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SANTRUMPOS

CDA40 — (angl. cluster of differentioation — leukocity diferenciacijos antigenai)

CD40L — CDA40 receptoriaus ligandas

DNR - dezoksiribonukleino riigstis

ELISA — tvirtafazé imunofermentiné analiz¢ (angl. enzyme linked immunosorbend assay)
FCS — (‘angl. fetal bovine serum — jauciy embrioninis serumas)

GPCR — G baltymais asocijuoti receptoriai (angl. G-protein coupled receptors)

IFN — interferonas

Ig — imunoglobulinas

IL — interleukinas

LPS — lipopolisaharidas

MTI1, MT2, MT3 — melatonino receptoriai

4-P-PDOT — (angl. 4-Phenyl-2-propionamidotetralin) — 4-Fenil-2-propionamidotetralinas

MHC — pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major histocompatibility
complex)

NADH - nikotinamidadenindinukleotidas

NADP — nikotinamidadenindinukleotidas fosfrilintas
NK — naturalieji Zudikai (angl. natural killers)

REM — greitas akiy judéjimas

RPMI medium — (angl. Roswell Park Memorial Institute medium) Rosevel Park atminties
instituto terpé

SV — standartiniai vienetai

TCR — T lasteliy receptorius (angl. T cell receptor)
Tu — T lastelés pagalbininkes

TN —nuo T lasteliy nepriklausomi antigenai

TP —nuo T lasteliy priklausomi antigenai

TNFa — naviky nekrozés faktorius a;



1. IVADAS

Melatoninas — hormonas, kuri produkuoja kankoréziné liauka, buvo atrastas
1959 metais ir vadinamas “tamsos hormonu®, kadangi jis gaminamas tamsiu paros metu.
Maksimalus melatonino kiekis biina vidurnakti ir iki ryto mazéja, be to Sviesa silpnina jo
sintez¢. Melatoninas reguliuoja biologinj laikrodj, pagerina miega, stimuliuoja imuning
sistema, apsaugo nervy sistema. Literattiriniai duomenys apie melatonino jtaka imuninei
sistemai daugiausia yra apie jo poveiki T lasteléms. Melatoninas padidina Ciobrialaukés dydi
bei citokiny produkcija, stimuliuoja T lasteles pagalbininkes (Ty1) bei aktyvuoja NK Iasteles
ir makrofagus. Taciau, Sio hormono itaka B lasteliy funkcijoms néra istirta.

Misy darbo tikslas buvo istirti melatonino jtaka B lasteliy funkcijoms, t.y.
antikiiny susidarymui. Kadangi antikiiny produkcija biina nepriklausoma ir priklausoma nuo
T lasteliy, buvo nuspresta imunizuoti BALB/c peles su nuo T lasteliy nepriklausomu (TN) ir
nuo T lasteliy priklausomu (TP) antigenu bei stebéti specifiniy antikiiny susidaryma.
Imunizuojamos pelés eksperimento metu buvo laikomos trijose skirtingose salygose: esant
normalioms S§viesos-tamsos ciklo salygoms; esant pastoviam apSvietimui, t.y. esant
sumazéjusiai melatonino sintezei; ir esant pastoviam apsvietimui, ir papildomai kiekviena
diena (arba kasdien) leidziant melatonina.

Buvo nustatyta, kad esant sumazéjusiai melatonino sintezei (pastovus
apsSvietimas) padidéja nuo T lasteliy nepriklausomas antikiiny kiekis. Tuo tarpu, esant
pastoviam apSvietimui ir papildomai leidZziant melatonina, antikiiny kiekis yra panaSus kaip ir
esant normaliom Sviesos-tamsos ciklo salygoms. Imunizuojant nuo T Iasteliy priklausomu
antigenu, imunoglobulino IgM, IgG2a, IgG2b ir IgG3 izotipy antikliny kiekis padidéja, kai
melatonino sintezé yra sutrikusi. Tac¢iau IgG1 izotipo antiktiny kiekis, prieSingai, sumazéja.

Taip pat buvo nustatyta, kad antikiiny produkcija kraujo serume esant
normaliom apSvietimo salygom priklauso nuo imunzacijos laiko. Antikiiny produkcija yra
zymiai didesne imunizuojant peles vakare, lyginant su rytine imunizacija, ka galima biity
susieti su melatonino jtaka.

Melatoninas veikia Iasteles saveikaudamas su keliy tipo receptoriais. Naudojant
selektyvius MT2 melatonino receptoriaus antagonistus, in vitro ir in vivo metodais buvo
nustatyta, kad melatoninas antikiiny produkcija moduliuoja veikdamas B lasteles per MT2

receptoriy.



1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Sio darbo tikslas:
Nustatyti kaip melatoninas regulivoja nuo T-lasteliu priklausoma ir nuo T-lasteliu

nepriklausoma antikiiny produkcija.

Darbo uzdaviniai:
- Nustatyti ar Sviesa sukelia melatonino sintezés sutrikimus peléms.
- Nustatyti melatonino jtaka nuo T lasteliy nepriklausomai antiktiny produkcijai.
- Nustatyti melatonino jtaka nuo T lasteliy priklausomai antikiiny produkcijai.
- Nustatyti ar priklauso antikiiny produkcija nuo imunizacijos laiko.

- Nustatyti per koki receptoriy veikia melatoninas, reguliuodamas antikiiny produkcija.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Melatoninas ir jo reikSmeé

Melatoninas (N-acetil-5-metoksitriptaminas) — yra hormonas, kurj gamina
kankoréziné liauka, daugiausia nakties miego metu. Jis létina medziagy apykaita, slopina
skydliaukés funkcija, pasiZymi raminanciu poveikiu. Melatonino gamyba daugiausiai vyksta
nakties metu, jo sintez¢ inhibuoja Sviesa ir stimuliuoja tamsa. 1958 metais dermatologas
A. Lerneris su kolegom atrado melatoning [1]. Melatoninas randamas daugumoje gyvuy
organizmy nuo bakterijy iki zmogaus [2]. Kadangi melatonino molekulé sukelia varliy odos

pigmento - melanoforo susitraukima, Lerneris pavadino ja “melatoninu‘ [3].

2.1.1. Melatonino gamyba

Stuburiniuose organizmuose melatoninas daugiausiai gaminamas kankorézinéje
liaukoje, kuri laikoma pagrindiniu S§io hormono gamybos organu [4]. Tai pat melatonina
gamina akies tinklaing¢je esancios fotoreceptorinés lastelés, virskinimo trakto bei odos Iastelés,
limfocitai, kaulu Ciulpu lastelés bei trombocitai [2,5,6]. Pagamintas kankoré¢Zingje liaukoje
melatoninas pasisklaido po visa organizmg ir veikia per melatonino receptoriais praturtintus
organus. Kitur pagamintas melatoninas pasizymi vietiniu (autokrininiu ir parakrininiu)
poveikiu, ir jo kiekis blina Zymiai mazesnis uz pagaminta hormona kankorézinése liaukoje
[2].

Kankoréziné liauka (corpus pineale) — liauka, esanti galvos smegenyse, treiajame
smegeny skilvelyje (tarp tarpiniy smegeny, didZiyju pusrutuliy ir smegen¢liy). Tai nedidelis,
ovalios formos, neporinis organas, 0,2 g masés. Geriausiai i8sivysc¢iusi yra vaiko kankoréziné
liauka. Liauka sudaro penkiy tipy lastelés, tarp kuriy pagrindinémis lastelémis laikomi
pinealocitai, kurie ir gamina melatonina. Zinduoliy kankorézinés liaukos $viesa negali
pasiekti, todél ji gauna informacija per regos nerva [7]. Melatonino sintez¢ vyksta i§ amino
rugsties triptofano, susidarant tarpiniam produktui, serotoninui (biologiskai aktyvi medziaga,
hormonas, monoamininis neuromediatorius, sintetinamas smegenyse). Centrin€¢je nervy
sistemoje, serotoninas atlieka svarby vaidmenj reguliuojant psichinius procesus: nuotaika,
miega, seksualuma bei apetita. Manoma, kad su serotonino koncentracijos organizme
pokyciai susijusios ivairios ligos, tokios kaip depresija, migrena, nemiga, Sizofrenija ir nerimo
sutrikimai [8]. Melatonino biosintezés schemoje pateikta 1 paveiksle. Siuo hormono

biosintezeés intensyvumas periodiSkai kinta keleta karty per para ir priklauso nuo apsSvietimo

[2].
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Triptofano hidroksilazé (A)

v
5-Hidroksitriptofanas
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v

Seratoninas

Seratonin N-acetil transferazé (C)

v

N-acetilseratoninas

Hidroksiindol-o-metiltranferaze (D)

v

Melatoninas

1 paveikslas. Melatonino sintezé i$ triptofano.

Raudona spalva pazyméti fermentai, mélyna — biosintezés etapai.
A — triptofano oksidacija hidroksilinimo biidu, B — 5-hidroksitriptofano dekarboksilinimas ir serotonino
susidarymas, C — serotonino acetilinimas, D — N-acetilserotonino metilinimas.

Pagrindiniai melatonino gamybos fermentai yra du: seratonin N-acetil tranferazé ir
vaidinanti kur kas mazesni vaidmeni triptofano hidroksilazé [9]. Seratonin N-acetil tranferaze
laikoma pagrindiniu melatonino gamybos fermentu ir dazniausiai esama akies tinklaingje ir
kankorézinéje liaukoje [2,10]. Zmogaus organizme melatonino kiekis pradeda augti nuo 19.00
iki 23.00 valandos, ir savo pastovy pika pasiekia 02.00 — 04.00 valanda [1]. Diena regos
informacija nuo tinklainés per regos nerva patenka | prieSchiazminius branduolius. Signalas
keliauja toliau iki kankorézinés liaukos. O nakt}, kada dauguma prieSchiazminio branduolio
neurony neiSsikrauna, nervinés galiinés iSskiria nordadrenaling, kuris yra tiesioginis
melatonino biosintezés dirgiklis. Jis aktyvina pinealocitu membranoje esancius o ir f
adrenoreceptorius. o Adenoreceptoriaus stimuliacijos lastelése pasekmé — kalcio
koncentracijos padidéjimas, [ adenoriceptoriaus stimuliacijos lastelése pasekmeé —
kalcio/calmoduliono protein kinazés suaktyvinimas. Minéty veiksmy déka pinealocitose
smarkiai iSaugo (ziurkiy lastelése 100 karty) lastelinis atliekancio antrinio neSiklio funkcija
cAMP lygis. Nuo cAMP priklausoma protein kinazé fosforilina serotonin N-acetil transferaze,
ir fermentas tampa katalitiSkai aktyvus. Esant mazam cAMP lygiui pinealocitose, serotonin
N-acetil transferazé buina neaktyvi [9-14].

Sviesa laikoma pagrindiniu melatonino gamybos veiksniu: nakties metu prie §viesos
staigial sumaZzéja serotonin N-acetil transferazés aktyvumas, taip pat sumazéja melatonino ir

pagrindinio melatonino katabolizmo produkto, 6-sulfoksimelatonino, kiekiai. Melatonino




katabolizmo procesas vyksta kepenyse, o nagriné¢jamo hormono gyvavimo pusperiodis nuo 20
iki 60 minuciy [15-17]. Siekiant iStirti kaip Sviesa inhibuoja melatonino gamyba, buvo atlikti
tyrimai, kuriy rezultatai yra iSsamiai iSnagrinéti Siame darbe.

Mety laikas, zmogaus amzius bei mitybos iprociai jtakoja melatonino gamyba.
Kadangi dienos trukmé priklauso nuo sezoniSkumo, mety laikas gali jtakoti melatonino
gamyba. I§ pradziy $is efektas buvo nustatytas tik gyviinams, taciau véliau panasus rezultatai
buvo pastebéti ir pas zmones [18],[19]. Japonuy mokslininkas Ueno-Towatari nagrinéjo
melatonino pokyti mety bégyje pas jaunas moteris ir gavo tokius rezultatus: ziema —
15,8 + 8,18 pg melatonino 1 ml kraujo plazmos; pavasari - 15,2 + 3,3 pg melatonino 1 ml
kraujo plazmos; vasara — 21,4 + 10,5 pg melatonino 1 ml kraujo plazmos; rudeni —
97,6 = 67,5 pg melatonino 1 ml kraujo plazmos. Gauty tyrimo rezultatai leidzia drasiai teigti,
kad trumpéjant dienai ir ilgéjant nak¢iai melatonino gamybos procesas greitéja [20]. Reikia
atkreipti démesi, kad Sie rezultatai tinka Japonijos laiko juostai.

Melatonino gamyba prasideda iSkart po zmogaus gimimo. Jau 5-12 savaiciy sveiko
vaiko Slapime galima aptikti 6-sulfoksimelatoning. Didziausias melatonino kiekis aptinkamas
nuo vieno iki trijy mety vaiko organizme. lki 21 mety Zmogaus organizme melatonino
koncentracija sumaze¢ja iki 80 procenty, ka dauguma mokslininky aiskina pastoviu melatonino
kiekiu, augant zmogaus kiinui [21]. Yra daug duomeny, kad su amzium po paauglystés
melatonino koncentracija ir toliau mazéja, kas yra siejama su senatve [1,22]. Kai kurie
mokslininkai siiilo naudoti melatonino koncentracija, kaip organizmo amziaus (senatves)
rodiklj.

Vitaminas B6, folio riigStys ir triptofanas reikalingi melatonino gamybai, kas jrodo,

kad nagrin¢jamo hormono gamybos procesas priklauso nuo maisto medziagy[23].

2.1.2. Melatonino fiziologiné reikSmé

Melatoninas turi 4 skirtingus veikimo mechanizmus:
1. Jungiasi prie lastelés membrany receptoriy.
Jungiasi prie branduolio receptoriy.

Jungiasi lastelés viduje prie kalmodulino.

> » b

Antioksidacinis aktyvumas.

Po jungimosi melatoninas tiesiogiai arba netiesiogiai (per antrinius neSiklius) sukelia
lastelése/organuose pokycius ir tokiu biidu atlieka savo fiziologiné vaidmeni [24].
Melatoninas vaidina Zinduoliy organizme labai svarby vaidmeni:

e Reguliuoja paros bei sezono bioritmus [25].



e Reguliuoja gonadotropiny sekrecija, slopindamas lasteliy, sintetinanciy juos,
fermentini aktyvuma. Taip pat reguliuoja lytiniy liauky aktyvuma, slopindamas
gonadoliberino sekrecija. Gonadotropinas — folitotropinas, liutropinas ir gliukoproteinai,
kuriuos 1iSskiria motery ir vyry adenohipofizés gonadotrofai: vyry organizme jie
iSskiriami nuolat, o motery — periodiSkai ir daug didesniais kiekiais. Gonadotropinai
reguliuoja gametogenez¢ ir spermogeneze lytinése liaukose [8,25].

o Kankoréziné liauka per melatonina reguliuoja kity endokrininiy liauky aktyvuma ir
organizmo medziagy apykaita dienos ir nakties kaitos metu. Ji padeda organizmui
prisitaikyti prie besikeic¢ianciy aplinkos salygy [2].

e Mazina smegenu bioelektrin ir funkcini aktyvuma, sukeldamas lengva euforija,
mieguistuma, veikia raminanciai, mazina skausmo jutima.

e Mazina tiroidiniy, antinks¢iy hormony bei somatotropino sekrecija.

e Antioksidacinis apsauginis poveikis: veikia kaip aktyvus deguonies radikaly
gaudytojas. D¢l savo antioksidaciniy savybiy melatoninas sumazina kai kuriy Parkinsono
ligos tipy zala, gali sustabdyti Sirdies aritmija.

e Melatoninas turi sistemini poveiki citoskeletui (per kalmoduling kaip jo antagonistas)
ir azoto oksido gamybai (slopina azoto oksido sintezg).

e Melatonino sumaz¢jimas sukelia depresija.

e Melatonino sumaz¢jimas skatina prieslaikini lytini brendima.

e Melatoninas yra svarbus imuninei sistemai [1,2].

2.1.3. Melatonino terapinis taikymas

Klinikiniai tyrimai ir rySys tarp melatonino ir kai kuriy ligy parodo melatonino

terapini potenciala. Melatoninas, kaip vaistas, buvo pradétas naudoti visai neseniai ir, laikui

bégant, jo panaudojimas gali padidéti. Tai patvirtino mokslininky susidoméjimas melatoninu

kaip terapiniu agentu. Siuo metu vyksta daug melatonino terapinio potencialo tyrimy ir, jiems

pasibaigus, hormonas gali biiti tatkomas dazniau [26].

Melatoninas, kaip vaistinis preparatas, gali buti taikomas Siais atvejais:

v Miego sutrikimai.

Tyrimai [27,28] parod¢, kad yra rySys tarp miego sutrikimo, kankorézinés liaukos

funkcijos ir melatonino lygio. Sumazéjus naktiniam melatonino lygiui, pablogéjo ir miego

kokybé [27]. Tai patvirtino vyresnio amziaus zmoniuy grupés, kur aptinkamas rySys tarp

10



tyrimai patvirtino, kad melatonino naudojimas paSalina miego sutrikimus.

v Paros ritmo sutrikimai, atsirade dél laiko zonos pokycio (iSvykstant { kita Salj).
Melatoninas gali sureguliuoti biologiniy ritmu pakitimus, atsiradusius dél greito
normalaus Sviesos-tamsos paros pokyc¢io. Svarbu pazyméti, kad melatoninas kur kas
efektyviau sureguliuoja sutrikimus (miego sutrikimai, nuovargis, protinis nuovargis), jeigu jis
buvo panaudotas tarp 22.00 ir 24.00 valandos ir jau jvykus kelionei. Melatonina reikia naudoti

tik po kelionés, nes melatoninas panaudotas pries keliong tik pablogino situacija [29].

v" Nemiga.
Naktinis melatonino kiekis sumazéja, esant pirminei nemigai. Papildomai naudojamas
melatoninas veikia kaip migdomasis. Vartojant melatoning 22.00 valanda, uzmiegimo trukmé
sumazgja apie 1,5 valanda, taip pat 30 minuciy sumazéja miego trukmé t.y. sumazéjus miego

trukmé, padidéja miego kokybé [30].

v" Narkolepsija.

Narkolepsija — tai neurologinis sutrikimas, pazeidziantis miego ir budrumo kontrolg.
Jis yra labai didelio mieguistumo diena priezastis. Zmonés, kuriems §is sutrikimas pasireikia,
gali nevalingai uzmigti dienos metu. Melatoninas gali veikti kaip miego reguliatorius esant
narkolepsijai, kai miego metu sumaz¢ja REM (greitas akiy judéjimas) stadija. REM
sutrikimai pastebéti Zmonéms ir gyviinams, pasalinant jiems kankorézing liauka. Papildomai
naudojant melatoning, patikimai padidéja REM laikas sergantiems narkolepsija ir pageréja
subjektyvus svajoniy fenomenas [31]. Taip pat pastebéta, kad melatoninas teigiamai veikia

miego metu, nepazeidziant atminties, skirtingai nuo benzodiazepano [32].

v" Vaiky miego sutrikimai.
Melatoninas sékmingai naudojamas esant vaiky miego sutrikimams, dél kuriy vaikai
tampa labai aktyvis ir ju neurologiné biikle sukelia pavojuy. Melatoninas greitai nuramino ir
pagerino miego kokybg visiems, eksperimente dalyvavusiems, vaikams, be paSaliniy efekty.

Pager¢jo ju bendravimas, vystymasis, sumaZzéjo irzlumas [33].

v Smegeny funkcijos, neuropsichiatrija ir elgesys.
Yra nuomoniy, kad kankoréziné liauka yra “raminantis organas®, kuri veikdama per

melatonina, palaiko organizme homeostating pusiausvyra. Melatoninas stabilizuoja elektrini
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aktyvuma centrin¢je nervy sistemoje. Pasalinus kankorézing liauka, gyvinams padaznéja
priepuoliai. Melatoninas taip pat turi antikonvulsinj aktyvuma epilepsijos metu. Melatoninas
gali slopinti priepuolius, kuriuos sukelia glutamatas, N-metil-D-aspartatas, cianidas, gelezies
chloridas, taciau melatoninas nejtakoja pentilenertazolio sukelty epilepsiniy priepuoliy.
Pastebéta, kad pacientai, sergantys sunkia epilepsija, turi sumazéjusi melatonino kieki.
Eksperimentas su vaikais, serganciais sunkia epilepsijos forma, parodé labai gerus rezultatus,

bet melatoninas néra rekomenduojamas naudoti, esant kitoms epilepsijos formoms [26].

v Depresija.
Depresijos metu yra sutrikusi melatonino sintezé. Pas Zmones kencianc¢iu nuo sunkios
depresijos, naktinis melatonino lygis yra Zemas. PrieSingai, hiperaktyviis Zzmonés turi
padidéjusi melatonino lygi. Svarbu yra tai, kad taikant melatoning sergantiems depresija, ju

melatonino lygis po gydymo atitinka sveiky Zmoniy norma [26].

v Sirdies kraujagysliy sistema.

D¢l antioksidaciniy savybiy, melatoninas turi terapini poveiki, sergant Sirdies
ligomis. Tai patvirtino eksperimentiniai modeliai Sirdies miokardo ir iSemijos atveju.
Melatonino naudojimas prailgino gyvenima, sumazino infarkto dydi. Melatonino poveikyje
tapo retesnis Sirdies daznis tachikardijos atveju [26].

Melatoninas gali sumazinti cholesterolio kieki, kraujo spaudima ir katecholamino
kiekj. Paskutinis melatonino-$irdies rySio jrodymas yra tas, kad, iStyrus 5X Sirdies sindromo

pacientus, ju naktiné¢ melatonino norma buvo patikimai sumazejusi [26].

v" Vir§kinimo trakto sistema.
Melatonino terapinis poveikis virSkinimo sistemai buvo pastebétas keliose
laboratorijose, tiriandiose skrandzio opos modelius. Sis poveikis taip pat susijes su
antioksidaciniu melatonino efektu. Melatoninas gali biiti papildomai naudojamas, esant

diar¢jai [26].
v Inksty ligos.

Melatoninas, kaip antioksidantas, turi terapini poveiki esant inksty ligoms. Tai

patvirtino eksperimentas, kai inksty veiklos sutrikimus sukelia glicerolis [26].
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2.1.4. Melatoninas ir vézys

Sasaja tarp melatonino ir vézio ligos, rodo tas faktas, kad per paskutinius 100 mety
labai padidéjo elektros Sviesos panaudojimas ir véziniy susirgimy skaicius: netgi buvo
sukurtas specialus terminas “Sviesos uzterStumas® [41]. Miegant naktj prie Sviesos, sutrinka
melatonino sinteze, kas stimuliuoja vézinius susirgimus. Buvo atlikti tyrimai, kurie patvirtina
§i fakta. Gyviunams papildomai leidziant melatonina, inhibuojamas auglio augimas, kuris
buvo dirbtinai stimuliuotas, pasalinus kankorézing liauka arba inhibuojant melatonino sinteze
(esant pastoviam apsSvietimui) [42]. Kankorézinés liaukos pasalinimas stimuliuoja, o
melatoninas sustabdo augliy augima arba metastazes prie tam tikry vézio formy — kepenu,
plauciy, hipofizés, prostaty, melanomy ir leukemijos [42]. Vertingi tyrimy rezultatai buvo
gauti taikant melatoning prie§ kriitinés, tiesiosios Zarnos ir prostatos vézio formas.

o Krtinés vézys.

[34]. Pavyzdziui, melatonino koncentracija ligoniams 50% maZesné palyginus su sveikais
zmonémis. Ligoniy rytiniame Slapime buvo rastas aukstas melatonino lygis, kas parodo, jog
melatonino sintezé yra sutrikusi [35]. Melatoninas itakoja estrogeno receptoriy sumazéjima,
tokiu budu stabdydamas vézio augima. Tai leidzia daryti prielaida, kad melatoninas yra
“natiiralus antiestrogenas”. Be to, veikdamas kartu su tretinoinu, leidZia sumazinti tretinoino
doze ir iSvengti sukelianiy tretinoino pasaliniy efekty [36]. Melatonino molekuliniai
mechanizmai tampa daugiau aiSkesni. Jis pakeicia forskulino ir cAMP lygius 1 43% ir 57%,
tokiu budu, veikiant transdukcijos signalo mechanizmus Zmogaus kriitinés vézio lastelése
[26].

o Prostatos ir tiesiosios Zarnos veézys.

Melatonino kiekio sumaze¢jimas (66% palyginus su sveikais Zmonémis) aptiktas
pacientams, sergantiems prostatos véziu. Ta pati tendencija pastebéta ir tiesiosios Zarnos
vezio atveju [37]. Prostatinéje karcinomoje melatoninas saveikauja su androgeno receptoriais
ir jtakoja vidulastelinius pokyc€ius, bet melatoninas nejtakoja lastelés augimo, jeigu néra
dihidrotesterono [38]. Atliekant melatonino injekcijos, labai svarbus laikas. Jeigu melatonino
injekcija daroma ryte — tai stimuliuoja auglio augima, dieng — neturi efekto, vakare — sustabdo
augima [26].

e Melatoninas ir oksidacinis stresas.

Oksidacinis stresas — tai procesas, kurio metu susidarg laisvieji radikalai atakuoja
lasteles ir sukelia daznai negriZztamus pakitimus. Laisvieji deguonies radikalai — tai deguonies

atomai, susidarantys oksidacijos-redukcijos reakciju metu. Laisvieji radikalai skirstomi i
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deguonies radikalus, azoto radikalus ir tiolio radikalus, ir daZniausiai jie atsiranda
mitochondrijose, vykstant kvépavimo grandinés elektrony pernasos reakcijoms. Savo
iSoriniame sluoksnyje laisvieji radikalai turi viena nesuporuota elektrona ir yra labai
kenksmingi. Jie reaguoja su lasteliy membrana, kuri yra labai jautri laisviesiems radikalams.
Be to, jie pazeidzia lipidus, baltymus ir geneting medziaga — dezoksiribonukleino rugsti
(DNR), gali sukelti joje mutacijas, kurios ateityje gali tapti vézio priezastimi. Taip pat
pakeicia lastelés fiziologinius procesus. Esant normalioms salygoms, laisvyjy radikaly kiekis
buna nedidelis, ka neutralizuoja lastelés antioksidaciné sistema (katalazé, superoksidismutaze,
glutationas ir kiti). D¢l {vairiu priezasCiu sutrikus organizmo veiklai atsiranda mitochondrijos
kvépavimo sistemos sutrikimai, padidéja ne tik riebaly rig$ciy koncentracija mitochondrijose,
bet ir laisvyjy radikaly skaicius. Pavojingiausiu radikalu, nuodijan¢iu organizma, laikomas
peroksinitrilas, kuris atsiranda reaguojant azoto monooksido radikalui su superoksidu.
Peroksinitrilas pazeidzia baltymus, lipidus ir DNR, sukeliant lasteliy nekrozg arba apoptozg.
Taip pat jis aktyvina transkripcijos faktorius, kurie sukelia prouzdegiminiy -citokiny
produkcija (naviky nekrozeés faktoriy o (TNFa) ir interleuking 18 (IL1B)). Molekulés,
sugebancios neutralizuoti superoksida ir peroksinitrola, yra labai svarbios lastelés gynybai
[39,40].

Melatoninas stiprus antioksidantas [41], sugebantis reaguoti ne tik su deguonies, bet ir
su azoto radikalais. Reaguojant su peroksinitrily susidaro 1-nitromelatoninas [40].
Melatoninas yra pranasesnis uz kitus antioksidantus nes:

. Vienintelis kuris gali paSalinti  “velnio trikampi“ (superoksida, azoto
monooksida ir peroksinitrila [42,43].

. Neturi anatominiy blokuojanciy jo difuzija barjery [44].

. Jo antioksidaciné jéga zymiai stipresn¢ uz vitamino C ir E, ir 5-15 karty
stipresné uz glutationa [40].

o Dauguma antioksidanty po elektrono atidavimo, naudoja glutationg elektrono
redukcijai. Melatoninas neturi poveikio glutationo koncentracijai, kadangi hormonas
degraduoja iskart po oksidacijos [45].

Melatoninas gerina lastelés gynybos mechanizma — aktyvina antioksidacinius
fermentus ir slopina oksidacinius. Hormonas apsaugo branduolio ir mitochondrijos DNR nuo
pazeidimu, esant jonizuojanciai spinduliuotei arba kancerogeninéms medZiagoms, kas buvo
aptikta iSmatavus DNR oksidacinés degradacijos markerj — 8-hidroksi-2'-deoksiguanosing.

Salinant i3 lastelés peroksinitrila, melatoninas blokuoja prouzdegiminiy citokiny

gamyba (TNFa ir IL1p), t.y. tokiu biidu blokuoja Salutines uzdegimines reakcijas [39].
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2.1.5. Melatonino vieta pagal hormonu klasifikacija

Melatoninas, pagal veikimo poveiki, priskiriamas hormonu klasei. Hormonai yra
medziagos, kuriy maza kieki iSskiria lastelés, juos pernesa kraujas iki lasteliy taikiniy,
kuriuose reguliuoja metabolizma, lasteliy bei audiniy augima, Sirdies susitraukimo dazni,
kraujosptidj, inksty funkcija, virSkinamojo kanalo peristaltika, laktacija ir reprodukcinés
sistemos aktyvuma [46].

Hormonams biidingi tam tikri biologinio poveikio ypatumai:

1. Endokrininés liaukos ir ju iSskiriami hormonai sudaro vieninga sistema, kuria
reguliuoja tiesioginis ir griztamasis rysiai.
2. Hormonams biidingas didelis biologinis aktyvumas: veiklios mazos ju koncentracijos

(10°°- 10™ mol/1).

3. Hormonai reguliuoja medziagy apykaita, keisdami fermenty kieki, ju aktyvuma arba
membrany laiduma jonams ir mazoms molekuléms lastelése taikiniuose.

4. Hormonai biologiskai veikia per receptorius — specifinius baltymus, esancius lastelés
viduje arba membranose.

5. Hormonams budingas absoliutus specifiSkumas, t.y. vienas hormonas negali buti

pakeistas kitu [46].

Terminag “hormonas® (gr. horman — sukelti, suzadinti) 1905 metais pirma karta
pavartojo angly mokslininkas E.H. Starlingas. Atsizvelgiant | atstuma, kuri hormonams reikia
tveikti nuo sintezés vietos iki lastelés taikinio, hormonai gali biti skirstomi i endokrininius,
parakrininius ir autokrininius. Endokrininiai hormonai yra medziagos, kurios sintetinamos
viename audinyje arba liaukoje, perneSamos dideliu atstumu per krauja ir saveikauja su
specifiniais receptoriais lastelése taikiniuose. Parakrininiai hormonai iSskiriami i§ Iasteliy,
perneSami santykinai nedideliu atstumu ir sgveikauja su kaimyniniy lasteliy specifiniais
receptoriais. Autokrininius hormonus iSskiria lastelés, turincios specifinius receptorius Siems.
Sie hormonai saveikauja su juos iSskyrusiomis lastelémis, taip pat gali saveikauti su
kaimyninémis lastelémis, jei jose yra receptoriy. Melatoninas — endokrininis, parakrininis ir
autokrininis hormonas [46].

Atsizvelgiant i cheming struktiira, hormonai skirstomi i tris klases:

1. Aminortigs¢iy darinius.
2. Peptidus ir baltymus.
3. Steroidus.

Melatoninas priklauso aminortigs¢iy dariniams [46].
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2.2. Melatonino receptoriai

Tarplastelinés signalinés molekulés — neorganinés ir organinés molekulés, kuriomis
lastelés bendrauja. Jiems priklauso — hormonai, eikozanoidai, neurosiuntikliai, citokinai.
Kiekviena lastelé turi savitus baltymus, atrankiai pazistancius ir saveikaujancius su
tarplastelinémis signalinémis molekulémis. Sie baltymai vadinami receptoriais. Pagrindiné
receptoriy funkcija — tarplastelinius signalus paversti vidulasteliniy procesu grandine.
Atsizvelgiant | padéti lasteléje, receptoriai skirstomi | membranos ir vidulastelinius
(branduolio) receptorius.

Branduolio receptoriai — tai vidulasteliniai baltymai, savitai saveikaujantys su
lipofilinémis molekulémis, prasiskverbianCiomis | citozoli. Stuburiniy gyviiny lastelése
zinoma per 60 branduolio receptoriy Seimos baltymy. Visi jie yra neaktyvinti transkripcijos
veiksniai. Ju yra citozolyje ir branduolyje. Hormono prisijungimas sukelia receptoriy
dimerizacija ir pernasa | branduoli arba aktyvina ant DNR esanciy receptoriu transkripcini
aktyvuma. Visi branduolio receptoriai signalus perduoda keisdami geny raiska.

Membranos receptoriai — tai receptoriai, esantys plazminéje membranoje ir ja
kertantys nuo vieno iki keliy karty. Jiems budingas iSoriniai domenai, reikalingi saveikai su
ligandu, ir vidiniai domenai, svarbiis rySiams su vidulasteliniais signalo tarpininkais sudaryti.
Atsizvelgiant 1 signalo perdavimo budus i lastelés vidy, membranos receptoriai toliau
skirstomi 1 jonotropinius ir metabotropinius. Jonotropiniai receptoriai signalus perduoda
keisdami jony srauta pro plazmine membrana. Siai receptoriu grupei priklauso jony kanalai.
Metabotropiniai receptoriai signalus perduoda keisdami citozoliniy baltymy fermentini
aktyvuma [47].

Melatonino receptoriai aptinkami {vairiy raSiy imuninés sistemos audiniuose ir
lastelése. Tai patvirtina melatonino vaidmeni imuningje sistemoje [48]. Melatonino
receptoriai yra lastelés membranoje, branduolio ir mitochondrijos membranoje [49]. Jie
randami Zmogaus T limfocituose, granuliocituose, neutrofiluose, peliy bei Ziurkiy bluznyse ir
Ciobrialiaukose, taip pat peliu makrofaguose. Ziurkiy Ciobrialaukéje yra MTI receptoriai
aptikti visu limfocity subpopuliacijose (CD4+, CD8+, CD4+CD8+, CD4-CDS-, B
limfocituose) [24,50].

2.2.1. Lastelés membranos melatonino receptoriai

Melatoninas turi trijy tipu receptorius, esancius lasteliu membranose. Melatonino
membranos receptoriai MT1 ir MT2 priklauso GPCR $eimai [1]. Si signalus priimanti ir

perduodanti sistema sudaryta i$ trijy pagrindiniy daliy:
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1. Lasteliy pavirSiaus receptoriaus, kurio sudétyje yra septyni, membrang perveriantys,
segmentai.

2. Su receptoriumi susijusio, guanidino nukleotidus prijungiancio, heterotrimerinio G
baltymo ir mazyjuy G baltymuy.

3. Antrinj informacijos nesé¢ja gaminancio signalo vidulastelinio priéméjo.

MT1 receptoriaus struktiira pavaizduota 2 paveiksle. Paveiksle pazyméta
transmembraniné dalis, ekstralastelinés ir vidulastelinés kilpos GPCR buvo aptiktas kaip
monomeras, bet paskutiniai duomenys rodo, kad dazniausiai jis veikia kaip dimeras arba
oligomeras. Tokioje biisenoje jis btina aktyvesnis. Eksperimentai parodé, kad prie oligomero,
kuris sudarytas i§ MT1 ir MT2, melatoninas jungiasi Simta karty aktyviau negu prie
monomero MT2. Melatoninas jungiasi prie GPCR §esto segmento [32].

Daugiausia MTI1 tipo receptoriy yra hipofizyje ir prieSchiazminiuose
branduoliuose, o0 MT2 — tinklainéje. MT1 receptoriaus dydis — 350 aminortig§¢iy, o MT2
receptoriaus — 362 aminoriuigsties. Ju funkcijoms nustatyti naudojamos dveju tipy melatonino
receptoriy ligandai: luzindolas ir 4-P-PDOT. Luzindolas néra selektyvus MT1 arba MT2, bet
jo afiniSkumas MT2 yra 15-26 kartus didesnis negu MT1. 4P-PDOT yra selektyvus MT2
receptoriaus ligandas, ir jo afiniSkumas MT2 yra 300 karty didesnis negu MT1. Luzindolas ir
4P-PDOT yra MT?2 receptoriaus antogonistai [51].

Trecias membranos receptorius MT3 nepriklauso GPCR Seimai. Daugiausiai jo
buna tinkain¢je. Tai receptorinis fermentas, kuris griztamai katalizuoja NADH ir NADPH
oksidacija chinonais. Fermento poveikj stabdo kofeinas. Pagrindinés membranos receptoriy

funkcijos ir savybés pateiktos lentel¢je Nr. 1 [24,32,51-57].
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1 Lentelé. Lastelés membranos melatonino receptoriai

Membranoje esantys melatonino receptoriai

Pavadinimas MT1 (Mel 1a) MT2 (Mel 1b) MT3 (quinone reductase2)
Smegenys, Sirdis, inkstai, centriné nervy Zmogaus ir peliy smegenys bei plaudiai, ziurkés | Ziurkéno inkstai. Ziurkény, peliy,
Ekspresija sistema, plauciai, Zmogaus prostata, kasa, inkstai, peliy centriné nervy sistema. Suns, bezdzioniu: kepenys,
periferiniai audiniai, ziurkiy kasa. smegenys, Sirdis.
Ekspresija Peliy, ziurkiy bluznis ir ¢iobrialiauke, T Peliy, ziurkiy bluznis ir Ciobrialiauke. Silpna ekspresija aptikta bluznyje.
imuninéje limfocitai.
sistemoje
Dalyvauja centrinés nervy sistemos Blokuoja dopamino patekima i tinklaing, Mazina leukocity adhezija.
reguliavime. Sustabdo prostaglandino E2 sukelianti vazodiliacija (kraujagysliy iSplatéjima).
poveiki, kuris blokuoja IL-2 gamyba Skatina bluznies lasteliy proliferacija, mazina
Funkcijos limfocituose. Mazina insulino sekrecija bei limfocity migravima. Slopina véziniy lasteliy
didina leptino produkcija. Mazina kortisolio | proliferacija.
ir testosterono gamyba. Slopina véziniy
lasteliy proliferacija. Skatina
vazokonstrukcija.
Per G baltyma, Per G baltyma. Nezinomas.
Signaly kalcio — kalmodulino kelia, per kalio jono
perdavimas | kanalg ir cAMP priklausomus kelius.
Jeigu priklauso | Su Cq, G13, G14, G16, Gi2, Gi3 Cqg/11 Su Gi, Go, Gz, G12, G14 baltymais. Nepriklauso.
GPCR, su baltymais.
kokiais G
baltymais
saveikauja
Si receptoriy turi visi zinduoliai, taip pat ir Receptorius MT, ne pas visus Zinduolius Tai fermentas, kuris griztamai
Ypatybés Zmogus. eg‘zistl‘loj.a kaip .fu.nkcionalus. receptorius. Pvz., kata}lizuf?ja N‘ADH‘ir NADPH
avis visai neturi $io receptoriaus geno, bet oksidacija chinonais.
palaiko sezoninius ir cirkadinius ritmus. Fermento poveikj stabdo kofeinas.

Lentelé sudaryta pagal: [24,32,51-57]
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2.2.3. Branduolio membranos melatonino receptoriai.

Pirma karta melatonino receptoriy vieta branduolyje aptiko Liu ir Pangas 1993
metais. Fabricus homogeniniame preparate 50% melatonino sujungimo viety aptikta
branduolyje ir tik 15% membranoje. Po mety, Rafii-El Idrissi ir kolegos aprasé branduolio
receptorius ziurkés bluznyje ir ¢iobrialiaukéje [1].

Melatonino branduolio receptoriai tai yra RZR/ROR receptoriu klasé, kuria
sudaro trijy geny produktai:

e RORa« (yra keli skirtingi variantai RORa1, RORa2, RORa3, RORa) — Sie receptoriai
aptinkami smegenyse, kepenyse, odoje, Sirdyje, inkstuose, plau¢iuose, Ciobrialiuakéje,
bluznyje [24].

RORal ir RORa2 atlieka tam tikra vaidmenj imuninéje sistemoje.

e RZRJ - §is receptorius randamas neuroendokrininéje ir limfingje sistemose.

e RORy - skeleto raumenyse, kepenyse, inkstuose, ¢iobrialiaukéje (T limfocituose).
Pagrindinés funkcijos — gerina IL-2 , IL-6 , ir IFNy produkcija Ty lastelése [58].
Anksciau egzistavo nuomoné, kad melatoninas turi veikia imuning sistema tik per

membranos receptorius. Taciau, pastaruoju metu vis daugéja jrodymuy, kad Sis teiginys
klaidingas. Liu su kolegom irodé¢, kad peliy ¢iobrialiaukejé daugiau branduoliniy receptoriy
melatoniui negu membranos receptoriy. Véeliau buvo aptikti Ziurkiy Ciobrialiaukés ir bluznies
branduoliniai melatonino receptoriai. Eksperimentuose buvo pradétos naudoti branduoliniy
receptoriy agonistai — CGP 52608 ir CGP 55644. Zmogaus kraujo lastelése aptiktos MT1 ir
RORal ir RORa2 receptoriai. Pridéjus prie Zmogaus kraujo lasteliy branduolinio receptoriaus
agonisto, pastarasis sukelia stimuliuojant] efekta IL-2 ir IL-6. Tuo tarpu, MT1 agonistas
nesugebejo paskatinti IL-2 ir IL-6 gamyba. Panasus rezultatai buvo aptikti ir su JURKAT
lastelémis. Yra ir kitokiy jrodymu, kad MT1 ir branduoliniy lasteliuy receptoriy agonistai turi
sinergetin] poveikj IL-6 gamybai. Véliau Carrillo-Vico su kolegom parodé, kad priklausomai
nuo lastelés fiziologinés buklés melatoninas gali skatinti IL-2 gamyba per membranas arba
per branduolio receptorius, arba jei per juos abudu [24]. Visi pateikti jrodymai parodo, kad
melatoninas veikia imuning sistema ir per membranas ir per branduoliy receptorius. Ateities

eksperimentai padés geriau suprasti dominancio proceso veikimo mechanizmus.
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2.3. Melatoninas ir imunineé sistema

Imunitetas — tai organizmo apsaugos budas, kurio pagrindiné uzduotis —
iSsaugoti organizmo viding homeostazg, apginti nuo visko, kas jam genetiSkai svetima.
Imuniteto veiklos pagrindas — atpaZinti ,,sava® ir ,,svetima®. Sia uzduoti atlicka speciali
imuniné sistema, sauganti organizma nuo mikroorganizmy, virusy, parazity, persodinty
svetimy audiniy, lasteliy bei kity genetiskai svetimy medziagy — antigeny. Imuniné sistema
pasalina mirusias ir pakitusias organizmo lasteles, saugo nuo vézio. Sveikas organizmas nuo
mikroorganizmy ir svetimy aplinkos makromolekuliy ginasi jvairiais biidais. Vienus
apsigynimo mechanizmus jis turi dar prie§ kontaktuodamas su patogenais. Sis apsaugos
mechanizmas vadinasi jgimtu, arba nespecifiniu, imunitetu. Kiti apsaugos mechanizmai
pradeda veikti tik organizmui kontaktavus su svetimomis medziagomis ir yra toms
makromolekuléms specifiniai. Tai igytas, arba specifinis, imunitetas. Jis yra svarbus apsaugos
nuo svetimy medziagyu komponentas. Kad jis bitu efektyvus, ivairios lastelés ir
makromolekulés turi veikti kartu, o svetimiems antigenams pasalinti jis pasitelkia ir igimto
imuninio atsako mechanizmais [59].

Surinkta nemazai {rodymu, kurie teigia, kad melatoninas turi kaip teigiama, taip
ir neigiama poveiki imuninei sistemai. Kai kurie mokslininkai mano, kad melatoninas yra
pagrindinis imuninés sistemos reguliatorius ir tam turi pagrinda.

Pagrindiniai irodymai, kad melatoninas gali itakoti imuning sistema, biity Sie:
1. melatonino sintezés sustabdymo itaka imuninés sistemos organams ir lasteléms;
2. melatonino poveikis monocitams/makrofagams ir granuliocitams;

3. melatonino poveikis T, B, ir NK lasteléms.

2.3.1. Melatonino veiklos tyrimo metodai. Melatonino sintezés

sustabdymas

Melatonino reikSmé organizmui (in vivo) tiriama 2 biudais: tai papildomas
melatonino jvedimas { organizma (injekcijomis (arba injekcijy pagalba) ar oraliniu biidu) ir
melatonino sintezés stabdymas. Melatonino sintez¢ sustabdyti galima trimis biidais: pasalinus
kankorézing liauka, laikant gyviinus prie pastovaus apSvietimo ir veikiant propranololiu

(melatonino sintezes inhibitorius).
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PaSalinus kankoréZine liauka, jvyksta tokie poky¢ciai:

» Imuninés sistemos organy dydZio pakitimai: Sumaz¢ja masé pagrindiniy imuninés
sistemos organy — Ciobrialiaukés, bluznies, limfiniu mazgu pelése, Zziurkése ir
ziurkénuose [48,60].

» Imuninés sistemos organy struktiiros pakitimai:

o Atsiranda ¢iobrialiaukés disorganizacija [48].

o Bluznyje sumazéja gemaliniy centry skaicius [60].

o Limfiniuvose mazguose - folikuly skaiiaus sumazé¢jimas B lasteliy zonoje ir
bendras limfocity sumazéjimas. Kortikalingje srityje (B limfocity zona) lieka tik
pirminiai folikulai, o parakortikalinéje srityje (T limfocity zona) sumazéja bendras
limfocity skaicius [60].

» Lasteliy kiekio pakitimai: limfocity skaiCiaus sumazéjimas BALB/c linijos peliy
Ciobrialiauk¢je [60].

» Citokiny sekrecijos pakitimai: IL-2 produkcijos sumazéjimas [60].

» Lasteliy aktyvacijos ir funkcijy pakitimas:

o Sutrinka B lasteliy aktyvavimas ir antikiiny susidarymas.

o BALB/c linijos peliy naujagimiams, paSalinus kankorézing liauka, tapo blogesnis

nuo antikiiny priklausomas CD8" T lasteliy citotoksiskumas [60].
o Sumazéjo NK (natiiraliy kileriy) lasteliy aktyvumas pelése ir ziurkése [60].

Laikant gyviinus prie pastovaus apSvietimo, jvyksta tokie pokvciai:

» Imuninés sistemos organy dydzio pakitimai: ziurkénams sumazéjo bluznies svoris
[1].
» Lasteliy kiekio pakitimai:
o Lasteliy skai¢iaus sumazéjimas peliy bluznyje ir Ciobrialiaukeéje [1].
o Ziurkénams bluznyje sumazéja limfocity bei makrofagy skaigius [1].
» Lasteliy aktyvacijos ir funkcijy pakitimas:
o Peliy limfocity reaktyvumo sumazéjimas [1].
o Sumazejo limfocity proliferacija ir NK lasteliy aktyvumas [48].

Veikiant propronoliu, buvo pastebéti tokie pokyciai:

» Antikiiny produkcijos sumazéjimas pirminio ir antrinio imuninio atsako metu.
PoZymiai, atsiradg sutrikus melatonino sintezei, pranyksta papildomai leidziant melatoning

[60].
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2.3.2. Melatonino poveikis monocitams/makrofagams ir

granuliocitams.

Monocitai/makrofagai tai vienabranduoliai fagocitai. Monocitai

diferencijuojasi kauly ciulpuose i§ granuliocity ir monocity bendro pirmtako. Migrave i8
kraujo 1 audinius, jie diferencijuojasi i specifinius audiniy makrofagus. Virsdami makrofagais,
monocitai gerokai pasikeicia: 5-10 karty padidéja, sustipréja ju sugebéjimas fagocituoti,
citoplazmoje padaugéja organé¢liy, jie pradeda iSskirynéti biologiSkai aktyvias medziagas.
Makrofagai pasklinda, visuose audiniuose. Pagrindinés funkcijos — atlikti fagocitozg, pateikti

T limfocitams antigena, iSskirti biologiskai aktyvias medziagas [59].

Melatoninas veikia monocitus/makrofagus taip:
» Diferenciacija:

o Stimuliuoja granuliocito-monocito pirmtakus, ir yra pagrindinis ju hemopoezés
stimuliatorius [60].

o Aktyvindamas monocitus pagreitina jy virtima makrofagais (Zzmogaus makrofagai).

» Citokiny ir NO produkcija:

o Veikiant melatoninui, makrofagai i$skiria daugiau IL-1, TNFa, M-CSF, kamieniniy
lasteliy faktoriy (SCF) (C57BL/10 linijos peliy makrofagai) [58].

o Néra duomeny, kad melatoninas aktyvinty peliy makrofagus i$skirti IL-12.

o Padidina i$skiriama IL-1, TNFa, IL-6 produkcija ir NO kieki, in vitro pirma diena
kultivuotuose monocituose, bet 3 ir 15 diena poky¢iy nebuvo (Zzmogaus makrofagai).

o Makrofagai ir monocitai i$skiria daugiau IL-12 (Zmogaus makrofagai) [58].

o Monocitai ir makrofagai i§skiria daugiau IL-12 ir NO (Zmogaus makrofagai) [61].

o StatistiSkai patikimai sumazina NO (azoto oksido) iSskiriama kieki. Ir tai parodo,
kad melatoninas gali veikti kaip imunoreguliatorius, ne tik aktyvinti imuning sistema
uzdegimo metu, bet ja ir slopinti [60].

» Antigeno prezentacija

oPadidina MHC 1II molekuliy ekspresija makrofaguose (C57BL/10 linijos peliy
makrofagai) [58].

oPagerina antigeno prezentacija T lasteléems (C57BL/10 linijos peliy makrofagai)
[58].

oMazina kostimuliatoriniy molekuliy B7-1 ekspresija, bet neturi poveikio B7-2
(BALB/c linijos peliy peritoniumo makrofagams) [1].
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Neutrofilai - tai pirmosios lastelés, atsirandancios iminio uzdegimo zidinyje.
Cirkuliuojan¢iy neutrofily migravimas i audinius vadinamas ekstravazacija. Uzdegimo
zidinyje neutrofilai susikaupia, reaguodami | chemotaksinius veiksnius. Pagrindinis
chemotaksinis neutrofily veiksnys IL-8. Pagrindiné neutrofily funkcija — fagocitozeé. Pirminiy
ir antriniy granuliy fermentai, reaktyviis deguonies ir azoto junginiai fagocituotus objektus
sunaikina, o juy degranuliacijos produktai pasalinami egzocitozés budu [59].

Melatoninas veikia neutrofilus taip:

» Diferenciacija: stimuliuoja granuliocito-monocito pirmtaka, ir yra pagrindinis ju
hemopoezés stimuliatorius [60].

» Aktyvacija:
o Aktyvina neutrofilus [58].
oNedidel¢ melatonino doz¢ (10 nM) padidina neutrofily aktyvuma, reaguojant {

antigena, o 2 mM doz¢ slopina neutrofily aktyvuma [60].
» Migracijos slopinimas: melatoninas sumazino TNFa ir IL-8 produkcija neutrofilams

[60]. Sie citokinai kartu skatino neutrofily migracija { uzdegimo vieta.

2.3.3. Melatonino poveikis limfocitams

Limfocitai — pagrindinés specifinio imuninio atsako lastelés, nes organizme jos
vienintelés gali specifiskai atpazinti ir atskirti jvairias antigenines determinantines (epitopus).
Jie lemia imuninio atsako jvairoveg, specifiSkuma, imuning atminti. Pagal funkcijq ir lastelés
membranoje ekspresuojamas molekules, limfocitai skirstomi { tris populiacijas: T limfocitai,
B limfocitai ir NK lastelés.

T limfocitai skirstomi | dvi subpopuliacijas: T helperiai (CD4) ir T citotoksiniai
(CD8"). T helperiai skirstomi i dvi subpopuliacijas: Ty1 ir T2, kurios skiriasi sekretuojamais
citokinais. Tyl lasteliy sekretuojamas IFN, aktyvina makrofagus ir aktyvina T¢ limfocitus ir
NK lasteliy funkcijas. Tyl lastelés taip pat slopina T2 lasteliy diferencijavimasi ir aktyvuma.
Ty2 lasteleés sekretuoja citokinus IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 ir aktyvina B limfocitus, bet slopina
Tyl lastelés. T citotoksiniai limfocitai naikina virusais infekuotas lasteles [59].

T lastelés aktyvinimui reikia 2-juy signaly: TCR — MHC II komplekso ir
kostimuliatorinio signalo. Be S§iu pagrindiniy signaly, lasteliu aktyvinime (aktyvacijos
procese) dalyvauja kiti faktoriai, daznai vadinami treiuoju signalu. Tai (vairios tirpios
molekulés: citokinai, fosfolipidai, lipidai, neuropeptidai. Melatoninas taip pat vadinamas
treciu limfocity aktyvacijos faktoriumi [62]. Molekulés, kurios veikia kaip trecias aktyvacijos

faktorius, modifikuoja (susilpnina ar sustiprina) pirmyjuy dviejy signaly veikima. DaZnai juy
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modifikacijos pobudis priklauso nuo koncentracijos, t.y. mazesnés koncentracijos gali veikti
aktyvuojanciai, didesnés slopinanciai, arba atvirk$¢iai. Tokiu veikimu pasizymi fosfolipidai,

melatoninas [62].

2.3.3.1. Melatonino poveikis T limfocitams

Melatoninas turi jtakos T Iasteliy diferenciacijai. Biitent, jis Zmogaus T lasteles
nukreipia diferencijuotis Tyl kryptimi. Tai tiesiogiai rodo daugelio mokslininky duomenys,
kur melatoninas padidina Tyl citokiny (IL-2, IFN, , IL-6) [49,60,63] bei sumaZina Ty2
citokino IL-10 produkcija [60,63] arba Ty2 citokinams neturi itakos [49].

Priesingai zmogaus T Ilasteléms, peliy T lasteles melatoninas skatina
diferencijuotis Ty2 kryptimi. Melatoninas skatina CD4" T lasteliy proliferacija, slopina IL-2,
TNFa, IFNy produkcija, stimuliuoja IL-10, IL-4 produkcija [62]. Melatoninas sumazina IL-2,
IL-6, IFNy, TNFa, IL-1 koncentracija kraujo serume bei padidina Ty2 iSskiriamy citokiny
(IL-10) kieki [64]. Dauguma mokslininky pateikia duomenis, kad peliy sistemoje melatoninas
nukreipia T lasteliy diferenciacija T2 kryptimi. Taciau literatiiroje yra duomeny, kad
melatoninas tam neturi jtakos [48,60].

Skirtingas melatonino poveikis Zmogaus ir pelés T limfocitams gali biti
paaiskintas skirtingu melatonino veikimu | makrofagus ir dendritines lasteles, t.y. melatoninas
stimuliuoja IL-12 sekrecija Zmogaus makrofaguose ir dendritinése lastelése [49]. Kaip
zinoma, IL-12 yra svarbus citokinas, reguliuojantis T lasteliy diferenciacija Tyl kryptimi
[59]. Iki Siol literatiiroje néra duomeny, bylojanciy, kad melatoninas indukuoty IL-12

sekrecija peliy makrofaguose ar dendritinése lastelése.

2.3.3.2. Melatonino poveikis B limfocitams

B limfocitai subrgsta kauly cCiulpuose. [gytas imunitetas biina dviejy tipy:
humoralinis ir Iastelinis. Vykstant humoralinio imuniteto reakcijoms, B limfocitai, atsakydami
1 antigena, virsta antikiinus gaminanciomis lastelémis, o antikiinai specifiSkai atpaZista
antigena ir ji paSalina. Lastelinis imunitetas susijgs su T lasteliy aktyvacija ir Tyl tipo
citokiny sekrecija, monocity/makrofagy aktyvacija. Pakartotinis kontaktas su antigenu,
vadinamas antriniu imuniniu atsaku, kuris kiekybiskai ir kokybiskai skiriasi nuo pirminio. Si
1gyto imuniteto savybé vadinama imunine atmintimi. Ja salygoja atminties lastelés, tai yra po
pirminio imuninio atsako tam tikras savybes igije T ir B limfocitai.

B limfocity efektorinés lastelés yra plazminés lastelés. Ju gaminami antikiinai

specifiSkai jungiasi su antigenu, ji opsonizuodami ir/arba aktyvindami komplementa, ir taip
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sustiprina, pagreitina antigeno fagocitoze arba lize. Kiti antikiinai jungiasi kartu su antigenu,
saveikauja su putliyju lasteliy Fc receptoriais ir sukelia ju degranuliacija. ISsiskyre
mediatoriai, sukelia vietini uzdegima [59].

Antigenui patekus | organizma pirma karta, atsaka i ji inicijuoja naivieji B
limfocitai (pirminis humoralinis imuninis atsakas), patekus pakartotinai — atminties B
limfocitai (antrinis humoralinis imuninis atsakas). Pagrindiniai skirtumai, tarp pirminio ir

antrinio humoralinio atsako pateikti 2 lenteléje [59].

2 Lentelé. Pirminio ir antrinio humoralinio atsako palyginimas [59].

Savybé Pirminis humoralinis atsakas Antrinis humoralinis
atsakas

! antlgenq reaguojanti naivusis B limfocitas atminties B limfocitas
lastelé
Atsaka sukelia visi imunogenai tik baltyminiai antigenai
Ink}l bacinis pef‘lodas po ~ 4-7 dienos ~ 1-3 dienos
antigeno patekimo
Atsako maksimumas 7-10 diena 3- 5 dieng

Antikainai :

ankstyvojoje faz¢je dominuoja

1zotipas IgM., véliau atsiranda IgG [vairiy izotipy antikiinai
afiniSkumas nedidelis gerokai didesnis
kiekis ivairus, priklauso nuo patogeno ~ 100-1000 karty didesnis

Antikiiny sintezei ir izotipo persijungimui, didele jtaka turi citokinai.
Proliferacija skatina tokie citokinai, kaip IL-2, IL-4, IL-5. Antikiiny sintez¢ stiprinantieji
citokinai yra IL-2, IL-6, IL-10 [59].

Melatoninas veikia peliy B limfocitus per Ty lasteles, stimulivodamas IL-4
produkcija, jis skatina B limfocitus sekretuoti IgG1 ir slopina IgG2a [64]. Kitas autorius
pateikia prieSingus rezultatus, teigdamas, kad melatoninas neturi itakos peliy B limfocitams,
nesikeicia IgG1, IgG2a, IgM, IgA titrai [62]. Ju ir kolegos parod¢ melatonino poveiki kauly
Ciulpy lasteléms. Jie jrod¢, kad melatoninas rySkiai padidino B lasteliy pirmtaky i§gyvenima
kauly Cciulpuose [1]. Kita eksperimenta, parodanti melatonino poveiki humoraliniam
imunitetui, atliko Akbulut ir kolegos. Jie palygino antikiiny IgM ir IgG1 kiekj seny ir jauny
ziurkiy organizmuose, kuriy dalis buvo paveiktos melatoninu. Ziurkés buvo imunizuotos

avies eritrocitais, kurie sukelia humoralini imunini atsaka. Tyrimy metu buvo nustatyta, kad
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melatoninas statistiSkai patikimai padidino IgG1 ir IgM antikiiny titra seny ziurkiy ir IgG1

titra jauny ziurkiy kraujo serume [65].

2.3.3.3. Melatonino poveikis NK lasteléms

NK lastelés subrgsta kauly Ciulpuose ir naikina virusais infekuotas ir augliy
Iasteles.
Melatoninas veikia NK lasteles taip:
» Veikdamas per T limfocitus ir skatindamas juos i$skirti IL-2 ,IL-6, IL-12 IR INF, jis
aktyvina NK lasteliy produkcija [1].
» Padidina NK lasteliy aktyvuma in vivo ir in vitro [1].
» Pagerina citotoksini NK lasteliy aktyvuma [48].
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3.TYRIMU METODIKA IR PRIEMONES

Miisy eksperimenty pagrindas — melatonino sintezés inhibicija naudojant Sviesa.
Pirmas uzdavinys buvo iSaiskinti kaip Sviesa blokuoja melatonino sintezg¢. Tam pelés buvo
suskirstytos i dvi grupés: viena gyveno natiraliom aps$vietimo salygomis, kita prie pastovaus
apsSvietimo. Po dviejy savaiciy, skirtingy paros metu buvo paimtas peliy kraujas. Kraujas
buvo istirtas, naudojant IBL imonés rinkini, kurio pagalba nustatoma melatonino
koncentracija.

Kitas uzdavinys — iSsiaiSkinti melatonino poveiki humoraliniam imunitetui
(antikiiny gamyboje), naudojant eksperimentinius modelius su BALB/c linijos pelémis. Tuo
tikslu, pelés buvo imunizuotos nuo T lasteliy nepriklausomu (5 eksperimentai) ir nuo T
lasteliy priklausomu (4 eksperimentai) antigenu. Pelés buvo laikomos skirtingomis aps§vietimo
salygomis, t.y. esant normaliai melatonino sintezei, ir, inhibuojant melatonino sintezg. Arba
pelés buvo laikomos prie natiiralaus apsSvietimo, tik vienai grupei buvo kasdien leidziamas
melatonino receptoriaus inhibitorius. Po tam tikro laiko, buvo renkamas peliy kraujas ir
tiriamas ELISA metodu.

Taip pat buvo kitaip nustatomas melatonino vaidmuo antikiiny gamyboje — pelés
buvo imunizuojamos skirtingos paros metu: viena grupé vakare, prie§ melatonino sintezés
pradzia, kita — ryte, pasibaigus melatonino sintezei. Véliau ju imuninis atsakas buvo tirtas
ELISA metodu.

Paskutinis uzdavinys — buvo i$siaiskinti, per koki receptoriy melatoninas veikia
humoralini imuniteta imunizuojant T priklausomu antigenu. Tam buvo atlikti eksperimentai

in vivo su pelémis ir in vitro su lasteliy kulttra.

3.1. Naudojami reagentai
3.1.1. Reagentai

Rinkinys skirtas nustatyti melatonino koncentracija peliy serume:

1. ELISA melatonin kit — IBL, Vokietija

Monokloniniai antikiinai prieS peliy imonoglobuliny izotipus naudojami ELISA metode:

IgG1 zyméti biotinu — Pharmigen, Vokietija

2

3. IgG2a zyméti biotinu — Pharmigen, Vokietija
4. IgG2b Zyméti biotinu — Pharmigen, Vokietija
5

[gG3 Zyméti biotinu — Pharmigen, Vokietija
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6. IgM zyméti biotin — Pharmigen, Vokietija

Kiti reagentai:

7. NaCl — Lach-Ner, Cekija

8. NapHPO, — Sigma,Vokietija

9. KCI - Lach-Ner, Cekija

10. KH,PO, — Sigma, Vokietija

11. Nuo T lasteliy nepriklausomas antigenas TNP-Fikolis (TNP(89)-AECM-Ficoll, Cat
No. F-1300, Biosearch Technologies) — JAV

12. Nuo T lasteliy nepriklausomas antigenas LPS — Sigma, Vokietija

13. Nuo T lasteliy priklausomas antigenas TNP-Ovalbumin (TNP(11)-oval, Cat No.
T-5051 Biosearch Technologies) — JAV

14. Melatoninas — Sigma, Vokietija

15. H,SO4 - Lachema, Cekija

16. Streptavidinas-POD — Pierce, JAV

17. Alu-gel-S — Serva, Vokietija

18. Vandenilio peroksidas — Reanal, Vengrija

19. Natrio azidas — Merck, JAV

20. Natrio acetatas — Reanal, Vengrija

21. Ortofenilendiaminas — Merck , JAV

22. Jauc¢io albuminas — Reanal,Vengrija

23. RPMI medium — Hyclone, JAV

24. 4-P-PDOT — Tocris, JAV

25. Lizindoles — Sigma, Vokietija

26. FCS — Hyclone, JAV

27. Amonio chloridas — Penta, Cekija

3.1.2. Tirpalai
1. PBS buferinis tirpalas (8g/l NaCl, 0,2g/l KCI, 1,14g/ Na,HPO,, 0,2g/1 KH,PO,,
pH 7.,2).
2. ELISA plovimo buferis: PBS su 0,05% Tween-20 (500 ml PBS buferio ir 0,25 ml
TWEEN-20).
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3. ELISA blokavimo tirpalas: 0,5 % jaucio serumo albumino tirpalas PBS
buferiniame tirpale ( 5 g jaucio albumino istirpinti 500 ml PBS).

4. ELISA stabdymo tirpalas: 10 % sieros rtigstis (0.104 ml 96 % H,SOy, ir 0.9 ml H,0).

5. 0,025 mol/l natrio acetatinis buferinis tirpalas (3,402 g natrio acetato
(CH3COONa - 3H,0) istirpinti 1000 ml distiliuoto vandens). pH vertés koreguotos
acto rugstimi (pH 5,5)).

6. ELISA substratinis buferinis tirpalas: 5 mg ortofenilendiamino iStirpinami 10 ml
0,025 mol/l natrio acetatinio buferinio tirpalo (pH 5,5) ir pripilama 0,03 ml 19 %

H,O, Substratinis buferinis tirpalas ruoSiamas pries pat naudojima.

7. Dazymo buferinis tirpalas: PBS buferinis tirpalas, kuriame yra 2 % jaucio serumo ir

0,1 % natrio azido - (2 g jaucio serumo ir 0,1 g natrio azido buvo istirpinti 1000 ml

PBS).

3.2. Eksperimentiniai gyvunai

Melatonino efektas B lasteliy imuniniam atsakui buvo tiriamas ant BALB/c ir
C57Bl/6 linijos peliy. Eksperimentai su pelémis buvo atliekami Valstybinio moksliniy tyrimy
instituto Inovatyvios medicinos centro Imunologijos departamento vivariume, pagal
valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos suteikta leidima naudoti laboratorinius gyvinus
mokslo tiriamajam darbui Nr.0127. Visos pelés buvo laikomos, esant pastoviai kambario

temperatirai, ir, esant pakankamam maisto ir vandens kiekiui (ad labitum).

3.3. Peliy kraujo paémimas

Kraujas buvo imamas i§ peliy uodegos. Kad pagerinti kraujo apytaka, pelés
buvo Sildytos po raudona lempa (infra-raudonaisiais spinduliais). Skalpeliu buvo prapjauta
uodegos Sonin¢ vena ir | ependorfinius mégintuvélius surinkta apie 0,05-0,10 ml kraujo.
Kraujui sukres¢jus, ependorfiniai mégintuvéliai buvo centrifuguojami 15 min 3000 aps./min.
mikro-centrifugoje. Kraujo serumai perkelti | §varius mégintuvélius ir iki analizés laikomi —

20°C temperatiiroje. Specifiniy antikiny kiekis kraujo serume buvo tirtas ELISA metodu.
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3.4. Gyviny laikymas nustatant melatonino
koncentracijg paros metu

Eksperimentas nustatant Sviesos poveiki melatonino koncentracijai buvo atliktas
vieng karta. Buvo paimta 50 peliu (pateliy) 8-9 savaiciy amziaus BALB/c linijos. Pelés buvo
suskirstytos 1 dvi grupes po 25 vnt. Viena peliy grupé buvo kontroliné ir gyveno natiiralaus
apSvietimo salygomis (12 val Sviesa, 12 val tamsa), kita gyveno prie pastovaus apsSvietimo
(Sviesa 24 val per para). Po dvieju savaiciy buvo pradetas kraujo rinkimas. Kraujas buvo
renkamas paros bégyje — 21, 24, 1:30, 3, 6, 9, 13 ir 17 valandomis. Tamsos periodas buvo nuo
21.00 val. vakaro iki 6 val. ryto. Kiekviena karta imant krauja buvo nuzudytos 3 pelés i$
kiekvienos grupés ir paimtas visas juy kraujas. Kraujui sukreséjus, ependorfiniai mégintuvéliai
buvo centrifuguojami 15 min 3000 aps/min mikro-centrifugoje. Kraujo serumai perkelti i
Svarius mégintuvélius ir iki analizés laikomi -20°C temperatiiroje. Melatonino koncentracija

kraujo serume buvo nustatoma, naudojant Melatonin ELISA rinkinj.

3.5. Gyviny imunizacija nuo T Igsteliy nepriklausomu
antigenu

Eksperimentai, imunizuojant nuo T lasteliy nepriklausomu antigenu, buvo atlikti
penkis kartus. Pirmo eksperimento metu buvo paimta 30 BALB/c linijos peliy (pateliy) 8-9
savaiCiy amziaus. Pelés buvo suskirstytos i tris grupes po 10 vnt. Viena peliy grupé buvo
kontrolin¢ ir gyveno natiiralaus apSvietimo salygomis (12 val. Sviesa, 12 val. tamsa) ir ju
melatonino sekrecija buvo natiirali. Kitos dvi peliy grupés gyveno pastovaus apSvietimo
salygomis (Sviesa 24 valandos per para) ir ju melatonino sekrecija buvo minimali arba jos
visai nebuvo. Norint isitikinti, kad iSSaukti pakitimai yra susij¢ su melatonino sintezés
sutrikimu (o ne dél kity priezasCiy, biinant pastovaus apSvietimo salygomis), vienai,
pastoviam apS$vietime gyvenanciai, peliy grupei kas vakara i pilvo ertmg buvo leidZiamas
melatoninas (po 5mg/kg svorio). Kitai prie pastovaus apSvietimo gyvenanciai, peliy grupei
tuo pat metu buvo leidZiamas atitinkamas tiiris PBS buferio, kuriame buvo 0,6 % etanolio
(nes melatoninas buvo tirpintas PBS buferyje, esant 0,6 % etanolio). Praéjus savaitei nuo
eksperimento pradzios (adaptacijos laikotarpis), pelés buvo imunizuotos nuo T lasteliy
nepriklausomu antigenu TNP-fikoliu. Tuo tikslu, kiekvienai pelei i pilvo ertme¢ buvo suleista

10ng TNP-fikolio, kuris buvo istirpintas 100ul PBS buferio. Imunizacija vykdavo 18-20
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valanda. Kraujas buvo imtas prie§ imunizacija (neimuninis kraujas) bei 7 ir 14 diena po
imunizacijos. Pelés buvo nuzudytos, praé¢jus 14 dieny nuo imunizacijos pradzios.

Panasiomis salygomis buvo atliktas analogiskas antras eksperimentas, kuris nuo
pirmojo skyrési tuo, kad:

e peliy lytis — patinai

e peliy amzius 22 savaités

e kraujas buvo imtas du kartus — prie§ imunizacija ir 7 diena po imunizacijos
e pelés buvo nuzudytos 7 diena po imunizacijos

Treciasis eksperimentas buvo skirtas turimu rezultatu patvirtinimui. Todé¢l buvo
paimta 16 peliy, kurios buvo suskirstytos | dvi grupes - gyvenancios prie natiiralaus
apSvietimo ir prie pastovaus apsSvietimo. Tre€ios grupés nereikéjo, nes mes jau isitikinome,
kad i8Saukti pakitimai yra susij¢ su melatonino sintezés sutrikimu. Kraujas buvo imamas du
kartus — prie§ imunizacija ir 7 diena po imunizacijos. Pelés buvo nuzudytos 7 diena po
imunizacijos.

Ketvirtas eksperimentas buvo skirtas gauty rezultaty patvirtinimui
(patikrinimui), naudojant kita antigena — TNP-LPS. Siam tikslui buvo paimta 30 BALB/c
linjjos peliy (pateliy) 7-8 savaiiy amziaus. Pelés buvo suskirstytos i tris grupes po 10 vnt.
Viena peliy grupé buvo kontroliné ir gyveno nattiralaus apsvietimo salygomis (12 val. Sviesa,
12 val. tamsa). Kitos dvi peliy grupés gyveno pastovaus apsvietimo salygomis (Sviesa 24 val.
per para). Norint jsitikinti, kad i§8aukti pakitimai yra susij¢ su melatonino sintezés sutrikimu
(o ne dél kity priezasCiy, esant pastovaus apSvietimo salygoms), vienai pastoviam apSvietime
gyvenanciai peliy grupei kas vakara i pilvo ertmg buvo leidZiamas melatoninas (po 5 mg/kg
svorio). Pragjus adaptaciniam periodui, t.y. savaitei nuo eksperimento pradzios, pelés buvo
imunizuotos nuo T lasteliy nepriklausomu antigenu TNP-LPS. Imunizacija vykdavo 20-21
valanda vakaro. Kraujas buvo paimtas prie§ imunizacijos proceso (neimuninis kraujas) bei 7
diena po imunizacijos.

Penktas eksperimentas buvo skirtas gauty rezultaty patvirtinimui (patikrinimui)
imunizuojant TNP-LPS antigeny. Siam tikslui buvo paimta 16 BALB/c linijos peliy (pateliy)
8-9 savaiciy amziaus. Pelés buvo suskirstytos 1 tris grupes po 10 vnt. Viena peliy grupé buvo
kontrolin¢ ir gyveno natiiralaus apSvietimo salygomis (12 val. Sviesa, 12 val. tamsa). Kita
peliy grupé gyveno pastovaus apSvietimo salygomis (Sviesa 24 val. per para). Praéjus
adaptaciniam periodui, t.y. savaitei nuo eksperimento pradzios, pelés buvo imunizuotos nuo T
lasteliy nepriklausomu antigenu TNP-LPS. Imunizacija vykdavo 20-21 valanda vakaro.
Kraujas buvo imtas 7 dieng po imunizacijos. Visuy penkiy eksperimenty schemos yra pateiktos

3 lenteléje.
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3 Lentelé. Eksperimentiniai gyviainai ir jy grupés imunizuojant nuo T Igsteliy
nepriklausomai antigenais (TNP-LPS ir TNP-fikolis).

Peliy linija, . .
Nr. lytis, Eksp: Pe.lvl.q ApSvietimas P.al?lldo.l.nos Antigenas
. grupe | skaicCius injekcijos
amZius
BALB/c, I 10 normalus —
I eksp. patelés, TNP-
8-9 savaiciy Il 10 24 val. PBS fikolis
amziaus I 10 24 val. melatoninas
I 10 normalus —
BALB/c,
Ileksp. | patinai, | 10 24 val. PBS TNP-
22 savaiciy fikolis
amziaus III 10 24 val. melatoninas
BALB/c, | 8 normalus -
patelés, TNP-
HT eksp. 8-9 savaiciy 1 3 24 val B fikolis
amziaus '
BALB/c, I 10 normalus -
IVeksp. | pateles, | 10 24 val. - TNP-LPS
7-8 savaiCiy
amziaus III 10 24 val. melatoninas
BALB/c, I 8 normalus -
V eksp. patelés, TNP-LPS
8-9 savaiciy
am¥iaus II 8 24 val. -

3.6. Gyviny imunizacija nuo T Igsteliy priklausomu
antigenu

Eksperimentai, imunizuojant peles nuo T lasteliy priklausomu antigenu, buvo atlikti
keturis kartus. Pirmo eksperimento metu buvo paimta 30 BALB/c linijos peliu (pateliy), 7-8
savai¢iy amziaus. Visos pelés buvo suskirstytos i tris grupes po 10 vnt., taip pat kaip ir nuo T
lasteliy nepriklausomos imunizacijos eksperimente. Po vienos savaités adaptacinio periodo
atitinkamo apSvietimo salygomis, visos pelés buvo imunizuotos T priklausomu antigenu
TNP-ovalbuminu. TNP-ovalbuminas imunizacijai buvo paruo$tas ir naudojamas sekanciu
bidu:

- sumaisyti: 0,2 ml 5 mg/ml TNP-ovalbumino, 0,2 ml PBS ir 0,4 ml alu-gel-S

33



- inkubuoti purtant 1 val. kambario temperatiiroje (20 £+ 2°C)

- pridéti 5 ml PBS buferinio tirpalo, sumaiSyti, centrifugoti 5 min. 2000 aps./min.
greiciu

- resuspenduoti nuosédas 5 ml PBS (miSinys turi biiti geltonos spalvos)

- imunizacija po 0,5 ml  kiekvienos pelés pilvo ertme.

Kiekvienai pelei i1 pilvo ertm¢ buvo suleista po 100 pg (0,1 mg)
TNP-ovalbumino. Imunizacija vykdavo 19-20 valanda bei buvo atlikta 0, 14 ir 28 diena.
Kraujas buvo paimtas prie§ pirma imunizacija (0 diena), 7, 14, 21 ir 28 diena nuo pirmos
imunizacijos. Eksperimento schema yra pateikta 4 lenteléje.

Antro eksperimento metu buvo paimta 30 peliy BALB/c linjjos 12 savaiciy
amziaus patinai. Eksperimentas buvo atliktas pagal ta pacia, 4 lenteléje, pateikta schema.

Atliekant pirma ir antra eksperimentus, dominavo pagrindiniai skirtumai: peliy
lytis — patinai, peliy amzius — 12 savaiiy. Siekiant isitikinti, kad humoralinis imunitetas
priklauso nuo melatonino sekrecijos sutrikimo bei Siuose procesuose nedalyvauja lytiniai
hormonai: testosteronas ir estrogenas, imunizuojant T priklausomu taip ir T nepriklausomu
antigenu buvo naudoti patinai.

Tre€io eksperimento metu buvo paimta 20 peliy (pateliy) BALB/c linijos 8-9
savai¢iy amziaus. Visos pelés buvo suskirstytos i dvi grupes po 10 vnt. ir laikomos esant
natiiraliam apSvietimui. Eksperimento metu buvo naudotas melatonino MT2 receptoriaus
inhibitorius — 4-P-PDOT, kuris vienai peliy grupei buvo leidZziamas viso eksperimento
laikotarpi, kitai — visiSkai neleidziamas. Kiekviena diena 19-20 valanda, peléms buvo
leidziami po 250 pl (0,25 ml) inhibitoriaus. Pragjus savaités adaptaciniam periodui, prie
inhibitoriaus {vyko imunizacija. Kiekvienai pelei i pilvo ertmg¢ buvo leidziami po 100 pg
(0,1 ml) TNP-ovalbumino. Imunizacija vykdavo 20-21 valanda vakaro bei atlikta 0 ir 14
diena. Kraujas buvo imamas 7, 14 ir 21 diena nuo pirmos imunizacijos.

Ketvirto eksperimento mety buvo paimta 12 peliy (pateliy) BALB/c linijos 8-9
savaifiy amziaus. Visos pelés buvo suskirstytos 1 dvi grupes po 6 vnt. bei laikomos esant
natliraliam apS8vietimui. Pagrindinis skirtumas nuo kity eksperimenty — tai kad pelés buvo
imunizuojamos skirtingu laiku, t.y. viena peliy grupé 21 valanda vakaro, kita 9 valanda ryto.
Imunizacija buvo atlikta 0, 14 ir 21 diena. Kraujas buvo imamas 7 ir 28 diena nuo pirmos

imunizacijos. Visu keturiy eksperimenty schemos yra pateiktos 4 lenteléje.
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4 Lentelé. Eksperimentiniai gyvanai ir jy grupés vykstant nuo T lasteliy priklausomu
antigenu (TNP-ovalbuminu) imunizacijai.

Linija, . .
Nr. lytis, Grupé Pe.lvl.q ApSvietimas P.a[‘.)lld()ol.nOS
v skaiCius injekcijos
amzius
BALB/c, 1 10 normalus -
I eksp. patelés, 11 10 24 val. PBS
6-7 savaiciy
amziaus 11 10 24 val. melatoninas
BALBYc, 1 10 normalus -
1 eksp. patinat, 11 10 24 val, PBS
12 savaiciy
amziaus 111 10 24 val. melatoninas
BALB/ c, I 10 normalus -
III eksp. patelés,
6-7 s%ya1c1q I 10 normalus 4-P-PDOT
amziaus
BALB/c, I 6 normalus -
IV eksp. patelés,
6-7 savaiciy I 6 normalus _
amziaus

3.7. Eksperimentai su Igsteliy kulttira

Eksperimentai skirti nustatyti antikiiny gamyba in vitro (mégintuvélyje), ir tokiu
biidy jrodyti melatonino vaidmuo antikiiny gamyboje. BluZnies lastelés buvo i§skiriamos i$
imunizuoty T Iasteliy priklausomy antigenu (TNP-ovalbuminu) peliy. Lastelés buvo
18skiriamos viena savait¢ po paskutinés imunizacijos arba 35 diena po pirmos imunizacijos.
Bluznies Iastelés buvo centrifuguojamos 5 min. 2000 aps./min. grei¢iu esant +4°C
temperatirai, véliau palaikomos 4 min. amonio chlorido tirpale (tuo metu sprogdinami
eritrocitai) ir centrifuguojamos pradinémis salygomis. ISskirtos lastelés iSsétos | apvaliadugng
96 Sulineliy plokstele, RPMI terp¢je. Lasteliy koncentracija kiekviename Sulinélyje sudare
2,2:10° vnt./j $ulinéli. RPMI terpé buvo praturtinta 10 % FCS. RPMI terpé naudojama lasteliy
ir audiniy kultiry metoduose. Lastelés buvo stimuliuojamos 10 pg/ml koncentracijos
TNP-ovalbuminu. Priklausomai nuo eksperimento tikslo papildomai buvo dedama 10 pmol/l

melatonino, 10 umol/l luzindolo, 1-10000 nmol/l 4-P-PDOT. Lastelés buvo inkubuojamos
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termostate esant +37°C temperatiirai ir 5% CO, 9-10 dieny, po to surinktas lasteliu

supernatantas ir jame nustatytas produkuojamy antikiiny kiekis ELISA metodu.

3.8. ELISA metodas

TNP-specifiniy antikiiny nustatymui buvo pritaikytas ELISA metodas,

itraukantis sekanciais etapais:

- Antigeno sorbcija ELISA ploksteléje. Imunizuojant TNP-fikoliu (nuo T lasteliy

nepriklausomas antigenas) ir TNP-ovalbuminu (nuo T lasteliu priklausomas antigenas),
buvo stebimas antikiiny susidarymas pries haptena — TNP. Tuo tikslu ELISA ploksteléje
buvo imobilizuotas TNP-albuminas, t.y baltymas, kuris nebuvo naudotas imunizacijai, bet
yra konjuguotas su tuo paciu haptenu — TNP. Eksperimentams buvo naudotos 96-sulinéliy
maxisorp ELISA plokstelés (Nunc). TNP-albuminas buvo praskiestas PBS buferiniu tirpalu
iki 4 pg/ml koncentracijos ir iSpilstytas i plokStelés Sulinélius po 50 pl (arba 0,05 ml).

Plokstelés buvo inkubuojamos 16-18 val. +4°C temperatiiroje.

- Laisvo Sulinéliy ploto blokavimas. Blokavimui buvo panaudotas 0,5 % jaudio serumo

albumino tirpalas. Plokstelése esantis tirpalas buvo iSpiltas ir i kiekviena Sulinéli buvo
ipilama po 100 ul (arba 0,1 ml) albumino tirpalo. Inkubuojama 30 min. +20°C

temperatiiroje.

- Inkubacija su testuojamais serumais. Serumai buvo skiedziami 1:100, 1:300, 1:900, 1:2700,

1:8100 PBS buferiniame tirpale su 0,05 % Tween-20 (Serva), ir iSpilstomi i plokstelés
Sulinélius po 50 pl (arba 0,05 ml). Siekiant palyginti antikiiny kieki serumuose, buvo jvestas
sutartinis standartas — imuniniy serumy miSinys, kuriame antikiiny kiekis buvo prilygintas
100 sutartiniy vienety (SV). Standartinis serumas buvo skiedziamas 1:100, 1:300, 1:900,
1:2700, 1:8100, 1:24300, 1:72900 ir iSpilstomas 1 plokStelés Sulinélius po 50 pl (arba
0,05 ml). I du Sulin¢lius buvo ipilama po 50 pl (arba 0,05 ml) PBS buferinio tirpalo esant
0,05 % Tween-20. PlokStelés buvo inkubuojamos valanda +20°C temperatiiroje. Véliau
plokStelés turinys buvo iSpilamas, o pacios plokstelés buvo praplaunamos tris kartus

distilivotu vandeniu.

- Inkubacija su antikiinais prie§ peliy imunoglobulinus. Detaliam B lasteliy imuniniam

atsakui jvertinti, buvo matuojami IgM, IgGl, IgG2a, 1gG2b bei 1gG3 klasiy specifiniai
antikinai. Siam tikslui plokstelés buvo inkubuotos su antikiinais prie§ minéty klasiy
imunoglobulinus, Zymétais biotinu. Antikiinai buvo skiedZiami 1:1000 PBS buferiniame

tirpale su 0,05 % Tween-20 ir iSpilstomos i plokstelés Sulinélius po 50 pl (arba 0,05 ml).
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Inkubacijos trukmé sudar¢ 30 min. +20°C temperatiiroje. Véliau plokStelés turinys buvo

i§pilamas, o pacios plokstelés buvo praplaunamos tris kartus distiliuotu vandeniu.

- Inkubacija su streptavidinu konjuguotu su krienu peroksidaze (streptavidinas-POD).

Streptavidinas-POD buvo skiedziamas 1000 karty PBS buferiniame tirpale esant 0,05 %
Tween-20 ir iSpilstomas i plokstelés Sulinélius po 50 pl (arba 0,05 ml). Plokstelés buvo
inkubuojamos 30 min. +20°C temperattroje. Véliau plokstelés turinys buvo iSpilamas, o

pacios plokstelés buvo praplaunamos 10 karty distiliuotu vandeniu.

- Peroksidazés aktyvumo nustatymas. Miisy eksperimentuose naudotas substratas yra

ortofenilendiaminas. Substratinis buferinis tirpalas buvo ruoSiamas prie§ pat naudojima.
5 mg substrato buvo iStirpinami 10 ml 0,025 mol/l natrio acetatinio buferinio tirpalo
(pH 5,5) ir pripilama 30 pl (arba 0,03 ml) 19 % H,O, [ Sulin¢lius buvo ipilama po 100 ul
(arba 0,1 ml) substratinio buferinio tirpalo. Vykstant fermentinei reakcijai, Suliné¢liuose
esantis bespalvis tirpalas per 5-15 min. nusidazo geltona spalva. Fermentiné reakcija buvo
sustabdoma ipilant i Sulin€lius po 50 ul (arba 0,05 ml) 10 % H,SO,. Sulinéliy optinis tankis
buvo matuojamas “BioTek* firmos daugiakanaliniu spektrofotometru Elx 800, esant

492 nm Sviesos bangos ilgiui.

- Rezultaty skai¢iavimas. Rezultatai buvo apdoroti naudojantis SOFTmaxPro programa.

3.9. Melatonin ELISA rinkinys

ELISA rinkinio veikimo pagrinda sudaro konkurenciné ELISA — esant
konkurencijai tarp biotilinto (tarp melatonino ir standartas) ir nebiotilinto antigeno (méginiy
serumo, kuriame irgi yra melatoninas) dél antikiiny (melatonino antiserumo). Biotilinty
antigeny kiekis, kuris prisijungia prie antikiny yra atvirkStai proporcingas melatonino
koncentracijai méginyje. Biotilinto antigeno kiekis ir bina matuojamas: kuo maZesné yra jo
koncentracija, tuo daugiau aptinkama ieSkomo melatonino méginyje. Laisvas biotilintas
antigenas biina nuplaunamas praplovimo metu, o prisijungg prie biotilinto antigeno antikiinai
btina matuojami naudojant anti-biotin alkan-fosfotazg, kaip fermenta, bei p-nitrofenil fosfata,
kaip substrata. Melatonino koncentracija buvo jvertinta, palyginant gautus rezultatus su gauta
standartus kreive su naudojant pavyzdZius su zinomomis melatoninono koncentracijomis.

I melatonino ELISA rinkinj jeina microtiter plokstele, ekstrakcijos epindorfai,

standartai, biotilintas melatoninas, melatonino antiserumas, fermenty konjugatas — anti-biotin
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alkan-fosfotazé, metanolis, substratinis tirpalas (P-nitrofenil fosfatas), fermentinés reakcijos
stabdymo tirpalas, praplovimo buferinis tirpalas.
ETAPAL:

1. Ekstrakty iSskyrimas. IS visu eksperimentiniy méginiy, i§ kontrolés ir i§ standarty

iSskiriamas ekstraktas, naudojant ekstrakcijos epindorfus, metanolj ir centrifuguojant. Sausus
ekstraktus galima laikyti esant +2-6°C temperatiirai iki 24 valandy.

2. Microtiter plokstelés antigeny padengimas. [ kiekviena Sulin¢lj buvo ipilama po 50 pl

(arba 0,05 ml) méginio ekstrakto, arba standarto arba kontrolés ekstrakto bei biotilinto
melatonino. Tokiy biidu du antigenai patenka i viena Sulinél;.

3. Inkubacija su antikiinais prie§ melatoning. [ kiekviena Sulin¢lji buvo ipilama po 50 ul

(arba 0,05 ml) melatonino antiserumo bei inkubuojama 14-20 valandy esant +2-8°C
temperatirai. Vyksta antigeny konkurencija dél antikiiny. Véliau plokstelés turinys buvo
iSpilamas, ir plokstelés praplaunamos tris kartus praplovimui skirtu buferiniu tirpalu.

4. Inkubacija su fermento konjugatu. [ kiekvieng Sulinéli buvo ipilama po 150 ul (arba

0,15 ml) fermento konjugato bei inkubuojama 120 min. esant +18-25°C temperattrai. Véliau
plokstelés turinys buvo iSpilamas, ir plokstelés praplaunamos tris kartus praplovimui skirtu
buferiniu tirpalu.

5.  Fosfotazés aktyvumo nustatymas. Siekiant nustatyti fosfotazés aktyvuma, buvo

naudojamas substratas — P-nitrofenil fosfatas. Substratinis buferinis tirpalas buvo ruoSiamas
prie§ pat naudojima. I Sulinélius buvo ipilama po 200 pl (arba 0,20 ml) substrato bei
inkubuojama 20-40 min. esant +18-25°C temperatirai. Fermentiné reakcija buvo sustabdoma,
ipilant i $ulinélius po 50 pl (arba 0,05 ml) reakcijos stabdymo tirpalo. Sulinéliy optinis tankis
buvo matuojamas po valandos paveikus stabdymo tirpalu. Optinio tankio matavimai buvo
atlikti naudojant “BioTek* firmos daugiakanalinj spektrofotometra Elx 800, esant 405 nm
Sviesos bangos ilgiui.

6. Rezultaty skaifiavimas. Melatonino koncentracija buvo nustatoma, palyginant gautus

rezultatus su gauta naudojant Zinomus standartus kreive.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. Sviesos jtaka melatonino koncentracijai

Eksperimentas nustatant Sviesos poveiki melatonino koncentracijai buvo atliktas
viena karta. Buvo paimta 50 BALB/c linijos peliy (pateliy) 8-9 savai¢iy amziaus. Pelés buvo
suskirstytos 1 dvi grupes po 25 vnt. Viena peliy grupé buvo kontrolin¢ ir gyveno nattralaus
apSvietimo salygomis (12 val. Sviesa, 12 val. tamsa), kita gyveno prie pastovaus apsvietimo
(Sviesa 24 val. per para). Po dviejuy savaiCiy buvo pradétas kraujo rinkimas. Kraujas buvo
renkamas paros bégyje — 21 ir 24 val. nakties, 1,30 ir 3 val. nakties, 6 ir 9 val. ryto, 13 ir
17 val. dienos. Kiekviena karta imant krauja, buvo nugalabintos 3 pelés i§ kiekvienos grupés
ir paimtas visas ju kraujas. Melatonino koncentracija kraujo serume buvo nustatoma,

naudojant Melatonin ELISA rinkinj. Gauti rezultatai pateikti 3 paveiksle.

R0 1 —e— $viesa/tamsa
: - O = pastovus apsvietimas
60 -
Melatoninas pg/ml 1
40 |
20 -
~ O. .
—4_ "o

21:00 00:00 01:30 03:00 06:00 09:00 13:00 17:00
laikas

3 paveikslas. Melatonino koncentracija kraujo serume, kai pelés laikomos skirtingomis
apSvietimo salygomis.

BALB/c pelés (patelés) buvo suskirstytos | dvi grupes. Viena grupé gyveno prie natiralaus apsvietimo, kita prie
pastovaus apsvietimo. Kraujas buvo renkamas skirtingu laiku vienos paros bégyje. Buvo imamas kraujas is
3 peliy. Melatonino koncentracija kraujo serume buvo nustatoma, naudojant Melatonin ELISA rinkinj.

Tyrimy metu buvo gauti sekantys rezultatai: gyvenancioms nattraliomis apSvietimo
salygomis peléms melatonino sintezés sekrecija prasidéjo 9 valanda. Savo pika hormono
koncentacija paseké 1,30 val. nakties. Peliy, gyvenanciy prie pastovaus apSvietimo, dienos ir
ryto hormono koncentracija atitiko peliy, gyvenanc¢iy prie nattiralaus apSvietimo. Taciau,
naktj, kada prasideda melatonino sintez¢, pasireiské Sviesos melatonino sintezés inhibicija, ir
hormono koncentracija kraujo serume buvo 2-3 kartus mazesné negu gyvenancioms

natiiraliomis apSvietimo salygomis peléms.
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4.2. Melatonino jtaka nuo T Igsteliy nepriklausomai
antikliiny produkcijai

Nuo T lasteliy nepriklausomai antikiiny produkcijai tirti, BALB/c pelés buvo
imunizuotos nuo T lasteliy nepriklausomais antigenais — TNP-fikoliu ir TNP-LPS. Pirmi trys
eksperimentai buvo atlikti su TNP-fikoliu, o ketvirtas ir penktas su TNP-LPS. Sie antigenai
stimuliuoja tik B Iasteles ir isSaukia antikiiny produkcija. Tuo tarpu jie nestimuliuoja T
lasteliy, todél Sios lastelés neitakoja B lasteliy funkciju. TNP-specifiniai antikiinai kraujo
serume buvo tirti prie§ imunizacija ir 7-ta bei 14-ta dienomis po imunizacijos pirmo
eksperimento metu ir 7-ta diena antro, trecio, ketvirto ir penkto eksperimenty metu.

Antiktiny funkcijos priklauso ne tik nuo antikiino-antigeno saveikos, bet ir nuo
antikiino efektoriniy funkcijuy, kurias apsisprendzia antikiino izotipas. Siekiant detaliau
vertinti B lasteliy imuninj atsaka, mes nagrin¢jome IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b ir IgG3 izotipy
TNP-specifiniy antikiiny kieki kraujo serumuose. Pirmo eksperimento TNP-specifiniy
antikiiny produkcija yra apibendrinta 4 paveiksle, antro ir ketvirto — atitinkamai 5 ir 6
paveiksluose. Keturiy eksperimenty rezultatai yra apibendrinti 5 lenteléje.

Imunizuojant peles nuo T lasteliy nepriklausomais antigenais (TNP-fikoliu ir
TNP-LPS) formuojasi IgM, IgG1, IgG2b, IgG3 bei IgG2a izotipo antikiinai. Esant sutrikusiai
melatonino sintezei (I gr. — pelés laikomos pastovaus apSvietimo salygomis), visy izotipy
TNP-specifiniy antikiiny kiekis yra didesnis, t.y. melatoninas kaip tik inhibuoja nuo T lasteliy
nepriklausomy antikiiny susidaryma. Tuo tarpu, laikant peles pastovaus apSvietimo
salygomis, bet kas vakara leidZiant melatoning, antikiiny kiekis yra panaSus kaip ir
kontrolingje grupéje (pelés gyvenancios 12 val. Sviesos ir 12 val. tamsos salygomis).
Remiantis gautais duomenimis, galima teigti, kad melatonino trikumas stimuliuoja nuo T
lasteliy nepriklausomy antikiiny susidaryma. Literatiroje yra duomeny, kad melatoninas
aktyvuoja T Iasteles, NK lasteles, makrofagus [48]. Taciau, B lasteléms melatonino tiesioginis
efektas nebuvo stebimas. Iki $iol antikiiny produkcijos pakitimai buvo tirti tik dalyvaujant T
lasteléms. Miisy tyrimy metu buvo jrodyta, kad melatoninas tiesiogiai (nedalyvaujant T
lasteléms) gali veikti B lasteliy aktyvavima ir antikiiny sekrecija. Kadangi stabdant
melatonino sinteze, antikiiny produkcija sumazéja, galime teigti, kad melatoninas inhibuoja

nuo T lasteliy nepriklausoma antikiiny produkcija.
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TNP-specifiniy antikiny produkcija imunizuojant nuo T Iasteliy

nepriklausomu antigenu - TNP-fikoliu. I eksperimentas.
BALB/c pelés (patelés) buvo imunizuotos T nepriklausomu antigenu — TNP-fikoliu. Kraujas buvo paimtas pries
imunizacijq (0 dienq) ir 7, 14 dienomis po imunizacijos. TNP specifiniy antikiuny kiekis buvo nustatytas ELISA

metodu. Vienas rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. Statistiskai
patikimi skirtumai tarp I ir Il grupiy pazymeéti zvaigzdutémis: * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005.
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5 paveikslas. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant T nepriklausomu

antigenu — TNP-fikoliu. II eksperimentas.

BALB/c pelés (patinai) buvo imunizuotos T nepriklausomu antigenu — TNP-fikoliu. Kraujas buvo paimtas pries
imunizacijq (0 dienq) ir 7 dienq po imunizacijos. TNP specifiniy antikiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu.

Vienas rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. Statistiskai patikimi
skirtumai tarp I ir Il grupiy pazyméti zvaigzdutémis: * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005.
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6 paveikslas. TNP-specifiniy antikiing produkcija imunizuojant T nepriklausomu

antigenu - TNP-LPS. IV eksperimentas.

BALB/c pelés (patelés) buvo imunizuotos T nepriklausomu antigenu — TNP-LPS. Kraujas buvo paimtas pries
imunizacijq (0 dienq) ir 7 dienq po imunizacijos. TNP specifiniy antikiiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu.
Vienas rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. StatistiSkai patikimi

skirtumai tarp I ir Il grupiy pazyméti zvaigzdutémis: * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005.

S Lentelé. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant T nepriklausomu antigenu.

TNP-specifiniy 1 el_(sp. 2 el_(sp. 4 el_(sp. 5 el_(sp.
antikiiny izotipas ;:tzg: TD:;;’;? L :t:Ig: L :tl;né:
IgM AN - - AN

IgG1 JAAYAN AN JAYAA A

lgG2a - A ND ND

1gG2b A A ND ND

19G3 AN AN JAN T

TNP specifiniy antikiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu. Patikimi skirtumai tarp natiralaus apsvietimo
sqlygy ir prie pastovaus apsvietimo sqlygy gyvenanciy peliy grupiy pazyméti trikampiais: A - prie pastovaus
apsvietimo statistiSkai patikimas padidéjimas. 1 trikampis p<0.05, 2 trikampiai p<0.005, trys trikampiai
p=0.0005. 1 — statistiSkai patikimumo skirtumo nebuvo , bet buvo didéjimo tendencija, . “—,, statistiSkai patikimy
rezultaty nebuvo, ND — nedaryta
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4.3. Melatonino jtaka nuo T Igsteliy priklausomy antikiiny
produkcijai

Nuo T lasteliy priklausomy antikiing produkcijai tirti, BALB/c pelés buvo
imunizuotos nuo T lasteliy priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu. Ovalbuminas aktyvuoja
CD4" T lasteles, kurios ,,padeda“ B lasteliy aktyvacijai. Todé¢l imuninis atsakas susidaro
stipresnis, lyginant su nuo T lasteliy nepriklausomu imuniniu atsaku. Proceso metu susidaro
taip vadinamos atminties lastelés ir, pakartotinai imunizavus tuo paciu antigenu, imuninis
atsakas formuojasi daug grei¢iau, antikiiny kiekis biina didesnis, o afiniSkumas — aukstesnis.
Pirminio ir antrinio imuninio atsako analizei, pelés buvo imunizuotos tris kartus. Antra
imunizacija buvo po 14 dieny nuo pirmos imunizacijos, tre¢ia 21 diena nuo pirmos
imunizacijos. Kraujas antikiiny kiekiui tirti buvo imamas prie§ imunizacija, 7, 14, 21 bei 28
diena po imunizacijos. Pirmo ir antro eksperimenty rezultatai yra pateikti 7 bei 8

paveiksluose, atitinkamai. Abiejy tyrimy rezultatai apibendrinanti 6 lenteléje.

Kaip ir nuo T lasteliy nepriklausomy antikiiny produkcijos atveju, pirmame ir
antrame eksperimentuose matosi padidéjusi IgM, IgG2a, 1gG3 izotipu antikiiny produkcija,
kai melatonino sintezé yra sutrikusi (II gr.), lyginant su kontroline grupe, kai melatonino
sintez¢ yra normali (I gr.). Taciau, IgG1 izotipo TNP-specifiniy antikiiny kiekis, sutrikus
melatonino sintezei, yra patikimai maZesnis. Zymus maZéjimas stebimas po tre¢ios
imunizacijos, kai imuninis atsakas susidaro déka atminties lasteliu. IgG1 izotipas sudaro

didziausia IgG imunoglobuliny dalj ir yra svarbus vystan¢iam antriniam imuniniam atsakui.
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7 paveikslas. TNP-specifiniy antikiny produkcija imunizuojant nuo T Iasteliy
priklausomu antigenu.

BALB/c pelés (patelés) buvo imunizuotos T priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu. Kraujas buvo paimtas
pries imunizacijq (0 dieng) ir 7, 14, 21, 28 dienomis skaiciuojant nuo pirmos imunizacijos. TNP specifiniy
antikiuny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu. Vienas rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV)
vienos pelés kraujo serume. Statistiskai patikimi skirtumai tarp I ir Il grupiy pazyméti zZvaigzdutémis: * p <0.05,
** p<0.005, *** p<0.0005.
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8 paveikslas. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant T priklausomu antigenu.
BALB/c pelés (patinai) buvo imunizuotos T priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu. Kraujas buvo paimtas
pries imunizacijq (0 dieng) ir 7, 14, 21, 28 dienomis skaiciuojant nuo pirmos imunizacijos. TNP specifiniy
antikiiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu. Vienas rutuliukas — antikiuny kiekis sutartiniais vienetais (SV)
vienos pelés kraujo serume. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp I ir Il grupiy pazymeéti zvaigzdutémis: * p <0.05,
** p<0.005, *** p<0.0005; ND — nedaryta.
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6 Lentelé. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant T nepriklausomu antigenu.
(Visy eksperimenty suvesting.)

TNP- 1 Eksperimentas 2 Eksperimentas
specifiniy
antikiuny
izotipas 7 14 21 28 7 14 21 28
diena diena diena diena diena diena diena diena

IgM A AN AN A AN AN A A
et VWYY - V¥V V¥V | ¥V ND | ¥V |V
9G2a - |AA|AA | T | ND T T -

JAVAY

IgG2b l l T | ND | - ! !
1gG3 - /\/\ /\/\ /\/\ ND A A A

TNP specifiniy antikiiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu. Patikimi skirtumai tarp natiralaus apsvietimo
sqlygy ir prie pastovaus apsvietimo sqlygy gyvenanciy grupiy pazyméti trikampiais: V¥ — prie pastovaus
apsvietimo statistiSkai patikimas sumazéjimas; A — prie pastovaus apsvietimo statistiskai patikimas padidéjimas;
1 — statistiSkai patikimumo skirtumo nebuvo, bet buvo stebima didéjimo tendencija; | — statistiskai patikimumo
skirtumo nebuvo, bet buvo stebima mazéjimo tendencija; — statistiSkai patikimy rezultaty nebuvo;, ND —
nedaryta. 1 trikampis atitinka p<0.05, 2 trikampiai — p<0.005, trys trikampiai — p<0.0005.

Remiantis literatirinémis duomenimis, galima teigti, kad melatoninas
stimuliuoja T lasteles: pelése, su paSalinta kankorézine liauka, yra sumazéjusi IL-2 citokino
produkcija (citoking produkuoja aktyvuotos T Iastelés). Veikiant melatoninu limfocitus,
padidé¢ja IL-2 sekrecija ir IL-2 receptoriy ekspresija [32], be to, proceso metu makrofagai
geriau pateikia antigena T lasteléms, kadangi padid¢ja MHC II ekspresija, citokiny
produkcija. Antigenu aktyvuotos CD4" T lastelés, priklausomai nuo aplinkos salygu, gali
diferencijuotis 1 Tyl ar Ty2 lasteles. Tyl lastelés produkuoja tokius citokinus kaip IFN-y,
stimuliuoja uzdegiminius procesus bei lastelini imunini atsaka. Ty2 lastelés sekretuoja
prieSuzdegiminius citokinus IL-4, IL-10 ir yra atsakingos uZ humoralini imuninj atsaka [66].
Priklausomai nuo to, kuriy T lasteliy yra daugiau (Tyl ar Ty2), gali buti modifikuojami ir B
lasteliy produkuojamu antikiinu izotipai. Tyl lastelés stimuliuoja izotipy persijungima 1
IgG2a, o Ty2 lastelés — 1 IgG1 izotipa: kiek Tyl, tiek Ty2 salygoja IgM ir IgG3 antikiiny
susidaryma [67,68]. Literatiroje yra duomeny, kad melatoninas itakoja Tyl/Ty2 lasteliy
diferenciacija, nors Sie duomenys yra gana prieStaringi. Pagal vienus Saltinius [48,60]

melatoninas neturi jtakos diferenciacijai, pagal kitus — skatina diferencijavimas | Ty2 [62].
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Pagal miisy duomenis, trukstant melatoninui, padidéja IgM, IgG2a ir IgG3 antikiiny kiekiai,
bei sumazéja IgGl izotipo antikiiny kiekis, ka galima biity netiesiogiai susieti su Ty2
T-lasteliy funkcijomis.

Jimenez-Caliani ir kt. [69] pastebéjo, kad, melatoninu gydant peles
Mrl/Mpj-Faslpr, efektas priklaus¢ nuo gyviny lyties. Mrl/Mpj-Faslpr pelés — tai modelinés
pelés, kurioms su amziumi iS$sivysto Zzmogaus sisteminés vilkligés poZymiai: uzdegiminiai
procesai, autoantikiiny sekrecija. Gydant melatoninu pateles, sumazéja uzdegiminiai procesai,
Tyl lasteliy sekretuojamy citokinu bei autoantikiiny kiekiai. PrieSingai, gydant patinélius,
padidéja Tyl lasteliy sekretuojamuy citokiny bei autoantikiiny kiekiai. Tokj reiskini galima
biity paaiskinti lytiniy hormony veikimu. Remiantis nagrinéty eksperimenty su T priklausomu
ir T nepriklausomu antigenu rezultatais galima teigti, kad melatonino sintezés sutrikimai
nepriklauso nuo peliy lyties, t.y. veikia vienodai patelés ir patinus. Antikiiny sekrecijos

pakitimai dél sumazéjusios melatonino sintezés nepriklauso nuo lytiniy hormony.

4.4. Antikiny produkcijos priklausomybé nuo imunizacijos
laiko

Siekiant ivertinti, kaip cirkadiniai ritmai jtakoja antikiiny produkcija, tyrimy metu
pelés buvo imunizuotos ryte (9 val.) ir vakare (9 val.). Eksperimentui buvo paimtos 12
BALB/c linijos peliy, kurios buvo suskirstytos i dvi grupes. Visos pelés buvo imunizuotos
nuo T lasteliy priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu. Pirminio ir antrinio imuninio atsako
analizei pelés buvo imunizuotos du kartus. Antra imunizacija buvo atlikta po 14 dieny nuo
pirmos imunizacijos. Kraujas antikiiny kiekiui tirti buvo imamas 7 ir 21 diena po
imunizacijos. IgM izotipo specifiniai antikiinai buvo tiriami 7 diena po imunizacijos, 1gG1,
IgG2A, 1gG3 izotipy specifiniai antikiinai - 21 diena po imunizacijos. Eksperimento rezultatai
yra pateikti 9 paveiksle.

Remiantis literatiiros duomenimis, limfocity kiekis Zmoniy kraujyje priklauso nuo
cirkadiniy ritmy ir biina didZiausias 22-23 valanda vakaro [70]. Makrofagu/monocity skaicius
peliy peritoniume irgi priklauso nuo cirkadiniy ritmy, ir didZiausias jo kiekis btina nakti [71].
Eksperimento metu nustatyta, kad didziausia visy tirty antikliny izotipy koncentracija kraujo
serume yra 9 valanda vakaro imunizuotose peléms. Tai jrodo, kad ir antikiiny titras priklauso
nuo imunizacijos laiko. Siekiant iStirti kokie procesai lemia gauta reiskini, planuojama ateityje

atlikti papildomus tyrimus.
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9 paveikslas. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant T priklausomu antigenu

skirtingos paros metu.

BALB/c pelés (patelés) buvo suskirstytos | dvi grupes po 6 peles. Viena peliy grupé buvo imunizuota 9 valandq
vakaro, kitq 9 valandq ryto. Visos pelés buvo imunizuotos T priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu. Kraujas
buvo paimtas pries imunizacijq (0 dienq) ir 7, 21 dienq skaiciuojant nuo pirmos imunizacijos. Su 7 dienq po
imunizacijos paimtu krauju buvo tirtas IgM izotipas, su 21 dienq po imunizacijos IgGl, I1gG24, IgG3. TNP
specifiniy antikiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu. Vienas rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais
vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp grupiy pazyméti zvaigzdutémis: *
p=0.05, ** p<0.005, *** p=<0.0005.

4.5. Melatoninas moduliuoja antikiiny produkcija per MT2
receptoriy

MT1 ir MT2 geriausiai iStirti melatonino receptoriai. Remiantis pateiktais literatiroje
rezultatais, galima teigti, kad melatonino MT1 receptorius nedalyvauja T ir B limfocity
funkcijy moduliavime. PaSalinus peléms MT1 melatonino receptoriaus gena, ir stimuliuojant

lasteles concanavulinu A, kuris yra laikomas limfocity mitogenu, endogeninis melatoninas
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padidino bluznies lasteliy proliferacija ir IgG koncentracijos padidéjima [72]. Tai irodo, kad
melatoninas moduliuoja peliy antikiiny produkcija per kitokius receptorius.

Misuy eksperimenty metu buvo nustatyta, kad melatoninas moduliuoja antikiiny
produkcija per MT2 receptoriu. Buvo atlikti eksperimentai in vitro ir in vivo bei panaudoti
MT2 receptoriaus inhibitoriai — luzindolas ir 4-P-PDOT. Luzindolas néra selektyvus MT1
arba MT2, bet jo afiniSkumas MT2 yra 15-26 kartus didesnis negu MT1. 4P-PDOT yra
selektyvus MT2 receptoriaus ligandas, ir jo afiniSkumas MT2 yra 300 karty didesnis negu
MTI. Luzindolas ir 4P-PDOT yra MT2 receptoriaus antogonistai [51].

Eksperimente in vitro buvo naudojamos bluznies lastelés, kurios buvo
iSskiriamos 1§ imunizuoty su T lasteliy priklausomy antigenu — TNP-ovalbuminu peliy.
Bluznies lastelés buvo iSskiriamos tris savaites po paskutinés imunizacijos arba 42 dienos po
pirmos imunizacijos, stimuliuojamos in vitro 10 pg/ml TNP-ovalbuminu ir papildomai kai kur
pridéjus 10 umol/l luzindolo ir 1-10000 nmol/l 4-P-PDOT. Lastelés buvo imamos i$ peliy,
gyvenanciy skirtingomis apSvietimo salygomis, t.y. esant pastovaus ir natliralaus apsvietimo
salygoms. Lastelés buvo laikomos termostate esant +37°C temperatirai ir 5% CO;
koncentracijai 9-10 dieny, ir kiekvieno Sulin¢lio antikiiny koncentracija lasteliy kultiiry
supernatante buvo tiriama ELISA metodu. Lasteliy kultity supernatante rasti tik IgG1 izotipo
antiktinai. Kity izotipy antikiiny bluznies lasteles in vitro arba negamino arba gamino labai
mazomis koncentracijoms.

Eksperimenty metu buvo nustatyta, kad peliy, gyvenanciy natiiraliomis apSvietimo
salygomis, neaktyvuotos lastelés produkavo daugiau IgG1 specifiniy antikiiny, palyginus su
peliy, gyvenanciy pastovaus apsSvietimo salygomis. Lasteles stimuliavus TNP-ovalbuminu,
padidéjo IgGl specifiniy antikiiny koncentracija lasteliy supernatante. Taciau, lastelés
i§skirtos 1§ peliy, gyvenanciy pastovaus apsvietimo salygomis, antikiiny produkavo patikimai
maziau. Lasteles paveikus luzindolu (10 umol/l), produkuojamas IgG1 kiekis sumazéjo, kai
lastelés buvo izoliuotos i§ peliy, laikomy normaliaus apSvietimo salygomis. Lasteliy kultiirose
gautose 1§ peliy, gyvenanciy prie pastovaus apSvietimo, lasteliy supernatante IgGl
koncentracija nepakito. PanaSus efektas stebimas ir Iasteles veikiant MT2 antagonistu
4-P-PDOT. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad melatoninas in vitro veikia antikiiny gamyba

per MT2 receptoriy. Eksperimento rezultatai pateikti 10 paveiksle.
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10 paveikslas. TNP-specifiniy antikiiny produkcija in vitro naudojant bluZnies lgsteles.
Luzindolas ir 4PDOT slopina IgGl antikiino produkcijq naudojant bluznies lgsteles, isskirtos is gyvenanciy
natiralaus apsvietimo sqlygomis peliy. Pelés buvo laikomos esant natiuraliam bei pastoviam apsvietimui ir
imunizuotos TNP-ovalbuminu. Bluznies lgstelés buvo iSskiriamos 3 savaites po paskutinés imunizacijos arba 42
dienos po pirmos imunizacijos, stimulivojamos in vitro 10 ug/ml TNP-ovalbuminu ir papildomai pridéjus
10 pmol/l luzindolo arba 1-10000 nmol/l 4-P-PDOT. Po 9 dieny IgG1 antikiiny koncentracija buvo tiriama
ELISA metodu.

IgG1

Sekantis eksperimentas buvo atliktas in vivo siekiant jrodyti, kad melatoninas veikia
antikiiny gamyba per MT2 receptoriy. Siam tikslui buvo paimta 20 BALB/c linijos peliy
(pateliy) 8-9 savaiCiy amziaus. Visos pelés buvo suskirstytos i dvi grupes po 10 vnt. ir
laikomos esant natiiraliam apsSvietimui. Eksperimento metu buvo naudotas melatonino MT2
receptoriaus inhibitorius — 4-P-PDOT, kuris vienai peliy grupei buvo leidZziamas viso
eksperimento laikotarpi, kitai — visiSkai neleidziamas. Kiekviena diena 19-20 valanda, peléms
buvo leidZiami po 0,25 ml (0,25 mg/kg) inhibitoriaus. Pragjus savaités adaptaciniam periodui,
pelés buvo imunizuotos. Kiekvienai pelei | pilvo ertmg buvo leidZziami po 100 pg TNP-
ovalbumino. Imunizacija vykdavo 20-21 valanda vakaro bei atlikta 0 ir 14 dienomis. Kraujas
buvo imamas 7, 14, 21 diena nuo pirmos imunizacijos. Eksperimento rezultatai pateikti 11
paveiksle. Peliu grupé, kuriai kasdien buvo leidZziamas 4-P-PDOT, gamino statistiSkai
patikimai maziau IgG1 ir daugiau IgM, IgG3 ir IgG2A. Rezultatai slopinant melatonino
sintezg¢ bei naudojant MT2 receptoriaus inhibitoriy — 4-P-PDOT atitiko rezultatams naudojant
Sviesa, kaip melatonino inhibitoriy. 4-P-PDOT turéjo antikiiny gamybai ta pati poveiki kaip
Sviesa. Rezultatai in vivo ir in vitro leidzia teigti, kad melatoninas moduliuoja antikiiny

gamyba per MT2 receptoriy.
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11 paveikslas. MT2 receptoriaus inhibitoriaus — 4-P-PDOT jtaka TNP-specifiniy

antikiiny produkcijai imunizuojant T priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu.

Buvo paimta 20 BALB/c linijos peliy (pateliy) 8-9 savaiciy amziaus. Visos pelés buvo suskirstytos i dvi grupes
po 10 vnt. ir laikomos esant natiraliam apsvietimui. Eksperimento metu buvo naudotas melatonino MT2
receptoriaus inhibitorius — 4-P-PDOT, kuris vienai peliy grupei buvo leidziamas viso eksperimento laikotarpj,
kitai — visiskai neleidziamas. Kiekvienq dienq 19-20 valandq, peléms buvo leidziami po 0,25 ml inhibitoriaus.
Praéjus savaités adaptaciniam periodui prie inhibitoriaus jvyko imunizacija. Kiekvienai pelei | pilvo ertme buvo
leidziami po 100 ug TNP-ovalbumino. Imunizacija buvo atlikta 0 ir 14 eksperimento dienomis. Kraujas buvo
imamas 7, 14, 21 dienq nuo pirmos imunizacijos. TNP specifiniy antikiiny kiekis buvo nustatytas ELISA metodu.
Vienas rutuliukas — antikiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. StatistiSkai patikimi
skirtumai tarp I ir 1l grupiy pazymeéti zvaigzdutémis:* p <0.05, ** p<0.005,*** p<0.0005; ND — nedaryta.
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5. ISVADOS

Tiriant melatonino itaka humoraliniam imunitetui buvo nustatyta:

o Sviesa sukelia melatonino sintezés sutrikimus peliy organizme.

. Esant melatonino sintezés sutrikimams (gyviinams esant pastovaus
apsvietimo salygoms) padidéja nuo T lasteliy nepriklausomy antikiiny sintez¢. Padidéja visy
izotipu (IgM, IgG1, IgG2b ir IgG3) antikiny kiekis.

o Melatonino sintezés sutrikimai, esant pastovaus apsSvietimo salygoms,
padidina nuo T lasteliy priklausomy IgM, IgG2a, IgG3 izotipy antikiiny sinteze¢. Taciau IgG1
izotipo kiekis yra rySkiai sumazéjgs. Tai yra biidinga pirminiam, o taip pat ir antriniam
imuniniam atsakui, kuris yra susijgs su atminties lastelémis.

o Imunizacijos laikas itakoja antikiiny produkcija. Imunizuojant peles vakare,
gaunamas zymiai didesnis antikliny titras, lyginant su imunizuotomis pelémis ryte.

o Eksperimentiskai in vivo ir in vitro buvo irodyta, kad melatoninas reguliuoja

antikiny produkcija veikdamas per MT2 receptoriy.

Vitalij Cernysiov
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SANTRAUKA

Melatoninas — hormonas, kuri produkuoja kankorézin¢ liauka, buvo atrastas
1959 metais ir vadinamas “tamsos hormonu®, kadangi jis gaminamas tamsiu paros metu.
Maksimalus melatonino kiekis biina vidurnaktj ir iki ryto mazéja, be to Sviesa silpnina jo
sintez¢. Melatoninas reguliuoja biologinj laikrodj, pagerina miega, stimuliuoja imuning
sistema bei apsaugo nervy sistema. Literatiiriniai duomenys apie melatonino itaka imuninei
sistemai daugiausia yra apie jo poveiki T lasteléms. Melatoninas padidina ¢iobrialaukés dydi
bei citokiny produkcija, stimuliuoja T lasteles pagalbininkes (Ty1) bei aktyvuoja NK lasteles
ir makrofagus. Taciau, $io hormono itaka B lasteliy funkcijoms néra istirta.

Misu darbo tikslas buvo iStirti melatonino itaka B lasteliy funkcijoms, t.y.
antikiiny susidarymui. Kadangi antikiiny produkcija biina nepriklausoma ir priklausoma nuo
T lasteliy, buvo nuspresta imunizuoti BALB/c peles nuo T lasteliu nepriklausomu ir
priklausomu antigenais, bei stebimas specifiniy antikiiny susidarymas. Imunizuojamos pelés
eksperimento metu buvo laikomos trijose skirtingose salygose: esant normalioms
Sviesos-tamsos ciklo salygoms; esant pastoviam apSvietimui ir esant pastoviam ap§vietimui, ir
papildomai kasdien leidziant melatonina.

Buvo nustatyta kad, esant melatonino sintezés sutrikimams (gyviinams esant
pastovaus apsvietimo salygoms) padidéja nuo T lasteliy nepriklausomy antikiiny sintezé.
Padidéja visy izotipy (IgM, IgG1, IgG2b ir IgG3) antikiiny kiekis.

Melatonino sintezés sutrikimai, esant pastovaus apSvietimo salygoms, padidina
nuo T lasteliy priklausomy IgM, 1gG2a, 1gG3 izotipy antikiiny sintezg. Taciau IgG1 izotipo
kiekis yra ryskiai sumaZzéjgs. Tai yra biidinga pirminiam, o taip pat ir antriniam imuniniam
atsakui, kuris yra susijgs su atminties lastelémis.

Sviesa sukelia melatonino sintezés sutrikimus peliy organizme.

Imunizacijos laikas turi jtaka antikiiny produkcijai. Imunizuojant peles vakare,
gaunamas zymiai didesnis antikiiny titras, lyginant su imunizuotomis pelémis ryte.

Eksperimentiskai in vivo ir in vitro buvo irodyta, kad veikdamas per MT2

receptoriy melatoninas reguliuoja antiktiny produkcija peliy organizme.
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SUMMARY

Melatonin is a hormone produced by the pineal gland that is secreted during the night
in response to the darkness. It reaches a maximum level in the middle of the night, then
decrease until the morning. The light inhibits the melatonin synthesis: it is the hormone of the
circadian rate/rhythm. When people are exposed to frequent artificial light and they do not get
enough sleep, melatonin level is suppressed. The production of melatonin decreases with age.
Melatonin regulates and controls biological clock: it improves sleep, stimulates the immune
system, and protects the central nervous system. This hormone is an extremely powerful
antioxidant. The literature data about melatonin effect on immune system are mostly about the
T cells and macrophages. Melatonin increases the thymus weight. It stimulates the function of
Tyl T cells, increases cytokine production by T cells. Melatonin also activates NK cells and
macrophages. However, the role of melatonin on the function of B cells is not investigated
very well.

We have investigated the role of melatonin on the function of B cells, e.g. production
of specific antibodies. For this purpose, BALB/c mice were immunized with T independent
and T dependent antigen. We looked for production of specific antibodies in animals living at
three different conditions. The first group of mice was kept on the normal light/night cycle
conditions. The second group of mice was exposed all the time to artificial light, which causes
decreased synthesis of melatonin. The third group of mice was exposed to the light (as the
second group), but the animals were treated daily with melatonin.

We obtained that decreased synthesis of melatonin (expose to artificial light for 24 h
per day) correlates with increased titre of antibodies after immunization with T independent
antigen. The level of T dependent antibodies of IgM, IgG2a, IgG2b and IgG3 isotypes were
also increased when the melatonin synthesis was disrupted. However, the antigen specific
antibodies of IgG1 isotype were significantly decreased when the mice were exposed to the
light. The daily treatment with melatonin reversed the antibody level to normal. The antibody
concentration in the sera of mice kept at normal lighting was significantly higher when the
immunizations were performed in the evening. The action of melatonin on B cells via MT2

receptor was shown in vitro and in vivo.
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