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Melatonin and its Cellular-molecular Effects
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Melatonin je pri sesalcih znan kot glavni sekretorni produkt ¢eserike. Njegova fizioloska funk-
cija je, da okrepi cirkadiani ritem in vpliva na sezonski reprodukcijski cikel, povezan pa je
tudi s spanjem. V zadnjem desetletju so odkrili, da melatonin deluje kot antioksidant in da
vpliva tudi na celi¢no delitev in smrt. V ¢lanku so opisana spoznanja o vlogi melatonina kot
antioksidanta pri vnetju in dejstva o vplivih melatonina na apoptozo in proliferacijo celic. Vsi
predstavljeni uc¢inki nakazujejo moZnost uporabe melatonina pri zdravljenju razli¢nih bolezni.

ABSTRACT

KEY WORDS: melatonin, antioxidant, apoptosis, proliferation

Melatonin is the main secretory product of the pineal gland of all mammals, including humans.
Functionally, melatonin has been linked to the strengthening of circadian rhythms, regula-
tion of seasonal reproduction and sleep processes. That melatonin functions as an antioxidant
and affects cell proliferation and death was only uncovered in the last decade. The follow-
ing article describes known facts about the role of melatonin as an antioxidant and its influence
on cell proliferation and apoptosis. All these activities of melatonin indicate that it may be
useful in the treatment of various conditions.
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2 Prof. dr. Kristijan Jezernik, univ. dipl. biol., Intitut za biologijo celice, Lipi¢eva 2, 1000 Ljubljana.
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uvobD

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je
hormon, ki ga najdemo v vseh zivih organiz-
mih. Pri sesalcih je znan kot glavni sekretorni
produkt pinealne 7leze — ¢eSerike, proizvaja
pa se tudi v mreZnici in ¢revesni steni (1).
CeSerika se nahaja v medmoZganih (diencefa-
lon), kjer skupaj s habenulo tvori epitalamus.
Sestavljena je iz dveh tipov celic: astroci-
tov (zvezdaste celice nevroglije) in pinealo-
citov (parenhimske celice). V pinealocitih se
z encimsko hidroksilacijo in dekarboksilaci-
jo aminokisline triptofan sintetizira serotonin
(5-hidroksitriptamin), iz njega pa se s pomoc-
jo encima 5-hidroksiindole-O-metiltransferaza
sintetizira melatonin. Melatonin ima cirkadia-
ni ritem sinteze in izlo¢anja v odvisnosti od
osvetlitve mreZnice in se sintetizira izklju¢no
v temi. Zato so koncentracije melatonina v plaz-
mi ¢ez dan nizke in doseZejo najvisjo vrednost
(okrog 1nM) ponodi. Zanimivo je, da kratko-
trajno izpostavljanje nizki intenziteti svetlo-
be ponodi zavira izloanje melatonina in da
koli¢ina melatonina, ki ga uspe sintetizirati
CeSerika, s starostjo upada, po 80. letu pa ga
ne proizvaja vec. Koli¢ina melatonina se pri
vseh sesalcih poveca ponodi, ne gleda na to
ali je zZival aktivna podnevi ali ponoci. Ritem
melatonina je torej endokrini oznacevalec
nodi. Trajanje povecane koncentracije mela-
tonina v krvi je kontrolirano z dolZino dne-
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va. Poleti, ko je dan dolg, je povecanje mela-
tonina kratko, medtem ko je v ¢asu kratkih dni
pulz melatonina dolg. DolZina dneva torej
regulira ritem melatonina in tako vzpostavi
vzorec koncentracijskih sprememb tega hor-
mona, ki predstavlja endokrini koledar neke
Zivali. S pomocjo sezonskega ritma se orga-
nizem prilagaja vsakoletnim podnebnim spre-
membam. Prilagajanje letnim ¢asom vkljucuje
spremembe reprodukcijskega statusa, prehra-
njevalnih navad, barve in kvalitete dlake in
pripravljenosti na hibernacijo. Od odkritja
melatonina leta 1958 je bilo opravljenih veli-
ko najrazli¢nejsih raziskav in izkazalo se je,
da je melatonin vkljucen tako v fizioloske pro-
cese kot tudi v razli¢ne patoloske spremembe.
(i) Kot antioksidant in mocan lovilec prostih
radikalov naj bi imel za$¢itno vlogo pri Soku
in vnetjih ter poskodbah, povzrocenih z ishe-
mijo in ponovno prekrvavitvijo (2). Znano je,
da melatonin (ii) stimulira imunski sistem (3)
ter (iii) izbolj$a razmerje med ucinkovitostjo
in toksi¢nostjo razli¢nih zdravil (4). (vi) Poleg
tega melatonin zavira karcinogenezo, saj inhi-
bira tako zacetne stopnje rakastih sprememb
kot tudi rast tumorjev (5) (slika 1).

MELATONIN DELUJE
KOT ANTIOKSIDANT

Metabolizem vseh aerobnih organizmov
temelji na oksidaciji hranilnih snovi. Stran-
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Slika 1. Melatonin vpliva na razlicne fizioloske procese (cirkadiani ritmi, sezonski reprodukcijski cikel) in tudi patoloske spremembe
(deluje kot antioksidant, stimulira imunski sistem, povecuje ucinkovitost in zmanjSuje foksicnost razlicnih zdravil ter zavira razvoj in

rast fumorjev) (Zupancic in Jezernik).
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Slika 2. Relativne intenzitete proteinskih prog inducibilne dusikov
oksid-sinfaze po prenosu western in imunodetekciji. Prvi dan po
intraperitonealni injekciji ciklofosfamida (C) pride pri poskusnih
Zivalih do hemoragicnega cistitisa in relativna intenziteta proteinske
proge inducibilne dusikov-oksidsintaze je visoka. Po socasni uporabi
melatonina (CM) je izraZanje inducibilne dusikov-oksid-sintaze nizie.

ski produkti oksidacije so prosti radikali, kot
so na primer superoksidni radikal, hidroksilni
radikal in vodikov peroksid. Ti kisikovi prosti
radikali so zelo reaktivni in lahko povzroca-
jo poskodbe celic in nekrozo zaradi procesov
peroksidacije membranskih lipidov, denatu-
racije proteinov in poSkodbe DNK (6). Za
zasCito pred prostimi radikali so aerobni
organizmi razvili antioksidante, ki Ze v nizki
koncentraciji zavrejo ali preprecijo delovanje
Skodljivih kisikovih spojin.

V zadnjem desetletju pa so odkrili, da tudi
melatonin deluje kot mocan lovilec prostih
radikalov in antioksidant (4, 7-10). Vec¢ina
dobro poznanih antioksidantov je topnih le

v lipidih (na primer vitamin E) alile v vodi (na
primer vitamin C), melatonin pa je amfipa-
ti¢na molekula in preprecuje poskodbe, ki jih
povzrodajo prosti radikali tako v celicnih mem-
branah kot tudi v citosolu in znotrajceli¢nih
organelih (4). Melatonin s svojim delovanje
nevtralizira veliko $tevilo v celici prisotnih pro-
stih radikalov in reaktivnih kisikovih spojin ter
njihovih metabolitov. Poleg tega melatonin
spodbuja sintezo nekaterih antioksidativnih
encimov, kot so: superoksid-dizmutaza, glu-
tation-peroksidaza in glutation-reduktaza,
kar e dodatno povecuje njegove antioksida-
tivne ucinke (8). Pri vecini antioksidantov je
razmerje med lovilcem in nevtraliziranim radi-
kalom 1:1, melatonin pa sproza tako imeno-
vano antioksidativno kaskado. Ko melatonin
nevtralizira razli¢ne proste radikale, nastane-
jo metaboliti melatonina, ki so e naprej spo-
sobni nevtralizirati proste radikale (11).
Znano je, da so kisikovi prosti radikali
(predvsem superoksidni radikal, hidroksilni
radikal in peroksinitrit) vpleteni v procese
vnetja (na primer pri cistitisu - vnetju secne-
ga mehurja in kolitisu — vnetju dela debelega
Crevesa). Poleg teh pri vnetnih spremembah
sodelujeta tudi encima inducibilna-ciklooksi-
genaza (COX-2) in inducibila dusikov-ok-
sid-sintaza (iNOS) (12-13). Ciklooksigenaza
(COX) je encim, s pomocjo katerega se sinte-
tizirajo prostaglandini, ki imajo mnoge fizio-
loske ucinke in so tudi posredniki v vnetnih
procesih. Za razliko od konstitutivne oblike
ciklooksigenaze (COX-1), ki je normalno pri-
sotna v prebavilih, ledvicah in trombocitih,
je inducibilna oblika COX-2 prisotna v endo-

Slika 3. Klasicno histolosko barvanje s hematoksilinom in eozinom. A— Hemoragicni cistitis prvi dan po injekciji ciklofosfamida. Uroteliiske
celice (WA\) s0 vecinoma odstranjene in v vezivnem tkivu so prisotni Stevilni roznato obarvani eritrociti (T)). B~ Po socasnem vnosu
ciklofosfamida in melatonina so na povisini secnega mehurja ohranjene urotelijske celice (WA). S — sveflina secnega mehura.
Merilce 10 pm.
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telnih celicah, fibroblastih in makrofagih po
sprozitvi vnetja z razlicnimi vnetnimi dejav-
niki, kot sta lipopolisaharid (LPS) in interleu-
kin 1B (IL-1B) (14). Podobno kot konstitutivna
ciklooksigenaza (COX-1) sta tudi konstitutivni
obliki dusikov-oksid-sintaze (nevronska obli-
ka - nNOS in endotelijska oblika — eNOS)
v celicah stalno prisotni, medtem ko sprozi-
jo sintezo inducibilne oblike (iNOS) doloce-
ni citokini in bakterijski endotoksini (12-13,
15). Za nevronsko in endotelijsko obliko dusi-
kov-oksid-sintaze je znacilno, da se aktivira-
ta s povecanjem koncentracije Ca?* v celicah
in da je njuna aktivnost kratkotrajna. Sinte-
tizirajo se majhne koli¢ine dusikovega oksi-
da (NO), ki je obvescevalna molekula in lahko
povzrodi celi¢no delitev in diferenciacijo. V nas-
protju s tem aktivnost inducibilne oblike ni
odvisna od koncentracije Ca®" in lahko traja
nekaj dni. Inducibilna dusikov-oksid-sintaza
sintetizira velike koli¢ine dusikovega oksida, ki
so lahko za celico smrtne (12-13, 15). Izra-
Zanje obeh inducubilnih encimov kontrolira
jedrni transkripcijski faktor kappa B (NF-xB)
(16-17). Raziskave so pokazale, da melatonin
zavira sintezo dusikovega oksida (17) in zni-
Za izrazanje inducibilne dusikov-oksid-sinta-
ze pri vnetju popljucnice (18).

V lastnih raziskavah vnetja se¢nega me-
hurja smo ugotovili, da se v ¢asu vnetja
v urotelijskih celicah izraZza inducibilna dusi-
kov-oksid-sintaza (19). Zato nas je zanimalo,
ali melatonin tudi pri vnetju se¢nega mehur-
ja zniZa izrazanje tega encima. Uporabili
smo Zivalski model hemoragi¢nega cistitisa,
povzrocenega z enkratno intraperitonealno
injekcijo ciklofosfamida. Analizirali smo izra-
zanje inducibilne dusikov-oksid-sintaze v uro-
teliju se¢nega mehurja podgan po injekciji
samega ciklofosfamida ter ob so¢asnem vno-
su ciklofosfamida in melatonina. S pomodjo
prenosa western, imunodetekcije in merjenja
relativnih intenzitet proteinskih prog smo
ugotovili, da melatonin zniZa izraZanje indu-
cibilne dusikov-oksid-sintaze (slika 2) in tako
omili vnetje (20). Pri kontrolnih Zivalih nismo
zasledili izrazanja inducibilne dusikov-ok-
sid-sintaze (slika 2). Na sliki 3a je vidno, da
prvi dan po injekciji ciklofosfamida pride
do odstranjevanja urotelijskih celic in izposta-
vitve bazalne lamine. Znano je, da odstranje-
vanje urotelijskih celic povzrocijo metaboliti
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ciklofostamida v urinu, ki povzrocijo nekroticno
odmiranje urotelijskih celic in njihovo apopto-
z0 (19). V raziskavi smo ugotovili, da melatonin
prvi dan po so¢asnem vnosu ciklofosfamida
in melatonina ohrani normoplastno stanje
urotelija in prepreci odstranjevanje urotelij-
skih celic (slika 3b). Melatonin torej zniza
izrazanje inducibilne dusikov-oksid-sintaze
v urotelijskih celicah in jih hkrati zas¢iti pred
odstranjevanjem (20).

ZniZano izrazanje inducibilne dusikov
oksid-sintaze je povezano z znanim inhibi-
tornim u¢inkom melatonina na aktivacijo jedr-
nega transkripcijskega faktorja NF-kB (21-23).
Znano je, da melatonin zavira tudi izraza-
nje inducibilne ciklooksigenaze (COX-2) (24).
Cuzzocrea in Reiter (2) sta postavila model
vnetnega procesa in nakazala mesta, na kate-
rih naj bi melatonin deloval protivnetno (sli-
ka 4): (i) melatonin vpliva na aktivacijo jedrnega
transkripcijskega faktorja NF-xB; (ii) znizu-
je izrazanje inducibilne dusikov-oksid-sin-
taze (iNOS) in inducibilne ciklooksigenaze
(COX-2) na nivoju transkripcije ter (iii) zavira
sintezo dusikovega oksida. Poleg tega pa mela-
tonin tudi (iv) lovi in nevtralizira superoksid-
ni radikal, kar zmanjSuje tvorbo peroksinitrita,
(v) zniZuje sintezo dusikovega oksida in tako
$e dodatno zmanj$uje nastajanje peroksinitri-
ta ter (vi) nevtralizira peroksinitrit in hidrok-
silni radikal. Melatonin tudi (vii) zmanjsa
infiltracijo polimorfonuklearnih levkocitov na
mestu vnetja, kar je verjetno posledica zmanj-
Sanja oksidativne poskodbe endotelija in tako
ohranjene endotelijske bariere (2).

VPLIV MELATONINA NA
CELICNO DELITEV IN SMRT

Od leta 1994, ko je iz8lo prvo porocilo o vplivu
melatonina na programirano celi¢no smrt -
apoptozo (25), se Stevilo tovrstnih dokazov
stalno povecuje. Vecino raziskav, ki so bile
narejene na modelih in vitro, lahko razdelimo
v tri skupine: (i) vlogo melatonina pri zavi-
ranju apoptoze imunskih celic, (i) vlogo
melatonina pri preprecevanju apoptoze Zivénih
celicin (iii) vlogo melatonina pri pospesevanju
celi¢ne smrti rakastih celic (26). Melatonin
deluje protiapoptotsko tako na endotelne celi-
ce (27-28) kot tudi na pigmentne epitelne
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Slika 4. Model vnetnih poti (puscice) z mesti profivnetnega delovanja melatonina (2).

celice mreZnice (28). Tudi v nasi raziskavi
poskodbe urotelija po injekciji ciklofosfamida
smo dokazali protiapoptotske ucinke melato-
nina (20). S pomocjo apoptotskega oznacevalca
aktivne kaspaze-3 smo spremljali apoptotsko
aktivnost urotelijskih celic po injekciji ciklo-
fosfamida. Ugotovili smo, da melatonin po
socasnem vnosu s ciklofostamidom zniZa apop-
totsko aktivnost urotelijskih celic (slika 5).
Elektronskomikroskopska $tudija je poka-
zala, da melatonin za$citi urotelijske celice
tudi pred nekroti¢no celicno smrtjo (slika 6).
Tako melatonin preprec¢i mnoZi¢no odmira-
nje in odstranjevanje urotelijskih celic, ki ga
povzro¢i injekcija ciklofosfamida, in ohrani
normoplastno stanje urotelija (20). Melato-
nin celo pri ishemic¢ni poskodbi ledvic prepreci

apoptozo in nekrozo, ki obicajno sledi ponov-
ni prekrvavitvi (29).

Mehanizmi, preko katerih melatonin vpli-
va na apoptozo, so le delno raziskani. Znano
je, da so mitohondriji glavni vir reaktivnih kisi-
kovih spojin v celici in ti prosti radikali naj
bi igrali pomembno vlogo tudi pri apoptozi.
Mozno je, da melatonin s svojimi antioksida-
tivnimi ucinki spreminja odzivnost celice na
apoptotske drazljaje (25). Obstajajo dokazi,
da ucinki melatonina niso omejeni le na njego-
vo sposobnost nevtraliziranja prostih radikalov,
ampak lahko melatonin direktno vpliva tudi
na razli¢ne regulirane poti apoptoze (29).

V razli¢nih Zivalskih modelih karcinoge-
neze in vitro je melatonin zaviral proliferacijo
celic in rast tumorja (30-33). Melatonin je
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Slika 5. Imunohistokemija apoptotskega oznacevalca aktivne kaspaze-3. A — Prvi dan po injekciji ciklofosfamida se v sveflino secne-
ga mehurja (S) odstranjujejo Stevilne aktivna kaspaza-3 pozitivne (rjavo obarvanje, T) apoptotske celice. B — Po socasnem vnosu
ciklofosfamida in melatonina so v uroteliju prisotne le posamezne aktivna kaspaza-3 pozitivne apoptotske celice (rjavo obarvanje, T).
Merilce 10 pm.
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Slika 6. Presevna elekironska mikroskopija. A — Nekroticna celica z nabreklo citoplazmo (W) in Stevilnimi povecanimi vezikli ()
Cetrti dan po injekciji ciklofosfamida. B — Po socasni aplikaciji ciklofosfamida in melatonina so uroteliiske celice neposkodovane in podobne
normalnemu stanju. Povrsinske celice vsebujejo znacilne fuziformne vezikle (<.). Merilce 5 ym.

b,

Slika 7. Imunohistokemija proliferacijskega oznacevalca Ki-67. A — Sedmi dan po injekdili ciklofosfamida je urotelij hiperplasticen in
Stevilne uroteliiske celice so Ki67 pozitivne (riavo obarvane, <L). B — Po socasnem vnosu ciklofosfamida in melatonina so v normo-
plastnem urofeliju prisotne le redke Ki-67 pozitivne celice (iavo obarvanje, <. Merilce 10 pm.
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celo znizal proliferacijo epitelijskih celic in sin-
tezo kolagena pri celjenju ran. Tudi pri obnovi
urotelija po poskodbi s ciklofosfamidom je
melatonin zaviral proliferacijsko aktivnost uro-
telijskih celic in na ta nacin preprecil razvoj
hiperplazije (slika 7) (20).

V $tudiji hepatoma pri podganah se je
izkazalo, da melatonin poveca Stevilo celic
v GO in G1 fazi celi¢nega cikla in na ta nacin
zaustavi nadaljevanje celi¢nega cikla in delitev
celice (33). Melatonin torej direktno vpliva

razlicne proste radikale in stimulira delova-
nje nekaterih antioksidativnih encimov. Ker
so prosti radikali vpleteni v procese vnetja,
je pricakovati, da lahko melatonin zavira in
preprecuje vnetje. Na nivoju celice melato-
nin zavira nekroti¢no in apoptotsko odmiranje
celic in s tem zmanjsa poskodbe celic in tkiv.
V mnogih eksperimentalnih modelih neopla-
zij je dokazan zaviralni u¢inek melatonina na
karcinogenezo. Melatonin namre¢ pospesuje
apoptozo rakavih celic in zavira njihovo proli-

na specificne mehanizme celi¢nega cikla.

ZAKLJUCEK

Melatonin ima razli¢ne fizioloske funkcije,
deluje pa tudi kot antioksidant, nevtralizira

feracijo. Potrebne in smiselne so nove raziskave
o znacilnostih in delovanju melatonina, ki
bodo pokazale, ali in v kak$ni meri je mozno
njegove ucinke uporabiti pri zdravljenju raz-
li¢nih bolezni.
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