 5% CO;). Na kazdej strane komodrky je v roztoku napidtova apridova
elektroda. Napitové elektrody meraji napitie vznikajice medzi oboma polovicami
komoérky a prudové elektrody nasledne vysielaju tzv. kompenzaény prud (skratovaci prud,
Isc), €o je prud vysielany o takej velkosti, aby sa udrZal na obidvoch stranach ¢revného
tkaniva nulovy transepitelovy potencial. Velkost skratovacieho prudu je tak vyjadrenim

miery elektrogénneho transportu cez ¢revny epitel.

)
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Po umiestneni érevného tkaniva, inkuba¢ného roztoku a elektréd dochadza 20 —
30 min. k ustalovaniu a stabilizovaniu vypreparovaného ¢revného tkaniva v aparature a
inkuba¢nom roztoku, ako 1 k ustalenie bazalnej hladiny transportu, ktora moze prirodzene
prebiehat’. K takto stabilizovanému c¢revu v aparatire, mdZeme pridanim substancii
sledovat’ aku zmenu v elektrogénnom transporte pridana substancia vyvola, sledovanim
zmeny Isc. V pripade skumania modula¢ného dc¢inku jednej substancie na druhy, sa prva

‘prida niekol’ko minut pred aplikaciou druhe;.

ZloZenie Krebs-Ringerovho roztoku:

140,5 mM Na’
54mMK”

1,2 mM Ca**

1,2 mM Mg**

119 mM CI'

21 mM HCOy

0,6 mM H,PO4

2,4 mM HPO,”

10 mM D-manitol
10 mM D-glukoza
2,5 mM L-glutamin
0,5 mM B-hydroxybutyrat
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Obr. 4. Ussingova komérka v aparatiire napitového zamku. Crevné tkanivo je vmedzerené na tesno
v presne definovanej ploche. Crevny epitel je tak jedinym priechodnym kontaktom dvoch stran Ussingove;j
komérky. Isc — skratovaci prid, Voltage electrode — napitova elektroda, Current electrode — prudova
elektroda, Perfusion — smer prudenia premyvacieho roztoku. Napit'ové elektrody meraji napitie vznikajuce
medzi ¢revom spojenymi polovicami Ussingovej komorky, pristroj nasledne vysiela pridovymi elektrédami
kompenzaény prud o takej velkosti, aby bolo udrZované nulové napdtie. Velkost' vynaloZeného
skratovacieho prudu vypoveda o miere elektrogénneho transportu cez ¢revny epitel.

4.6.Metoda real-time RT-PCR

4.6.1. Odobratie tkaniva

Po usmrteni zvierata bola otvorena bruina dutina a vybraté érevo. Crevo bolo
preplachnuté a vystrihnuty 4 — 6 cm tsek duodena, jejuna, ilea a hrubého éreva. Crevo
bolo pozdizne nastrihnuté aumiestnené seréznou stranou na gumovi podloZku.
Spachtli¢kou bola jemne zogkrabnutd mukézna vrstva. Tato vzorka bola oznadena ako
‘epitel‘. Nasledne bola mukézna a submukoézna vrstva zoSkrabana ¢o najdokonalejsie
azbytok ¢revného tkaniva, obsahujuci zbytky submukézy, pozdiznu a cirkuldrnu

svalovinu, myentericky plexus a serézu, bol oznadeny ako ‘subepitel’.

)

50



Vedla ¢revnych vzorkov boli potkanom odoberané vzorky tymusu a hypofyzy,
spracovavané d’alej rovnako ako vzorky ¢revné.
Vsetky vzorky sa odoberali priblizne v mnoZstve 100 mg, ak bolo mnozZstvo

materialu dostato€né, v opaénom pripade bolo odobraté maximalne mozné mnozZstvo.

4.6.1.1.  Specificky izolované tkanivo myenterického plexu

Tkanivo 1zolovaného ¢revného myenterického plexu z mlad’at’a potkana vo veku 6
dni, bolo ziskané z laboratéria prof. Dr. Martina Dienera (Institut fiir Veterinar-
Physiologie, Justus-Liebig-Universitit Giefen, Giefen, Deutschland). Histologicky
preparat prevedeny v laboratoriu prof. Dienera, potvrdzuje, Ze sa jednd o siet
neuronalnych ganglii. Na tomto vzorku bola po izolacii celkovej RNA prevedena

reverzna transkripcia a analyza pritomnosti transkriptu melatoninového receptoru MT1.
4.6.2. Izolacia RNA

Zo vzoriek odoberanych tkaniv bola vyizolovand celkovd RNA. RNA bola
izolovana za pomoci komeréne dodavaného roztoku RNA Blue (reagens na rychlu
pripravu ¢istej a nedegradovanej RNA). K 100 mg tkaniva bolo okamzite pridané 1 ml
RNA blue Nasledovala homogenizacia na homogenizatore Polytron po dobu 1 minity
a vzorka sa nechala 5 minut inkubovat’ pri laboratérmej teplote. Zhomogenizovana vzorka
bola prenesena do mikroskumavky. Ku vzorke bolo pridané 0,2 ml chloroformu
a dokladne sa pretrepala po dobu 15 sekind a nechala 5 minuat inkubovat’. Nasledovala
centrifugacia pri 12 000 x g, 10 min., 4 °C. Vrchna vodna faza bola prenesena do novej
skumavky a pridanim 0,5 ml izopropylalkoholu sa RNA vyprecipitovala. Nasledne sa
vzorka inkubovala 10 minit pri 4 °C a bola centrifugovana pri 12 000 x g, 10 min., 4 °C.
Bol odstraneny supernatant a k sedimentu pridany 1 ml 75% etanolu. Skumavka bola
dokladne pretrepand a RNA sedimentovana centrifugaciou pri 12 000 x g, S min., 4 °C.
Supernatant bol odsaty vakuuovou odsavackou a peleta vysu$ena pri 37 °C v pristroji
Thermomixer. Nasledne bola RNA rozpustena v 20 — 50 pl RNA-free H,O (mnoZstvo
H,O odhadnuté podla velkosti pelety). Koncentricia a cistota RNA boli uréené
spektrofotometricky pristrojom Biophotometer. RNA bola uskladnend pri —-80 °C

a pripravena na reverznu transkripciu.
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4.6.3. Reverzna transkripcia

Reverznou transkripciou sa vyizolovana RNA prepiSe enzymom reverznej
transkriptazy do stabilnej$ej DNA formy. Vyslednda DNA vzniknutd prepisom RNA sa

oznacuje ako cDNA.
Do tenkostennej 200 pul mikroskiumavky bola zmieSana zmes:

0,5 ul ANTP mix (10 mM zasobny roztok, 0,5 mM vysledna koncentracia)

0,5 pl zmesi degenerovanych primerov (random hexamers) (1 pg/pl zasobny roztok, 50
ng/pl vysledna koncentracia)

0,5 ul reverzného $pecifického primeru (5° TGC CAC AGC TAA ACT CAC CAC AAA
T 3) (2 uM zasobny roztok, 100 nM vysledna koncentracia)

RNA (v prislusnom mnozZstve podla koncentracie nariedena tak, aby do reakcie priSlo ~ 2
ng RNA)

H,0 (doplnenie objemu podl'a objemu pridavanej RNA).

Celkovy objem RNA + H,0 bol 4 pl.

Pozn. Pridany Specificky primer bol v reakcii pouZity na zvySenie ucinnosti reverznej
transkripcie a vyssich vytazkov cDNA (kedZe pritomnost sledovanych mRNA nie je

vysoka), ako vyplynulo z optimalizacnych pokusov.

Tato zmes v skimavke bola zahriata na 70 °C na dobu S minut na pristroji Mastercycler

personal a nasledne prudko schladena na teplotu 4 °C.
K tejto zmesi bolo pridané 4,5 ul zmesi master-mixu nasledujiceho zloZenia:

2 ul 5 x First Standard Buffer (5 x riedeny zésobny roztok)
1 pl injekénej H,O

0,5 ul DTT

0,5 pul RNase OUT (inhibitor RN4az)

0,5 pl SuperScript 11
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Zmes bola nasledne inkubovana na pristroji Mastercycler personal 10 minit pri
25 °C, 50 minat pri 45 °C. Reakcia bola ukonéena naslednou denaturdciou 2 minuty pri
95 °C. Vysledna zmes cDNA bola schladena na 4 °C pripravena na d’alSie pouZitie, resp.

na uskladnenie pri —20 °C.

4.6.4. Kvantifikacia cDNA

Bol pouZity systém s fluorescencnym farbivom SYBR Green I, ktorého intenzita
fluorescencie vypovedd o mnozZstve pritomnej dvojretazcove] DNA. Samotnd PCR
reakcia a meranie bolo prevadzané na pristroji Lightcycler®. V kazdom cykle PCR bolo
zmerané mnoZstvo dvojretazcovej DNA. Nasledne bola uréena tzv. Ct hodnota (threshold
cycle) pre kazdu vzorku. Hodnota Ct vypovedd o mnoZstve Specifickej templatovej
cDNA, ktora bola vloZena do reakcie na zaciatku. Ct odpoveda cyklu, v ktorom zacala
koncentracia produktu linearne stupat’ (obr. 5). Tento cyklus bol uréeny druhou

derivaciou krivky zobrazujucej fluorescenény signal v ¢ase.
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Obr. 5. Uréenie Ct (threshold cycle). Vystup z merania fluorescencie pocas PCR na pristroji
Lightcycler®. Jednotlivé vzorky reprezentuju riediacu radu kalibraénej krivky.
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V kaZdej sérii merania bola uréena kalibracna krivka (obr. 6) pre rézne riedenia.
Pouzitd bola vzorka hypofyzy 10x riedenej cDNA. Jej relativna koncentracia bola
priradena jednej. Nasledne bola vzorka nariedena 4x, 16x, 64x a256x (riedenia
zodpovedajui relativnym koncentraciam 1, 2,5.10", 6,25.10'2, 1,56.10'2, 3,91.10'3).
Hodnoty Ct boli logaritmicky vynesené v zavislosti na relativnej koncentracii. Pri
exponencidlnom mnoZeni arovnakej uéinnosti PCR reakcie nezavislej na mnoZstve
templatu, je vyslednou krivkou logaritmického vynosu priamka. Smernica priamky
zodpoveda miere uéinnosti PCR reakcie. V kaZzdej jednotlivej sérii merania bola merana
aj vzorka tvorend zmesou réznych vzoriek, pouZitd ako interny Standard, na relevantné
porovnanie jednotlivych sérii. Ako referenény gén na normalizaciu bol pouZity B-aktin
(overenie vhodnosti pouzitia P-aktinu vid kapitola 1.6.6). Vysledna relativna
koncentracia bola vyjadrena ako pomer Specifického génu (MT1) a B-aktinu. Kazda

merana vzorka bola do reakcie pridavana ako 10x riedena cDNA.
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Obr. 6. Kalibraé¢na priamka. Riediaca rada vzorky hypofyzy, pouZita na vypocet u¢innosti PCR reakcie, a
nasledne podl'a nej spocitané relativne koncentracie jednotlivych vzoriek.

Vysledok PCR bol overeny na gelovej elektroforéze v 1,5% agarézovom gele

v TAE pufre, Specificita produktu bola overena sekvenaciou.
Pozn. Na kvatnifikaciu boli pouZité kity od dvoch réznych dodavatelov, z ekonomickych

dévodov ivysSej citlivosti, ktoré sa ukazali v priebehu experimentov. V ramci skupiny

experimentov ktorych vysledky boli vzajomne porovnavané bol pouZity vidy rovnaky kit.
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4.6.4.1.  Kvantifikdacia MT1 pomocou Roche Lightcycler FastStart DNA

Master

PCR reakcia bola prevadzané v sklenenych kapilarach (Roche) v objeme 10 pl.

Reakéna zmes:

1,2 pl 25mM MgCl;, (vyslednad koncentracia 4 mM, pre B-aktin) resp. 0,8 upl 25mM
MgCl; (vysledna koncentracia 3 mM, pre MT1)

0,2 pl 25uM primer forward (vysledna koncentracia 0,5 pM )

0,2 pul 25uM primer reverse (vysledna koncentracia 0,5 uM )

1 ul LightCycler FastStart Reaction Mix SYBR Green |

doplnené PCR H,0 do 9 pl

1 ul 10 x riedeného cDNA templatu

Podmienky PCR reakcie pre MT1:
primer forward: 5° AGG CGG CGG GGA AAT AAG 3¢
primer reverse: 5¢°TGC CAC AGCTAA ACT CACCAC AAAT 3¢

koncentracia Mg®* 3mM

1. preinkubacia

95 °C 7 minut

2. PCR cyklus 45x

a) denaturacia 95 °C 10 sekund
b) aniling 56 °C 10 sekiand
c) elongacia 72 °C 6 sekind
d) meranie fluorescencie 85 °C 3 sekundy

3. analvyza teploty topenia produktov

kontinualne meranie fluorescencie pri zvysujucej sa teplote (72 °C — 97 °C s krokom

0,1 °C)

dizka PCR produktu: 178 bp

teplota topenia produktu (uréené analyzou): 87 °C
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Podmienky PCR reakcie pre -aktin:
primer forward: 5 TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC 3¢
primer reverse: 5TTC TGA CCC ATG CCC ACC A 3¢

koncentracia Mg?* 4mM

1. preinkubacia

95 °C 7 minut

2. PCR cyklus 45x

a) denaturacia 95 °C 15 sekind
b) aniling 54 °C 10 sekund
c) elongacia 72°C 7 sekund
d) meranie fluorescencie 89 °C 3 sekundy

3. analyza teploty topenia produktov

kontinualne meranie fluorescencie pri zvysujuce;j sa teplote (72 °C — 97 °C s krokom

0,1 °C)

dizka PCR produktu: 203 bp

teplota topenia produktu (uréena analyzou): 92 °C

Podmienky PCR reakcie pre 18S rRNA:

primer forward: 5" GTA ACC CGT TGA ACCCCA TT 3¢
primer reverse: 5 CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG 3¢

koncentracia Mg** 4mM

1. preinkubacia

95 °C 7 minit

2. PCR cyklus 45x

a) denaturacia 95 °C 15 sekund
b) aniling 52°C 10 sekund
c) elongacia 72 °C 8 sekund
d) meranie fluorescencie 82 °C 3 sekundy
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3. analyza teploty topenia produktov

kontinualne meranie fluorescencie pri zvySujucej sa teplote (72 °C — 97 °C s krokom

0,1 °C)

dizka PCR produktu: 151 bp

teplota topenia produktu (uréena analyzou): 85,5 °C

4.6.4.2.  Kvantifikacia MT1 pomocou Qauntitect SYBR Green Master mix

PCR reakcia bola prevadzana v sklenenych kapilarach (Roche) v objeme 10 pl.

Reak¢éna zmes:

3,6 ul PCR H,0

0 pl MgCl, (vysledna koncentracia 2,5mM)

0,2 ul 25uM primer forward (vysledna koncentracia 0,5 pM )
0,2 pl 25uM primer reverse (vysledna koncentracia 0,5 uM )
1l Quantitect” SYBR Green Master mix

1 pl 10 x riedeného cDNA templatu

Podmienky PCR reakcie pre MT1:

primer forward: 5° AGG CGG CGG GGA AAT AAG 3¢

primer reverse: 5 TGC CAC AGC TAA ACT CAC CAC AAAT 3¢

koncentracia Mg>* 2,5mM

1. preinkubacia

95 °C 15 minut

2. PCR cyklus 55x

a) denaturacia 94 °C 15 sekind
b) aniling 56 °C 15 sekund
c) elongacia 72 °C 10 sekund
d) meranie fluorescencie 80 °C 5 sekind
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3. analyza teploty topenia produktov

kontinualne meranie fluorescencie pri zvysujicej sa teplote (72 °C - 97 °C s krokom

0,1 °C)

dizka PCR produktu: 178 bp

teplota topenia produktu (uréena analyzou): 85,5 °C
Podmienky PCR reakcie pre B-aktin:

primer forward: 5° TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC 3¢
primer reverse: 5‘TTC TGA CCC ATG CCC ACC A 3¢

koncentracia Mg** 2,5 mM

1. preinkubicia

95 °C 15 minut

2. PCR cyklus 45x

a) denaturacia 94 °C 15 sekund
b) aniling 56 °C 15 sekund
¢) elongacia 72 °C 10 sekund
d) meranie fluorescencie 89 °C 5 sekund

3. analvyza teploty topenia produktov

kontinualne meranie fluorescencie pri zvySujucej sa teplote (72 °C — 97 °C s krokom

0,1 °C)

dizka PCR produktu: 203 bp

teplota topenia produktu (uréena analyzou): 89 °C

4.6.4.3.  Kvantifikacia MT2 pomocou Qauntitect SYBR Green Master mix

PCR reakcia bola prevadzana v sklenenych kapilarach (Roche) v objeme 10 pl.

Reakéna zmes:

3,6 pl PCR H,0

0 ul MgCl, (vysledna koncentracia 2,5 mM (Mastermix uZ obsahuje Mg2+ )
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0,2 ul 25uM primer forward (vysledna koncentracia 0,5 pM )
0,2 ul 25uM primer reverse (vysledna koncentracia 0,5 uM )
I ul Quantitect” SYBR Green Master mix

1 pul 10 x riedeného cDNA templatu

Podmienky PCR reakcie pre MT2:

primer forward: 5 GAC TTC GTG GGG AAC CTG CTT GTG A 3¢
primer reverse: 5°CGG TTG ATG GCA ATG GCT GTG ATG T 3¢

koncentracia Mg”* 2,5mM

1. preinkubacia

95 °C 15 minut

2. PCR cyklus 55x

a) denaturacia 94 °C 15 sekund
b) aniling 58 °C 15 sekind
c) elongacia 72 °C 10 sekind
d) meranie fluorescencie 72 °C 1 sekunda

3. analyza teploty topenia produktov

kontinualne meranie fluorescencie pri zvysSujucej sa teplote (72 °C — 97 °C s krokom
0,1 °C)

dizka PCR produktu: 254 bp

teplota topenia produktu (uréena analyzou): 85 °C
4.6.5. ,,Nested“-PCR

Pre analyzu expresie mRNA MT2 receptorov v ¢revnych tkanivach, nebola nami
prevadzana metoda real-time RT PCR dostatoéne citliva. Preto bola na kvalitativnu
analyzu jednotlivych ¢érevnych vzoriek pouzitd metdda ,nested“-PCR, kedy pouZitim
dvoch parov primerov prebehni dve reakcie PCR. V prvej PCR reakcii sa pouZiju
vonkajsie primery, v druhej PCR reakcii sa ako templat pouZije produkt z prvej PCR
reakcie a primery navrhnuté na vznikajuci produkt z prvej reakcie. P6vodny signal sa tak

rapidne zosilni, a tymto spdsobom je mozné detekovat’ a namnozit' fragment, ktory sa
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v pdvodnej templatovej cDNA vyskytoval vo vel'mi malom pocte képii a po prvej PCR

reakcii nebol na gelovej elektroforéze detekovatelny.

4.6.5.1. Podmienky reakcie

ZloZenie reak¢nej zmesi:

12,5 ul Master-mix PPP 2x

2,5 ul 25 mM MgCI2 (vysledna koncentracia 2,5 mM)

0,25 ul 25uM primer forward (vysledna koncentracia 0,25 pM )

0,25 pl 25uM primer reverse (vysledna koncentracia 0,25 uM )

templat: 8 pl 10x ried. cDNA (v pripade 1. PCR), resp. 2,5 pl templatu z 1. PCR (v
pripade 2. PCR) |

doplnenie iH,0 do vysledného objemu reakcie 25 pl

primer-vonkajsi-forward:  5° ATC TGT CAC AGT GCG ACC TAC C 3¢
primer-vonkajsi-reverse: 5TTC TCT CAG CCT TTG CCT TC 3¢

primer-vnutorny-forward: 5 AGC CTC ATC TGG CTT CTC AC 3¢
primer-vnutorny-reverse: 5 TTG GAA GGA GGA AGT GGA TG 3¢

Dizka vysledného produktu po 2. PCR (pouziti vnitornych primerov): 154 bp.
4.6.6. Analyza a vyjadrenie dat

Na vyjadrenie relativnej kvantifikacie MT1 ku B-aktinu bol pouZity matematicky
model podl'a Pfaffla (Pfaffl 2001):
pomer MT1/B-aktin = [Emr1*ACtyn “® @  N/[E g attin ACH gagin’ 2220,
kde E je G¢innost’ PCR reakcie uréena z kalibragnej priamky (E = 10C/smemicay 3 ACt je
rozdiel hodnoty cycle treshold interného Standardu a konkrétnej vzorky (Pfaffl 2001).
Interny S$tandard, pridany do kaZdého merania, bol pouZity na korigovanie rozdielov

v i¢innosti PCR reakcie medzi jednotlivymi meraniami.
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Pre skorigovanie rozdielov v mnoZstve priddvaného templatu a v uéinnosti
reverznych transkripcii urdznych vzoriek, boli data normalizované, aby mohli byt
porovnavané. Pre normaliziciu dat bol pouZity gén B-aktin (tzv. housekeeping gén),
ktorého expresia sa povazuje konstantne stabilni. Pre naSe experimentalne podmienky to
bolo overené, ked’ boli porovnané expresie dvoch housekeeping génov (B-aktin a 18S
rRNA) u vzoriek jednotlivych experimentalnych skupin (kontroly subepitel, 2 dni
hladujuce subepitel, 7 dni hladujuce subepitel, kontroly epitel, 7 dni hladujice epitel).
Rozdiely medzi skupinami neboli dosiahnuté (ANOVA, p > 0,05) (Graf 1). Ukazali sme
tak, Ze nie je signifikantny rozdiel podielu expresie 18S rRNA/B-aktinu medzi naSimi
experimentalnymi skupinami.

Pre potvrdenie vhodnosti pouZitia B-aktinu ako housekeeping génu zarover hovori
zistenie, Ze absolltne hodnoty Ct pre f3-aktin u jednotlivych vzoriek sa vzajomne vyrazne

nelidili (variabilita medzi vzorkami < 5 %).

Porovnanie expresie housekeeping génov B-aktin / 18S rRNA
3,5

3,0 1

2,5

2,0

1,5

B-aktin/18S rRNA (AU)

1,0

0,5

0,0

kontroly SE 2 dni hlad SE 7 dni hlad SE kontroly E 7dni hlad E

experimentalna skupina

Graf 1. Relativna expresia housekeeping génov B-aktinu a 18S rRNA. Pomer expresie B-aktinu a 18S
TRNA sa medzi jednotlivymi experimentalnymi skupinami signifikantne neli$i, ¢o potvrdzuje vhodnost’
pouzitia B-aktinu ako housekeeping génu v tejto $tidii. SE — subepitel, E — epitel.
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4.7.Statistika

4.7.1. Hodnotenie vysledkov merani napitovym zamkom

Inhibi¢na konstanta ICs, resp. jej dekadicky logaritmus pICsg, boli vypocitané
z rovnice Isc = Iscyin + (ISCmax - IsCmin)/(1 + exp(-k * (log C — log ICsp))) podla Elmhursta
et al. (1997). Touto rovnicou bola fitovana zavislost' u¢inku PGE; na A Isc pri
vzrastajucej koncentracii melatoninu, pri ¢om bola vyli¢ena odlahla hodnota
(koncentracia 10° M). Stredna chyba odhadu a koeficient mnohonasobnej korelacie su

uvedené vo vysledkovej ¢asti spolu s hodnotou pICsy.

4.7.2. Statistika vyledkov analyzy real-time RT-PCR

4.7.2.1.  Analyza bazalnych hladin expresie v jednotlivych tkanivdch

Prezentované data su vyjadrené ako priemery + SEM (stredna chyba priemeru).
Odrlahlé hodnoty boli vyradené Grubbsovym testom. Nasledne bola prevedena
dvojfaktoridlna ANOVA s opakovanim. Skiimané boli dva faktory: ,rostro-kaudalny*
(duodenum, jejunum, ileum, hrubé ¢revo) a ,,mukozne-serédzny* (epitel vs. subepitel).
Rozdiely boli post hoc stanovené Newman-Keuls testom. Vo vsetkych pripadoch bol za
signifikantne vyznamny rozdiel povazovany vysledok pri dosiahnutej hladine

vyznamnosti p < 0,05.

4.7.2.2.  Analyza cirkadianneho rytmu expresie

MoZny rytmus v expresii receptorov vramci 24 hodin bol podrobeny tzv.
kosinorovej analyze (Klemfuss a Clopton 1993). Data boli linedrmou regresiou
aproximované ku kosinusovej krivke vyjadrenej rovnicou Y = a + by * cos(2m * t) + by *
sin(2n * t), kde y je aktualna hodnota miery expresie, a je mezor ureny regresiou,
koeficienty b;, resp. b, ur€ené regresiou, ¢ je Cas pre konkrétne Y, ureny ako podiel
aktualneho c¢asu periddy ku celkovému trvaniu periddy (7). Dosiahnuta hladina

vyznamnosti bola ur¢ené z kritickej hodnoty analyzy rozptylu daného testu.
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4.7.2.3.  Analyza hladin expresie po experimentdlnom hladovani

Vplyv hladovania na expresiu bol hodnoteny Kruskal-Wallisovym testom. Na
stanovenie rozdielov medzi experimentalnymi skupinami v jednotlivych segmentoch,

tymuse a hypofyze bol prevedeny post hoc Mann-Whitneyho test .
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5. Vysledky a diskusia

5.1.Urcéenie vplyvu melatoninu na transepitelovy transport v distalnom

hrubom creve

Dali sme si za ulohu preskimat’ vplyv melatoninu na elektrogénne transportné
procesy v hrubom ¢reve meranim zmien skratovacieho pridu (Isc) na aparatire
napitového zdmku. Z prvotnych pokusov pdvodne vyplyvalo, Ze melatonin spdsobuje
kladnu zmenu Isc, pri¢om efekt melatoninu na Isc stupal so zvySujicou sa koncentraciou.
S pribudajliicimi meraniami vsak postupne vyplynulo, Ze melatonin nespdsobuje narast Isc
vo vSetkych pripadoch, ale Ze v niektorych pripadoch nespdsobi zmenu vobec, pripadne
sposobi pokles Isc. Z tohoto hladiska vyhodnocujeme vplyv melatoninu podavaného
v koncentracii 10° M, na elektrogénny transport v pomere frekvencii jednotlivych
odpovedi (kladna zmena Isc, zaporna zmena Isc, Ziadna zmena Isc) na podany melatonin
a rozdiel v odpovedi v zavislosti na strane, z ktorej bol melatonin podany (muko6zna,
serdzna, mukdzna aj serézna).

Modelova ukéazka so vsetkymi typmi odpovedi na melatonin je na grafe 2.
Melatonin bol v zobrazenych pripadoch pridavany v koncentracii 10° M zéaroven
z mukdéznej aj serdznej strany. Pre kontrolu viability €reva a schopnosti adekvétne
reagovat’ na podnety, boli nasledne pridané forskolin (serézne) a histamin (serézne) a
bola sledovand odpoved’ vyjadrend zmenou Isc. Forskolin ahistamin si silne
prosekretorické substancie, ktoré vyvolaju zvySenie Isc, ak je ¢revo Zivotaschopné. To, Ze
histamin je schopny vyvolat’ odpoved aj po saturovani forskolinom, sved¢i o réznych
signalizaénych drahach vyvolavajucich sekréciu (forskolin — cAMP, histamin — Ca®").

Na grafe 2 je vidiet’ nepomer medzi velkostami zmeny Isc ako odpovedi na
forskolin, histamin a melatonin. Melatonin tak sice spdsobuje zmeny Isc, tie su v§ak nizke
a nejednotné, v ¢om mdZze hrat’ ulohu viacero faktorov.

MobZe to svedCat’ o niZSej vyznamnosti priameho pOsobenia melatoninu na
elektrogénny transport v realnych fyziologickych procesoch v organizme, ako i mozZnost’,

ze melatonin stimuluje neelektrogénny transport, ktory nie je moZzné zmerat' metddou

napitového zamku. Stimulaény vplyv melatoninu na sekréciu HCO; bol podrobne

ukazany v duodene (Sjoblom a Flemstrom 2003), kde luminalne podany melatonin

)
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v koncentracii 10° M stimuloval sekréciu HCO; do lumen duodena. Melatonin tak
pravdepodobne zohrava ulohu v regulécii transportu. V distdlnom hrubom Ereve vsak
prednostne prebiehaju uplne iné transportné procesy ako v duodene, a tak sa mbze rézne

uplatiiovat’ aj melatonin. V duodene ukazali Sjoblom et al. (2001) aj funkciu melatoninu

v sprostredkovani nervového signalu na sekréciu HCO; ako mediatora. Podobnu funkciu

nemozno vylu¢it’ ani v hrubom creve.

Trojaka odpoved zmeny Isc na priame pdsobenie melatoninu

450 -

msMELATONIN 10°M
400 4. veostuplse A ‘ .......................................................................................
\ sFSK10°M .
350 4 pokleslsc [T °1 NG '

l SHIST 10°M

——bez zmeny

300 1

250 -

200 -

Isc (pA/cm?)

150 -

Graf 2. Rozne odpovede distalneho hrubého ¢reva na aplikovany melatonin. FSK - forskolin, HIST -
histamin, ms — muko6zna aj serézna aplikacia, s — serézna aplikacia.

Pri mukéznej aj seroznej aplikacii melatoninu (msMELATONIN, 10° M) bola
frekvencia nulovych odpovedi 70%, kladnych odpovedi (tj. po aplikacii melatoninu
nasledoval vzostup Isc) 20% azapornych odpovedi (tj. po aplikacii melatoninu
nasledoval pokles Isc) 10% pri celkovom pocte merani 58.

Paralelne boli prevadzané pokusy s aplikaciou melatoninu vyhradne zo serdznej
strany (SMELATONIN, 10 M) a vyhradne z mukéznej strany (nMELATONIN, 107
M). Vysledky tychto pokusov naznaduju, ze u€inok melatoninu na elektrogénny idnovy
transport sa moze liSit’ v zavislosti od miesta aplikacie. Melatonin podany len z mukéznej
strany ¢érevného epitelu zvySoval Isc (50 % pripadov) resp. nespdsoboval Ziadne zmeny

(50 % pripadov), zatial ¢o melatonin podany zo serdznej. strany zniZoval Isc resp.
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nesposoboval Ziadne zmeny. Tento poznatok v8ak musi byt’ interpretovany so zretelom
na nevysoky pocet uskutoénenych pokusov (11 u mukoéznej strany, 10 u serdznej).
Z tychto vysledkov vyplyva, Ze ucinok melatoninu na elektrogénne transportné procesy
v distalnom hurbom ¢reve nie je jednoznaény.

Je tak mozné predpokladat’, Ze melatonin méZe pdsobit’ na elektrogénny transport
vo viacerych stupnioch regulacie 1 v odlisnych procesoch a je mozné, Ze reguluje iné drahy
z luminalnej strany, a iné drahy zo serdznej strany. V takomto pripade by bolo mozné aj
odlisné posobenie melatoninu z réznych zdrojov (priamo z epitelovych buniek, resp.
z hibsich vrstiev ¢reva, ¢i uplatneni nervovych drah). Do uvahy je potreba brat’ aj mozné
individualne rozdiely pokusnych zvierat v citlivosti na melatonin, mozny rdzny
fyziologicky status i1 rézny subjektivny cirkadianny ¢as priebehu pokusu (experimenty
boli prevadzané v istom Casovom rozmedzi, ale nebolo mozné technicky zabezpecit

rovnaku hodinu prevadzania pokusu).

5.2.Inhibi¢ny vplyv melatoninu na PGE?2 stimulovany vzostup Isc

Modula¢ny vplyv melatoninu na niektoré neuroendokrinné substancie (GnRH,
PACAP) bol pozorovany v CNS (Vanécek 1998). Je teda mozZné, Ze melatonin sa
v podobnych regulaciach méze uplatiiovat’ aj v ¢reve. Z rady latok, s ktorych pdsobenim
na ¢revnu sekréciu by mohol melatonin interferovat’, sme preskimali vplyv na stimulaciu
vzostupu Isc prosekretorickou signalnou molekulou prostaglandinom E, (PGE,). PGE;
stimuluje sekréciu na ¢revnom epiteli s uplatnenim intracelularnej signalizacnej dréahy,
kde dochadza k vzostupu koncentracie druhého posla — cAMP. V CNS bol ukézany
inhibi¢ny vplyv melatoninu na vzostup intracelularnej koncentracie cAMP, preto sme sa
rozhodli preskumat’ ¢i sa podobny efekt uplatiiuje aj v crevnom epiteli.

Previedli sme preto analyzu vplyvu melatoninu na PGE, stimulovany narast Isc
v zavislosti od podanej koncentracie melatoninu. Vysledky si zobrazené na grafe 3.
Ukazali sme inhibi¢ny ucinok melatoninu na PGE, stimulovany vzostup Isc. Zaroven
aplikacia réznych koncentracii melatoninu pred podanim PGE, odhalila, Ze melatonin
inhibuje vplyv PGE; koncentra¢ne zavisle. Na urcenie inhibi¢nej konstanty ICsy sme
nameranu zavislost’ uéinku PGE, od rasticej koncentracie melatoninu fitovali
sigmoidalnou krivkou (vid’ metddy, kapitola 4.7.1). Zistena hodnota ICs je 1,5.108 M
(pr1 koeficiente mnohonasobnej korelacie 0,971 a pri strednej ¢chybe odhadu 1,319). Je to
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A lsc (pAlcm?)

koncentracia vel'mi blizka fyziologickym hodnotdm, a tak moZno predpokladat’ realne
fyziologické uplatnenie melatoninu v modulacnom vplyve na prosekretoricky mediator

PGE..

Inhibicia Gcinku PGE, na A Isc melatoninom
25

¢ data

23 - fitting
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19 | : N

17 | | \ . S
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Graf 3. Inhibiény vplyv melatoninu na sekréciu stimulovani PGE,. Melatonin koncentracne zavisle
inhiboval PGE, stimulovanu sekréciu v hrubom ¢reve. Namerané hodnoty su fitované ku sigmoidalne;
krivke, pri ¢om bola vyli¢ena hodnota pri koncentracii 10 M ako odl'ahla. ICso = 1,5.10° M.

Z uvedenych vysledkov pokusov je zrejmé, Ze melatonin mézZe zohravat’ ulohu
v regulacii ¢revného transportu v hrubom ¢reve priamym vplyvom na elektrogénny
transport, ako i1modulaciou ucinku prosekretorickej substancie PGE,. Posobenie
melatoninu je v tomto pripade s velkou pravdepodobnost'ou podmienené membranovymi
receptormi, kedZe zmeny si okamzité¢ (sekundy aZ minuity) a odpoved na pripadnu
stimulaciu jadrovych receptorov, by bola pri odpovedi ako je expresia Specifickej mRNA
a nasledne proteinu, pozorovatel'na s dlhodobej§im ¢asovym odstupom. Podrobne sme sa
preto v d’alSich experimentoch venovali §tudiu expresie melatoninovych receptorov MT1

aMT2 v ¢reve.
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5.3.Stanovenie hladiny expresie mRNA MTI1 receptoru v epitelovej a

subepitelovej vrstve jednotlivych segmentov Creva

V jednotlivych segmentoch ¢reva (duodenum, jejunum, ileum, hrubé ¢érevo) sme
stanovili mieru expresiec mRNA melatoninového receptoru MT1 (graf 4). Expresiu sme
pozorovali vo vSetkych segmentoch. V horizontalnej osi ¢reva bola v duodene namerana
vysSia expresia oproti ostatnym segmentom.

Pri hodnoteni distribicie MT1 receptoru v mukdzne-serdznej ose Creva sme zistili,
Ze expresia vo vrstve zbavenej epitelovych buniek je signifikantne vysSia ako vo vrstve
epitelu vo vSetkych sledovanych segmentoch.

Vo vsetkych sledovanych segmentoch ¢reva, bola vo vrstve epitelovych buniek
zaznamenana expresia mRNA MT1 receptoru, ale u jednotlivych vzoriek bola v mnohych
pripadoch pod uroviiou detekcie nami prevadzanej metddy. Expresia v takychto vzorkach
bola povazovana za nulovu. Vyvodzujeme z toho, Ze melatoninovy receptor typu MT1 je
v epitelovych bunkach exprimovany, av§ak vo veI'mi malom mnozZstve. Je tieZ mozn€, Ze
receptor sa hojne exprimuje len v niektorych Specializovanych bunkach ¢revného epitelu
a v niektorych vobec, no pri odbere mukozne) vrstvy ako celku nie je moZné rozdiely
v jednotlivych bunkach stanovit'.

Malo podrobnych s§tudii bolo prevedenych na zistenie distribucie melatoninovych
receptorov v horizontalnej osi ¢reva. V Creve kacky stanovili Lee et al. (1995) vacsiu
hustotu vizbovych miest 2-['*’[]-melatoninu v mukoznej vrstve Crevnych segmentov
v porovnani s hustotou v cirkularnej i longitudinalnej svalovine. Expresia mRNA MTI
receptoru v8ak nepredstavuje vsetky vazbové miesta pre melatonin, rovnako ako nemusi
byt’ rovnaka distribucia receptorov u odlisnych druhov (cicavec vs. vtak).

Z pohl'adu tu experimentalne ukazanych 1 v literatire dokladovanych efektov

melatoninu na transepitelovy transport (na intaktnom tkanive v duodene modulacia

sekrécie HCOj3, Sjoblom et al. 2001, Sjoblom et al. 2003, Sjoblom a Flemstrom 2003), je
zaujimavé zistenie, Ze v hlbSich vrstvach ¢reva je vysSia expresia melatoninovych
receptorov typu MT1. Efekt sekrécie epitelovymi bunkami, méze byt’ vyvolany viacerymi
drahami. MozZeme uvazovat’ pripad priameho ovplyvnenia epitelovych buniek
mediatorom ¢i inou aktivnou substanciou cez receptor pritomny priamo na membrane,
rovnako vSak je moZné ovplyvnenie z okolitych éi‘ hlbsich vrstiev sprostredkované

\

¢revnym nervovym systémom i parakrinnymi mediatormi.

68



Expresia mRNA MT1 v epiteli vs. subepiteli
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Graf 4. Expresia mRNA MT]1 v jednotlivych segmentoch v epitlovej a subepitelovej vrstve.
DUO - duodenum, JEJ — jejunum, ILE - ileum, DC - distalne hrubé ¢revo, HPF — hypofyza.

V subepitelovej vrsvte expresia vyssia ako v epitelovej vrstve, p < 0,05

* rozdiel DUO oproti ostatnym segmentom, p < 0,05

NemézZeme tvrdit, Ze hlavnym ucinkom melatoninu v ¢revnom tkanive je
modulacia transportnych procesov, hoci je tento efekt dokladovany (Sjoblom et al. 2001,
Sjoblom et al. 2003, Sjoblom a Flemstrom 2003, Legris et al. 1982, Chan et al. 1998), ale
musime brat’ do uvahy aj nezanedbatelny vplyv melatoninu na c¢revnu motilitu a
ovplyvnenie ¢innosti motorickych komplexov svaloviny ¢reva (Merle et al. 2000, Poon et
al. 2002, Drago et al. 2002). Vtomto pripade, by bola vysvetlena pritomnost’
melatoninovych receptorov MT1 v hlbSich vrstvach Creva, ktoré obsahuju cirkulamu i

longitudinalnu svalovinu, ktoré sa aktivne podielaju na vyslednej motorike ¢reva.

\
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Dalsim moznym vysvetlenim relativne nizkej expresie MTI receptorov
v epitelovych bunkach by bola prednostna pritomnost’ receptorov typu MT2. Na podporu
by hovorili poznatky z funkénych §tudii sledujucich transportné procesy ovplyvnené
melatoninom, kde bolo pouzitim Ciasto¢ne selektivnych antagonistov predikované, Ze
posobenie melatoninu je sprostredkované prednostne receptorom typu MT2 (Sjoblom et
al. 2001, Sjoblom et al. 2003, Sjoblom a Flemstrom 2003). PouZity inhibitor, luzindol, je
vSak len priblizne 15 - 20 krat selektivnej$i na MT2 receptore ako na receptore MT1
(Dubocovich et al. 1997). Je to velmi maly rozdiel na to, aby bolo moZné presne
$pecifikovat’ typ receptoru. Staéila by nadmerna expresia MT1 receptoru na dosiahnutie
rovnakého efektu antagonistom. Pre takito moznost’ hovoria aj nase vysledky (vid’ niZsie)
s urenim miery expresie mRNA melatoninového receptoru MT2, ked’ sme detekovali len
vel'mi nizku expresiu MT2 receptoru.

Pri porovnani miery expresic mRNA MT]1 receptoru v epitelovej i subepitelove)
vrstve jednotlivych segmentov creva oproti expresii v hypofyze (priemerna relativna
miera expresie MT1/B-aktin 6,65 — pre porovnanie vid’ graf 4 a graf 6) je badatelne
niekol’konasobne vysSia expresia v hypofyze. A tak, aj ked bol ukdzany vyskyt
samotného melatoninu v gastrointestinalnom trakte v relativne velmi vysoke)
koncentracii (Messner et al. 2001), zda sa, Ze miera expresie melatoninovych receptorov v
GIT nepresahuje mieru expresie receptorov v centralnej nervovej sistave.

Nameranad niz§ia expresia v ¢revnom tkanive v porovnani s hypofyzou moéze
vznikat' aj v dosledku toho, Ze boli odoberané homogenaty creva obsahujuce vrstvy,
Struktury a bunky, vktorych modzZe byt nerovnomerna distribucia melatoninovych
receptorov, a je tak mozny vysoky vyskyt receptoru v $pecializovanych §trukturach.

Nutné je vSak zdéraznit,, Ze pri porovnavani kvantity expresie medzi rozdielnymi
organmi, treba brat’ do uvahy moznost’ skreslenia informacie pouZitym housekeeping
génom pre normalizaciu dat. Pouzitie B-aktinu bolo overené medzi experimentalnymi
skupinami, epitelom a subepitelom u ¢revnych vzoriek, nie vSak u mozgovych vzoriek, a
je tak mozné, Ze relativna expresia MT1 vo¢i B-aktinu mohla dosiahnut’ vy$§ich hodnot
nielen vdaka vysSej expresii samotného génu MT1 receptoru, ale aj niZSou expresiou
housekeeping génu. No 1 pri porovnavani absoliitnych hodnét Ct (bez normalizacie na
housekeeping gén) dosahovali vzorky hypofyzy oproti vidcsine ¢revnych vzoriek ovela

niz§ich hodnét Ct, hovoriacich pre vysoky obsah MT1 transkriptu vo vzorkach hypofyzy.
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5.4.Stanovenie expresie mRNA MTI1 receptoru v neurdonoch

myenterického plexu

Podrobnejsie sme lokalizovat’ povod transkriptu v subepitelovych vzorkach do
konkrétnejsich ~ Struktir Crevnych  vrstiev. Ugast melatoninu  ako mediatora
v sprostredkovani nervovej odpovede bola ukdzana v duodene pri stimulacii sekrécie
(Sjoblom et al. 2001). Tak sme overili, ¢i sa melatoninové receptory exprimuju aj
v neuronoch myenterického plexu, a tak boli potencidlnym miestom pdsobenia
melatoninu, a ¢1 sa tu exprimuju vo zvySenej miere a su zodpovedné za hladinu uréenu
v celkovych subepitelovych vzorkach.

Na vzorke izolovanych neurénov myenterického plexu z potkana vo veku 6 dni,
sme previedli analyzu expresie mRNA MT1 receptoru metddu real-tme RT-PCR. Kvoli
obmedzenému mnoZstvu materidlu nemohla byt prevedena dostatoéne podrobna
kvantitativna analyza. V dostupnych vzorkach sa kvantita vyjadredna ako MT1/B-aktin
rovnakou metdédou ako ostatné ¢revné vzorky (vid. kapitola 4.6.6) pohybovala na
relativnej hodnote 0,06 (pre porovnanie s hodnotami ¢revnych vzoriek vid graf 4), ¢o
vypoveda o nizsej expresii ako v celkovom subepitelovom tkanive. Z obmedzeného poctu
vzoriek nemdzZeme robit’ d’alekosiahle zavery o kvantite, méZzeme vSak tvrdit, Ze sme
preukazali pritomnost’ expresic mRNA melatoninového receptoru MT! v bunkach
¢revného nervového systému. a potvrdili Ze ¢revny nervovy systém je potencialnou

cielovou Strukturou melatoninu.

K F7
DC- - MpP MP | | ZMES
e eg | [M] [Me ]| e
;,.1?,
B<4— 500bp
- i ol AR P e ¢ — 178 bp

Obr. 7. PCR produkt MTI1 receptoru analyzovany na gelovej elektroforéze. K DC-SE — subepitel
distadlneho hrubého éreva kontrolného zvierata, F7 DC-SE - subepitel distalneho hrubého &reva 7 dni
hladujiceho zvierata. MP — myentericky plexus. ZMES mozog — zmesna vzorka mozgovych $truktur.
Specificky produkt o dizke 178 bp a marker o dizke 500 bp st vyznacené $ipkou.
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Zaroven je potreba mat’ na zreteli, Ze dané nervové tkanivo myenterického plexu
pochadza zo Sest’denného mlad’at’a potkana, u ktorého su centralne 1 periféme cirkadianne
rytmy podobne ako produkcia melatoninu a funkénost’ melatoninovych receptorov v
ontogenetickom vyvine (Seron-Ferre et al. 2002). Je tak mozZné, Ze expresia MTI
receptoru je u dospelého jedinca odlisnd. Rovnako musime uvaZovat’' o moZnosti, Ze
nervové bunky exprimuji nami pouZity housekeeping gén v odliSnej miere ako ostatné

sucasti Creva.

5.5.Stanovenie 24 hodinového profilu expresice mRNA MTI receptoru

v subepiteli distdlneho hrubého creva

V pracach popisujucich expresiu melatoninovych receptorov bolo ukazané, zZe
expresia mdzZze byt regulovana a ovplyviiovana cirkadiannym rytmom. Cirkadianne
zmeny v miere expresie MT1 receptoru boli popisané v CNS 1 koronarnych artériach
(Guerrero et al. 2000, Poirel et al. 2002, Ekmekcioglu et al. 2001). PoloZili sme si preto
otazku, €1 aj expresia v ¢revnom tkanive vykazuje rytmicitu, ktora by bola ovplyviiovana
svetlom, resp. plazmatickym melatoninom. Preskumali sme mieru expresie pocas 24
hodin v $tandartnych podmienkach svetla a tmy (LD 12:12) v subepitelovom tkanive,
ked’ze tam sme namerali prevaznu mieru expresie MT1. Tento experiment sme previedli
na tkanive distalneho hrubého éreva, ked'ze viiom sme skimali a ukazali vplyv
melatoninu na elektrogénny transepitelovy transport.

Expresia po¢as 24 hodin, zaznamenavana kazdé 4 hodiny, je ukazana na grafe 5.
Podl'a kosinorovej analyzy, kde su namerané hodnoty prelozené kosinusovou funkciou,
nebol rytmus expresie signifikantny. K ovplyvneniu expresie MT1 receptorov centralnym
cirkadidnnym rytmom tak v distalnom hrubom ¢éreve nedochéadza.

Na Studovanie rytmu a zmien expresie melatoninovych receptorov v ¢revnych
segmentoch bolo prevedenych len malo §tudii. NaSe namerané vysledky su v sulade so
zisteniami Sallinen et al. (2005), kde rovnako metddou real-time RT-PCR merali mieru
expresic mMRNA MTI1 v tenkom ¢éreve. Meranie uskutoénili len v dvoch bodoch denno-
nocného cyklu, uprostred svetelnej fazy a uprostred tmavej fazy. Namerana expresia MT1
receptoru medzi jednotlivymi Casovymi bodmi nevykazovala signifikantny rozdiel.
Zaroven vSak ukézali rozdielnu mieru expresic mRNA MTI1 medzi prostriedkom

svetelnej fazy a prostriedkom tmavej fazy v hypotalame. ,
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Expresia MT1 receptoru v subepiteli distalneho hrubého creva
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Graf 5. Expresia mRNA MT1 receptoru v subepiteli distilneho hrubého ¢reva v ramci 24 hodin.
Expresia je vyjadrena ako pomer expresie MT1/B-aktin. Svetelna faza ZT 0 — 12, tmava faza ZT 12 - 24. .
Hodnoty pedstavuju priemer + SEM (kaZdy bod je reprezentovany 6-7 hodnotami).

NaSe vysledky absencie rytmu v expresii MT1 receptoru su v sulade zo zisteniami
Lee et al. (1995), kde podobne nenamerali signifikantné zmeny v réznych casovych
bodoch diia v hustote vizbovych miest 2-['*’I}-melatoninu v réznych &astiach traviacej
trubice (oesophagus, duodenum, jejunum, ileum, caecum, hrubé ¢revo) u kacice. Naproti
tomu v niektorych organoch zmeny v hustote viazby 2-['?*I]-melatoninu popisané boli.

Z perifémych organov bola variacia ukazana v oblic¢ke (Song et al. 1992), ale
dominantne bola zaznamenana v CNS (Gauer et al. 1993, Tenn a Niles 1993, Poirel et al.
2002), ¢o je v siilade so zistenou silnou denno-no¢nou varidciou v expresii mRNA MT1
melatoninového receptoru v CNS. V SCN potkana bola pozorovana cirkadidnna variacia
v miere expresie s maximom uprostred svetelnej fazy (Neu a Niles 1997, Poirel et al.
2002). |
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Na periférii sa podarilo cirkadiannu rytmicitu v expresiit mRNA MT]1 receptoru
ukazat’ v koronarnych artériach u ¢loveka (Ekmekcioglu et al. 2001), kde minimum
expresie bolo dosahované v okoli 02:00 hod a maximum pretrvavajuce od 13:00 do 0:00.

Narozdiel od expresie v CNS, kde fotoperidda reguluje expresiu melatoninovych
receptorov 1 hustotu funkénych vazbovych miest (Poirel et al. 2002) sa zd4, Ze na periférii
nie je expresia ovplyvitovana fotoperidédou a mdze vykazovat’ ind rytmicitu a plazmaticky
melatonin nemusi hrat’ rozhodujicu ulohu v regulacii expresie. Zaujimavé by bolo
porovnat’ pritomnost’ hladiny samotného melatoninu v jednotlivych €revnych segmentoch
a porovnat smierou expresie. Niekol’ko praci snesirodymi vysledkami bolo
vypracovanych na vtaéich modeloch, ked’ Herichova a Zeman (1999) zaznamenali vy$$iu
hladinu melatoninu v duodene ajejune kurcata v strede tmavej fazy oproti hladine
v strede svetlej fazy fotoperiody. Naproti tomu, ukacice v jednotlivych ¢revnych
segmentoch Ziadne variacie nezaznamenali Lee et al. (1995).

Mozno tak sudit, Ze melatonin mdze byt v gastrointestinalnom trakte do istej
miery nezavisly na plazmatickom melatonine (Bubenik a Brown 1997), rovnako ako aj
expresia jeho receptorov. Zmeny v koncentracii melatoninu 1 expresii jeho receptorov
v§ak méZu byt ovplyviiované inymi fyziologickymi zmenami priamo suivisiacimi
s gastrointestindlnym traktom, napriklad rytmom v prijme potravy, kratkodobym 1

dlhodobym hladovanim a pood. (Bubenik et al. 1996).

5.6.Sledovanie zmien expresie mRNA MTI receptoru pri zmene

fyziologickych podmienok

Prijem potravy a hladovanie su procesy a podmienky, ktoré v organizme do velkej
miery ovplyviluju procesy absorpcie a sekrécie latok i idnov, rovnako ako peristaltiku a
¢innost’ motorickych komplexov, imunitné procesy 1 rad d’alSich procesov na rdznej
urovni. Vo vsetkych spominanych procesoch méze melatonin zohravat’ svoju ulohu.

Preskiumali sme preto vplyv hladovania na expresiu mRNA MT1 receptoru
v subepitelovom tkanive jednotlivych segmentov Creva, ako 1 tymusu, organu funkcne

spdtého s imunitnym systémom a hypofyzy, zndmym miestom expresie MT1 receptoru.
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5.6.1. Stanovenie  zmien  expresie mRNA MTI receptoru
v subepitelovom tkanive ¢revnych segmentov za podmienok

hladovania

Vzhladom k zisteniam, Ze expresia MT1 receptorov v epitelove] vrstve bola vel'mi

nizka, efekt hladovania sme skumali na subepitelovej vrstve. Expresia MT1 receptorov

bola preskimana v duodene, jejune, ileu a hrubom ¢reve, ako 1 v tymuse a hypofyze.

Pokusné zvierata boli vystavené kratkodobému (2 dni) a dlhodobému (7 dni) hladovaniu.

Hodnoty expresie v subepiteli jednotlivych ¢revnych segmentov st zobrazené na grafe 6.

MT1 / B-aktin mRNA (AU)
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Expresia mRNA MT1 v subepiteli po hladovani

* 1

JEJ ILE

@ kontrola krtétkodobé hladovanie O dilhodobé hladovanie ‘

Graf 6. Expresia mRNA MT1 receptoru v subepitelovom tkanive jednotlivych ¢revnych segmentov
po kratkodobom a dlhodobom hladovani. Hodnoty pedstavuji priemer + SEM (kaidy stipec je
reprezentovany 5-7 hodnotami). DUO - subepitel duodena, JEJ — subepitel jejuna, ILE — subepitel ilea, DC
— subepitel distdlneho hrubého ¢reva.

* rozdiel 2 dni hladujucich oproti kontrole, p < 0,05.

I rozdiel 2 dni hladujtcich oprot 7 dni hladujicim, p < 0,05.

# rozdiel 7 dni hladujicich oproti kontrole, p < 0,05.
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Po dvojdennom hladovani expresia mRNA melatoninovych receptorov MT1
prudko stupa v subepitelovom tkanive vo vsetkych sledovanych €revnych segmentoch
(duodenum, jejunum, ileum a hrubé érevo), pricom najvysSia expresia je zaznamenana
v duodene a mierne klesa smerom k distalnym segmentom. Rovnako zaujimavy je stav
miery expresie po dlhodobom hladovani. V proximalnych segmentoch (duodenum a
jejunum) doSlo k uplnému vymiznutiu zvySenej expresie pozorovanej po dvojdennom
hladovani. V ileu do$lo po siedmich diioch hladu len k miememu, nesignifikantnému
poklesu oproti 2 dni hladujiicim, a v distilnom segmente hrubého creva doSlo po
siedmich drioch k d’alSiemu zvySeniu expresie, a hladina expresie po siedmich diioch bola
signifikantne odlisna od kontrolnych hodnét. Zda sa tak, ako keby zvySenad expresia
postupovala s predlZujucim sa hladovanim od proximalnych segmentov k distalnym.

Relativna miera zvySenia expresie pre kazdy segment voéi kontroldm je
percentualne vyjadrené na grafe 7, kde 100% je kontrolna hladina pre kazdy segment
osobitne. Zaroven je vyjadrena aj relativna zmena v expresii po hladovani v tymuse a
hypofyze. Pri tomto hodnoteni je vidiet’, Ze kratkodobé hladovanie spdsobilo priblizne
rovnaku relativnu mieru narastu vo vSetkych Studovanych crevnych segmentoch
a predizenie hladovania sposobilo prudky rast v distilnych segmentoch, &o podporuje
popis zvySenia expresie receptoru MT1 vo forme viny zySenia expresie, ktord zacne
v proximalnych segmentoch a postupne sa prestiva a umocruje na intenzite v segmentoch
distalnych.

Pri hladovani nedochadzalo k Ziadnym zmendm expresie MT1 receptoru
v hypofyze, ktord vykazovala stabilni mieru expresie. Fyziologicky stimulus v podobe
hladovania, tak pravdepodobne nema zasadny vplyv na regulaciu melatoninovych
receptorov v CNS.

Vzostup v expresii mRNA MTI1 sme zaznamenali po dlhodobom hladovani
v tymuse, ¢o mdze svedCit’ o tcasti imunitného systému v priebehu hladovania, najma po
hladovani, ked’ sa zdravotny stav zvierat mohol zhorSovat. (Napriek tomu, aj po
dlhodobom hladovani bola umrtnost’ experimentalnych zvierat 0 %, a zvierata
nevykazovali zjavné poruchy v spravani ani fyziologickom stave. Zmena oproti

kontrolam bola v redukcii hmotnosti.)
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Percentualne vyjadrenie expresie MT1 hiadujicich vo€i kontrolam
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Graf 7. Percentuilne vyjadrenie expresie mRNA MT1 receptoru po kritkodobom (2 dni) a
dlhodobom (7 dni) hladovani v subepiteli jednotlivych segmentov. Zmena expresie v kazdom segmente
Jje vyjadrend percentualne voci kontrolam (100%). DUO - duodenum, JEJ ~ jejunum, ILE - ileum, DC -
distalne hrubé ¢revo, HPF - hypofyza, THY - tymus.

* rozdiel 2 dni hladujucich oproti kontrole, p < 0,05.

1 rozdiel 2 dni hladujicich oprot 7 dni hladujicim, p < 0,05.

# rozdiel 7 dni hladujucich oproti kontrole, p < 0,05.

Expresiu MT1 melatoninovych receptorov sme ukazali aj na lymfocytoch CD4
a CD8 (predbezné, neprezentované vysledky), a tak potvrdili pravdepodobnu ucast’
melatoninu v imunitnych procesoch, ktora uz bola ukazana na réznych urovniach,
pritomnostou melatoninu a melatoninovych receptorov v roéznych populéciach
imunitnych buniek 1 v organoch suvisiacich s imunitnym systémom (Pozo et al. 1997,
Carrillo-Vico et al. 2003, Srinivasan et al. 2005). A tak zvy8ena expresia v tymuse moze
svedcat’ o nepriamej ilohe imunitného systému v podmienkach hladovania, ale méze mat’
1 priamy suvis so zvySenim citlivosti na melatonin. Zaroven je mozZné, Ze k z zvySenej
miere expresiec MT1 receptoru prispievaji imunitné bunky zvySenou infiltraciou do

¢revného tkaniva za podmienok hladovania.
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5.7.Stanovenie expresie mRNA MT2 receptoru v Crevnych segmentoch

Expresiu MT2 receptoru sme sa rovnako snazili detekovat’ metdédou real-time
RT-PCR. MT2 transkript sa vSak v c¢revnych tkanivach nachadza v obmedzenom
mnozstve. Pri optimalizacii sme vyskiSali mnoho parov primerov, a len malo z nich bolo
schopnych detekcie mRNA MT2 v ¢revnom tkanive. Metddou real-time RT-PCR sme

detekovali mRNA len v mozgovych Struktirach, ale nie ¢revnych (obr. 8).
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Obr. 8. Zaznam fluorescenéného signilu zobrazujicitho amplifikiciu MT2 mRNA v mozgovych
a ¢revnych vzorkach. ZMES mozog — zmesna vzorka z réznych mozgovych $truktir. DC-SE - subepitel
distalneho hrubého éreva. DC-E — epitel distalneho hrubého creva.

Metodou real-time RT-PCR sme nedetekovali expresiu mRNA MT2 receptoru v
éreve, €o je v rozpore so zistenim Sallinen et al. (2005), ktori v tenkom creve detekovali
expresiut mRNA MT2. Vysvetlit' by to bolo moZné pouzivanim rdznych pristupov
real-time RT-PCR. Zatial’ ¢o my sme na detekciu pouZivali SYBR Green, Sallinen et al.
(2005) vo svojej praci pouzivali Tag-man proby. Je tak mozZné, Ze citlivost’ prob je vicsia
a dokaze zachytit’ aj transkript, ktory je v templatovej vzorke v malom mnoZstve. Rozdiel
moéZe byt’ sposobeny aj pouzitim rozdielného kmefia potkanov. Zatial' ¢o Sallinen et al.

pouzivali kmen Sprague-Dawley, my sme pouzivali kmeii Wistar.
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Obr. 9. Elektroforeticka analyza produktu MT2 receptoru po real-time RT-PCR. Zmes mozog -
zmesna vzorka mozgovych §truktir, DC-E - epitel distalneho hrubého ¢reva, DC-SE - subepitel distalneho
hrubého ¢reva, + DNase I — vzorky treatované DNasou L. Specificky produkt je o dizke 254 bp. Dizka
vyznaéeného markera je 500 bp.

Pouzili sme preto na kvalitativnu detekciu metddu ,,nested-PCR*, dvoch po sebe
iducich PCR, kde templat pre druhi PCR je produkt z prvej PCR. Takto sa ndm podarilo
stanovit’ expresiu mRNA MT?2 receptoru v distalnom hrubom creve v epitelovych (obr.

10) a subepitelovych vzorkach (obr. 11).

el < 500 bp
]
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-
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Obr. 10. Elektroforeticka detekcia Specifického produktu transkriptu MT2 receptoru metédou
»nested“-PCR. Elektroforeticka analyza po 2. PCR reakcii. DC-E — epitel distalneho hrubého éreva, DC-

SE - subepitel distalneho hrubého ¢reva, HPF — hypofyza. Specificky produkt je dlhy 154 bp, oznadeny
marker je dlhy 500 bp.

DC-SE | HPF

TR SO

Obr. 11. Detekcia produktu PCR MT2 receptoru v distailnom hrubom ¢&reve. Pritomnost’ $pecifického
signdlu zavisi aj od pouZitého master-mixu pre PCR. Rézny master-mix bol pouZity pre kazdi zobrazenu
vzorku DC-SE. DC-E — epitel distalneho hrubého ¢reva, DC-SE — subepitel distdlneho hrubého ¢reva, HPF
— hypofyza. Specificky produkt je o dizke 154 bp, oznaceny marker je dlhy 500 bp.
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Z prezentovanych elektroforetickych gelov je patmé, Ze sme detekovali
pritomnost’ transkriptu mRNA MT2 receptoru v epitelovych 1 subepitelovych vzorkach
¢reva. Danou metddou vsak nebolo mozné vysledky 100% reprodukovat. Detekcia
zavisela aj od pouzZitych chemikalii a enzymov od réznych vyrobcov (neprezentované
vysledky). Vypoveda to, rovnako ako nutnost’ pouZitia ,nested“-PCR na zachytenie
signalu, o vel'mi nizkej expresii mRNA MT2 receptoru v ¢revnych vzorkach a o
uplatiiovani sa stochastickych javov pri opakovaniach jednotlivych reakcii so striedajicim
sa pozitivnym a negativhym vysledkom. Je mozné, Ze transkriptu je tak malo, Ze sa
nerozdel'uje do skumaviek zo zasobnej cDNA rovanko, a primery sa nan chytaji so
stochastickou pravdepodobnostou.

Zhrmutim mozno povedat’, Ze sa nam na kvalitativnej urovni podarilo detekovatt mRNA
MT2 melatoninového receptoru v epiteli a subepiteli distdlneho hrubého ¢reva. Expresia

tohto receptoru je v§ak pritomna v minimalnej miere.
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6. Zaver

V tejto préaci sme sa venovali vplyvu melatoninu na transportné procesy v hrubom

¢reve a distribucii melatoninovych receptorov v traviacej trubici.

1. Ukézali sme vplyv melatoninu na elektrogénny transport v hrubom creve.
V distalnom hrubom ¢reve melatonin koncentracne zavisle inhiboval prostaglandinom
E, stimulovanu ¢revnu sekréciu. Melatonin tak méze zohravat’ ulohu v regulacii

transportu v hrubom Creve.

2. Uréili sme distribticiu melatoninovych receptorov izoformy MT1 v traviacej trubici
v rostro-kaudalnej 1 mukozne-seréznej osi stanovenim expresie mRNA v epiteli
a subepiteli duodena, jejuna, ilea a hrubého éreva. MT1 receptor je exprimovany
v prevaznej miere v subepitelove) vrstve creva, ktora zahriiuje vrstvy svaloviny,
myentericky plexus a serozu. V epitelovej vrstve je expresia MT1 receptorov nizka.
V jednotlivych ¢revnych segmentoch je expresia podobna s ndznakom vysSej expresie
v duodene. Expresiu MT1 sme preukazah aj v nervovych bunkach myenterického
plexu, ¢o potvrdzuje moznu ulohu melatoninu ako sprostredkovatela odpovedi

nervovych stimulov.

3. Ukéazali sme, Ze svetelné podnety arytmické kolisanie koncentracie plazmatického
melatoninu nemaju vyrazny vplyv na expresiu MT1 receptoru v subepiteli distalneho
hrubého ¢reva a v podmienkach fotoperiody s 12 hodinami svetla a 12 hodinami tmy

nevykazuje expresia MT1 receptoru cyklické zmeny.

4. Silné zmeny expresie sme vsak zistili po navodeni zmeny fyziologickych podmienok,
ked zvierata boli vystavené kratkodobému a dlhodobému hladovaniu. Po
kratkodobom hladovani expresia prudko stupla v subepitelovej vrstve vo vsetkych
sledovanych segmentoch. Po dlhodobom hladovani zvySenie vymizlo v proximalnych
segmentoch (duodenum a jejunum) a prehibilo sa v distalnych (distalne hrubé érevo).
Expresia v hypofyze sa urovnakych pokusnych zvierat za podmienok hladovania

nementla, v tymuse sme zaznamenali narast po dlhodobom hladovani.
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5. Oproti MT1 receptoru sme zistili obmedzenti mieru expresie receptoru MT2. Jeho

expresiu sme detekovali v epitelovej a subepitelovej vrsvte hrubého creva.

MoézZeme tak zhrnut, Ze melatonin sa mdze uplatiiovat’ ako modulator fyziologickych

funkcii v éreve.
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7. Zoznam pouzitych skratiek

2-{'*I)-melatonin -- radioaktivne znaéeny 2-jédomelatonin
4-P-PDOT - 4-fenyl-2-propionamidotetralin

5-HT — 5-hydroxytryptamin, serotonin

AAAD - dekarbo}(yléza aromatickych kyselin

AA-NAT - arylalkylamin-N-acetyltransferaza

ACTH - adrenokortikotropny hormon

Bmax — maximalna hustota vizbovych miest

cAMP - cyklicky adenozinmonofosfat

CCK - cholecystokinin

cDNA — DNA vzniknuta reverznou transkripciou mRNA
cGMP - cyklicky guanozinmonofosfat

CGP 52608 - tiazolidindion, synteticky ligand RZR/ROR receptorov
CNS - centralny nervovy systém

CREB - CRE e¢lement viazici protein

CT - cirkadianny ¢as

Ct — treshold cycle

DD - konstantna tma (dark-dark cycle)

DTT - dithiothreitol

GIT - gastrointestinalny trakt

GLUTS - glukoézovy receptor

GnRH - gonadotropny hormén

GTP - guanozintrifosfat

HIOMT - hydroxyindol-O-metyltransferaza

ICER - inducibilny represor cAMP

IP; —- inozitoltrisfosfat

[sc — skratovaci prud

[UPHAR - International union of pharmacology

JNK kinaza — c-Jun N-terminal kinase

K4 — disocia¢na konstanta

LD - svetelno-tmava fotoperidda (light-dark cycle)
Mella - izoforma vysokoafinitného melatoninového receptoru

Mellb - izoforma vysokoafinitného melatoninového receptory
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Mellc — 1zoforma vysokoafinitného melztoninového receptoru
ML1 - skupina vysokoaﬁnitnych melatoninovych receptorov
ML2 - skupina nizkoafinitnych melatoninovych receptorov
MMC - migrujuce motorické komplexy svaloviny ¢reva

MTI1 - izoforma vysokoafinitného melatoninového receptoru
MT2 - izoforma vysokoafinitného melatoninového receptoru
MT3 - 1zoforma nizkoafinitného melatoninového receptoru
NA-5-HT — N-acetyl-5-hydroxytryptamin

NCBI - National center for biotechnology information
PACAP - hypofyzamy adenylat cyklazu aktivujuci peptid
PCR - polymeriza¢na ret'azova reakci

PEPTI - H'-peptid kotransportérr (PEPT1)

Per-P — fosforylovany protein Period

PT — pars tuberalis hypofyzy

PTX - pertussis toxin

RHT - retinohypotalamicky trakt

ROR - jadrovy retinoidny ,,orphanovy* receptor

RT-PCR - reverzna transkripcia s naslednou polymeriza¢nou retazovou reakciou
RZR — jadrovy retinoidny Z receptor

SCN - suprachiazmatické jadra

Tim-P — foforylovany protein Timeless

TPOH - tryptofanhydroxylaza
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