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

propionamidotetralinas;

APC — (angl. Allophycocyanin) — alofikocianinas;

cGMP — (angl. Cyclic guanosine monophosphate) — ciklinis guanozino
monofosfatas

CR2 — (angl. Quinone reductase 2) — chinono reduktazé 2;

ELISA — (angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) — imunofermentiné
analize;

ERK — (angl. Extracellular-signal-regulated kinases) — tarplastelinio signalo
reguliuojamos kinazés;

FCS — (angl. Fetal calf serum) — fetalinis verseliy serumas;

FITC — (angl. Fluorescein isothiocyanate) — fluoresceino izotiocianatas;
fMLP — (angl. Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine) — formyl-metionil-leucil-
fenilalaninas;

GABA - (angl. Gamma - aminobutyric acids) — gama-amino sviesto rugstis;
G-CSF — (angl. Granulocyte colony stimulating factor) — granulocity kolonijas
stimuliuojantis faktorius;

GM-CSF — (angl. Granulocyte-macrophage colony stimulating factor) —
granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius;

ICAM — (angl. Intercellular adhesion molecule) — tarplasteliné sukibimo
molekulé;

IUPHAR — (angl. International Union of Basic and Clinical Pharmacology) —
tarptauting pagrindinés ir klinikinés farmakologijos sgjunga;

KDNR — (angl. Complementary deoxyribonucleic acid) — papildoma

deoksiribonukleortigstis;


http://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_of_Basic_and_Clinical_Pharmacology

LFA — (angl. Lymphocyte function-associated antigen) — su limfocity funkcija
susijes antigenas;

LPS — (angl. Lipopolysaccharides) — lipopolisaharidas;

MAP2K — (angl. Mitogen-activated protein kinase kinase) — mitogenu aktyvuotos
baltymy kinazés kinaze;

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

MT1R, MT2R, MT3/HR2R, RORaR, RORBR — melatonino receptoriai;

NADH - (angl. Reduced nicotinamide adenine dinucleotide) — redukuotas
nikotinamido adenino dinukleotidas;

NADP — (angl. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — nikotinamido
adenino dinukleotido fosfatas;

NK — (angl. Natural killer cels) — Igstelé — nattiralus Zudikas;

PE — (angl. Phycoerythrin) — fikoeritrinas;

PerCP — (angl. Peridinin chlorophyll) — peridinino chlorofilo baltymas;

PHA — (angl. Phytohemagglutinin) — fitohemagliutininas;

Tc — (angl. T cytotoxic) — citotoksiniai T limfocitai;

TCR — (angl. T cell receptor) — T lasteliy receptorius;

TLR — (angl. Toll-like receptors) — Toll receptoriai;

TNFao — (angl. Tumor necrosis factor alfa) — naviky nekrozés faktorius alfa;
Tregs — T reguliatoriniai limfocitai;

DMEM - (angl. Dulbecco’s modified Eagle's medium) — Dulbecco modifikuota
Eagle terpé;

HT — (angl. hypoxanthine-thymidine) — hipoksantino, timidino terpé;

HAT — (angl. hypoxanthine-aminopterin-thymidine) — hipoksantino, aminopterino,
timidino terp¢;

ST — apsvietimo salygos: 12 val. §viesa/12 val. tamsa;

SS — apsvietimo salygos: 24 val. §viesa.


http://en.wikipedia.org/wiki/Redox
http://lt.wikipedia.org/wiki/Angl%C5%B3_kalba
http://en.wikipedia.org/wiki/Hypoxanthine
http://en.wikipedia.org/wiki/Aminopterin
http://en.wikipedia.org/wiki/Thymidine

1. IVADAS

1.1. Problemos aktualumas

Melatoninas — tamsiuoju paros metu kankorézinéje liaukoje gaminamas
hormonas [1]. Sviesa nakties metu slopina melatonino produkcija [2]. Melatoninas
yra svarbus organizmo biologinis reguliatorius. Jis reguliuoja paros ir sezono
bioritmus, gliukozés metabolizma, lytiniy liauky aktyvuma, Sirdies ir kraujagysliy
sistemos veiklg, virSkinimo trakto veiklg, kity endokrininiy liauky aktyvuma,
imuninés sistemos veiklg [3-9]. Sukaupta daug duomeny apie zalingg pamaininio
darbo poveiki melatonino gamybos reguliacijai ir Zmogaus organizmo
homeostazei. 2007 metais Pasaulinei Sveikatos Organizacijai priklausanti
Tarptautiné vézio tyrimy agentiira priskyré pamaininj darbg prie tikétiny
kancerogeny grupés (A2 grupé) [10]. Tai pat Zinoma, kad dirbant pamaininj darba
padidéja rizika susirgti Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligomis, metabolinio
sindromo liga ir diabetu [11].

Literatiiroje paskelbta nemazai duomeny apie imunoreguliacines melatonino
savybes. Melatoninas panaikina su amziumi susijusias uzkrii¢io liaukos ir bluznies
involiucijas, skatina imuninés sistemos lgsteliy proliferacijg, pagerina humoralinj
imuninj atsakg [12-14]. Taip pat panaikina dél intoksikacijy sukelta
imunosupresijg: atstato limfocity skaiCiy, bluznies ir uzkrii¢io liaukos aktyvuma
[15]. Pasalinus pagrinding melatonino gamybos vieta — kankorézing liauka:
sumazg¢ja imuninés sistemos organy mase, sutrinka imunings sistemos organy
raida ir imuninis atsakas [16-18]. Tyrinéjant imunoreguliacines melatonino
savybes daugeliu atvejy taikomi tyrimo metodai, kuriy metu atlickamos
melatonino injekcijos arba pasalinama pagrindiné melatonino gamybos vieta -
kankoréziné liauka. Visgi, ankstesniy eksperimenty metu melatonino gamyba retai
buvo slopinama natiiraliai, laikant gyvinus pastovaus apSvietimo salygomis. Iki
Siol nebuvo jvertintas melatonino poveikis imuninei sistemai nattraliai melatonino

8



gamybg slopinanc¢ioje aplinkoje. Literatiiroje néra duomeny, Kkaip gyviny
laikymas natiiraliai melatonino gamyba slopinancioje aplinkoje veikia antikiiny
gamyba, lgsteliy skaiCiy imuninés sistemos organuose ir uzdegimo vietoje bei
granuliocity migravimg. Taip pat literatiroje néra duomeny apie antikiiny
gamybos priklausomybe nuo imunizacijos paros laiko. Zinoma, kad melatoninas
slopina granuliocity migracija veikdamas per endotelio Igsteles, tac¢iau néra aisku,
ar melatoninas galéty reguliuoti granuliocity migracijag veikdamas per pacius

granuliocitus.
1.2. Darbo tikslas

Nustatyti melatonino gamybos sutrikimo poveikj BALB/c linijos peliy imuninei

sistemai.
1.3. Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti melatonino vaidmenj reguliuojant nuo T lasteliy priklausoma
antikiiny produkcija.

2. Nustatyti melatonino vaidmenj regulivojant nuo T lgsteliy nepriklausoma
antikiiny produkcija.

3. Pagaminti monokloninius antikiinus prie$ peliy MT1 ir MT2 receptorius ir
nustatyti melatonino membraniniy receptoriy raiska BALB/c linijos peliy
limfocituose.

4. Nustatyti melatonino jtaka leukocity migravimui j uzdegimo vieta.

5. Nustatyti melatonino vaidmenj fMLP indukuotam granuliocity migravimui.
1.4. Ginamieji teiginiai
1. Melatoninas reguliuoja BALB/c linijos peliy humoralinj imuninj atsaka.

2. Melatoninas slopina BALB/c linijos peliy leukocity migravimg j uzdegimo

vieta veikdamas per MT2 receptoriy.



3. Melatoninas slopina fMLP indukuota BALB/c linijos peliy granuliocity
migravimg i§ kraujo j pilvo ertme¢ veikdamas per MT2 ir MT3/CR2

receptorius.
1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reikSmeé

Pirmg karta buvo nustatyta, kad melatoninas moduliuoja nuo T lgsteliy
priklausoma antikiny gamybg veikdamas per bluznies B limfocity MT2
receptoriy.

Pirmag kartg buvo nustatyta, kad melatoninas tiesiogiai (nedalyvaujant T
lasteléms) gali veikti B Iasteliy aktyvinimg ir antikiiny sekrecija.

Pagaminti monokloniniai antikiinai prie§ peliy MT1 ir MT2 receptorius.
Naudojant Siuos monokloninius antikiinus, bluZznies B limfocituose nustatyta MT2
melatonino receptoriaus raiska.

Pirmg karta buvo nustatyta antikiing gamybos priklausomybé nuo
Imunizacijos paros laiko.

Pirmg karta buvo nustatyta, kad melatoninas, veikdamas per granuliocity
MT3/CR2 receptoriy, slopina granuliocity sukibimo savybes.

Sio darbo rezultatai papildo dabartines turimas Zinias apie melatonino

poveik] imuninei sistemai ir padeda suprasti jo veikimo mechanizmus.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Melatoninas ir jo reikSmé

2.1.1. Melatonino istoriné apZvalga

1958 metais dermatologas Aaron Bunsen Lerneris su kolegomis atrado
kankorézinéje liaukoje gaminamag hormong ir pavadino jj melatoninu [1].
Profesorius A.B. Lerneris dirbo Jeilio universitete ir doméjosi odos pigmentacija.
1955 metais vienas 1§ Lernerio grupés nariy Yoshijata Takahashi perskait¢ 1917
mety straipsnj, kuris paskatino pradéti tyrimus, svarbius melatonino atradimui
[19]. Siame straipsnyje du mokslininkai, C.P. McCordas ir P.P. Allenas, paskelbe,
kad dél karviy kankorézinés liaukos ekstrakto poveikio buozgalviy oda tampa
permatoma [20]. A.B. Lerneris susidoméjo, koks cheminis junginys kankorézinéje
liaukoje lemia Siuos procesus. Tais paciais metais prasidéjo keturis metus trukes
projektas. Projekto metu buvo istirta daugiau nei 250000 jauciy kankoréZiniy
liauky [19]. Sio tyrimo rezultatas - 1958 metais geguzés 20 diena pirma karta
moksliniame leidinyje buvo paminétas melatoninas, kurio pirmoji istirta savybé —
gebéjimas slopinti melanocity gamyba stimuliuojantj hormona [1].

Pavadinimas ,,melatoninas‘ sudarytas is dviejy zodziy:

(mela- ) dél jo poveikio melanocitams,
(-toninas) zodzio ,sSerotoninas“ dalis, nes bitent i§ serotonino gaminamas
melatoninas [21].
Kitos svarbios melatonino tyrinéjimo datos:
1960 m. — kankorézinéje liaukoje vykstan¢ios melatonino biosintezés etapy
nustatymas [22].
1963 m. — aptikta, kad melatonino gamyba kankorézingje liaukoje slopina

Sviesa [2].
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1965 m. — pateikti duomenys, kad pagrindinis melatonino gamybos laikas —
naktis, o cirkadinis melatonino gamybos ritmas priklauso nuo Sviesaus ir
tamsaus paros laiko [23].

1967 m. — kankorézinés liaukos pasalinimas skatina augliy augimg [24].

1968 m. — pirmoji publikacija apie melatonino reikSme¢ miegui [25].

1972 m. — nustatyta, kad melatoning gali gaminti ne tik kankorézinés liaukos
lastelés, bet ir kitos organizmo lIgstelés, pvz.: eritrocitai [26].

1983 m. — melatoninas reguliuoja cirkadinius ritmus [27].

1986 m. — melatoninas gali daryti poveikj imuninei sistemai [28].

1993 m. — nustatyta, kad melatoninui biidingos antioksidacinés savybés [29].
1994-1995 m. — klonuoti ir apraSyti melatonino membraniniai receptoriai -
MTL1 ir MT2 [30, 31].

1994 m. — aptikti melatonino branduoliniai receptoriai [32].

1996 m. — identifikuotas MT3 melatonino receptorius [33]. Pirmiausiai jis buvo
aptiktas ziurkéno audiniuose, véliau buvo atrastas MT3 analogas zmogaus

organizme — fermentas chinono reduktazé 2 (CR2) [34].

2.1.2. Pagrindiné melatonino gamyba

Melatonino gamyba pagal gamybos vietg skirstoma j du tipus:

e pagrindiné — vyksta kankoréZingje liaukoje;
e papildoma — vyksta kitose organizmo Igstelése.
Pagrindiné melatonino gamyba vyksta kankorézinés liaukos lastelése [35]. Ji

priklauso nuo dienos ir nakties paros ciklo [35]. Sviesa dienos metu slopina

melatonino gamybg [2]. Nakties metu, tamsoje vyksta melatonino sintezé [23].

Kankorézinéje liaukoje sintetintas melatoninas su krauju iSneSiojamas po visg

organizmg ir veikia organus, kuriuose yra melatonino receptoriai [36].

Organizmo sritys, kurios dalyvauja melatonino gamyboje: akies tinklaing,

pagumburyje esantys prieschiazminiai branduoliai, kankoréziné liauka. Dienos
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metu Sviesos informacija nuo akies tinklainés per regos nervg patenka |
pagumburio  prieSchiazminius  branduolius. Pagumburio  preSchiazminiai
branduoliai — pagrindiniai organizmo cirkadiniy ritmy reguliatoriai. Po Sviesos
signalo pagumburio prieschiazminiai branduoliai iSskiria gama-amino sviesto
rigst; (GABA), kuri slopina paraventrikuliniuose branduoliuose L-glutamato
iSskyrimg. Dél Sio slopinimo stuburo smegeny intramidiolateraliniai branduoliai
neisskiria noradrenalino, dél to kankorézinéje liaukoje nevyksta melatonino
gamyba. Naktj, kai néra Sviesos signalo, prieSchiazminiai branduoliai produkuoja
glutamata, kuris skatina paraventrikulinius branduolius taip pat gaminti glutamata,
nervinis signalas keliauja j stuburo smegeny intramidiolateralinius branduolius ir
pasiekia virSutinj kaklinj mazga. VirSutiniame kakliniame mazge nervinés galtinés
produkuoja noradrenaling, kuris yra tiesioginis melatonino gamybos aktyvintojas.
Jis aktyvina kankorézin¢s liaukos Igsteliy membranoje esanéius o ir P
adrenoreceptorius. o adrenoreceptoriaus stimuliavimo pasekmé kankorézinés
liaukos lgstelése — kalcio koncentracijos padidéjimas, B adrenoreceptoriaus —
fermento kalcio ir kalmodulino baltymy kinazés aktyvinimas. Dél iy procesy
kankoréZinés liaukos lgstelése smarkiai iSauga (Ziurkiy Igstelése iki 100 karty)
CAMP lygis. Nuo cAMP priklausoma baltymy kinazé fosforilina serotonin-N-
acetiltransferaz¢ ir fermentas tampa katalitiSkai aktyvus. Seratonino-N-acetil-
transferazé — pagrindinis melatonino gamybos fermentas, po jo aktyvinimo
prasideda melatonino sintezé¢. Esant mazam cAMP lygiui kankoréZinés liaukos
lastelése, serotonino-N-acetiltransferazé biina neaktyvi [37-43].

Melatonino biosintezés schema pateikta 1 paveiksle. Melatoninas
sintetinamas i§ amino ragsties triptofano, susidarant tarpiniam produktui —
serotoninui  (biologiskai  aktyvi medziaga, hormonas, monoamininis
neuromediatorius, sintetinamas smegenyse) [44]. Pagrindiniai du fermentai,
dalyvaujantys melatonino gamyboje - seratonino-N-acetiltranferazé ir triptofano
hidroksilaz¢ [39]. Melatonino katabolizmo procesas vyksta kepenyse, o
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nagrinéjamo hormono gyvavimo pusperiodis yra nuo 20 iki 60 minuciy.

Pagrindinis melatonino katabolizmo produktas — 6-sulfoksimelatoninas [45-47].

L-triptofanas

Triptofano hidroksilazé (A)
L J

5-Hidroksitriptofanas

Aromatiniy aminorigséiuy dekarboksilaze (B)
A J

Seratoninas

Seratonino N-acetil transferazé (C)
Y

N-acetilseratoninas

Hidroksiindol-o-metiltranferazé (D)
v

Melatoninas

1 pav. Melatonino sintezé i$ triptofano.

Raudona spalva pazyméti fermentai, mélyna — biosintezés etapai.

A — triptofano oksidacija, B — 5-hidroksitriptofano dekarboksilinimas ir serotonino susidarymas,
C —serotonino acetilinimas, D — N-acetilserotonino metilinimas.

2.1.3. Papildoma melatonino gamyba

Papildoma arba nekankoréziné melatonino gamyba vyksta skirtinguose
stuburiniy gyviiny organuose. Lastelés, gaminan¢ios melatoning, turi tuos pacius
melatonino biosintezés fermentus kaip ir kankorézinés liaukos lgstelés [48].
Papildoma melatonino gamyba buvo aptikta Siuose organuose: akies tinklainéje
[49], virskinimo trakte [50], odoje [51], Harderian liaukoje [52], vidinés ausies
lastelése [53], kiausidése [54], séklidése [55]. Taip pat papildoma melatonino
gamyba aptikta imuninés sistemos lgstelése: Zmogaus limfocituose [56],
putliosiose Igstelése [57], Jurkat linijos lastelése [58], kauly ¢iulpy lastelése [59] ir
timocituose [60]. Melatonino gamyba akies tinklainéje priklauso nuo Sviesos
signalo, kituose organuose melatonino gamyba nepriklauso nuo apsvietimo [61].
Virskinimo trakto Igstelése melatonino gamyba didéja ilgai nevalgius [62].
Papildomu biidu pagamintas melatoninas pasiZymi intrakrininiu, parakrininiu ir
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autokrininiu poveikiu [61]. Kiti autoriai nurodo, kad nekankorézinéje liaukoje
pagamintas melatoninas veikia tik autokrininiu ir parakrininiu badu [48, 63].
Papildoma melatonino gamyba neturi jtakos melatonino koncentracijai kraujyje.
Melatonino koncentracija virskinimo trakto audiniuose 10-100 karty pranoksta

melatonino koncentracija kraujyje [62].
2.1.4. Jvairiy veiksniy jtaka melatonino koncentracijai organizme

Pagrindinis iSorinis veiksnys, reguliuojantis melatonino produkcijg, yra
Sviesos signalas. Taip pat melatonino koncentracija zmogaus organizme priklauso

nuo amziaus, mitybos jprociy ir darbo salygy.

2.1.4.1. Melatonino koncentracijos priklausomybé nuo mety laiko

Nakties, kai gaminamas melatoninas, trukmé priklauso nuo sezoniskumo,
todel nuo sezoniSkumo priklauso ir melatonino gamybos trukmé. IS pradziy Sis
efektas buvo nustatytas tik gyviinuose, taciau véliau pana$iis rezultatai gauti ir
Zmogaus organizme [64, 65]. 1991 metais Veihras atliko tai patvirtinantj
eksperimenta. Naudojant dirbting Sviesa mokslininkas vienag savaite laiké Sesis
savanorius prie ,vasaros” apsvietimo salygy (16 val. Sviesa/8 val. tamsa) ir
keturias savaites prie ,,ziemos” apSvietimo salygy (10 val. $viesa/14 val. tamsa).
,Vasaros” apsvietimo salygomis zmoniy melatonino gamybos trukmé buvo
10,3+0,8 valandy. ,,Ziemos” ap§vietimo salygomis melatonino gamybos trukmé
padidéjo iki 12,5+1,8 valandy [66].

2.1.4.2. Melatonino koncentracijos priklausomybé nuo amziaus

Melatonino gamyba prasideda tuojau po gimimo. Jau 5-12 savai¢iy sveiko
vaiko Slapime galima aptikti 6-sulfoksimelatoning. Didziausias melatonino kiekis
aptinkamas nuo vieneriy iki trejy mety vaiko organizme. Iki 21 mety Zmogaus
organizme melatonino koncentracija sumazéja iki 80 proc. Tokius pokycius

daugelis mokslininky aiskina remdamiesi prielaida, jog pastovus melatonino
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kiekis islieka nepriklausomai nuo augancios Zmogaus organizmo masés vystymosi
eigoje [67]. Nustatyta, kad praéjus paauglystei, melatonino koncentracija ir toliau
maz¢ja, senatvéje Sis procesas siejamas su senéjimu [68, 69]. Kai kurie
mokslininkai siiilo naudoti melatonino koncentracija kaip organizmo amziaus

(senatveés) rodiklj.

2.1.4.3. Melatonino koncentracijos priklausomybé nuo mitybos jprociu

Mitybos jpro¢iai gali dvejopai reguliuoti melatonino koncentracija
organizme. Maitinantis organizmas gauna butiny medziagy melatonino gamybai,
tokiy kaip vitaminas B6, folio riigstis ir triptofanas [70]. Antra vertus, kai kuriuose
maisto produktuose aptinkama melatonino, tod¢l jis gali buiti gaunamas tiesiogiai
su maistu. Didziausia melatonino koncentracija nustatyta graikiskuose rieSutuose,
viename grame yra 3-4 ng melatonino ir pomidoruose - 3-114 ng/g. Taip pat
didelé melatonino koncentracija yra karvés piene. Nakties metu paimto karvés
pieno viename mililitre nustatyta 10-40 ng melatonino [71].

Maisto medziagy svarbg melatonino koncentracijai organizme patvirtino
keletas eksperimenty. Vieno i$ jy metu zmonés savanoriai laikési dietos, per parg
gaudami 300 kalorijy maziau. Tiriamyjy grupéje melatonino koncentracija
sumazéjo 20 proc., bet papildomas gliukozés vartojimas atstaté jo koncentracija

Iki pradinio lygio [72].

2.1.4.4. Melatonino koncentracijos priklausomybé nuo darbo salygu

Naktj biinant Sviesoje slopinama melatonino gamyba [73, 74]. Pamaininiu
darbu vadinamas toks darbo paskirstymas, kai zmogus 3 ar daugiau karty per
ménesj dirba nakties metu [75]. Zmonéms, dirbantiems pamaininj darba, sutrinka
melatonino gamyba. Naktj, pabuvus 30 minuciy 2500 liuksy Sviesoje, naktiné
melatonino produkcija sumazéjo 61+6 procentais [74], arba naktj Zmonéms

biinant 150 vaty (elektrinés galios vienetas, kuris atitinka 2500 liuksy Sviesos
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stipruma, taip pat atitinka Sviesos stiprumg esantj pavasario dieng pastate prie
lango) lemputés Sviesoje, po 10-20 minuciy sumazéjo melatonino koncentracija,
po 1 valandos melatonino koncentracija nakties metu buvo tokia pat kaip dienos
metu [73].

Sukaupta daug duomeny, apie pamaininio darbo zalg Zmogui. 2007 metais
Pasauliné Sveikatos Organizacijai priklausanti Tarptautiné vézio tyrimy agentiira
pamaininj darbg priskyré prie tikétiny kancerogeny grupés (A2 grupé) [10]. Norint
nustatyti motery, dirbanciy pamaininj darbg, rizika susirgti Kriities véziu buvo
atlikta 15 epidemiologiniy tyrimy: 5 kohortiniai tyrimai, 10 atvejy ir kontroliniai
tyrimai [76]. Vertinant visy studijy rezultatus, buvo atlikta statistiné metaanalizé
[76]. Nustatyta kad, motery dirbanciy pamaininj darba, santykiné rizika susirgti
kraties véziu - 1,21 (95% pasitikéjimo intervalai 1,00-1,47, statistinis
reikSmingumas p=0,056) [76]. Norint jvertinti vyry, dirban¢iy pamaininj darba,
rizika susirgti prostatos véziu, buvo atlikta 14 epidemiologiniy tyrimy. Visi jie
patvirtina, kad, dirbant pamaininj darba, rizika susirgti prostatos véziu padidéja,
10-tyje i8 14 darby pateikiami statistiSkai patikimi rezultatai [77]. Pamaininis
darbas padidina rizika susirgti gimdos gleivinés, gaubtinés ir tiesiosios zZarnos
véziu, ir net Hodzkino limfoma [78-80].

Kiti zalingi pamaininio darbo poveikiai organizmui:

e Trys i keturiy epidemiologiniy tyrimy parodé, kad dirbant pamaininj darba
padidéja rizika susirgti Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligomis [81-84].

e AStuoni epidemiologiniai darbai patvirtino, kad dirbant pamaininj darba
padidéjo galimybé susirgti metaboliniu sindromu (nutukimas, padidéjes
kraujosptdis ir trigliceridy kiekis) [11].

e Sesi epidemiologiniai darbai parodé, kad dirbant pamaininj darba padidéja

galimybé susirgti diabetu [11].
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2.2. Melatonino fiziologiné reikSmé

Melatonino cheminé formulé — Ci3HigN,O,, molekuliné masé — 232,278

g/mol. Melatoninas aptiktas stuburiniuose ir bestuburiuose gyviinuose, augaluose,

bakterijose, dumbliuose ir vienalgs¢iuose organizmuose [85-87]. Dél savo mazo

dydzio ir amfifiliniy savybiy melatoninas gali patekti j lastelés vidy ir sgveikauti

su skirtingais lgstelés kompartmentais [63].

Pagrindinés melatonino funkcijos:

reguliuoja paros bioritmus [7];

skatina mieguistumg ir mazina ktino temperattirg [88];

reguliuoja sezoninius bioritmus [7], pranesa organizmui apie dienos ilgumo
poky¢ius ir, tokiu budu, reguliuoja nuo mety laiko priklausomas funkcijas:
reprodukcija, gyviny kailio pokyc¢ius (plauky augimg ir spalva), apetita, kiino
svorj ir miega [36];

kankoréziné liauka per melatoning reguliuoja kity endokrininiy liauky
aktyvumg. Melatoninas stimuliuoja oksitocino sekrecija ir skatina
progesterono gamyba [5], slopina kortizolio produkcija [89];

reguliuoja gliukozés metabolizmg. Kankorézinés liaukos pasalinimas skatina
gliukozés produkcija [9], mazina riebalinio audinio atsaka insulinui [90].
Insulino gamyba didéja dienos metu, kai melatonino koncentracija biina
sumazéjusi [91];

regulivoja  lytiniy liauky aktyvumg, slopindamas folikulino ir
liuteinizuojanc¢io hormono sekrecijg [6], slopina lasteliy, sintetinanciy
gonadotropinus, fermentinj aktyvumg [92]. Motery ir vyry adenohipofizés
gonadotropinai — folitropinas, liutropinas ir gliukoproteinai. Vyry organizme
jie iSskiriami nuolat, o motery — periodiSkai ir daug didesniais kiekiais.
Gonadotropinai reguliuoja gametogeneze ir spermatogenezg lytinése liaukose
[44];
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mazina diastolinj ir sistolinj kraujo spaudimg [93-95];
skatina leptino gamyba, tokiu biidu reguliuodamas metabolizmg [96];
reguliuoja kraujagysliy susitraukimg. Veikdamas per MT1 receptoriy, skatina
kraujagysliy susitraukimg, veikdamas per MT2 receptoriy skatina
kraujagysliy praplétimg [4];
kiausidése melatoninas slopina estrogeno receptoriaus o, ir progesterono
receptoriaus P raiska [97];
slopina dopamino i$skyrimg i§ tinklainés amakrininiy lgsteliy ir padidina
horizontaliy lgsteliy jautrumga Sviesai [98];
melatonino poveikis odai:
- apsaugo fibroblastus ir keratinocitus nuo ultravioletiniy spinduliy
poveikio [99];
- atstato  o-melanocitus  stimuliuojan¢io  hormono  (a-MSH)
pigmentacijos poveikj [100];
- melatonino vartojimas gali slopinti odos pigmento melanino sinteze
[101];
- priklausomai nuo koncentracijos slopina arba stimuliuoja
keratinocity proliferacija [102, 103].
stimuliuoja plauky augima [104];
apsaugo lasteles veikdamas kaip antioksidantas ir antiapoptotinis agentas
[105]. Melatoninas stiprus antioksidantas, suriSantis ne tik deguonies, bet ir
azoto radikalus [106]. Reaguojant su  peroksinitrilu  susidaro
1-nitromelatoninas  [107]. Melatoninas yra pranaSesnis uz kitus
antioksidantus, nes:
- vienintelis antioksidantas, kuris gali pasalinti “velnio trikampj*
(superoksidg, azoto monoksidg ir peroksinitrilg) [108, 109];
- neturi jo difuzijg blokuojanciy anatominiy barjery [110];
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jo antioksidaciné jéga zZymiai stipresné uz vitamino C ir E, ir 5-
15 karty stipresné uz glutationg [107];

glutationas naudojamas daugumos oksiduoty antioksidanty
redukcijai.  Melatoninas  neturi  poveikio  glutationo
koncentracijai, kadangi hormonas degraduoja iSkart po

oksidacijos [111].

e Melatonino poveikis vir§kinimo sistemai:

didindamas kalcio issiskyrimg i§ enterochromafino lasteliy,
gleivinéje skatina bikarbonato sekrecija [112];

veikdamas per MT2 receptoriy, skatina kasos liaukg gaminti
amilaze ir cholecistokining [3];

mazina spontaniskus susitraukimus Zarnyne [113];

slopina serotonino poveikj virskinimo sistemoje [114].

e melatonino poveikis kaulams:

skatina osteoblasty diferenciacijg, stiprina kaulus [115];
slopina osteoklastus ir skatina osteoblastinio baltymo

osteoprotegerino gamyba [116].

e melatonino poveikis inkstams:

apsaugo nuo uzdegiminés reakcijos pazaidy [117];
gali apsaugoti inkstus nuo gyvsidabrio chlorido sukelto
oksidacinio soko [118].

e mitochondrijose melatoninas slopina laisvyjy radikaly formavimasi ir, tokiu

buidu, apsaugo viding mitochondrijy membrang. Tai skatina elektrony srautg

ir energijos vartojimo efektyvuma [105]. Tokiu budu melatoninas gali

reguliuoti kiino svorj. Vyresnio amziaus nutukusioms moterims ilgalaikis

melatonino vartojimas skatino svorio kritimg [119];

e prie§vezZineés savybes:

skatina véziniy lasteliy apoptoze [120-122];
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- slopina ar blokuoja véziniy Iasteliy cikla, slopindamas
proliferacijg [123, 124];

- skatina véziniy lgsteliy diferenciacijg [125];

- stiprus antioksidantas [106];

- imuninés sistemos stimuliavimas [8];

- melatoninas kriities vézio MCH-7 lasteliy linijoje slopina
estrogeno receptoriaus o raiskg, tokiu biidu slopina nuo
estrogeno priklausoma proliferacija [126];

- slopina kriities vézio lasteliy invazijg ir metastazavimag [127];

e reguliuoja imuninés sistemos veikla [8].
2.3. Melatonino veikimo mechanizmai

Melatoninas veikia kaip neurosiuntiklis, hormonas, citokinas ir biologiniy
atsaky modifikatorius [128]. Jis veikia keturiais skirtingais mechanizmais [129]:
1. Jungiasi prie lagstelés membrany receptoriy.
2. Lastelés viduje jungiasi prie branduolio receptoriy.
3. Jam budingas antioksidacinis aktyvumas.
4. Lastelés viduje jungiasi prie baltymo kalmodulino.

Melatoninas, saveikaudamas su kalmodulinu, slopina kalcio (Ca?")
prisijungimg prie kalmodulino ir, tokiu biidu, reguliuoja lgstelé¢je vykstancius
procesus [130]. Zinoma, kad melatoninas gali saveikauti su MTI1, MT2,
MT3/CR2, RORa ir RORp receptoriais [105].

2.3.1. Melatonino membraniniai MT1 ir MT2 receptoriai

Kiekviena Igstelé turi savitus baltymus, atrankiai atpazjstanCius ir
saveikaujanéius su tarplastelinémis signalinémis molekulémis. Sie baltymai
vadinami receptoriais. Pagrindiné receptoriy funkcija — tarplastelinius signalus
paversti vidulgsteliniy procesy grandine. Pagal padétj lasteléje, receptoriai
skirstomi } membraninius ir vidulastelinius (branduolio) receptorius [131].
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Membraniniai receptoriai — tai receptoriai, esantys plazmingje membranoje ir
ja perveriantys vieng ar daugiau karty. Jiems budingi iSoriniai domenai, reikalingi
sagveikai su ligandu, ir vidiniai domenal, skirti perduoti signalg antrinéms
signalinéms molekuléms [131].

Melatoninas turi du membraninius receptorius: MT1 (ankséiau vadintas
Mely,, MEL3a, ML1,) ir MT2 (anksciau vadintas Mely,, MEL g, MLg). MT1 ir
MT?2 receptoriai priklauso su G baltymais sgveikaujanciy receptoriy superseimai
[69]. MT1 receptorius sgveikauja su Giz, Gis Ir Gy, Gas, Goz I Gy baltymais
[132-134]. MT2 receptorius sgveikauja su Gj, Go, G;, Gy, Ir Gy4 baltymais [135].
Receptoriai sudaryti i$ septyniy membrang perverian¢iy segmenty, turinéiy amino
grupe ekstralgsteliniame domene ir karboksiling grupe vidulgsteliniame domene
[136]. MT1 ir MT2 receptoriy aminorigsciy homologija yra apie 60 procenty
[136].

MT1 receptoriaus baltymo grandinés ilgis — 350 aminortgsciy, jO
molekuliné masé — 39,374 kDa [136]. Signaliniai keliai, atsirandantys lasteléje po
MT1 receptoriaus aktyvinimo:

1. Sumaz¢ja cAMP gamyba, todél sumazéja fermento baltymy kinazés A
aktyvumas ir slopinamas nuo cAMP priklausancéios baltymy grupés
fosforilinimas [137].

2. Padidéja vidulgstelinio kalcio koncentracija [138].

3. Stimuliuojamas MAP2K1/2-ERK1/2 signalinis kelias (visose Iastelése
iSskyrus neuronus) [139].

MT2 receptoriaus baltymga sudaro — 362 aminortgstys, jo molekuliné masé —
40,188 kDa. Signaliniai keliai, atsirandantys Igsteléje po MT2 receptoriaus
aktyvinimo:

1. Sumazéja CAMP gamyba, tokiu bidu sumazéja fermento baltymy
kinazés A aktyvumas ir slopinamas nuo cAMP priklausancios baltymy
grupés fosforilinimas [140].
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2. Slopinama cGMP gamyba [140].
3. PrieSchiazminiuose branduoliuose stimuliuojamas baltymy kinazés C
aktyvumas [141].

MT2 receptoriaus funkcijoms nustatyti dazniausiai naudojami du
receptoriaus slopikliai (antogonistai) - luzindolas ir 4P-PDOT. Luzindolas néra
selektyvus MT1 arba MT2 receptoriy slopiklis, bet jo giminingumas MT2
receptoriui yra 15-26 kartus didesnis nei MT1. 4P-PDOT - selektyvus MT2
receptoriaus slopiklis, jo giminingumas MT2 receptoriui yra 311 karty didesnis
nei MT1 [142].

MTL1 ir MT2 receptoriai buvo aptikti skirtingose centrinés nervy sistemos
lastelése, taip pat periferiniuose organuose — virskinimo sistemoje, kepenyse,
plauciuose, odoje, Harderiano liaukoje, antinksc¢iuose, lytinése liaukose, kriities
audiniuose, inkstuose, sirdyje, kraujagyslése, riebaliniame audinyje ir imuninés
sistemos organuose [105]. Melatoninas per MT1 receptoriy atlicka Sias funkcijas:
cirkadiniy ritmy reguliavimg, maZzina prolaktino, testosterono ir kortizolio
sekrecijg, padidina leptino produkcija, slopina veéziniy Iasteliy proliferacija,
skatina kraujagysliy susitraukimg [136]. Melatoninas per MT2 receptoriy atlieka
sias funkcijas: cirkadiniy ritmy reguliavima, slopina insulino gamyba, slopina
dopamino iSskyrimg 1§ akies tinklainés, skatina kraujagysliy praplétimg, slopina

véziniy lasteliy proliferacija [136].

2.3.1.1. Melatonino membraniniy receptoriy MT1 ir MT2 raiska ir
funkecijos, susijusios su imunine sistema
MTL1 ir MT2 receptoriai placiai ekspresuojami imuninés sistemos lgstelése ir
organuose. MT1 receptorius buvo aptiktas: paukséiy Perdicula asiatica bluznyje
[143], Swiss linijos peliy uzkriic¢io liaukoje ir bluznyje [144], laukiniy voveriy
Funambulus pennanti uzkric¢io liaukoje ir bluznyje [145, 146], HI linijos visty

uzkri¢io liaukoje ir bluznyje [147], visose tyrinétose Wistar linijos ziurkiy
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uzkriic¢io liaukos lagsteliy populiacijose (Ty0 limfocituose, T limfocituose, B
limfocituose, dvigubai teigiamuose CD4'CD8" limfocituose, dvigubai
neigiamuose CD4 CD8" limfocituose) ir bluznyje [148], RBL-2H3 linijos ziurkiy
putliosiose lgstelése [57], zmogaus Jurkat linijos limfocituose [58], Zmogaus
leukocituose: monocituose, Ty0 limfocituose, T¢ limfocituose, B limfocituose,
NK lastelése [149].

MT2 receptorius buvo aptiktas: pauks¢iy Perdicula asiatica bluznyje [143],
Swiss linijos peliy uzkriicio liaukoje [144], peliy bluznies lastelése [150], laukiniy
voveriy Funambulus pennanti uzkriicio liaukoje ir bluznyje [146], HI linijos visty
uzkrii¢io liaukoje ir bluznyje [147], Wistar linijos ziurkiy uzkriéio liaukoje ir
bluznyje [151], RBL-2H3 linijos ziurkiy putliosiose lastelése [57], Ziurkiy
limfocituose [152], Zzmogaus Jurkat linijos limfocituose [58].

MT1 receptorius svarbus IL-2 citokino gamyboje. Blokavus MT1 receptoriy,
patikimai sumazéjo IL-2 gamyba Zzmogaus Jurkat linijos lgstelése [153].

Veikiant per MTI1 receptoriy melatoninas pagerino laukinés voveres
Funambulus pennanti bluznies lasteliy proliferacijg. Tyrinéjant melatonino
receptoriy poveikj bluznies lgsteliy proliferacijai buvo naudojamas MTL1 ir MT2
receptoriy slopiklis luzindolas ir selektyvus MT2 receptoriaus slopiklis 4P-PDOT.
Fiziologiné melatonino koncentracija stimuliavo laukinés voverés Funambulus
pennanti bluznies lasteliy proliferacija ir MT1 bei MT2 receptoriy raiska.
Papildomai pridéjus luzindolo, jis blokavo melatonino sukelta bluznies Igsteliy
proliferacija. Priesingai, 4P-PDOT netur¢jo jtakos melatonino sukeltai bluznies
proliferacijai [154].

Drazen su kolegom nustaté, kad veikdamas per MT2 receptoriy melatoninas
stimuliuoja bluznies lasteliy proliferacija laukinio tipo pelése, taip pat MT1
receptoriaus neturinciose pelése. Tuo tarpu MT1 ir MT2 receptoriy slopiklis

luzindolas sumazino melatonino sukelta proliferacija [150].
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Naudojant selektyvy MT2 receptoriaus slopikl; 4P-PDOT nustatyta, kad
melatoninas, veikdamas per MT2 receptoriy, slopina ziurkiy leukocity riedéjimo
savybes [152].

2.3.2. MT3/CR2 receptorius

Pirmosiose publikacijose MT3 (ankséiau vadintas ML,) receptorius buvo
apibadinamas kaip membraninis receptorius [155], véliau — kaip citozolinis
fermentas chinono reduktazé 2 (CR2). Peliy, neturin¢iy chinono reduktazés 2
geno, smegeny ir inksty membranos neturéjo sgveikos su specifiniu MT3
receptoriaus ligandu (2-125I1-5-metoksi-karbonilamino-N-acetiltriptaminu) [156].
Atsizvelgiant j tai, kad receptoriaus baltymo struktiira dar néra galutinai nustatyta,
Jis rasomas didziosiomis raidémis pasvirusiu kursyvu, pagal IUPHAR taisykles
[136]. MT3/CR2 receptorius buvo aptiktas skirtinguose ziurkény, triusiy,
bezdzioniy ir peliy organuose [99, 157]. Jis gali aktyvinti chinonus, o tai skatina
reaktyviy deguonies formy gamyba [158, 159]. Melatoninas, veikdamas
mikromoliariniais kiekiais, slopina MT3/CR2 fermentinj aktyvuma ir, tokiu bidu,
apsaugo lasteles nuo reaktyviy deguonies formy [160]. MT3/CR2 receptoriaus
raiSka imuninés sistemos organuose ankséiau nebuvo tyrinéta. Naudojant
MT3/CR2 receptoriaus aktyvatoriy GR135531 buvo nustatyta, kad melatoninas,
veikdamas per MT3/CR2 receptoriy, slopina ziurkiy leukocity sukibimg su
kraujagysliy endotelio lgstelémis. GR135531 ir melatoninas slopina leukocity
sukibimo su kraujagysliy endotelio lastelémis savybes, tuo tarpu luzindolas ir
4P-PDOT sukibimo savybéms jtakos neturéjo [152].

2.3.3. Melatonino branduoliniai receptoriai ir RORY receptorius

Branduoliniai receptoriai — tai vidulgsteliniai baltymai, savitai sgveikaujantys
su lipofilinémis molekulémis, prasiskverbian¢iomis ] citozolj. Visi branduoliniai
receptoriai yra neaktyvinti transkripcijos veiksniai. Jy yra citozolyje ir

branduolyje. Hormono prisijungimas sukelia receptoriy dimerizacija ir pernasg i
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branduolj arba aktyvina ant DNR esanciy receptoriy transkripcinj aktyvuma. Visi
branduolio receptoriai signalus perduoda keisdami geny raiska [131].

Siuo metu Zzinomi 49 peliy ir 48 Zmogaus branduoliniy receptoriy
superSeimos nariai [161, 162]. Branduoliniy receptoriy superSeimos nariai
suskirstyti j dvi dideles grupes: (1) transkripcijos veiksniai, kuriy fiziologinis
ligandas nustatytas, ir (2) transkripcijos veiksniai, kuriy fiziologinis ligandas néra
nustatytas [163]. Melatoninas jungiasi prie retino riigsties receptoriy grupés [105].
Retino riigsties receptoriai priklauso grupei branduoliniy receptoriy, Kkuriy
fiziologinis ligandas néra nustatytas [164], todél pilnas poseimio pavadinimas — su
retino rugstimi Susij¢ receptoriai naslaic¢iai (angl. retinoid orphan receptors
(ROR)). Anksciau naudotas kitas pavadinimas — su retino riig§timi susij¢ Z
receptoriai (angl. retinoid Z receptors (RZR)) [165]. Branduolinis receptorius
sudarytas i§ 4 pagrindiniy domeny: N-galinis domenas, uz jo — labai
konservatyvus DNR surisantis domenas, lankstusis domenas ir C-galinis domenas,
prie kurio jungiasi ligandas [166]. Su retino riig§timi Susijusiy receptoriy naslai¢iy
grupe sudaro trys receptoriai: RORa, RZRP ir RORy [167]. Kiekvienas
receptorius turi skirtingas izoformas, kurios skiriasi N-galinémis aminortgstimis.
Zmogaus organizme RORa turi 4 izoformas (RORal-4), peliy organizme RORa
turi 2 izoformas: RORal ir RORa4 (kitas Sios izoformos pavadinimas RZRa).
RORS peliy organizme turi 2 izoformas (RORB1-2), zmogaus organizme yra tik
viena izoforma — RORB1. Ir zmoniy, ir peliy RORYy receptorius turi 2 izoformas:
RORy1 ir RORy2 (kitas pavadinimas RORyt) [167]. Melatoninas jungiasi prie
RORal, ROR0o2 ir RORa4, taip pat prie RORP baltymo (kitas pavadinimas
RZRP) [105]. Nors néra jrodymy, kad melatoninas gali jungtis pric RORy, kai
kurie autoriai jvardija jj kaip melatonino receptoriy [60].

RORa ir RORY receptoriai imuninés sistemos lgstelése atlieka daug funkcijy,

jose vyksta intensyvi §iy receptoriy raiSka. Tuo tarpu RORP raiska imuninés
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sistemos lgstelése nebuvo aptikta, taip pat néra ir duomeny apie Sio receptoriaus

funkcijas imuninés sistemos organuose ir lgstelése.

2.3.3.1. RORa receptoriaus raiska ir funkcijos, susijusios su imunine

sistema

RORa receptorius buvo aptiktas daugelyje zmogaus periferinio kraujo
lasteliy. RORa2 ir RORo4 (RZRa) izoformos nustatytos visose tyrinétose
lastelése: monocituose, B limfocituose, THO limfocituose, T¢ limfocituose ir NK
lastelése [149]. RORal aptiktas tik T limfocituose, RORa3 nebuvo rastas
tyrinétose lastelése [149]. RORal, RORa2 ir RORo4 receptoriai ekspresuojami
zmogaus Jurkat linijos limfocituose [168]. RORo4 aptiktas RPMI1788 (B
limfocity) ir P16 (B limfocity klono) lasteliy linijose [169]. RORa2 ir RORa3
raiSka aptikta RPMI1788, P16, HL-60 (granuliocity) ir Mono Mac 6 (monocity)
lasteliy linijose [169]. RORal raiskos nebuvo RPMI1788, P16, HL-60 ir Mono
Mac 6 lasteliy linijose [169]. RORal ekspresuojamas Swiss linijos peliy uzkrucio
liaukos ir bluznies Igstelése [170]. RORa raiska vyksta zmogaus lygiyjy raumeny
lastelése [171]. Visos keturios RORa izoformos ekspresuojamos makrofaguose,
iSaugintuose i§ peliy kauly ¢iulpy [172].

Melatoninas, veikdamas per RORo4 (RZRa), bet ne per RORal, RORa2 ar
RORa3, slopina 5-lipoksigenazés geno raiska RPMI11788 (B limfocity) ir P16 (B
limfocity) zmogaus lgsteliy linijose [169]. 5-lipoksigenazé katalizuoja arachidono
rugsSties transformacija j leukotrienus, kurie dalyvauja organizmo gynybos
reakcijose ir vaidina svarby vaidmenj vystantis astmai, uzdegiminei zarny ligai,
artritui [173]. Slopinant 5-lipoksigenazg¢ melatoninas veikia kaip priesuzdegiminé
medziaga [105].

RORa yra svarbus timocity diferenciacijai j subrendusius T limfocitus.
RORa geno raiSkos stiprumas skiriasi skirtingose uzkrii¢io liaukos lasteliy

populiacijose: silpna CD4'CD8" timocituose, padidéja CD4+ ir CD8+
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timocituose, dar didesné subrendusiuose Tp0 limfocituose, bet sumazéja
subrendusiuose T limfocituose. RORa geno neturin¢ioms peléms sumazéja
uzkracio liaukos svoris ir bendras Igsteliy skaiCius, palyginus su RORa geng
turin¢iomis pelémis [172].

RORa receptorius svarbus reguliuojant citokiny gamyba. RORa receptorius
slopina citokiny gamybg, skatindamas IkB-a gamybg [172]. Nestimuliuotose
lastelése NF-kB citoplazmoje yra prisijunges prie savito slopiklio IkB-a. Po
lastelés stimuliacijos IkB-a degraduoja, NF-xB atsiskiria nuo jo ir patenka |
branduolj, kur jungiasi prie uzdegiminiy citokiny geny promotoriy ir, tokiu budu,
skatina uzdegiminiy citokiny raiska [174]. Padidinus RORo raiska pirminése
lygiyjy raumeny lgstelése, patikimai sumazéjo IL-6, IL-8 ir COX-2 citokiny raiska
po TNF-a stimuliacijos [171]. Peliy, neturin¢iy RORo geno, makrofagai ir
putliosios Igstelés po LPS stimuliacijos gamino patikimai didesnius Kiekius IL-6 ir
TNFa citokiny nei RORa turinéiy peliy makrofagai ir putliosios Iastelés [172].
Peliy, neturin¢iy RORa geno, T¢ limfocitai pagamino patikimai didesnius kiekius
IFNy nei §j geng turinciy peliy T¢ limfocitai [172].

Melatoninas jungiasi prie RORa ir panaikina Sio receptoriaus sukeliamg
neigiamg citokiny gamybos reguliacijg. Buvo jrodyta, kad Jurkat linijjos T
limfocituose gaminamas melatoninas palaipsniui jungiasi prie RORa branduolyje,
mazina jy koncentracija ir, tokiu biidu, slopina RORa aktyvumg ir, galbit, IkB-o
gamybg [175]. Tai patvirtina eksperimentiniai rezultatai. Melatoninas, veikdamas
per RORa receptoriy, po fitohemagliutinino stimuliacijos pagerino IL-2 ir 1L-6
citokiny gamyba zmogaus limfocity (Jurkat) ir monocity (U937) lasteliy kultiirose
ir IL-2 gamyba Jurkat linijos T limfocituose [175, 176].

RORa skatina Ty0 limfocity diferenciacija | Ty17 limfocity populiacija.
RORa raiska Tx17 limfocity populiacijoje kur kas didesné nei Tyl ar Th2
limfocity populiacijose [177]. Padidinta RORa ekspresija skatina IL-17, IL-17F ir
IL-23R ekspresija ir teigiamai veikia Tyl7 diferenciacija [177]. RORa geno
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neturin¢iy peliy IL-17 gamyba sumazéja, lyginant su RORo geng turin¢iomis
pelémis. Taip pat esant RORo trikumui sumazéja IL-17 gamyba in vitro

salygomis [177].

2.3.3.2. RORYy receptoriaus raiska ir funkcijos, susijusios su imunine

sistema

RORy1 receptorius buvo aptiktas peliy uzkracio liaukos Iastelése, taiau
neaptiktas peliy bluZnies ir kauly Ciulpy lastelése [178]. RORY2 (RORyt) raiSka
buvo aptikta peliy uzkriicio liaukos Igstelése. Raiskos stiprumas skiriasi
skirtingose uzkrii¢io liaukos lgsteliy populiacijose: CD4'CD8" timocituose — silpna
raiska, CD4'CD8" timocituose — kur kas stipresné, CD4°'CD8 ir CD4CD8"
timocituose — raiska neaptikta. Peliy bluznies ir kauly ciulpy lastelése RORy2
(RORyt) receptoriaus raiska nebuvo aptikta [178].

RORyt atlicka labai svarby vaidmenj uzkriicio liaukos vystymuisi,
reguliuojant timocity diferenciacijg, proliferacija ir apoptoze. Laikina RORyt
raiSka vyksta diferenciacijos metu, kai timocitai diferencijuojasi i§ nesubrendusiy
viengkart teigiamy timocity j CD4'CD8" timocitus. RORyt raiska vél
nuslopinama, kai CD4"CD8" timocitai diferencijuojasi j subrendusius T limfocitus
[179]. RORyt CD4'CD8" timocituose aktyvina antiapoptotinj geng Bcl-X_ ir,
tokiu buidu, apsaugo juos nuo apoptozés [180, 181]. RORyt geno neturinciy peliy
uzkrii¢io liauka yra daug mazesné, lyginant su RORyt geng turin¢iomis pelémis
[180, 181].

RORyt svarbus antriniy limfiniy organy vystymuisi. RORyt geno neturincios
pelés visiskai neturi limfiniy mazgiy ir Pejerio ploksteliy, bet Siy peliy bluznies
struktiira i$licka nepakitusi [55, 56]. RORyt geno neturinéios pelés neturi
CD3 CD4'CD45"IL-7Ra" lasteliy populiacijos [56]. Si lasteliy populiacija buvo

atrasta peliy embrionuose ir atlieka svarby vaidmenj formuojantis limfiniams
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organams [182]. RORyt, panasiai kaip ir RORa, skatina Ty0 limfocity
diferenciacija j Ty17 limfocity populiacijg [183].

2.4. Melatoninas ir imuniné sistema

Surinkta daug duomeny apie melatonino poveikj imuninei sistemai. Zinoma,
kad melatonino gamyba ir jo receptoriy raiska vyksta daugelyje imuninés sistemos
organy ir Igsteliy, melatoninas svarbus imuninés sistemos organy vystymuisi ir
imuninio atsako metu. Kai kurie mokslininkai mano, kad melatoninas —
pagrindinis imunings sistemos reguliatorius.

Pagrindinés tyrimy Kkryptys, kuriomis jvertinamas melatonino poveikis
Imuninei sistemai:

1. melatonino gamybos slopinimo poveikis imuninés sistemos organams ir
lasteléms;

2. melatonino injekcijy poveikis imuninei sistemai in Vvivo ir in vitro
eksperimentiniy salygy metu;

3. peliy imuninés sistemos funkcijy, organy ir lagsteliy pokyciai paSalinus
melatonino receptoriy genus.

Tarp kankorézinés liaukos (pagrindinés melatonino gamybos vietos) ir
imuninés sistemos egzistuoja griztamasis rysys, t.y. ne tik melatoninas gali veikti
imuning sistema, bet ir imuninés sistemos komponentai, veikdami kankorézing
liauka, gali reguliuoti melatonino gamyba.

Citokinas IFNy [184], granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius
(G-CSF) bei granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius

(GM-CSF) in vitro salygomis skatina melatonino gamyba [185].
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PrieSingai, citokinas TNFa veikia kaip melatonino gamyba slopinantis

imuningés sistemos komponentas. Nustatyta, kad:

In vitro salygomis kultivuojant ziurkiy kankorézine liauka, TNFa stimuliacija
slopina fermento serotonino N-acetiltransferazés transkripcijg, todél sumazéja
N-acetilserotonino ir melatonino koncentracija [186].

Motery, sergan¢iy mastitu, TNFa padidéjimas koreliuoja su melatonino
koncentracijos sumaz¢jimu [187].

TNFa padidéjimas po cezario pjivio operacijos lemia melatonino

koncentracijos sumaz¢jimg naktj [188].

2.4.1. Melatonino poveikis imuninei sistemai, atliekant
eksperimentus gyvame organizme

Vertinant melatonino poveikj imuninei sistemai, melatonino injekcijos buvo

atliekamos esant skirtingai imuninés Sistemos biisenai:

Natiirali bisena — jauno arba vidutinio amziaus gyviinas, jo imuninés sistemos
pusiausvyra néra pazeista.

Imuning sistema sutrikusi dél gyviino vyresnio amziaus. Vyresniame amziuje
jvyksta imuninés sistemos organy involiucija, sumazéja imuninés Sistemos
lasteliy skaicius, sutrinka imuninis atsakas.

Imuniné sistema sutrikusi dél iSorinio kiino suzeidimo arba dél intoksikacijos —
jvyksta imuninés sistemos organy involiucija, sumazg¢ja imuninés sistemos

lasteliy skaicius, sutrinka citokiny gamyba.

Atlikty eksperimenty rezultatai pateikti 1 lentel¢je.
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1 lentelé. Melatonino poveikis imuninei sistemai, atliekant eksperimentus gyvame organizme.

Imuninés Gyvin Literatiiros
sistemos yviny Papildomy melatonino injekcijy poveikis e
_ rusys Saltinis
biisena
Natiirali Voverés Padidino limfocity ska'lcu} k.l‘al'.l_]uje,vkal:llq ¢iulpuose, uzkricio [14]
liaukoje ir bluznyje
Natdrali Pelés Padidino NK lasteliy ir monocity skai¢iy [189]
Natirali Pelés Padidino bluZnies lasteliy proliferacija, IL-2 ir IL1p gamyba [190]
} Smegenyse paskatino mikroglijos lasteliy ir makrofagy skaiciaus
Natirali Ziurkes padidéjima, tai pat skatino MHC I ir II klasés molekuliy, bei CD4 [191]
antigeno raiSka mikroglijos lasteliy ir makrofagy pavirsiuje
Sutrikusi dél Atstaté uzkricio liaukoje ir bluznyje su amzium susijusia involiucija,
vyresnio Ziurkés padidino uzkrtcio liaukos ir bluznies svorj, timocity ir bluznies [12]
amziaus lasteliy skaiciy ir NK lasteliy aktyvuma
Sutrikusi dél
vyresnio Ziurkés Sustiprino humoralinj imuninj atsaka po avies eritrocity injekcijos [13]
amziaus
Sutrikusi dél - o . o - -
. . Padidino bendra leukocity ir limfocity skai¢iy, pagerino imuninj
vyresnio Voverés S [192]
o atsaka konkanavalinui A
amziaus
Sutrikusi del
vyresnio Voverés Sukeélé bluznies hipertrofija [193]
amziaus
Sutrikusi dél
vyfgsnm_ .. Pagerino imuninés sistemos lasteliy chemotaksj, imuninj atsaka
amz1aus 1r Ziurkes mitogeniniams antigenams, IL-2 produkcija ir NK lasteliy aktyvum [194]
Kiausidziy g g ) p )3 astely aktyvuma
pasalinimo
Sutrikusi dél - . . . . -
vyresnio Pelés Padidino B lasteliy prollfera}cua(, IL-2 ir IFNy k_qncentracgq ir [195]
o sumazino IL-4 ir IL-10 koncentracijg
amziaus
Sutrikusi dél
mmk_stg]q Pelés Atstaté sutrikusiag IL-1, IL-2, ir IL-6__gamybq ir bluznies lasteliy [196]
audiniy proliferacija
traumos
Sutrikusi dél Pelés Atstaté uzkrii¢io liaukos svorj, TH0 ir B limfocity skaiciy bluznyje, [15]
$vino injekcijy NK lasteliy ir periferinio kraujo limfocity skaiciy

Apibendrinant rezultatus galima teigti, kad melatonino injekcijos stimuliuoja

imuning sistemg. Imuninei sistemai esant pusiausvyros biisenoje, melatoninas

skatina limfocity skaiCiaus padidéjimg kraujyje, kauly ciulpuose, uzkrii¢io

liaukoje, bluznyje, smegenyse, MHC I ir II klasés molekuliy, bei CD4 antigeno

raiSkg mikroglijos lasteliy ir makrofagy lasteliy pavirSiuje. Melatoninas panaikina

su amziumi susijusios uzkri¢io liaukos ir bluznies involiucija, skatina imuninés

sistemos Igsteliy proliferacijg, pagerina chemotaksj ir humoralinj imuninj atsaka.

Melatoninas panaikina dél iSorinio kiino suzeidimo arba dél intoksikacijy sukelta
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imonosupresija: atstato limfocity skaiciy, bluznies ir uzkric¢io liaukos aktyvuma,

pagerina lgstelinj imuninj atsaka.
2.4.2. Melatonino gamybos slopinimo poveikis imuninei sistemai

Pagrinding melatonino gamyba sustabdyti ir (ar) sumazinti galima trimis
budais: paSalinus kankoréZine liauka, laikant gyviinus pastovaus apSvietimo
saglygomis ir paveikus melatonino sintezés slopikliais (propranololiu). Dazniausiai
taikomas metodas: pagrindinés melatonino gamybos vietos — kankorézinés liaukos
pasalinimas.

Pasalinus kankorézing liauka buvo jrodyta, kad melatonino trikumas sukelia
imuninés sistemos organy dydzio pakitimus ir imuninés sistemos lasteliy skaiciaus
sumazéjimg. Be kankorézines liaukos peléms [197, 198], ziurkéms [199] ir
ziurkénams [16] sumazéja imuninés sistemos organy — uzkrii¢io liaukos, bluznies
ir limfiniy mazgy, maseé. Taip pat ziurkéms sumazéja bendras eritrocity ir
leukocity skai¢ius [200].

Pasalinus kankorézing liaukg melatonino trakumas skatina gyviiny imuninés
sistemos organy struktiiros ir raidos sutrikimus. BALB/c linijos peliy bluZznyje
sumazéja gemaliniy centry skaiCius [201], limfiniy mazgy kortikalinéje srityje (B
limfocity zona) lieka tik pirminiai folikulai, o parakortikalinéje srityje (T limfocity
zona) sumaz¢ja bendras limfocity skaiCius [28], uzkrii¢io liaukoje jvyksta
involiucija, beveik visiSkai neaptinkama limfocity, sumazéja limfoblasty skai¢ius
[201]. Ziurkiy uzkrii¢io liaukoje jvyksta struktiiros dezorganizacija [202], padidéja
putliyjy lasteliy skaicius [203]. Pauks¢iams sutrinka uzkrii¢io liaukos, bluznies ir
Fabricijaus maiselio raida [17].

Pasalinus pagrinding melatonino gamybos vieta sutrinka jvairiy gyviiny
imuninis atsakas. Peliy organizme sumazéja IL-2 produkcija [204, 205], NK
lasteliy aktyvumas [204, 205] ir sutrinka nuo antikiiny priklausomas lasteliy

citotoksiSkumas [206]. Visciukams sutrinka humoralinis imuninis atsakas [17],
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Japonijos putpeléms — humoralinis ir Igstelinis imuninis atsakas [18], vistoms —
nespecifinis imuninis atsakas [207].

Slopinant melatonino gamyba Kkitais btidais, buvo atlikta kur kas maziau
tyrimy. Laikant Zziurkes pastovaus apsSvietimo salygomis uzkricio liaukoje
sumazgja timozino ol ir timulino produkcija [208], pageréja a2-adrenoreceptoriy
katecholaminy sukelta periferinio kraujo limfocity imunosupresija [209] ir 30 %
sumazéja neutrofily fagocitinés savybés [210]. Nuslopinus melatonino gamyba
propranololiu, sumazéja peliy antikiing produkcija pirminio ir antrinio
humoralinio imuninio atsako metu [28].

Apibendrinant §io skyriaus rezultatus, melatonino trikumas neigiamai veikia
Imuning sistema: sumazéja imuninés sistemos 0Organy masé, imuninés sistemos
lasteliy skaiCius, sutrinka imuninis atsakas ir imuninés sistemos organy raida.

Pozymiai, atsirade sutrikus melatonino sintezei, pranyksta po melatonino injekcijy

[201].

2.4.3. Melatonino poveikis igimtam imunitetui

Imuning¢ sistema veikia kaip koordinuojamas tinklas, apimantis didelj skaiciy
lasteliy, baltymy ir molekuliy, skirty apsaugoti Seimininko organizmg nuo svetimy
veiksniy. Imuninis atsakas yra dviejy pagrindiniy imuniteto tipy veiklos rezultatas:
jgimto ir jgyto. Jgimtam imunitetui biidingas imuninis atsakas, kuris atsiranda
iSkart patekus svetimam veiksniui, ir jo intensyvumas nesikeicia pakartotiniy
infekcijy metu. Pagrindinés lastelés, dalyvaujancios jgimto imuninio atsako
reakcijose: neutrofilai, makrofagai, eozinofilai, bazofilai, putliosios lastelés ir NK
lastelés bei jvairiis citokinai, tokie kaip TNF-a, IL-1p, IL-6 ir IL-8 [8]. Melatonino

poveikis visoms jgimto imuniteto lgsteléms pateiktas 2 paveiksle.
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2 pav. Melatonino poveikis jgimto imuniteto 1asteléms.
LRG - laisvyjy radikaly gamyba.

Melatoninas jvairiai Vveikia jgimto imuniteto Igsteles ir jy funkcijas,
priklausomai nuo lgsteliy tipo, melatonino koncentracijos ir gyviino raisies.
Putliosiose Iastelése, kuriose buvo aptikta vidiné melatonino gamyba,
melatoninas slopina Siy lasteliy proliferacija, migravimg ir aktyvinima [57, 211-
213].

PrieSingai, NK Igstelése melatoninas skatina proliferacijg, aktyvinimg ir nuo
antikiny priklausomg citotoksiskuma [12, 15, 189, 204, 214-217]. Tik viename i$
penkiy darby pateikiami duomenys, kad melatoninas gali slopinti NK lgsteliy
aktyvuma [218]. Manoma, kad, veikdamas per T limfocitus ir monocitus,
melatoninas stimuliuoja IL-2, IL-6, IL-12 ir INFy gamyba, ir taip aktyvina NK
lasteliy proliferacijg ir skatina jy aktyvuma [189, 219].
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Melatoninas skatina neutrofily fagocitoze, apsaugo juos nuo apoptozés, bet
slopina neutrofily citotoksiSkumg [220-226]. Melatoninas skirtingai veikia
(priklausomai nuo koncentracijos) Zmogaus neutrofily oksidacinj sprogimg. Esant
10 nM koncentracijai, jis stimuliuoja oksidacinj sprogimg, bet kai melatonino
koncentracija buvo padidinta iki 2 mM, oksidacinis sprogimas sumazéjo [227].

Melatonino poveikis neutrofily migravimui yra dvejopas: i§ vienos pusés, jis
slopina neutrofily patekimg j paZeistus organus, i$ kitos pusés, melatoninas veikia
kaip chemotaktiné medziaga [152, 228-236]. Iki Siol dauguma melatonino
poveikio neutrofily migravimui tyrimy buvo atliekami su endotelio lastelémis.
Melatoninas slopina sukibimo molekuliy raiska endotelio lgstelése ir jy sukibimo
savybes ir, tokiu budu, slopina neutrofily migracija [237, 238].

Melatoninas skatina monocity proliferacijg ir apsaugo monocitus nuo
apoptozés [189, 201, 239]. Sis hormonas gali skirtingai veikti monocity ir
makrofagy laisvyjy radikaly gamyba [240-245]. Melatoninas skatina laisvyjy
radikaly gamyba Zzmogaus monocituose [240], taciau slopina superoksido radikalo
gamybg ir DNR pazaidas po naftalino sukelto oksidacinio streso makrofagy
lasteliy linijoje J774A.1 [243].

Neaiskus melatonino poveikis laisvyjy radikaly gamybai U937 linijos
monocituose. Vieny mokslininky darbai parodé, kad melatoninas slopina
vandenilio peroksido (H,O,) gamyba monocity Igsteliy linijos U937 lastelése
[241], kiti pateiké prieSingus rezultatus: melatoninas skatina laisvyjy radikaly
gamybg U937 lagstelése [242].

Melatonino poveikis reguliuojant azoto oksido gamybg priklauso nuo
gyvino rasies. Melatoninas skatina azoto oksido gamybg reumatoidiniu artritu
serganCiy Zmoniy sgnariy makrofaguose ir Zmogaus mieloidinéje monocitinéje
lasteliy linijoje THP-1 [244]. Priesingai, melatoninas slopina azoto oksido gamyba
po aktyvinimo LPS-u RAW 264.7 ziurkiy lasteliy linijos lastelése ir peliy
makrofaguose [245, 246].
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Melatoninas svarbus citokiny gamybos reguliatorius monocituose ir
makrofaguose. Zmogaus monocituose, kaip ir Zmogaus, peliy ir RAW 264.7
linijjos makrofaguose, melatoninas slopina pagrindinio uzdegima skatinan¢io
citokino TNFa gamybg ir, tokiu biidu, veikia kaip prieSuzdegiminé medziaga
[247-251]. Sis hormonas skatina Zmogaus monocitus ir makrofagus gaminti IL-12
ir slopina IL-10 gamyba, o tai labai svarbu Ty0 Igsteliy aktyvinimui ir
diferenciacijai j skirtingas subpopuliacijas [219, 240, 244, 250, 252, 253]. Kita
vertus, yra duomeny, kad makrofaguose, isSskirtuose i§ Zzmoniy, serganciy
reumatoidiniu artritu, po LPS stimuliacijos melatoninas slopina IL-12 gamybag
[244]. Melatonino poveikis IL-6 ir IL-1 gamybai monocituose ir makrofaguose
yra skirtingas: zmogaus monocituose melatoninas stimuliuoja IL-1, IL-6 gamyba,
tuo tarpu RAW 264.7 linijos makrofaguose $is hormonas slopina IL-1b, IL-6 ir
IL-8 gamyba [219, 250, 252].

Makrofaguose melatoninas reguliuoja molekuliy, atsakingy uz antigeno
pateikimg ir T limfocity aktyvacija, raiskg. Hormonas, skatindamas MHC 1 ir Il
klasés molekuliy raiskg makrofaguose, stimuliuoja antigeno pateikima T lasteléms
[191, 254]. Kita vertus, peliy makrofaguose melatoninas slopina kostimuliatoriniy
molekuliy B7-1 raiska [255]. Publikacijos autoriai tai sieja, su tuo, kad B7-1
molekulés yra atsakingos uz Ty1 limfocity ir Igstelinio imuninio atsako aktyvacija.
Tokiu budu, slopinant B7-1 molekuliy raiska, melatoninas galéty skatinti peliy
organizme humoralinj imuninj atsakg [255].

Melatonino poveikis eozinofily proliferacijai priklauso nuo gyviiny rusies.
Zmogaus organizme melatoninas skatina eozinofily proliferacija: del IL-2 ir
melatonino injekcijy onkologiniams ligoniams patikimai iSaugo eozinofily
skaicius [256]. Kita vertus, atlikus eksperimentus su ziurkémis, gauti priesingi
rezultatai. Tiriamiesiems gyvinams pasalinus pagrindinj melatonino gamybos

organg — kankorézine liauka, patikimai iSaugo eozinofily skaicius [257].
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2.4.4. Melatonino poveikis T limfocitams

Jgytas imunitetas yra dviejy tipy: humoralinis ir Igstelinis. Vykstant
humoralinio imuniteto reakcijoms, B limfocitai, susidiir¢ su antigenu, virsta
antiklinus gaminanciomis lgstelémis, antikiinai specifiskai atpaZjsta antigeng ir jj
pasalina. Lastelinis imunitetas susijes su T lgsteliy aktyvinimu ir Tyl tipo citokiny
sekrecija, monocity ir (ar) makrofagy aktyvinimu. Pakartotinis kontaktas su
antigenu sukelia antrinj imuninj atsaka, kuris kiekybiskai ir kokybiskai skiriasi
nuo pirminio. Si jgyto imuniteto savybé vadinama imunine atmintimi. Ja salygoja
atminties Igstelés, t.y. yra po pirminio imuninio atsako tam tikras savybes jgije¢ T
ir B limfocitai [258].

T limfocitai skirstomi | tris subpopuliacijas: pagalbininkai (Ty0),
citotoksiniai (T¢) ir reguliaciniai limfocitai (T.g). T citotoksiniai limfocitai
naikina virusais infekuotas ir naviko lgsteles. T naivieji limfocitai pagalbininkai
(THO) po kontakto su antigenu (priklausomai nuo antigeno) gali diferencijuotis j
tris populiacijas: Tyl, Ty2 ir Ty17. Jie skiriasi gaminamais citokinais. Ty1 iSskiria
IFNy, IL-2, TNFa ir skatina lastelinj imuniteta, T2 Iastelés iSskiria 1L-4, IL-1,
IL-6, IL-10 citokinus ir aktyvina B limfocitus, kurie gamina antikiinus. Tyl7
pagamintas IL-17 skatina uzdegimines reakcijas. Labai stiprus Tyl, Ty2 ar Tyl7
imuninis atsakas gali sukelti audinio uzdegima. T reguliaciniai limfocitai
reguliuoja efektoriniy limfocity imuninj atsakg ir apsaugo organizmg nuo audiniy
uzdegimo ir autoimuniniy ligy [259]. T reguliaciniai limfocitai susiformuoja
uzkrii¢io liaukoje diferenciacijos metu arba periferijoje i§ THO limfocity [260].

Remiantis literatiros duomenimis, melatoninas, priklausomai nuo T
limfocity subpopuliacijos, skirtingai veikia jy proliferacija. Nekankoréziné
melatonino gamyba buvo aptikta zmogaus T limfocituose, kur, veikdamas
autokrininiu ir parakrininiu biidu, hormonas stimuliuoja IL-2 gamybg ir skatina T

lasteliy proliferacija [261]. Siuos rezultatus patvirtino in vitro ir in vivo salygom
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atlikti eksperimentai, kuriuose nustatyta, kad melatoninas tai pat stimuliuoja ir
peliy THO limfocity proliferacijg [15, 255].

PrieSingai nuo Tp0 limfocity proliferacijos, Ty limfocity proliferacija
melatoninas slopina. Onkologiniams ligoniams su kontroliuojama ligos eiga
melatoninas slopina T reguliaciniy lasteliy skai¢iy [262]. Peléms sukélus
skrandZio karcinomg, melatoninas naviko audinyje taip pat sumazino T lasteliy
skaiiy [263].

Melatoninas skirtingai veikia Zzmoniy ir peliy T limfocity diferenciacija.
Zmogaus Tx0 limfocitus melatoninas skatina diferencijuotis Tyl kryptimi. Ta
tiesiogiai patvirtina daugumos eksperimenty duomenys. Remiantis jais,
melatoninas padidina Ty1 populiacijos citokiny (IL-2, IFNy, IL-6) gamyba [219],
bet sumazina (IL-10) [264] arba neturi jtakos (IL-4) [219] Tnx2 populiacijos
citokiny gamybai.

Tyrinéjant melatonino vaidmenj peliy Ty0 limfocity diferenciacijos
reguliavime, gauti priestaringi rezultatai. Dauguma atvejy melatoninas padidina
Ty2 populiacijos citokiny (IL-4, IL-10) gamyba [265-267] bei sumazina Tyl
populiacijos (IL-12, IL-2, INFy) produkcijg [267-269], tokiu biidu skatindamas
THO limfocitus diferencijuotis | Ty2 populiacija. Kita vertus, yra duomeny, kad
melatoninas skatina INFy gamyba [270] ir slopina IL-4 produkcija [269].

Skirtingas melatonino poveikis zmogaus ir peliy T limfocity diferenciacijai
gali buti paaiskintas skirtingu melatonino poveikiu monocitams. Melatoninas
stimuliuoja IL-12 sekrecija zmogaus monocituose [271], 0 IL-12 — svarbus
citokinas, reguliuojantis Ty0 diferenciacija Tyl kryptimi [258]. Iki Siol literattiroje
néra duomeny, bylojanciy, kad melatoninas indukuoty IL-12 sekrecija peliy

monocituose.
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2.4.5. Melatonino poveikis B limfocitams

B limfocitai subresta kauly ciulpuose. B limfocity efektorinés lgstelés —
plazmings lastelés. Jy gaminami antikiinai specifiSkai jungiasi su antigenu ji
opsonizuodami ir (arba) aktyvindami komplementg ir taip sustiprina, pagreitina
antigeno fagocitoz¢ arba lize. Antigenui patekus ] organizmag pirmg karta, atsakg |
ji inicijuoja naivieji B limfocitai (pirminis humoralinis imuninis atsakas), patekus
pakartotinai — atminties B limfocitai (antrinis humoralinis imuninis atsakas).
Antrinis imuninis atsakas Zymiai greitesnis ir stipresnis [258].

Melatonino vaidmuo B limfocity proliferacijos reguliacijoje néra aiskus.
Tiriant melatonino poveik] Ziurkiy B limfocity proliferacijai buvo gauti skirtingi
rezultatai. Jaunoms ir senoms ziurkéms melatoninas skatina B limfocity
proliferacijg [195]. Kito eksperimento metu ziurkés buvo imunizuotos parazitiniu
pirmuonimi Trypanosoma cruzi. Izoliavus Siy ziurkiy bluznj ir bluznies lasteles
stimuliavus konkavalinu A, nustatyta, kad melatoninas slopina bluznies lasteliy
proliferacija [272].

Tiriant melatonino poveikj peliy B limfocity proliferacijai taip pat buvo gauti
prieStaringi rezultatai. Wu ir kolegos atliko eksperimentg, kurio metu peléms
sukélé idiopating membranos nefropatija naudojant katijoninj galvijy serumo
albumina. Sio eksperimento rezultatai rodo, kad melatoninas slopina bluznies B
(CD19+) limfocity proliferacijg [273]. Tuo tarpu kita mokslininky grupé, atlikusi
eksperimentg in vitro salygomis, nustaté, kad melatoninas peliy B limfocity
proliferacijai poveikio neturi [255].

Melatoninas moduliuoja peliy humoralinj imuninj atsaka reguliuodamas
citokiny gamybg Ty0 Igstelése. Stimuliuodamas IL-4 ir IL-10 produkcijg ir
slopindamas IFNy, jis skatina B limfocitus sekretuoti IgGl ir slopina IgG2a
gamybg [266, 267]. Siuos teiginius patvirtino eksperimentas, kurj atliko Akbulut
su kolegomis. Jie nustaté teigiamg melatonino poveikj IgM ir 1gG1 antiktiny titrui

seny ir jauny Ziurkiy Kraujo serume. Ziurkés buvo imunizuotos avies eritrocitais,
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kurie sukelia humoralinj imuninj atsakg. Tyrimy metu buvo nustatyta, kad
melatoninas statistiSkai patikimai padidina IgG1 ir IgM antikiiny titrg seny Ziurkiy
ir [gG1 titrg jauny ziurkiy kraujo serume [13].

Apibendrinant literatiros duomenis apie melatonino poveikj jgytam
imunitetui, galime teigti, kad melatoninas skatina T0 ir slopina T limfocity
proliferacija. Tuo tarpu tyrimy duomenys apie Sio hormono poveikj B limfocity
proliferacijai yra prieStaringi. Taip pat nustatyta, kad melatoninas skirtingai
reguliuoja zmoniy ir peliy jgyta imuninj atsaka: zmonéms skatina lastelinj, 0

peléms — humoralinj imuninj atsakg.

Literatiiros apzvalgoje pateikti duomenys rodo, kad melatoninas — svarbus
imunoreguliatorius. Tyrinéjant melatonino poveikj imuninei sistemai daugeliu
atvejy taikyti tyrimo metodai, kuriy metu buvo atliktos melatonino injekcijos arba
paSalinta pagrindiné melatonino gamybos vieta — kankoréziné liauka. Pasalinus
kankorézing liaukg, sumazéja imuninés sistemos organy mase, imunin€s sistemos
lasteliy skaiCius, sutrinka imuninis atsakas ir imuninés sistemos organy raida [17,
18, 28, 197-200, 207]. Melatonino injekcijos panaikina su amziumi susijusios
uzkrucio liaukos ir bluZnies involiucijg, skatina imuninés sistemos lgsteliy
proliferacija, pagerina chemotaksj ir humoralinj imuninj atsaka [12, 13, 192, 194,
195]. Kita vertus, eksperimenty metu melatonino gamyba retai buvo slopinama
natiiraliai, t.y. laikant gyviinus pastovaus apSvietimo sglygomis. Tyringjant
melatonino poveikj natiiraliai slopinancioje aplinkoje, sudaromos galimybeés tirti
melatonino triilkumo poveikj pamaininj darbg dirban¢iy Zmoniy imuninei sistemai.
Literatiiroje néra duomeny, kaip pastovus apSvietimas galéty lemti: nuo T
limfocity priklausomg ir nepriklausomg antikiing gamyba, Iasteliy skaiciy
imuninés sistemos organuose, leukocity migracija ] uzdegimo vieta,

chemoatraktantu indukuota granuliocity migracija.
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3. METODAI

3.1. Eksperimentiniai gyvunai

Eksperimentams buvo naudojamos C57BL/6 RAG2™ linijos pelés, BALB/c
linijos pelés ir Lewis linijos ziurkés. Eksperimentai buvo atliekami Valstybinio
moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centro Biomodeliy skyriaus
vivariume, pagal Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos suteiktg leidimag
naudoti laboratorinius gyviinus mokslo tiriamajam darbui Nr.0161. Gyvinai buvo
laitkomi esant pastoviai kambario temperatiirai ir pakankamam maisto ir vandens
kiekiui (ad labitum). Priklausomai nuo eksperimenty tiksly pelés buvo laikomos
skirtingo apSvietimo sglygomis: esant natiiraliam (12 valandy Sviesa/12 valandy
tamsa) arba pastoviam apSvietimui (24 valandos Sviesa). Peliy amzius buvo 6-11
savaiciy, ziurkiy amzius 11 savaiciy.

3.2. Gyviiny Kkraujo paémimas ir serumo gavimas

Sukibimo eksperimentams ir tiriant kraujg tékmés citometrijos metodu
kraujas buvo imamas i$§ pelés Sirdies po cervikalinés dislokacijos. Tam, kad
kraujas nesukreséty, pries pjaunant Sirdj, ant Sirdies buvo uzpilama 10 pl heparino.
Prapjaunant sirdj buvo surenkama apie 300-600 ul kraujo.

Serumo gavimui kraujas buvo imamas 1§ peliy ir Ziurkiy uodegy. Kraujo
apytakos pagerinimui, gyvunai buvo laikomi infraraudonyjy spinduliy lempos
Sviesoje. Skalpeliu buvo prapjaunama uodegos Soniné vena ir surenkama apie
50-100 pl kraujo. Kraujui sukreséjus, mégintuvéeliai buvo centrifuguojami 720 g
15 min.

Melatonino koncentracija kraujo serume buvo nustatoma naudojant

Melatonin ELISA rinkinj (IBL) pagal gamintojo rekomendacijas.
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3.3. BALB/c linijos peliy imunizacija nuo T lasteliy
nepriklausomu ir nuo T Igsteliy priklausomu antigenais

Eksperimenty metu buvo naudojami du nuo T lgsteliy nepriklausomi
antigenai — TNP-fikolis (Biosearch Technologies) ir TNP-LPS (Sigma).
Imunizacijai naudojome 10 pg TNP-fikolio, istirpinto 100 ul PBS tirpale ir 50 pg
TNP-LPS, kuris taip pat iStirpintas 100 pl PBS tirpale. Pelés buvo imunizuotos
nuo T lasteliy nepriklausomu antigenu vieng karta. TNP-specifiniai antikiinai
kraujo serume buvo tirti dieng prie§ imunizacijg ir 7-t3 bei 14-ta dienomis po
Imunizacijos.

Nuo T Igsteliy priklausomo antigeno imunizacijai buvo naudojamas TNP-
ovalbuminas (Biosearch Technologies). Antigenas buvo paruostas ir naudojamas
tokiu bidu:

- sumaisyta: 0,2 ml 5 mg/ml TNP-ovalbumino, 0,2 ml PBS ir 0,4 ml alu-gel-S;
- inkubuota 1 val. kambario temperatiiroje;

- pridéta 5 ml PBS buferinio tirpalo, sumaisyta, centrifuguota 720 g 5 min;

- nuosédos resuspenduotos 5 ml PBS;

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

Pirminio ir antrinio imuninio atsako analizei pelés buvo imunizuotos TNP-
ovalbuminu 3 kartus: 0, 14 ir 21 eksperimento dieng. Kraujo serumas buvo

renkamas dieng prie§ imunizacijg bei 7, 14, 21 ir 28 dienomis po imunizacijos.
3.4. Antikiiny produkcijos tyrimas in vitro salygomis

BluzZnies ir pilvo ertmés lastelés iSskiriamos 1§ TNP-ovalbuminu imunizuoty
peliy pragjus savaitei po paskutinés imunizacijos. Lastelés centrifuguojamos 720 g
5 min. 4°C temperatiiroje. Eritrocitai lizuojami 0,16 M amonio chlorido tirpalu.
Po to Igstelés resuspenduojamos RPMI terpéje (Hyclone) su 10 % FCS (Hyclone)
ir iSpilstomos | 96 Sulinéliy apvaliadugnes ploksteles po 2,2:10° lasteliy

kiekviename Sulin¢lyje. Priklausomai nuo eksperimento tikslo Igstelés buvo
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stimuliuojamos TNP-ovalbuminu 10 pg/ml, melatoninu 10 uM (Sigma), luzindolu
10 uM (Sigma) ir 4P-PDOT 1-10000 nM (Tocris). Lastelés kultivuojamos
inkubatoriuje 37°C temperatiiroje 9-10 dieny. Pasibaigus kultivavimui antikiiny

koncentracija kiekviename plokstelés Sulinélyje buvo tiriama ELISA metodu.

3.5. TNP-specifiniy antikiiny nustatymas ELISA metodu

Antigenas TNP-ovalbuminas skiedziamas PBS buferiniu tirpalu iki 4 pg/ml
koncentracijos ir iSpilstomas ] plokstelés Sulinélius. Plokstelés inkubuojamos
16-18 val. 4°C temperatiiroje. Visuose Kkituose ELISA etapuose plokstelés
inkubuojamos 30 min. 20°C temperattroje. TusCios antigeny neuzimtos Sulinéliy
vietos padengiamos 0,5 % jaucio serumo albumino tirpalu. Testuojami serumai
buvo skiedziami 1:100, 1:300, 1:900, 1:2700, 1:8100 PBS tirpale su 0,05 %
Tween-20 (Serva). B lasteliy imuniniam atsakui jvertinti, buvo matuojami IgM,
IgG1, IgG2a, IgG2b bei IgG3 klasiy specifiniai antikiinai. Siam tikslui plokstelés
inkubuojamos su antikiinais prie§ minéty klasiy imunoglobulinus (Pharmigen),
zZymétais biotinu. Streptavidinas-POD (Pierce) praskiedziamas 1000 karty PBS
buferiniame tirpale su 0,05 % Tween-20 ir iSpilstomas j plokstelés Sulinélius.
Prisijunges konjugatas nustatomas pagal spalving reakcija naudojant
ortofenilendiamino/vandenilio  peroksido  substrata3. Fermentiné¢ reakcija
sustabdoma jpilant j Sulinélius 10 % sieros rugsties tirpalo. Optinis tankis
matuojamas “BioTek* firmos daugiakanaliniu spektrofotometru Elx 800, esant
492 nm Sviesos bangos ilgiui. Rezultatai apdorojami naudojant SOFTmaxPro
programga. Analizuojant rezultatus, visy ELISA eksperimenty metu buvo
naudojamas tas pats standartinis serumo misinys, kuriame esanti kiekvienos klasés
specifiniy antikiiny koncentracija buvo jvertinta kaip 100 sutartiniy vienety (SV).
Kiekvienos pelés kraujo serume specifiniy antikiny koncentracija buvo nustatoma
sutartiniais vienetais (SV), lyginant tiriamuosius pavyzdzius su standartiniu

serumo misiniu.
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3.6. Lasteliy iSskyrimas iS peliy organy

Pilvo ertmés Iasteliy iSskyrimas. Peliy pilvo ertmé plaunama Saltu PBS

tirpalu. Surinktos lgstelés centrifuguojamos 720 g 5 min. 4°C temperatiiroje ir
suspenduojamos PBS tirpale.

Uzkrucio liaukos, limfmazgiy bei Pejerio ploksteliy lastelés iSskiriamos i$

minéty organy pertrinant juos per sietel; } PBS tirpalg ir centrifuguojant 720 ¢
5 min. 4°C temperatiiroje. Lastelés suspenduojamos PBS tirpale.

Bluznies Igsteliy iSskyrimas. BluZznis pertrinama per sietelj ; PBS tirpala.

Lastelés suspenduojamos, surenkamos j meégintuvelj ir centrifuguojamos 720 ¢
5 min. 4°C temperatiiroje. Eritrocitai lizuojami 0,16 M amonio chlorido tirpalu.
Lastelés suspenduojamos PBS tirpale.

Smegeny lasteliy iSskyrimas. Skalpeliu iSpjaunama nedidelé smegeny dalis

(40 mg), kuri i8kart homogenizuojama, naudojant Daunso tipo homogenizatoriy.

Iskart po homogenizacijos smegeny lgstelés naudojamos RNR skyrimui.
3.7. Tékmés citometrija

Imuninés sistemos lastelés inkubuojamos su antikiinais, atpazjstanciais
lasteliy  specifinius  pavirSiaus Zymenis. Naudojami antikiinai  Zyméti
fluorescenciniais dazais: FITC, PE ar PerCP. Lasteliy suspensija zyméjimo
buferiniame tirpale (PBS buferinis tirpalas su 2 % FCS ir 0,1 % natrio azido)
sumaisoma su antikinais ir inkubuojama 30 min. ant ledo. Lastelés
praskiedziamos zyméjimo buferiniu tirpalu ir analizuojamos BD FACScan tékmés
citometru. Skirtingy leukocity populiacijy identifikavimui naudoti antikiiny
deriniai pateikti 2 lenteléje. Lastelés buvo vertintos ne tik kokybiskai, bet ir
kiekybiSkai. Atsizvelgiant j paimtg lasteliy kiekj analizei, jy skiedimg prie§
matavimg bei suskaiciuotas lasteles (prietaiso parodymas), buvo paskaiiuota,

koks vienos ar kitos populiacijos lasteliy kiekis (x10°) yra atitinkamame organe.
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2 lentelé. Imuninés sistemos lasteliy identifikavimas tékmés citometrijos metodu.

Dazymui
Organas naudoti Lasteliy identifikavimas
antikiinai
CD8CD4 - ankstyviausios brendimo stadijos lastelés
Uskriiio (Mﬁtlg ggrlls-!-cgec) CD8iCD4+ _-nesubrendlisios T Iastelés
liauka CDA4-PE CVD8 9D4-' ir CI.DS'CI.D4. - T 1§ste_lé_s, kurios palieka
(Miltenyi Biotec) uzkracio liauka ir keliauja j periferinius organus
Bluznis,
Limfiniai | 0011 | CD8'CDAB220 - T Iasteles
ma_zgz_ﬂ, B220-PerCP CD8CD4'B220 - TH0 lastelés
Pejerio . CD8'CD4'B220" - B Igstelés
plokstelés (Pharmigen)
CD21-FITC CD21'CD23B220" - nesubrendusios B lastelés
(Pharmigen) CD21'CD23""'B220" - subrendusios, folikulinés B
Bluznis CD23-PE lastelés
(Pharmigen) CD21""CD23""B220" - marginalinés zonos B lastelés
B220-PerCP
g'ﬁ;;gg CD3'DX5 - T lastelés
Bluznis DX5-PE CD3 DX5+ - NK, T Iastelés
(Pharmigen) CD3'DX5" - NK lastelés
IgM'B220" - lastelés, dar neturin¢ios B Igsteléms
specifiniy Zymeny
IgM-PE IgM'B220" - ankstyviausia B lgsteliy vystymosi fazé
Kauly B220-FITC IgM*B220" - antra B Iasteliy vystymosi fazé
Ciulpai IgM*"B220" - trecia B lgsteliy vystymosi fazé
IgM***B220"** - B lastelés, paliekanc¢ios kauly
Ciulpus
IgM*"B220"" - B Iastelés, sugrjzusios i§ periferijos
Grl-FITC + + C
Pilvo | (Miltenyi Biotec) gﬁ I{\A/':gll ) rgg"’r‘%%'i't‘;?'ta'
ertme (Mill\t/leig/% Blf’iEt ) Grl Macl™ - makrofagai
IgM**CD5 - B1b B Igstelés
Pilvo IgM-FITC IgM**CD5" - Bla B Igstelés
ertmeé CD5-PE IgM*CD5 ~ B2 B Igstelés
IgM'CD5" - T Igstelés
Gr1" Macl” - granuliocitai
. Grl-FITC ; ; o
Kraujas Mac1-PE Grl” Macl - monocitali

Grl Macl™ - makrofagai
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3.8. Lasteliy sukibimo metodas

Sukibimo metodo etapai:

1.

96-sulinéliy ELISA plokstelés padengiamos su rmICAM-1Fc (R&D Systems).
rmICAM-1Fc skiedziamas PBS buferiniu tirpalu iki 4 ug/ml koncentracijos ir
1Spilstomas j plokstelés Sulinélius.

Laisvo Sulin¢liy ploto blokavimui naudojamas 1 % jaucio serumo albumino
tirpalas.

IS peliy kraujo iSgryninami leukocitai ir inkubuojami 15 min. su melatonino
receptoriy aktyvatoriais ir slopikliais: MT2 ir MTI1 receptoriy slopiklis
lizindolas (10 uM), MT2 receptoriaus slopiklis 4P-PDOT (1 uM), MT3/CR2
receptoriaus slopiklis Prazosino chydrochloridas (10 uM) (Tocric Bioscience),
MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorius GR135531 (10 nM) (Tocric Bioscience),
RORa receptoriaus aktyvatorius CGP 52608 (10 puM) (Sigma-Aldrich). Po
inkubavimo pridedamas melatoninas (10 pM) ir inkubuojama dar 15 minuciy.
Pasibaigus inkubavimui lgstelés perkeliamos ] plokstele. Ipiltas lgsteliy
skai¢ius kiekviename 3ulinélyje buvo 0,3-0,5+10°.

Lasteliy nuémimui ] Sulinélius jpilama po 50 pl ledo Saltumo terpés (RPMI +
5 mM EDTA + 0,1 % Na azido), kurioje yra antikiiny prie$ lasteliy specifinius
pavirSiaus Zymenis. Po 15 minu¢iy inkubavimo ant ledo, lastelés
suspenduojamos ir papildomai jpilama dar 150 pl (RPMI + 5 mM EDTA + 0,1
% Na azido) terpés. Inkubuojama dar 15 minuciy ir lgstelés surenkamos ]
srautinés citometrijos mégintuvélius. Lastelés praskiedZziamos zyméjimo
buferiniy tirpaly ir analizuojamos BD FACScan srautiniu citometru.

Lasteliy prikibimas vertinamas procentais. Prikibusiy lasteliy % = lasteliy

skaiCius i vieno Sulinélio/pradinis lgsteliy skaiciaus * 100%.
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3.9. Lasteliy gryninimas

B220" B Iastelés i$ bluznies lasteliy buvo isgrynintos teigiamos selekcijos

biidu naudojant anti-R-Phycoerythrin (PE) Magnetic Particles (BD Biosciences)
rinkinj, pagal gamintojo rekomendacijas.

CD4" T Iastelés i§ limfmazgiy Igsteliy buvo isgrynintos teigiamos selekcijos

biidu naudojant anti-R-Phycoerythrin (PE) Magnetic Particles (BD Biosciences)
rinkinj, pagal gamintojo rekomendacijas.

Granuliocitai i§ pilvo ertmés lgsteliy buvo iSgrynintos neigiamos selekcijos

biidu naudojant anti-R-Phycoerythrin (PE) Magnetic Particles (BD Biosciences)
rinkinj, pagal gamintojo rekomendacijas.
Leukocity gryninimas i§ kraujo. Kraujas sumaiSomas su eritrocity lizés

buferiniu tirpalu (1 litre distiliuoto vandens: 8,99 g NH,CI, 1 g KHCOs;, 37 mg

Na,EDTA,) santykiu 1:14, ir 5 min. laikomas kambario temperatiroje.
Centrifuguojama 720 g 5 min. 18°C temperatiiroje, nuosédos resuspenduojamos 3
ml Salto PBS ir vél centrifuguojamos 4°C temperatiiroje. Gautas tirpalas jpilamas i
Petri l¢kstele ir paliekamas 30 minuciy kambario temperatiiroje (taip paSalinami
prilip¢ makrofagai). Suspensinés lastelés centrifuguojamos 720 g 5 min. 18°C
temperatiiroje ir suspenduojamos RPMI terp¢je su priedais (10 mM HEPES

(Hyclone), 0,25 % jaucio albumino serumas).
3.10. RNR iSskyrimas

RNR i§ organy ir lasteliy buvo isskiriama naudojant ,,GeneJET™ RNA
Purification Kit* (Thermo Fisher Scientific) ir ,,GenElute™ Mammalian Total
RNA Miniprep Kit“ (SIGMA-ALDRICH) rinkinius pagal gamintojy
rekomendacijas. DNR priemaiSos pasalinamos prie 8 pl iSgrynintos RNR
pridedant 1 ul DNR-azés (1 u/ml), 1 ul DNR-azés buferinio tirpalo, 0,5 ul (20
u/ul) ribonukleazés slopiklio. Tirpalas inkubuojamas 30 min. 37°C temperatiiroje.

Gauta RNR buvo naudojama kDNR sintezei, arba saugoma -70°C.
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3.11. Komplementarios DNR sintezé

AtvirkStinés trankriptazés reakcija (pirmos komplementarios DNR (kDNR)
grandinés sintez€¢) buvo atlickama naudojant “Thermo Fisher Scientific*
reagentus. Mégintuvélyje sumaiSyta 5 ul RNR, 6 pl dejonizuoto vandens, 4 pl 5x
reakcijos buferinio tirpalo, 0,5 pl (20 u) ribonukleazés slopiklio, 2 pul 10 mM
dNTP ir 1 pl 100 pmol dT pradmeny. Paruostas tirpalas inkubuojamas 5 min.
kambario temperatiiroje. Pasibaigus inkubavimui pridedamas 0,1 pl atvirkstinés
transkriptazés fermentas. Komplementarios DNR sintez¢ atlickama naudojant
(Eppendorf AG Mastercycler epgradient) termocikler;. kDNR sintezés
temperatiiros ciklai: 10 minuciy 25°C, 30 minu¢iy 50°C ir 5 minutés 85°C. Gauta

KDNR laikoma -20°C kol atliekama tikrojo laiko PGR.
3.12. Tikrojo laiko polimeraziné grandininé reakcija

Tikrojo laiko polimeraziné grandininé reakcija buvo atliekama naudojant
CORBETT research Rotor-Gene RG 6000 prietaisg ir “Thermo Fisher Scientific*
reagentus. Norint apsisaugoti nuo paSalinés DNR priemaiSy, buvo naudojamas
fermentas Uracil-DNR glikozilazé¢ ir dNTP/dUTP misinys. Vykstant PGR
reakcijai | DNR inkorporuojami dUTP. Tokias DNR grandines (bet ne KDNR) 37-
50°C temperatiiroje skaldo Uracil-DNR glikozilazé. Mégintuvélyje sumaiSyta:
2 ul komplementarios DNR, 2 pl (10 uM) tiriamyjy geny pradmeny, 2 pl (25 mM)
MgCly, 4 ul (5 M) betaino, 2 pl (2 mM) ANTP/dUTP misinio, 2 ul 10x reakcijos
buferinio tirpalo, 1 pl (26,6 pM) fluorescencinio nukleortgsties dazo Syto 9
(Invitrogen), 0,1 ul (5 u/ul) Hot start Taq polimerazés, 0,4 ul (1 u/pul) Uracil-DNR
glikozilazés ir 4,5 pl vandens. Bendras ttris 20 pl. PGR reakcijoje po 2 minuciy
inkubacijos 50°C ir 5 minuéiy inkubacijos 95°C seké 40-45 PGR ciklai:

95°C — 45 sek.
54-61°C (priklausomai nuo pradmeny poros) — 45 sek.
72°C — 45 sek.
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Reakcijos produktai buvo nustatomi pagal jy lydymosi temperatirg nuo 60°C iki
90°C, ir atlikus DNR elektroforeze agaroziniame gelyje. Kaip neigiama kontrolé
naudojamas PGR miSinys be kDNR. Naudojami PGR pradmenys pateikti 3
lenteléje. RORa pradmenys tinka visiems keturiems RORao izotipams, RORy

pradmenys tinka abiems RORY 1zotipams.
3 lentelé. PGR pradmenys.

Ta Amplifikuoto
Receptorius | ,o C produkto dydis, Pradmeny sekos
( ) bp
T: GGGCCCCACTCAACCTCATAG
MT1 (A) | 58 352 b, AGCAGTAAGACCCCAACCAGTGTG
T: ATCGCCATCATGCCCAACCT
MT1 (B) [ 59 314 |p. TAACTAGCCACGAACAGCCACTCT
T: CCGCAACAAGAAGCTCAGGAACTC
*
MT1(C)™ | 59 248 b TCGTACTTGAGGCTGTGGCAAATG
- 5 w1 |7 AACCGCTACTGCTGCATCTGTCAT
P: AAACTGCGCAAATCACTCGGTCTC
T: CAATGGGTCCCTGAAGAAAGTGG
MT3/CR2 | 59 3% b CCCGTGGTTAAGGAAAGGAGAGC
T- GGAAGAGCTCCAGCAGATAACG
*
RORa 59 A7 |p. GCTGACATCAGTACGAATGCAG
T- TGGGGATATCAGAACAGCAGAGGA
RORB | 58 373 |p. AATCAAGGCGTATCAAAGCAAGTC
T: GGCCCCCTGGACCTCTGTTTTG
RORy | 59 423 |p. CGCCGCAGCCAGCAGTGTAATG
T-GCT GGT GAA AAG GAC CTC T
NRG 54 249 1p. CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC

Ta(°C) — PGR hibridizacijos fazés temperattra; T — tiesioginis pradmuo; P — atvirkstinis pradmuo; NRG
"namy ruos$os genai" (angl. house keeping gene): hipoksantinguanino fosforiboziltransferazés.
* Pradmeny sekos parinktos pagal [144].

Tikrojo laiko PGR buvo analizuojama pagal K.J. Livak ir T.D. Schmittgen
apraSytg metodikg [274]. PGR buvo atliekama 2 pakartojimais. Teigiama kontrolé
ir santykinis standartas — smegeny kDNR. Neskiesta smegeny kDNR jvertinta
kaip 1000 santykiniy vienety. IS penkiakartiniy smegeny kDNR skiedimy

sudaroma kalibracin¢ kreive. Tiriamyjy pavyzdziy kDNR neskiedZiama.
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Naudojant programg Rotor-Gene RG 6000 Ver. 1.7, braizomos PGR produkty
amplifikavimo kreivés, kur X aSis nurodo ciklus, o Y — fluorescencija.
Kiekvienam PGR produktui paskai¢iuojamos Ct reikSmes. Ct — PGR cikly
skaicius, kai amplifikuojamo produkto kilimo kreivé kerta nustatytg atskaitos
linija. Pagal smegeny Ct reikSmes braizoma kalibraciné kreivé, pagal kurig
paskaiCiuojamas tiriamyjy pavyzdziy transkripty kiekis santykiniais vienetais.
Tiriamas genas normalizuojamas pagal "namy ruoSos geno" reikSmes. Norint
palyginti PGR produkty kiekj tarpusavyje, visos normalizuotos reikSmeés
padalijamos i§ smegeny normalizuotos reik§més. Sios reik§més yra pateiktos

rezultatuose.

3.13. Plazmidinés DNR gryninimas

Plazmidinés DNR gryninimas endonukleaziniam skaldymui.

Bakterijy kolonijos inokuliuojamos j 3 ml LB terpe su 50 pg/ml ampicilino
(Hyclone) ir auginamos per naktj 37°C temperatiiroje, purtykléje. Dalis bakterijy
suspensijos (1,5 ml) nucentrifuguojama ir nuosédos suspenduojamos 100 pl Salto
DNR gryninimo tirpalo I (50 mM gliukozés, 25 mM TrisHCI1 (pH 8), 10 mM
EDTA (pH 8)). Pridedama 200 pl DNR gryninimo tirpalo 1l, (2N NaOH, 1%
SDS), sumaiSoma ir pridedama 150 pl ledo Saltumo DNR gryninimo tirpalo III
(600 ml 5 M kalio acetato, 115 ml ledinés acto rugsties, 280 ml distiliuoto
vandens). Vél sumaiSoma ir centrifuguojama 5600 g 5 min. Supernatantas
perkeliamas ] naujg meégintuvel] ir DNR iSsodinama 3 tiiriais etanolio. ISsodinta
DNR centrifuguojama ir nuosédos tirpinamos 50 ul TE buferinio tirpalo su 20
ng/ml RNRazés. Endonukleaziniam skaldymui naudojam 5 pll DNR.

Plazmidinés DNR gryninimas DNR saugojimui, klonavimui, bakterijy
transformavimui.

Bakterijos inokuliuojamos ; 25 ml LB terpe su 50 pg/ml ampicilino
(Hyclone) ir auginamos per nakti 37°C temperatiroje, purtykléje. Bakterijos
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centrifuguojamos 5600 g 1 min. ir resuspenduojamos 0,5 ml salto DNR gryninimo
tirpalo I. Pridedama 1 ml DNR gryninimo tirpalo II, sumaiSius pridedama 0,75 ml
Salto DNR gryninimo tirpalo III, vél sumaiSoma ir inkubuojama 10 min. ant ledo.
Centrifuguojama 5600 g 5 min., supernatante esanti DNR i$sodinama pridéjus 0,6
supernatanto tiirio izopropanolio. DNR centrifuguojama 5600 g 5 min. ir
iStirpinama 0,2 ml TE buferinio tirpalo. Stambios molekulinés masés RNR
priemaigos pasalinamos jas nusodinant li¢io chloridu. Siuo tikslu prie DNR tirpalo
pridedamas toks pats ttiris SM LiCl, sumaiSoma ir centrifuguojama 3350 g 10 min.
Supernatantas perkeliamas i nauja mégintuvélj ir DNR nusodinama tuo paciu tiiriu
izopropanolio. Po centrifugavimo DNR tirpinama 500 ul TE buferinio tirpalo su
20 pg/ml RNRazés ir inkubuojama 30 min. 37°C temperatiiroje. Pasibaigus
inkubavimui DNR papildomai gryninama ekstraksijos fenoliu-chloroformu bidu
ir nusodinus 70 % etanoliu. Centrifuguojama 5600 g 5 min, nuosédos tirpinamos

500 pl sterilaus vandens.
3.14. Endonukleazinis skaldymas

Endonukleaziniam skaldymui buvo naudojami Thermo Fisher Scientific
reagentai. Mégintuvélyje paruoStas DNR skaldymo miSinys: DNR (25 ul) + 1/10
bendro tiirio restrikcijos endonukleaziy buferinio tirpalo ir H,O iki bendro tiirio
(150 pl). I misinj jpilama po 1pul atitinkamy nukleaziy ir inkubuojama 2 val. CO,
inkubatoriuje. Reikalingy fragmenty iSskyrimui naudojamas DNR elektroforezés

metodas.

3.15. DNR elektroforezé

DNR clektroforezé buvo atlickama 0,6 — 2 % agaroziniame gelyje
(priklausomai nuo skiriamy DNR fragmenty). DNR vizualizavimui | gelj
pridedama 0,5 pg/ml etidzio bromido. Elektroforezé buvo atlikta BioRad

horizontalioje elektroforezés kameroje. Reikalingi DNR fragmentai i§ gelio buvo
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iSskiriami naudojant ,,DNA Extraction Kit*“ (Thermo Fisher Scientific) rinkinj
pagal gamintojo rekomendacijas.

3.16. Ligavimas

Ligavimui  buvo naudojami Thermo Fisher Scientific reagentai.
Mégintuvélyje paruosiamas ligavimo tirpalas: vektorius 1 ul, insertas — 10 pl,
PEG 4000 — 4 pl, ligavimo buferinis tirpalas — 2 pl, T4 DNR ligazé — 1 pl,

vanduo — 2 ul. Tirpalas inkubuojamas 2 valandas kambario temperatiiroje.
3.17. Kompetentiniy E.coli 1asteliu paruoSimas
transformacijai

E. coli kolonijos inokuliuojamos j 250 ml SOB terpés (2 % triptonas, 0,5 %
mieliy ekstraktas, 8,5 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,) be
antibiotiko ir 1-2 dienas auginamos 18-25°C temperatiiroje (kol lasteliy kultiiros
tankis pasiekia 0,6-1 optinio vieneto 600 nm bangos ilgyje). Auginimg nutraukus
lastelés atSaldomos ant ledo (visos tolesnés procediiros atliekamos ant ledo) ir
surenkamos centrifuguojant 720 g 10 min. 4°C temperatiiroje. Surinktos Iastelés
resuspenduojamos 80 ml Salto TB tirpalo ir vél inkubuojamos 10 min. Pasibaigus
inkubavimui Igstelés vél surenkamos centrifuguojant 720 g 5 min. 4°C
temperatiiroje. Po to lastelés resuspenduojamos 20 ml TB tirpalo su 7 % DMSO ir
inkubuojamos 10 min. ant ledo. Bakterijos iSpilstomos po 20 ul j 1,5 ml

centrifuginius mégintuvéelius, uzsaldomos skystame azote ir saugomos —80°C.
3.18. ,,Karscio Soko* transformacija

Kompetentinés 1astelés atSildomos ant ledo, sumaisomos su 1-5 pl ligavimo
produkto (arba 0,1 - 1 ul plazmidinés DNR) ir inkubuojamos 30 min. ant ledo.
Atliekamas ,kar$¢io Sokas®“, ty. 1,5 min. inkubuojama 42°C temperatiroje.
Pasibaigus inkubavimui bakterijos atSaldomos ant ledo, pridedama 300-500 pl
SOC terpés (2 % triptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 8,5 mM NaCl, 2,5 mM KCI,

53



10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM gliukozés) ir inkubuojama 45-60 min.
37°C purtykléje. Pasibaigus inkubavimui lgstelés centrifuguojamos 720 g 5 min.
4°C temperatiiroje, resuspenduojamos 100 pl terpés ir pas¢jamos i Petri léksteles

su LB-agaru ir 50 pg/ml ampicilinu (Hyclone).
3.19. GST chimeriniy baltymy ekspresija

GST, GST-MT1 ir GST-MT2 baltymy ekspresija buvo vykdoma DH5a ir
BL21 E.coli kamienuose. Bakterijy kolonija inokuliuojama j 5 ml LB terpés su 50
pug/ml ampicilinu ir inkubuojama per naktj 37°C temperattros purtykléje. IS ryto
bakterijy suspensija praskiedziama iki 500 ml LB terpéje ir toliau auginamos 20°C
temperatiiroje kol lgsteliy kultiiros tankis pasiekia 1-1,2 optinio vieneto 600 nm
bangos ilgyje. Pasiekus reikalingg optinj tankj bakterijy suspensija indukuojama
su 1l mM IPTG (Thermo Fisher Scientific). Pra¢jus 4 valandoms po indukcijos
bakterijos centrifuguojamos 720 g 20 min. 4°C temperatiiroje. Surinktos

bakterijos naudojamos GST baltymy gryninimui.
3.20. GST chimeriniy baltymy gryninimas

Bakterijos suspenduojamos 20-25 ml Saltame PBS tirpale su 1 mg/ml PMSF
(Thermo Fisher Scientific), 100 mM EDTA ir inkubuojamos 30 minuciy ant ledo.
Bakterijos ardomos ultragarsu laikant jas ant ledo (5 x 30 sekundziy, 750
impulsy.). Pasibaigus bakterijy ardymui pridedama iki 1 % Triton-x100 (Sigma).
Inkubuojama purtant 30 min., 4°C temperatiiroje. Pasibaigus inkubacijai
centrifuguojama 5600 g 30 min. 4°C temperatiroje. GST chimeriniai baltymai,
esantys supernatante, suriSami su imobilizuotu glutationu: pridedama 665 pl
glutation-sefarozés (Pierce) ir inkubuojama S$velniai purtant 4-16 val. 4°C
temperatiiroje. Surenkamas supernatantas, centrifuguojama 720 g 5 min. 4°C
temperatiiroje, nuosédos resuspenduojamos Saltame plovimo buferiniame tirpale
(50 mM Tris HCI pH 7,5; 100 mM Na,EDTA; 0,1 % Tween-20) ir vél

centrifuguojamos 720 g 5 min. 4°C temperatiiroje. Nuosédos resuspenduojamos
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eliucijos buferiniame tirpale (50 mM Tris HCI pH 7,5; 0,1% Tween-20, 100 mM
glutationo; pH 7) ir inkubuojamos 2 - 4 val. ant ledo. Centrifuguojama 720 g 5
min. 4°C temperatiiroje. GST chimeriniai baltymai esantys supernatante
gryninami, supernatantg dializuojant PBS buferiniame tirpale. Baltymy grynumas
jvertinamas naudojant SDS-PAGE elektroforeze (12 9% poliakrilamidiniame

gelyje). Baltymai saugomi -20°C temperatiiroje.
3.21. Monokloniniy antikiiny gavimas

Ziurkiy imunizavimas. Monokloniniy antikiiny gavimui 11 savai¢iy amziaus

Lewis linijos ziurkiy patelés buvo imunizuotos pagal 4 lenteléje pateikta schema.

4 lentelé. Lewis linijos Ziurkiy imunizavimo etapai.

MT1

MT2

| imunizacija

Apie 50 pg baltymo (GST-
MT1L), su pilnu Freundo
adjuvantu. Imunizuota po
oda ir | pilvo ertme.

Apie 100 pg baltymo (GST-
MT2), su pilnu Freundo
adjuvantu. Imunizuota po
oda ir | pilvo ertme.

Laiko tarpas iki kitos

adjuvantu. Imunizuota po
oda ir | pilvo ertme.

. N 3 savaités 3,5 ménesiai
imunizacijos
Apie 50 pg baltymo (GST- | Apie 100 pg baltymo (GST-
Il imunizacija MT1), su nepilnu Freundo MT2), su nepilnu Freundo

adjuvantu. Imunizuota po
oda ir | pilvo ertme.

Laiko tarpas iki kitos

adjuvantu. Imunizuota po
oda ir | pilvo ertme.

. N 3 ménesiai 2,5 ménesiai
imunizacijos
Apie 50 pg baltymo (GST-
11 imunizacija MT1), su nepilnu Freundo

Laiko tarpas iki kitos
imunizacijos

1 ménuo

Paskutiné imunizacija

40 pg GST-MT1 PBS
buferiniame tirpale (3 dienos
pries hibridizacijg);

125 pg GST-MT1 PBS
buferyje (2 dienos pries
hibridizacijg).

100 pg GST-MT21 PBS
buferiniame tirpale (3 dienos
pries hibridizacijg);

100 pg GST-MT2 PBS
buferyje (2 dienos pries
hibridizacijg).
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Hibridizacija: imunizuotos ziurkés bluznies lasteliy suliejimas su

mielominémis Igstelémis. Prie§ suliejimg mielominés SP2/0 linijos lastelés ir

imunizuotos Ziurkés bluZnies lgstelés du kartus praplaunamos RPMI terpé¢je,
sumaiSomos santykiu nuo 1:1 iki 1:10 ir centrifuguojamos 720 g 5 min.
Pasibaigus centrifugavimui ant Igsteliy sulasinama 0,5 ml PEG-o tirpalo (42 %
PEG 4000 DMEM terpéje ir 15 % DMSO). Lasteliy suspensija spenduojama 1
min., suspendavus, per 10 min. sulas§inama 10 ml DMEM (HyClon) terpés.
Sulasinus 10 ml terpés, lasteliy suspensija atsargiai spenduojama ir pripilama
DMEM terpés iki 50 ml. Centrifuguojama 720 g 10 min. Taip plaunama du kartus.
Lastelés suspenduojamos HAT terpéje (O.5°106 — 1-106 lasteliy/ml) ir pas€jamos |
96-iy Sulin¢liy ploksteles - 200 pl lasteliy suspensijos i Sulin¢lj. Plokstelés
inkubuojamos CO, inkubatoriuje. Po penkiy dieny pus¢ HAT terpés keiCiama j
HT terpe.

Prag¢jus 10 dieny po hibridizacijos, mikroskopu perziiirimi visi Sulin¢liai ir
pazymimi tie, kuriuose auga klonai. Antikiiny prie§ imunogena produkcija
tikrinama netiesioginés ELISA metodu. Teigiamais klonais buvo laikomi tie,
kuriy produkuojami antikiinai jungiasi su imunogenu ir nesijungia su GST
baltymu. Teigiami klonai klonuojami riboto praskiedimo metodu [275, 276].
Padaugintos Igstelés Saldomos bei naudojamos antikiny produkcijai in vitro ir in
Vvivo sglygomis.

Monokloniniy antiktiny produkcija in Vitro ir in vivo salygomis.

In vitro. Lastelés kultivuojamos RPMI auginimo terpéje. Kai lgsteliy prisidaugina,
lasteliy suspencija centrifuguojama 720 g 5 min. Lasteliy kultiiry supernatantas su
antikiinais saugomas steriliuose mégintuvéliuose 4°C temperatiiroje.

In vivo. C57BL/6 RAG2 linijos pelés (3ios pelés neturi T ir B lasteliy, todél néra
transplantanto atmetimo reakcijos) sensibilizuojamos, jleidziant j pilvo ertme 0,5
ml pristano. Po 4 - 10 dieny j pilvo ertme suleidziama 10* - 10° Iasteliy 2-5 ml

RPMI terpéje. Ascitas susiformuoja per 8 - 20 dieny. Ascitinis skystis
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iSsiurbiamas 1§ pelés pilvo ertmés, nucentrifuguojamos hibridominés lastelés,
atskiriamas virSuje susidargs riebalinis sluoksnis ir ascitinio skys¢io baltymai
i$sodinami 45 % prisotinimo amonio sulfatu.

Antiktiny testavimui buvo naudoti ELISA ir imunoblotingo metodai.

3.22. Imunoblotingas

Imunoblotingas atlieckamas pusiau sausu bidu, naudojant BioRad firmos
aparatg. GST-MT1, GST-MT2 rekombinantiniai baltymai ar lasteliy lizatas
praleidZziami 15 % poliakrilamidiniame gelyje. Baltymy pernasa ant PDF
membranos atliekama pagal BioRad kompanijos rekomendacijas. Membranos
blokuojamos 2-18 val. 5 % pieno milteliy tirpalu PBS buferiniame tirpale,
plaunamos PBS buferiniame tirpale su 0,05 % Tween-20 ir inkubuojamos 2-18
val. su monokloniniais antikiinais, atpazjstan¢ius peliy MT1 ar MT2 baltymus.
Membranos vel plaunamos PBS buferiniame tirpale su 0,05 % Tween-20, po to
inkubuojamos 1 val. su krieny peroksidaze Zymétais antikiinais, atpazjstanciais
ziurkiy imunoglobulinus (GE Healthcare). Visi antikiiny skiedimai daromi PBS
buferiniame tirpale su 5 % pieno milteliy ir 0,05 % Tween-20. Trumpos
inkubacijos (1-2 val.) atliekamos kambario temperatiiroje, ilgesnés (18 val.) - 4°C
temperatiiroje. Prisijunge antikiinai, iSrySkinami naudojant netirpy substratg —

TMB (Thermo Fisher Scientific).
3.23. Statistiniai metodai

Melatonino  poveikio humoraliniam  imunitetui  tyrimo  statistinis
reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal suporuota dvipusj Stjudento
(Student‘s) t testg. Skirtumai laikomi statistiSkai patikimi, kai p<0,05.

Nustatant melatonino poveikj granuliocity sukibimui su ICAM molekule
statistinis reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal nesuporuotg dvipusj

Stjudento (Student‘s) t testg. Skirtumai laikomi statistiskai patikimi, kai p<0,05.
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Melatonino sintezés sutrikimy jtaka imuninés sistemos organy lgsteliy
skaiiui ir melatonino poveikj granuliocity migracijai, skirtumy statistinis
reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal neparametrinj Mano ir Vitnio
(Mann-Whitney) U testa. Skirtumai laikomi statistiSkai patikimi, kai p<0,05.

Nustatant melatonino receptoriy raiSkos imuninés sistemos Igstelése
priklausomyb¢ nuo paros laiko ar cirkadinio ritmo sutrikimo, statistinis
reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal post hoc Tukey's Multiple

Comparison Test. Skirtumai laikomi statistiskai patikimi, kai p<0,05.
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4. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. Pastovaus apSvietimo jtaka melatonino koncentracijai

BALBY/c linijos peliu kraujo serume

Tyrimuose mes naudojome Sviesg kaip melatonino gamybos slopiklj, todél
pirmiausiai buvo nustatytas pastovaus aps$vietimo poveikis BALB/c linijos peliy
melatonino gamybai. Siuo tikslu tiriamieji gyviinai buvo suskirstyti j dvi grupes:
viena peliy grupé buvo laikoma natiiralaus apsSvietimo sglygomis, o kita pastovaus
apSvietimo salygomis. Praé¢jus dviem savaitéms nuo eksperimento pradzios,
skirtingu paros metu, buvo imami peliy kraujo pavyzdziai ir nustatoma jame
esan¢io melatonino koncentracija. 3 pav. pateikti rezultatai rodo, kad nattiraliomis
apSvietimo sglygomis gyvenan¢ioms peléms melatonino gamyba prasidéjo devinta

valandg vakaro, o maksimali hormono koncentracija uzregistruota 1-2 val. nakties.

b —@— Sviesal/tamsa
80
- . = O = pastovus apsvietimas
—
D ]
.60
= i
o
= 40
= . Rel
R .
5 . . 4 : .
b 20 Y i’ i
 — i A » Oo 2)
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4 » -
- .O
T I I | I I I 1

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

3 pav. Skirtingomis aps$vietimo salygomis laikyty peliy melatonino koncentracija kraujo serume.
BALB/c pelés buvo suskirstytos j dvi grupes. Viena grupé laikyta natiralaus, Kita pastovaus apsvietimo
sqlygomis. Kraujo méginiai buvo renkami skirtingu laiku paros bégyje. Melatonino koncentracija kraujo
serume buvo nustatoma naudojant Melatonin ELISA rinkinj.
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Taip pat nustatyta, kad peliy, gyvenanéiy pastovaus apsvietimo salygomis,
melatonino koncentracija dieng ir ryte atitiko peliy, gyvenanciy natiralaus
apSvietimo sglygomis, hormono koncentracija. Naktj, kai jprastai prasideda
melatonino sintez¢, esant Sviesai, pasireiSké melatonino sintezés slopinimas. Peliy,
gyvenanciy prie pastovaus apSvietimo, hormono koncentracija kraujo serume

buvo 2-3 kartus mazesné nei peliy, gyvenanciy nattiralaus apsvietimo sglygomis.

4.2. Melatonino poveikis humoraliniam imunitetui

Antikiing produkcija gali buti nuo T lasteliy priklausoma ir
nepriklausoma, todé¢l, siekiant nustatyti specifiniy antikiiny susidaryma, BALB/c
linjjos pelés buvo imunizuojamos tiek nuo T lasteliy priklausomu, tiek nuo T
lasteliy nepriklausomu antigenu. Vykdant eksperimenta imunizuojamos pelés,

atsizvelgiant | apSvietimo sglygas, buvo suskirstytos ] tris grupes:

1. Natiralaus apSvietimo saglygomis laikytos pelés (12 val. Sviesa/12 val. tamsa),

natiirali melatonino gamyba;

2. Pastovaus apSvietimo sglygomis laikytos pelés (24 val. Sviesa), sutrikusi

melatonino gamyba;

3. Pastovaus apSvietimo salygomis laikytos pelés (24 val. Sviesa), kurioms
prasidéjus tamsos periodui j pilvo ertme¢ buvo atliekamos melatonino
(5 mg/kg svorio) injekcijos. Pastaroji peliy grupé tirta norint jsitikinti, kad
humoralinj imunitetg reguliuoja melatoninas, o ne kiti cirkadinio ritmo

komponentai.
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4.2.1. Melatonino jtaka nuo T lasteliu nepriklausomai antikiiny
produkcijai

Nuo T lagsteliy nepriklausomai antikiiny produkcijai tirti, BALB/c linijos
pelés buvo imunizuotos nuo T Igsteliy nepriklausomais antigenais — TNP-fikoliu ir
TNP-LPS. Sie antigenai stimuliuoja tik B lasteles ir skatina antikiiny sinteze,
taciau TNP-fikolis ir TNP-LPS nestimuliuoja T Igsteliy, todél Sios lgstelés neturi
jtakos B lasteliy funkcijoms. Darbo metu eksperimentai su TNP-fikoliu ir
TNP-LPS atlikti po du kartus, jy rezultatai pateikti 4 ir 5 pav. bei 5 lenteléje.

Imunizuojant peles nuo T Igsteliy nepriklausomais antigenais (TNP-fikoliu ir
TNP-LPS), formuojasi IgM, 1gG1, 1gG2b, 1gG3 bei 1gG2a izotipo antikiinai.
Esant sutrikusiai melatonino sintezei, visy izotipy TNP-specifiniy antikiiny kiekis
yra didesnis, t.y. melatoninas slopina nuo T Igsteliy nepriklausoma antikiiny
gamyba. Laikant peles pastovaus apSvietimo salygomis, bet kas vakarg leidziant
melatoning, antikiiny kiekis panaSus j kontrolinés grupés (pelés, gyvenancios 12
val. Sviesos ir 12 val. tamsos sglygomis). Remiantis gautais duomenimis, galima
teigti, kad melatonino trikumas stimuliuoja nuo T lasteliy nepriklausomg antikiiny
produkcija.

Literatiros duomenimis, melatoninas neturi poveikio BALB/c linijos peliy B
limfocity proliferacijai ir antikiiny (IgM, IgA, IgG2a, 1gG3) gamybai nesant ir
esant LPS stimuliacijai [255]. Misy tyrimy metu buvo jrodyta, kad melatoninas
gali aktyvuoti B Iasteles ir moduliuoti antikiiny sekrecijg. Slopinant melatonino

sinteze, antikiiny produkcija padidéja.
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4 pav. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant nuo T lasteliy nepriklausomu antigenu —
TNP-fikoliu.

Atskiras rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. Standartiniame
peliy kraujo serumo misinyje esanti kiekvienos klasés antikiiny koncentracija buvo jvertinta 100 sutartiniy
vienety (SV). Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Stjudento T testq. StatistiSkai
patikimi skirtumai tarp 12 val. sviesa/tamsa ir 24 val. §viesa grupiy pazyméti zvaigzdutémis: * p<0,05,
** p=<0,005, *** p<0,0005.
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5 pav. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant nuo T lasteliy nepriklausomu antigenu —

TNP-LPS.
Atskiras rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. Standartiniame

peliy kraujo serumo misinyje esanti kiekvienos klasés antikiny koncentracija buvo jvertinta 100 sutartiniy
vienety (SV). Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Stjudento T testq. StatistiSkai
patikimi skirtumai tarp 12 val. sviesa/tamsa ir 24 val. §viesa grupiy pazyméti zvaigzdutémis: * p<0,05,
**

p<0,005.

5 lentelé. TNP-specifiniy antikiiny produkcijos priklausomybé nuo peliy laikymo apsvietimo salygu,
imunizuojant nuo T lgsteliy nepriklausomais antigenais.

TNP-specifiniy | eksp. Il eksp. Il eksp. IV eksp.
antikiiny izotipas 7 diena 7 diena 7 diena 7 diena
IgM AA - - AA
IgG1 AAA AA AA A
19gG2a - A ND ND
19G2b A A ND ND
19G3 AA A A 1

A - pastovaus apsvietimo sqlygomis gyvenancios peliy grupés statistiskai patikimas antikiny produkcijos
padidéjimas lyginant su natiralaus aps$vietimo sqlygomis gyvenancia peliy grupe. Vienas trikampis
p<0,05, du trikampiai p<0,005, trys trikampiai p<0,0005. 1 — statistiSkai patikimo skirtumo nebuvo, bet
buvo didéjimo tendencija, . “—,, statistiSkai patikimy rezultaty nebuvo; ND — nebuvo daryta.
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4.2.2. Melatonino jtaka nuo T lasteliu priklausomai antikiiny

produkcijai

Tiriant nuo T lasteliy priklausomy antikiiny produkcijg peliy organizme,
BALB/c pelés buvo imunizuotos TNP-ovalbuminu. Ovalbuminas aktyvuoja TH0
lasteles, kurios iSskiria citokinus ir aktyvina B limfocitus. B limfocitai po
aktyvacijos virsta antikiinus gaminanciomis Igstelémis, antikiinai specifiskai
atpazjsta antigeng ir jj pasalina. Imunizuojant nuo T lagsteliy priklausomu antigenu
susidaro stipresnis imuninis atsakas, lyginant su nuo T Igsteliy nepriklausomo
antigeno imunizacija. Vystantis imuniniam atsakui susidaro atminties lgstelés ir,
pakartotinai imunizavus tuo paciu antigenu, imuninis atsakas formuojasi daug
greiciau, antikiiny kiekis biina didesnis, o giminingumas — aukstesnis. Pirminio ir
antrinio imuninio atsako analizei, pelés buvo imunizuotos tris kartus. Antra
imunizacija atlikta po 14 dieny nuo pirmos imunizacijos, tre¢ia — 21 dieng nuo
pirmos imunizacijos. Pirmo eksperimento rezultatai yra pateikti 6 paveiksle.
Abiejy tyrimy rezultatai apibendrinanti 6 lentel¢je.

Kaip ir nuo T Igsteliy nepriklausomy antikiiny produkcijos atveju, pirmame
ir antrame eksperimentuose padidéja IgM, IgG2a, 1gG3 izotipy antikiiny
produkcija, kai melatonino sintez¢ yra sutrikusi (II gr.), lyginant su kontroline
grupe, kai melatonino sintezé yra normali (I gr.). Tuo tarpu IgG1l izotipo TNP-
specifiniy antikiiny kiekis, sutrikus melatonino sintezei, yra patikimai mazesnis.
Stiprus sumaz¢jimas stebimas po tre¢ios imunizacijos, kai imuninis atsakas
susidaro dél atminties lasteliy. IgGl izotipas sudaro didziausia IgG
imunoglobuliny dalj ir yra svarbus besivystan¢iam antriniam imuniniam atsakui.

Remiantis literatiiriniais duomenimis, galima teigti, kad melatoninas
stimuliuoja T Igsteles: pelése, su pasSalinta kankorézine liauka, yra sumazéjusi IL-2
produkcija (citokinas produkuojamas aktyvintomis T Igstelémis). T lastelése

melatoninas stimuliuoja IL-2 sekrecijg ir IL-2 receptoriy ekspresija [135].
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Antigenu aktyvintos Tp0 lastelés, priklausomai nuo aplinkos salygy, gali
diferencijuotis ] Tyl ar Ty2 Iasteles. Tyl lastelés produkuoja IFN-y ir skatina
lastelinj imuninj atsakg. T2 lgstelés gamina IL-4, IL-10 citokinus, kurie skatina
humoralinj imuninj atsakg [277]. Priklausomai nuo to, kuriy T Igsteliy yra daugiau
(TRl ar Ty2), gali buti modifikuojami ir B lgsteliy produkuojamy antikiiny
izotipai. Tyl lgstelés stimuliuoja izotipy persijungimg j IgG2a, o TH2 lgstelés — j
IgG1 izotipa. Tiek Tyl, tiek Ty2 lemia IgM ir IgG3 antikiiny susidaryma [278,
279]. Miusy duomenimis, trikstant melatonino, padidéja IgM, IgG2a ir IgG3
antikiiny kiekiai bei sumaze¢ja IgG1l izotipo antikiiny kiekis. Tai galima biity
susieti su T2 T lasteliy funkcijomis.

Jimenez-Caliani ir kt. pastebéjo, kad, gydant Mrl/Mpj-Faslpr peles
melatoninu, gydymo efektas priklausé nuo gyviny lyties [280]. Mrl/Mpj-Faslpr
pelés — tai modelinés pelés, kurioms su amZiumi i$sivysto Zmogaus sistemingés
vilkligés poZymiai: uzdegiminiai procesai, autoantikiiny sekrecija. Melatoninu
gydant pateles, sumaZzé¢ja uzdegiminiai procesai, Tyl lasteliy sekretuojamy
citokiny bei autoantikiiny kiekiai. PrieSingai, gydant patinélius, padidé¢ja Tyl
lasteliy sekretuojamy citokiny bei autoantikiiny kiekiai. Tokj reiSkinj galima biity
paaiskinti lytiniy hormony veikimu. Remiantis misy eksperimenty su T
priklausomu ir T nepriklausomu antigenu rezultatais, galima teigti, kad antikiiny
sekrecijos pakitimai d¢él sumaZzéjusios melatonino sintezés nepriklauso nuo lytiniy

hormony.
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6 pav. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant nuo T lasteliy priklausomu antigenu.
Atskiras rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. Standartiniame
peliy kraujo serumo misSinyje esanti kiekvienos klasés antikiny koncentracija buvo jvertinta 100 sutartiniy
vienety (SV). Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Stjudento T testq. StatistiSkai
patikimi skirtumai tarp I ir II grupiy pazyméti zZvaigzdutéemis: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005.
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6 lentelé. TNP-specifiniy antikiiny produkcijos priklausomybé nuo peliy laikymo apSvietimo salygu,
imunizuojant nuo T Igsteliy priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu.

TN_FT'_ | Eksperimentas Il Eksperimentas
specifiniy
antikany
o 7 14 21 28 7 14 21 28
izotipas , ) . . . . . :
diena diena diena diena diena diena diena diena
IgM AA AA AA A AA AA A A
IgG1 \AA/ _ vy vy v ND v v
lgG2a _ AA AA - ND - - _
lgG2b - AA _ - ND _ _ _
19G3 - AA AA AA ND A A A

Patikimi skirtumai tarp natiralaus apsvietimo sqlygomis ir pastovaus apsvietimo sqlygomis gyvenanciy
peliy grupiy pazyméti trikampiais: V¥V — pastovaus apsvietimo sqlygomis gyvenancios peliy grupés
statistiskai patikimas antikiiny produkcijos sumazéjimas; A — pastovaus apsvietimo sqlygomis gyvenancios
peliy grupés statistiSkai patikimas antikiiny produkcijos padidéjimas; ND — nebuvo daryta. Statistinis
patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Stjudento T testg. Vienas trikampis atitinka p<0,05, du
trikampiai — p<0,005, trys trikampiai — p<0,0005.

4.2.3. Antikiiny produkcijos priklausomybé nuo imunizacijos

paros laiko

Siekiant jvertinti antikiingy gamybos priklausomybe nuo paros laiko, pelés
buvo imunizuojamos TNP-ovalbuminu skirtingu paros metu: viena grupé vakare,
pries$ pat melatonino gamybos pradzig, kita — ryte, pasibaigus melatonino sintezei.
Pirminio ir antrinio imuninio atsako analizei pelés buvo imunizuotos du kartus.
Antra imunizacija atlikta praéjus 14 dieny nuo pirmos imunizacijos. Kraujas
antikiiny kiekio tyrimams buvo imamas 7 ir 21 dieng po imunizacijos. 7 dieng po
Imunizacijos imtuose kraujo méginiuose buvo tirtas IgM izotipas, 21 dieng tirti
IgG1, 1gG2a, 1gG3 izotipai. Eksperimento rezultatai pateikti 7 paveiksle.
Eksperimento metu didziausia visy tirty antikiiny izotipy koncentracija nustatyta
kraujo serume, imtame i§ vakare imunizuoty peliy. Tai jrodo, kad antikliny titras
priklauso nuo imunizacijos paros laiko.
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7 pav. TNP-specifiniy antikiiny produkcija imunizuojant peles nuo T lasteliy priklausomu antigenu
skirtingu paros metu.

BALB/c pelés (patelés) buvo suskirstytos | dvi grupes. Viena peliy grupé buvo imunizuota 21 valandg
vakaro, kizg 9 valandg ryto. Kraujas buvo paimtas pries imunizacijg (0 dieng), 7 ir 21 dienq skaiciuojant
nuo pirmos imunizacijos. 7 dieng po imunizacijos paimo kraujo méginiuose buvo tirtas IgM izotipas, 21
dieng po imunizacijos tirti IgG1, IgG2a, 19G3 izotipai. Atskiras rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais
vienetais (SV) vienos pelés kraujo serume. Standartiniame peliy kraujo serumo misinyje esanti kiekvienos
klasés antikiiny koncentracija buvo jvertinta 100 sutartiniy vienety (SV). Statistinis reikSmingumas tarp
grupiy buvo vertinamas pagal Stjudento T testq. Statistiskai patikimi skirtumai tarp grupiy pazyméti
zZvaigzdutéemis: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005.
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4.2.4. MT2 receptoriaus vaidmuo melatoninui moduliuojant
antikiiny produkcijg

Norint i$siaiSkinti, per kokius receptorius melatoninas reguliuoja T
priklausomg humoralinj imunitetg, buvo naudotas selektyvus MT2 receptoriaus
slopiklis — 4P-PDOT. Tuo tikslu visos pelés buvo laikomos natiiraliomis
apSvietimo sglygomis: vienai peliy grupei viso eksperimento laikotarp] kasdien
apie 19-20 valanda buvo suleidZziamas melatonino MT2 receptoriaus slopiklis —
4P-PDOT, tuo tarpu antroji peliy grupé slopiklio negavo. Adaptacinis periodas
prie slopiklio truko vieng savaitg. Pasibaigus adaptaciniam periodui, pelés buvo
imunizuojamos TNP-ovalbuminu. Imunizacija vyko 0 bei 14 eksperimento dieng.
Eksperimento rezultatai pateikti 8 paveiksle.

Peliy grupé, kuriai kasdien buvo leidZiamas 4P-PDOT, gamino statistiSkai
patikimai maziau IgGl, bet daugiau IgM, 1gG3 ir IgG2A. Ankstesniy
eksperimenty metu, laikant peles pastovaus apsvietimo sglygomis, buvo gauti
tokie patys rezultatai. Laikant peles pastovaus apsSvietimo salygomis (esant
sutrikusiai melatonino gamybai) taip pat padid¢ja IgM, IgG2a ir 1gG3 antikiiny
kiekiai bei sumaz¢ja IgG1 izotipo antikiiny kiekis. Gauti duomenys leidZia teigti,
kad melatoninas in vivo salygomis moduliuoja antikiiny produkcija per MT2

receptoriy.
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8 pav. MT2 receptoriaus slopiklio (4P-PDOT) jtaka TNP-specifiniy antikiiny produkcijai vakare
imunizuojant T priklausomu antigenu — TNP-ovalbuminu.

Pelés buvo suskirstytos j dvi grupes ir laikomos natiralaus apsvietimo sqlygomis. Eksperimento metu buvo
naudotas melatonino MT2 receptoriaus slopiklis — 4P-PDOT, kuris vienai peliy grupei buvo leidZiamas
viso eksperimento laikotarpj, kitai — visiSkai neleidziamas. Kiekvienq dieng 19-20 valandg, peléems buvo
leidziama po 0,25 mg/kg slopiklio. Atskiras rutuliukas — antikiiny kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos
pelés kraujo serume. Standartiniame peliy kraujo serumo misinyje esanti kiekvienos klasés antikiiny
koncentracija buvo jvertinta 100 sutartiniy vienety (SV). Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo
vertinamas pagal Stjudento T testq. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp 1 ir I grupiy pazZyméti
Zvaigzdutémis: * p<0,05, ** p<0,005,*** p<0,0005; ND — nedaryta.
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Melatonino veikimas per MT2 receptoriy buvo parodytas ne tik in vivo, bet
ir in vitro, naudojant TNP-ovalbuminu (nuo T lgsteliy priklausomu antigenu)
imunizuoty peliy bluZnies lgsteliy kultiiras. Lastelés buvo imamos i§ peliy, laikyty
skirtingomis apSvietimo salygomis, t.y. esant pastoviam arba natiiraliam
apSvietimui. Eksperimento rezultatai pateikti (9 pav.).

SV

m Sviesa/tamsa
O pastovus apsSvietimas

"L habgy

= Luzindolas 4PDOT 4PDOT 4PDOT
10 pM 1nM 100 nM 10000 nM

W

<

nestimuliuotos stimulinotos TNP-ovalbuminu

9 pav. TNP-specifiniy antikiiny produkcija in vitro naudojant bluZnies lasteles.

Pelés buvo laikomos natiralaus bei pastovaus apsvietimo sglygomis ir imunizuotos TNP-ovalbuminu.
Bluznies Igstelés buvo iSskiriamos 42 dieng po pirmos imunizacijos, stimuliuojamos in vitro 10 pgiml
TNP-ovalbuminu, papildomai pridedant 10 #M luzindolo arba 1-10000 nM 4P-PDOT. Standartiniame
peliy kraujo serumo misinyje esanti IgGl klasés antikiiny koncentracija buvo jvertinta 100 sutartiniy
vienety (SV).

Gauti rezultatai rodo, kad in vitro sglygomis bluznies lgstelés gamino tik
IgG1 klasés antikiinus. Natiiralaus apsvietimo sglygomis auginty peliy lastelés,
kurios nebuvo aktyvintos, gamino daugiau IgGl, lyginant su Igstelémis,
izoliuotomis i§ pastovaus apsvietimo sglygoms laikyty peliy. Po aktyvacijos
TNP-ovalbuminu labai padidéjo IgG1 koncentracija. Lastelés, iSskirtos i$ peliy,
laikyty natiiralaus apSvietimo sglygoms, sintetino daugiau IgGl. Pridéjus prie
lasteliy 10 uM luzindolo, IgG1 kiekis lastelése, iSskirtose i$ nattiralaus apsvietimo
salygomis laikyty peliy, sumazéjo kelis kartus. Tuo tarpu lastelése, iSskirtose i$
peliy, auginty esant pastoviam apsvietimui, I[gG1 koncentracija nepakito. Panasy

efektg sukélé ir Igsteliy stimuliavimas skirtingomis 4P-PDOT koncentracijomis.
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Gauti rezultatai leidzia teigti, kad melatoninas in vitro saglygomis veikia antikiiny
sinteze per MT2 receptoriy.

In vivo ir in vitro eksperimentuose naudojant melatonino membraniniy
receptoriy slopiklius jrodyta, kad melatoninas moduliuoja nuo T Iasteliy

priklausomg humoralinj imuninj atsakg veikdamas per M T2 receptoriy.

4.2.5. Melatonino mebraniniy receptoriy transkripty raiska
bluZnies B220" B limfocituose ir limfiniy mazguy T0 limfocituose.

Norint iSsiaiSkintiti, per kokiy Ilasteliy MT2 receptorius melatoninas
moduliuoja nuo T lgsteliy priklausomg humoralinj imuninj atsaka, buvo nustatyti
melatonino receptoriy iRNR transkriptai bluznies B limfocituose ir limfiniy
mazgy THO limfocituose. Taip pat buvo nustatyta melatonino receptoriy raiskos
priklausomybé nuo paros laiko ir melatonino koncentracijos.

Siems tikslams pasiekti, pelés, atsizvelgiant j organy (bluZnies, limfiniy
mazgy) izoliavimo laika, apSvietimo salygas ir papildomas melatonino injekcijas,
buvo suskirstytos j penkias grupes:

1. ,,ST“ naktis — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo salygomis (12 val.
Sviesa/12 val. tamsa), organai buvo iSimti naktj (po 4 val. nuo tamsos
periodo pradzios);

2. ,,S8 diena — pelés laikytos pastovaus apsvietimo salygomis (24 val. §viesa),
organai buvo i§imti dieng (po 4 val. nuo $viesos periodo pradzios);

3. ,.ST“ diena — pelés laikytos natiralaus ap$vietimo salygomis (12 val.
Sviesa/12 val. tamsa), organai buvo iSimti dieng (po 4 val. nuo Sviesos
periodo pradzios);

4. , S8 naktis — pelés laikytos pastovaus apsvietimo salygomis (24 val.
Sviesa), organai buvo iS§imti naktj (po 4 val. nuo tamsos periodo pradzios);

5. ,,SS“ naktis + melatoninas — pelés laikytos pastovaus ap§vietimo salygomis

(24 val. Sviesa), organai buvo iSimti nakt] (po 4 val. nuo tamsos periodo
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pradZios). Savaite iki eksperimento pradzios peléms | pilvo ertme¢ kasdien

buvo leidziamas melatoninas (5 mg/kg svorio). Melatonino injekcijos buvo

atlickamos prasidéjus tamsos periodui.

Melatonino membraniniy receptoriy transkripty raiSka buvo nustatinéjama
limfiniy mazgy Tw0 limfocituose ir bluznies B220" B limfocituose. Limfiniy
mazgy ir bluznies Igstelés buvo isskirtos i§ atitinkamy peliy organy. I$ limfocity
iSskirta iRNR, kuri buvo naudojama kDNR sintezei. Taikant tikrojo laiko
polimerazinés grandininés reakcijos metoda ir naudojant savitus melatonino
receptoriy RNR pradmenis, buvo nustatyta melatonino membraniniy receptoriy
raiSkg RNR lygmeniu. Eksperimenty rezultatai pateikti 7 lenteléje.

MTI1 ir MT2 receptoriy transkripty raiSka limfmazgiy TH0 lastelése aptikta
tik ,,ST” diena grupéje. MT1 receptoriaus raiska nustatyta tik viename i dviejy
atlikty eksperimenty (vienas teigiamas meéginys 1§ deSimties). PanaSus rezultatai
gauti ir tiriant MT2 receptoriaus raiska: i§ dviejy atlikty eksperimenty MT2
receptoriaus raiSka nustatyta taip pat tik viename (vienas teigiamas meéginys i8
keturiy). Remiantis miisy rezultatais, galima daryti prielaida: limfiniy mazgiy T0
lastelése silpna membraniniy melatonino receptoriy raiska vyksta tik dienos metu.

Tuo tarpu bluznies B limfocituose buvo nustatyta Zymiai intensyvesné
melatonino membraniniy receptoriy raiSka, lyginant su vykusia limfiniy mazgy
TxO limfocituose. BluZznies B limfocituose membraniniy receptoriy raiska
priklauso nuo paros laiko — vyksta tik nakties metu. D¢l pastovaus aps$vietimo
sutrikus melatonino gamybai MT1 ir MT2 receptoriy transkripty raiSka nakties
metu nevyksta, tac¢iau papildomos melatonino injekcijos atstaté bluznies B

limfocituose melatonino membraniniy receptoriy raiska.
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7 lentelé. Melatonino membraniniy receptoriy nukleotidy rai§ka bluznies B220" B limfocituose ir
limfiniy mazgy TH0 limfocituose.

B220" limfocitai i$skirti i$ bluZnies
SS
Receptoriy | Eksp. | KDNA | o . | ST | ST SS SS | naktis
pavadinimas Nr. Saltinis Y5 | naktis | diena diena | naktis +
Mel
| L MTL1(A) | +- - - ND | ND
MT1(B) | +- - + ND | ND
I ) MTL1(A) | +- | ND | ND | ND | ND
MT1 (B) - ND | ND | ND | ND
MT1(A) | +- | ND | ND - +/-
MT1 3 MT1(B) | +- | ND | ND - +/-
MT1 (C) - ND | ND - -
MT1(A) | +- | ND | ND - +/-
4y 4 MTL(B) | +- ND | ND - +/-
MT1 (C) - ND | ND - -
MT1 (A) - ND | ND - -
5 MT1 (B) - ND | ND - +/-
MT1 (C) - ND | ND - -
| 1 MT2 +/- - +/- ND ND
1 2 MT2 + ND ND ND ND
MT2 3 MT2 +/- ND ND - +/-
1l 4 MT2 +/- ND ND - +
5 MT2 +/- ND ND - +/-
TwO limfocitai iSskirti i$ limfiniy mazgy
Receptoriy Eksp. kDNA Pradmenvs ST ST SS
pavadinimas Nr. Saltinis Y5 | naktis | diena diena
1 MT1 (A) - - -
' 2 MT1 (B) - - -
MT1 3 MT1 (C) - - -
I 1 MT1(A) | ND - -
2 MT1(B) | ND | +- -
MT2 | 1 MT2 - - -
1 2 MT2 ND +/- -

ST naktis — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo sqlygomis (12 val. §viesa/12 val. tamsa), organai buvo
isimti naktj (po 4 val. nuo tamsos periodo pradzios); ,,SS* diena — pelés laikytos pastovaus apsvietimo
sqlygomis (24 val. §viesa), organai buvo iSimti dieng (po 4 val. nuo §viesos periodo pradzios); ,,ST* diena
— pelés laikytos natiralaus apsvietimo squgomzs (12 val. sviesa/12 val. tamsa), organai buvo isimti dieng
(po 4 val. nuo $viesos periodo pradzios); ,,8S* naktis — pelés laikytos pastovaus apsvietimo sqlygomis (24
val. §viesa), organai buvo isimti naktj (po 4 val. nuo tamsos periodo pradzios);, SS* naktis + mel — pelés
laikytos pastovaus apsvietimo sqlygomis (24 val. sviesa), organai buvo isimti naktj (po 4 val. nuo tamsos
periodo pradzios), Savaite iki eksperimento pradzios Sios grupés peléms j pilvo ertme kasdien buvo
leidziamas melatoninas (5 mg/kg svorio). Melatonino receptoriy raiska analizuojama tIPGR metodu. +
abu teigiami méginiai, +/- vienas teigiamas, vienas neigiamas méginys, - abu neigiami méginiai, ND -
nebuvo daryta.
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Remiantis musy rezultatais, melatoninas, veikdamas per bluZnies B limfocity
MT?2 receptoriy, moduliuvoja nuo T Igsteliy priklausoma humoralin} imuninj
atsakg. D¢l pastovaus apSvietimo sutrikus melatonino gamybai, sutrinka ir MT2
receptoriaus ekspresija B limfocituose. D¢l Sios priezasties buvo stebimas [gGI
izotipo antikliny kiekio statistiskai patikimas sumazéjimas ir 1gG2a antikiiny titro
padidéjimas, taciau papildomos melatonino injekcijos atstato MT2 receptoriaus
ckspresija bluznies B limfocituose, statistiSkai patikimai padidino 1gGl izotipo

antiktiny kiekj ir sumazino 1gG2a antikiiny titrg.
4.3. MT1 ir MT2 melatonino receptoriy tyrimas
limfocituose naudojant monokloninius antikiinus

Norint istirti membraniniy receptoriy raiSkg imuninés sistemos organuose ir
lastelése  baltymy lygmenyje, buvo pagaminti monokloniniai antiktnai,
atpazjstantys peliy melatonino membraninius receptorius.

Monokloniniy antikiiny prie$ peliy membraninius receptorius gamybos etapai:
e MTI1 ir MT2 receptoriy baltymy fragmenty klonavimas ir ekspresija
E. coli;
e Gyviny imunizacija MT1-GST ir MT2-GST chimeriniais baltymais ir
monokloniniy antiktiny prie§ MT1 ir MT2 kiirimas;

e Monokloniniy antikiiny atranka ir charakteristika;
4.3.1. MT1 ir MT?2 receptoriuy baltymy fragmenty klonavimas

MTI1 ir MT2 melatonino receptoriai priklauso su G baltymais sukibusiy
receptoriy grupei, kurie 7 kartus perveria membrang ir formuoja vidines ir iSorines
membranos kilpas. Peliy MT1 ir MT2 receptoriy aminoriigs¢iy sekos turi labai
didele homologija su ziurkiy bei zmogaus sekomis. Antigeno ruoSimui buvo

pasirinkta N-galiné ekstralgsteliné baltymo dalis, kur yra didZiausi skirtumai tarp
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pelés ir ziurkés aminoriigiéiy seky. Si dalis buvo klonuota kaip GST chimerinis
baltymas, kuriuo buvo imunizuotos Ziurkes.

MT1 (96 bp.) ir MT2 (126 bp.) N-galinés sekos su pridétais STOP kodonais
buvo uzsakytos kaip sintetiniai genai i§ Operon firmos - pPCR Script Mel
vektorius. Sekos buvo sukonstruotos taip, kad véliau buty galima lengvai iskirpti
MT1 ir MT2 sekas. Klonavimui taip pat naudotas GST baltymo gena turintis
vektorius pGEX-4T-3 (GE Healthcare). Darbo tikslas buvo pagaminti plazmides,
turin¢ias GST-MT1 ir GST-MT2 genus.

GST-MT1 Kklonavimas. 109 bp MT1 N-galas buvo iskirptas i§ pPCR Script Mel

vektoriaus EcoRI/Sall restrikcijos endonukleazémis ir klonuotas j pGEX-4T-3

vektoriy, kirpta tomis paciomis restrikcijos endonukleazémis. MT1 fragmentas
klonuojamas po GST geno taip, kad ekspresuojant baltymus biity gautas
GST-MT1 chimerinis baltymas. Sukonstruotas vektorius pavadintas MT1 pGEX.
MT1 pGEX vektorius tikrintas naudojant EcoRI/Sall (gaunami 4958 ir 106 bp
fragmentai) ir BamHI/Xhol (gaunami 4945 ir 119 bp fragmentai) restrikcijos
endonukleazes.

GST-MT?2 Kklonavimas. 136 bp MT2 N-galas buvo iskirptas i§ pPCR Script Mel

vektoriaus EcoRI/Xhol restrikcijos endonukleazémis ir klonuotas | pGEX-4T-3

vektoriy, kirpta tomis paciomis restrikcijos endonukleazémis. MT2 fragmentas
klonuojamas po GST geno taip, kad ekpresuojant baltymus biity gautas GST-MT2
chimerinis baltymas. Sukonstruotas vektorius pavadintas MT2 pGEX. MT2 pGEX
vektorius tikrintas naudojant EcoRI/Xhol (gaunami 4953 ir 136 bp fragmentai) ir
BamHI/Smal (gaunami 4972ir 117 bp fragmentai) restrikcijos endonukleazes.
Patikrintos teigiamos plazmidés buvo transfekuotos j E.coli BL21 kamiena,
kuriame, naudojant IPTG reagenta, buvo indukuota GST chimeriniy baltymy
raiSka. Lewis linijos ziurkiy imunizavimas GST-MTL1 ir GST-MT2 chimeriniais

baltymais bei hibridominiy Igsteliy gavimas apraSyti metoduose.
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4.3.2. Monokloniniy antikiiny prie§ MT1 ir MT2 receptorius
charakterizavimas

Gauty hibridominiy lasteliy produkuojamy antikiiny specifiSkumas tikrintas
ELISA metodu, naudojant GST antigenus bei GST-MT1 ir GST-MT2
rekombinantinius  baltymus.  Buvo  atrinktos  hibridominés  lastelés,
produkuojancios monokloninius antiktinus prie§ MT1 (klonai MT1-1, MT1-2,
MT1-3, MT1-4, MT1-5, MT1-6, MT1-7) ir MT2 (klonai: MT2-1, MT2-2, MT2-3,
MT2-4, MT2-5, MT2-6, MT2-7). Monokloniniai antikiinai, atpazjstantys MT2,
reagavo tik su GST-MT2 ir nereagavo su GST ir GST-MT1 baltymais (10 pav.).

MT2
GST-MT1 GST-MT2 GST -~ -MT2-1
»—MT2-2  Lasteliy
- ——MT2-3 kultiiry
::1 2 2 2 —+—MT2-4 supernatantas
3 - #-MT2-5
£ 1 1 —+MT2-6
k_+_‘——1 n.—+—+___‘_
B— gy o s .
1 3 9 27 81 243 729 PBS 1 3 9 27 81 243 729 PBS 1 3 9 27 81 243 719 PBS
Terpés skiedimas Terpés skiedimas Terpés skiedimas

E 3 - Gryninti
::: 5 3 antikiinai
o1 1
————n a8 —a—a
100 333 11.1 370 1.24 041 0.14 005 100 333 111 3.70 1.24 041 0.14 005 100 333 11.1 3.70 1.24 041 0.14 0.05

ng/ml ng/ml ng/ml

10 pav. Monokloniniy antikiiny pries peliuy MT1 melatonino receptoriy specifiSkumas ir titras.
Monokloniniai antikiinai, atpazjstantys MT1 melatonino receptoriy (Igsteliy kultiry terpés ar isgryninti is
ascito antikiinai), titruoti ELISA plokstelése su imobilizuotais GST-MT1, GST-MT2 ar GST
rekombinantiniais baltymais. MT1-1, MT1-2, MT1-3, MT1-4, MT1-5, MT1-6, MT1-7 — skirtingi antikiiny
klonai.

Tuo tarpu monokloniniai antikiinai, atpazjstantys MT2, reagavo tik su GST-
MT2 ir nereagavo su GST ir GST-MT1 rekombinantiniais baltymais (11 pav.).
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MT1

——* —MTI1-1
GST-MT1 GST-MT2 GST MT1-2
A MT1-3 Lasteliy
- = MT14 kultiiry
£12 12 12 —*—MTI1-6 tant
5 — o —MTLT supernatantas
=08 08 08
So4 0.4 04
| -D_""‘“—-—o-::iﬁ‘_:;= i - n ey n o n Phacet} n n n n 3 n
1 3 9 27 81 243 729 PBS 1 3 9 27 81 243 729 PBS 1 3 9 27 81 243 729 PBS
Terpés skiedimas Terpés skiedimas Terpés skiedimas
1.6 16 1.6
E 12 12 12 Gryninti
2 antikiinai
= 08 08 0.8
S o4 — 04 04
i . S, S —a—a | ﬁﬂ-‘«n—n—-—u—n—n—u

333 111 37 12 041014 005 0 333 111 37 12 041014 005 0 333 111 37 12 041014 005 0
ng/ml pg/ml ng/ml

11 pav. Monokloniniy antikiiny, atpaZjstanciy peliy MT2 melatonino receptoriy, specifiSkumas ir

titras.

Monokloniniai antikiinai, atpazjstantys MT1 melatonino receptoriy (Igsteliy kultiiry terpés ar isgryninti is
ascito antikiinai), titruoti ELISA plokstelése su imobilizuotais GST-MT1, GST-MT2 ar GST
rekombinantiniais baltymais. MT2-1, MT2-2, MT2-3, MT2-4, MT2-5, MT2-6, MT2-7 — skirtingi antikiiny

klonai.
Antiktiny specifiSkumas tikrintas ir imunoblotingo metodu (12 pav.).

MT1

MT1-1 MT1-2 MT1-3 MT1-4 MT1-5 MT1-6 MT1-7

"5 p——
—

¥

ry

28.5kD—> - - - e

s

pGEX- MT1 MT2 MT1 MT2 MT1 MT2 MT1 MT2 MT1 MI2 MT1 MT2 MT1 MT2

MT2 MT21 MT2-2 MT2:3 MT2-4 MT25

pGEX- MT1 MT2 MT1 MT2 MT1 MT2 MT1 MT2 MT1 MT2

12 pav. Monokloniniy antikiiny, atpaZistandiy peliy MTL1 ir MT2 melatonino receptorius,
specifiSkumo tyrimas imunoblotingo metodu.

GST-MT1 ir GST-MT2 rekombinantiniai baltymai buvo frakcionuojami 15 % SDS poli-akrilamidiniame
gelyje. PDF membranos buvo inkubuotos su 8 kartus skiestomis hibridomy kultiury terpémis MTI (1-7) ir
MT2-(1-5). Prisijunge peroksidaze zZyméti antriniai antikiinai buvo iSryskinti naudojant netirpy substratq —
TMB.
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Antikiinai, atpazjstantys MT1, sgveikavo tik su GST-MT1, bet nesgveikavo
su GST-MT2 baltymu, o antikiinai, atpazjstantys MT2 reagavo tik su GST-MT2,
bet ne su GST-MT1.

4.3.3. MT1 ir MT2 melatonino receptoriy raiSkos tyrimas tékmés
citometrijos metodu

MTL1 ir MT2 melatonino receptoriai buvo nustatomi BALB/c linijos peliy
bluznies, uzkrii¢io liaukos, limfiniy mazgy ir kauly Ciulpy lasteliy membranose.
Norint iStirti melatonino membraniniy receptoriy raiSkos priklausomybe nuo
apSvietimo ir sutrikusios melatonino gamybos, organai buvo imti skirtingu paros
metu i§ gyviny, gyvenanciy skirtingomis apsvietimo salygomis. Pirmoji peliy
grupé gyveno esant nattiraliam apS$vietimui, jy organai buvo imti naktj. Antroji
grup¢ gyveno natliralaus apsSvietimo sglygomis, taciau organai buvo imti dieng.
Treciosios grupés pelés gyveno esant pastoviam apsvietimui (melatonino gamyba
sutrikusi), jy organai buvo imti dienos metu. Kiekvienoje grupéje buvo po 5 peles.
Eksperimentai kartoti 3 kartus.

Darby metu MT1 receptoriaus raiskos tirtuose organuose (bluznies, uzkrti¢io
liaukos, limfiniy mazgy ir kauly ¢iulpy) limfocity membranose aptikti nepavyko.
Taip pat nebuvo nustatyta ir MT2 receptoriaus raiska uzkrii¢io liaukos, limfiniy
mazgy ir kauly Ciulpy lgstelése, taciau MT2 receptoriaus raiska buvo aptikta
bluznies Igstelése (13 pav.). Atsizvelgiant | gautus rezultatus, galime teigti, kad
MT2 receptoriaus raiSka nepriklauso nuo apsSvietimo salygy ir melatonino
gamybos ciklo.

Analizuojant Iasteles tikrojo laiko PGR metodu, nustatyta, kad melatonino
MT2 receptoriaus raiska bluznies B limfocituose priklauso nuo paros laiko ir
melatonino gamybos sutrikimo. Naudojant tékmés citometrijos metoda, S$ios

priklausomybés nepavyko aptikti. Skirtumas galéjo atsirasti dél metody jautrumo.
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13 pav. MT2 melatonino receptoriy raiSka bluZnies lastelése naudojant tékmés citometrijos metoda.
ST naktis — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo sqlygomis (12 val. Sviesa/12 val. tamsa), lgstelés buvo
iSskirtos nakties metu. ,,SS* diena — pelés laikytos pastovaus apsvietimo sqlygomis (24 val. §viesa), lgstelés
buvo isskirtos dienos metu. ,,ST* diena — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo sglygomis (12 val.
Sviesa/l12 val. tamsa), lgstelés buvo isskirtos dienos metu. Parodytos reprezentacinés histogramos is trijy
nepriklausomy eksperimenty.
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4.4, Melatonino branduoliniy ir MT3/CR2 receptoriy

transkripty raiSka limfocituose

Remiantis literatiiros duomenimis, melatoninas sgveikauja su RORa, RORf
ir MT3/CR2 receptoriais. Nors néra jrodymy, kad melatoninas gali jungtis prie
RORYy, kai kurie autoriai jvardija jj kaip melatonino receptoriy [60]. Literatiiroje
néra duomeny apie RORP ir MT3/CR2 receptoriy raiska imuninés sistemos
lastelése. Taip pat néra aiSku ar RORa ir RORY receptoriy raiska limfocituose gali
priklausyti nuo paros laiko ir melatonino gamybos sutrikimo. Norint tai 1SaiSkinti,
melatonino receptoriy raiska buvo tirta imuninés sistemos lgstelése, izoliuotose
jvairiu paros laiku i§ BALB/c linijos peliy, laikomy skirtingose ap$vietimo
salygose:

1. ST naktis — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo salygomis (12 val.
Sviesa/12 val. tamsa), organai buvo iSimti nakt] (po 4 val. nuo tamsos periodo
pradzios);

2. ,SS* diena — pelés laikytos pastovaus ap$vietimo salygomis (24 val.
Sviesa), organai buvo iSimti dieng (po 4 val. nuo Sviesos periodo pradzios);

3. ST diena — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo salygomis (12 val.
Sviesa/12 val. tamsa), organai buvo iSimti dieng (po 4 val. nuo Sviesos periodo
pradzios).

Melatonino branduoliniy ir MT3/CR2 receptoriy transkripty raiSka buvo
nustatinéjama uzkrtcio liaukos limfocituose, kauly Ciulpy limfocituose, limfiniy
mazgy TwO limfocituose ir bluznies B220" B limfocituose. I§ limfocity iskirta
iRNR, kuri buvo naudojama kDNR sintezei. Taikant tikrojo laiko polimerazinés
grandininés reakcijos metoda ir naudojant savitus melatonino receptoriy RNR
pradmenis, buvo nustatyta melatonino branduoliniy ir MT3/CR2 receptoriy raiska

RNR lygmeniu. Eksperimenty rezultatai pateikti 14 paveiksle.
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14 pav. RORa, RORYy ir MT3/CR2 receptoriy nukleotidy raiska BALB/c linijos limfocituose.

ST naktis — pelés laikytos natiralaus apsvietimo sqlygomis (12 val. $viesa/12 val. tamsa), organai buvo
iSimti naktj.,,SS* diena — pelés laikytos pastovaus apsvietimo sqlygomis (24 val. §viesa), organai buvo
isimti dieng.,,ST* diena — pelés laikytos natiiralaus apsvietimo sqlygomis (12 val. §viesa/I2 val. tamsa),
organai buvo isimti dienq. Uzk. — uzkriicio liaukos limfocitai, CD4+ — limfinazgiy Tw0 limfocitai, B220" —
bluznies B limfocitai, K.¢. — kauly ciulpy lgstelés. Santykines raiskos dydis buvo nustatytas pagal K.J.Livak
ir T.D.Schmittgen aprasytq metodikg [274]. +/- aptikti teigiami rezultatai su pakankamai didelémis Ct
reiksmémis (Ct:36-40). Statistiskai patikimi skirtumai tarp grupiy pazyméti zvaigzdutémis: ** p<0,005.
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RORJ receptoriy transkripty raiSkos BALB/c linijos peliy limfocituose
aptikti nepavyko.

RORa geno transkripty raiSka buvo nustatyta visuose tyrinétuose organuose
(14 pav.). Remiantis miisy duomenimis, RORa transkripty raiska nepriklauso nuo
paros laiko ir cirkadinio ritmo sutrikimo. Raiskos dydis skiriasi skirtinguose
BALB/c linijos peliy imuninés sistemos organy limfocituose. Didziausia raisSka
nustatyta uzkrtcio liaukos limfocituose ir iSgrynintuose i§ limfiniy mazgy TH0
limfocituose, mazesné — kauly c¢iulpy limfocituose. Bluznies B limfocituose
RORa yra transkribuojamas, tatiau RORa geno IRNR nustatyta nedaug,
skirtinguose eksperimentuose ne visada pavykdavo gauti teigiamus rezultatus.
Miisy rezultatai panasis j duomenis, kuriuos pateiké Dzhagalov su kolegom [281].
Jie tyrin¢gjo RORa receptoriaus transkripty raiskg skirtingose peliy uzkriic¢io
liaukos ir bluZnies limfocity populiacijose. DidZiausia RORa raiska buvo
nustatyta uzkrtcio liaukos THO limfocituose, mazesné uzkriicio liaukos Tc
limfocituose ir vos aptinkama bluznies B limfocituose [281].

RORYy geno transkripty raiSka buvo nustatyta visuose tyrinétuose organuose
(14 pav.). Raiskos intensyvumas skiriasi skirtinguose BALB/c linijos peliy
imuninés sistemos organy limfocituose. Didziausia raiska nustatyta uzkriicio
liaukos limfocituose, mazesné limfiniy mazgy THO limfocituose, ir vos aptinkama
kauly Ciulpy ir bluznies B limfocituose. UZkrucio liaukos limfocituose RORy
transkripty raiSka priklauso nuo paros laiko ir cirkadinio ciklo sutrikimo. Dieng
raiSka didesné nei naktj. Sutrikus cirkadiniam ciklui, ekspresija dienos metu
statistiSkai patikimai sumaze¢jo.

MT3/CR2 receptoriaus raiSka buvo nustatyta visuose tyrinétuose organuose
(14 pav.). Skirtingai nuo kity receptoriy, MT3/CR2 receptoriaus raiska visuose
tirtuose limfocituose buvo galima jvertinti kiekybiskai. DidZiausia MT3/CR2
receptoriaus raiSka aptikta kauly Ciulpy ir bluznies B limfocituose. Bluznies B

limfocituose aptikta raiskos priklausomybé nuo paros laiko ir cirkadinio ciklo
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sutrikimo. Dieng raiska didesné nei naktj. Sutrikus cirkadiniam ciklui, ekspresija
dienos metu statistiSkai patikimai sumazgjo.

Apibendrinant rezultatus — ROR[ raiska nebuvo aptikta tyrinétuose
limfocituose. RORa, RORy, MT3/CR2 melatonino receptoriy transkriptai placiai
ekspresuojami  BALB/c linijos limfocituose. Uzkrii¢io liaukos limfocity
receptoriaus RORYy ir bluznies B limfocituose receptoriaus MT3/CR2 raiSka dieng
statistiSkai patikimai didesné nei naktj. D¢l peliy laikymo pastovaus apsvietimo

saglygomis (sutrikus cirkadiniam ciklui) $iy geny raiska dieng sumazéja.

4.5. Melatonino sintezés sutrikimo poveikis imuninés
sistemos organy lgsteliy skaiciui ir leukocity migravimui j
uzdegimo vieta

Norint nustatyti melatonino gamybos slopinimo jtaka lasteliy skai¢iui
Imuninés sistemoS organuose ir leukocity migravimui j uzdegimo vietg, pelés,
atsizvelgiant j apSvietimo sglygas, buvo suskirstytos  tris grupes:

1. Pelés laikytos nattiralaus apSvietimo salygomis (12 val. Sviesa/12 val.

tamsa), nattirali melatonino gamyba;

2. Pelés laikytos pastovaus apSvietimo salygomis (24 val. Sviesa), sutrikusi
melatonino gamyba;

3. Pelés laikytos pastovaus apsvietimo sglygomis (24 val. Sviesa), prasidéjus
tamsos periodui tiriamiesiems gyvinams ] pilvo ertm¢ buvo atliekamos
melatonino (5 mg/kg svorio) injekcijos. Pastaroji peliy grupé tirta norint
jsitikinti, kad lgsteliy skai¢iy imuninés sistemos organuose ir uzdegimo
vietoje reguliuoja melatoninas, o ne kiti cirkadinio ritmo komponentai.

Pelés vakarais buvo imunizuojamos nuo T lasteliy priklausomu ir nuo T
lasteliy nepriklausomu antigenais. Imunizuojant peles T priklausomu ir T

nepriklausomu antigenais, lastelés skai¢iuotos tokiuose organuose kaip uzkriicio
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liauka, bluznis, limfmazgiai, kauly ciulpai, Pejerio plokstelés, o taip pat pilvo
ertméje (kur buvo atliekama imunizacija).

Pagal literatiros duomenis, paSalinus pagrindini melatonino gamybos
organg — kankorézing liaukg, gyviinams sumaZz¢ja imuninés sistemy organy maseé.
Ziurkénams sumazéja bluznies masé [16], peléms — uzkricio liaukos mase [197,
198], ziurkéms sumazéja bluznies ir uzkrii¢io liaukos masé [199]. Remiantis musy
rezultatais, jvairiy tipy lasteliy skaiCius uzkrac¢io liaukoje, bluznyje, Pejerio
plokstelése, limfmazgiuose bei kauly Ciulpuose nesiskyré visose trijose peliy
grupése. Melatonino sintezés sutrikimas, atsirades dél gyvenimo pastovaus
apSvietimo sglygomis, nesukelia Igsteliy skaic¢iaus pakitimy BALB/c linijos peliy
imuninés sistemos organuose.

IS kitos pusés, vertinant pilvo ertmés lasteliy skaiCiy, buvo aptiktas
statistiSkai patikimas T lasteliy, B2 tipo B lasteliy, makrofagy, monocity ir
granuliocity skaiciaus padidéjimas peliy grupése, laikytose pastovaus apsvietimo
saglygomis (15B ir 16B pav.). Pilvo ertmés T ir B limfocity identifikavimas tékmés
citometrijos metodu pateiktas 15A pav. Be B2 tipo B lasteliy (Sio tipo lastelés
aptinkamos jau minétuose organuose) pilvo ertmeje yra tik tam organui bidingy
B1 tipo B Iasteliy, kurios dar skirstomos j Bla ir Blb lasteles. Pilvo ertmés
makrofagy, monocity ir granuliocity identifikavimas tékmés citometrijos metodu
pateiktas 16A paveiksle.

Peliy grupése, laikytose pastovaus apSvietimo sglygomis, bet kurioms kas
vakarg buvo atliekamos papildomos melatonino injekcijos, leukocity skaicius

buvo panasus ] nustatytaji pelése, laikytose natiiralaus apSvietimo saglygomis.
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15 pav. Pilvo ertmés limfocity skaiciaus pakitimai po TP ir TN vakarinés imunizacijos, esant
sumazéjusiai melatonino koncentracijai.

A. Pilvo ertmés skirtingy limfocity populiacijy identifikavimas tékmés citometrijos metodu.

B. T, B2, Bla, Blb limfocity skaicius (x10°) pilvo ertméje. TN — nuo T Igsteliy nepriklausomo antigeno
imunizacija, TP — nuo T lIgsteliy priklausomo antigeno imunizacija. Atskiras rutuliukas ar trikampis
nurodo lgsteliy skaiciy vienos pelés pilvo ertméje. Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas
pagal Mann-Whitney U festq. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp 1 ir Il grupiy pazyméti zvaigzdutémis:
** p<0,005, *** p<0,0005.
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16 pav. Pilvo ertmés makrofagy-granuliocity skai¢iaus pakitimai po TP ir TN vakarinés
imunizacijos, esant sumazéjusiai melatonino koncentracijai.

A. Pilvo ertmés monocity, makrofagy ir granuliocity identifikavimas tékmés citometrijos metodu.

B. Makrofagy, monocity ir granulocity skaicius (x10°) pilvo ermméje. TN — nuo T lgsteliy nepriklausomo
antigeno imunizacija, TP — nuo T lgsteliy priklausomo antigeno imunizacija. Atskiras rutuliukas ar
trikampis nurodo lgsteliy skaiciy vienos pelés pilvo ertméje. Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo
vertinamas pagal Mann-Whitney U testq. Statistiskai patikimi skirtumai tarp I ir Il grupiy pazyméti
ZvaigZzdutemis: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005.
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Apibendrinat gautus rezultatus galime teigti, kad melatonino sintezés
slopinimas nesukelia drastiSko lgsteliy skaiiaus sumazéjimo pagrindiniuose
imunings sistemos organuose: uzkricio liaukoje, limfmazgiuose, bluznyje. Kita
vertus, melatonino sintezé€s sumazéjimas imunizuotose pelése skatina leukocity
migracijg ] uzdegimo vietg (pilvo ertmg).

Miisy rezultatai atitinka 2007 metais Markus ir kolegy iskelta hipoteze [282]:
leukocitai migruoja j uzdegimo vietg (pilvo ertm¢) dél chemotaktiniy medziagy.
Nakties metu pagamintas melatoninas slopina leukocity riedéjimo ir sukibimo
savybes ir, tokiu biidu, slopina leukocity migravimg [152]. Melatonino gamybos

sutrikimas, atsirades dél pastovaus apSvietimo, pagerina leukocity migravima.

4.5.1. Leukocity migravimo j uzdegimo vieta priklausomybé nuo

Imunizacijos paros laiko

Norint nustatyti leukocity migravimo j uzdegimo vietg priklausomybe nuo
imunizacijos paros laiko, pelés buvo suskirstytos 1 keturias grupes pagal
apsvietimo salygas ir TNP-ovalbumino imunizacijos paros laika. Dvi peliy grupés
buvo laitkomos pastoviame apSvietime (melatonino sintezé sutrikusi) bei
imunizuojamos skirtingu paros metu — viena ryte, kita — vakare. Kitos dvi grupés
gyveno esant natiiraliam apSvietimui (melatonino sintezé normali) bei
imunizuotos skirtingu paros metu — viena ryte, kita — vakare. Rezultatai pateikti 17
paveiksle.

Peliy grupése, gyvenanciose pastovaus apSvietimo sglygomis, skirtingas
imunizacijos paros laikas netur¢jo jtakos Igsteliy skaiciui pilvo ertméje. PrieSingai,
natiiraliomis sglygomis gyvenanioms peléms leukocity migravimas | uzdegimo
vietg priklauso nuo imunizacijos paros laiko. Po vakarinés imunizacijos sumazéjo
makrofagy, monocity, T, B2, Bla, B1b limfocity skaicius pilvo ertméje, lyginant

su rytine imunizacija (17 pav.).
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17 pav. Pilvo ertmés lasteliy skai¢iaus pakitimai po TP antigeno rytinés ir vakarinés imunizacijos,
esant sumaZéjusiai melatonino sintezei.

Llimfocity, makrofagy, monocity ir granulocity skaicius (x10%) pilvo ertméje. TP — T priklausomo antigeno
imunizacija. Atskiras rutuliukas ar trikampis nurodo lgsteliy skaiciy vienos pelés pilvo ertméje. Statistinis
patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Mann-Whitney U testq. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp

grupiy pazymeéti zvaigzdutémis:* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005.
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Hayashi ir kolegos nustaté, kad C57BL/6J linijos peliy pilvo ertmés
makrofaguose dienos metu padidéja MCP-1 ir jo receptoriaus CCR2 raiSka RNR
lygmenyje [283]. CCR2 ir MCP-1 dalyvauja antigeng pateikianéiy Igsteliy
migravime j uzdegimo vietg [284]. Tai gali bati didesnés limfocity, monocity ir

makrofagy migracijos po rytinés imunizacijos priezastis.

4.5.2. MT2 receptoriaus slopiklio 4P-PDOT jtaka leukocity

migravimui.

Norint nustatyti MT2 receptoriaus vaidmenj melatonino reguliuojamam
leukocity migravimui, buvo naudotas selektyvus MT2 receptoriaus
slopiklis — 4P-PDOT. Pelés buvo suskirstytos j dvi natiiraliomis ap§vietimo
saglygomis laikomos grupes. Pirmajai peliy grupei viso eksperimento laikotarpj
kasdien 19-20 valanda buvo suleidziamas melatonino MT2 receptoriaus
selektyvus slopiklis 4P-PDOT, tuo tarpu antroji peliy grupé slopiklio negavo.
Adaptacinis periodas prie slopiklio truko vieng savaite. Pasibaigus adaptaciniam
periodui, pelés buvo imunizuojamos TNP-ovalbuminu. Eksperimento rezultatai
pateikti 18 paveiksle. Peliy grupei, kuriai kasdien buvo leidziamas  4P-PDOT,
nustatytas statistiSkai patikimas makrofagy, monocity, granuliocity, T, B2, Bla ir
B1b tipo limfocity skai¢iaus padid¢jimas, lyginant su peliy, kurioms 4P-PDOT
nebuvo leidziamas. Galima teigti, kad melatoninas, veikdamas per MT2
receptoriy, slopina makrofagy, monocity, granuliocity, T ir B2 limfocity
migravimg j uzdegimo vieta. Sie duomenys patvirtina ankstesnius literatiiroje
skelbiamus teiginius, kad melatoninas, veikdamas per MT2 receptoriy, silpnina

leukocity riedéjimo savybes (slopina leukocity migravima) [152].
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18 pav. MT2 receptoriaus slopiklio (4P-PDOT) jtaka leukocity migravimui.

Limfocity, makrofagy, monocity ir granuliocity skaicius (x10%) pilvo ertméje. Vienai peliy grupei viso
eksperimento laikotarpj kasdien 19-20 valandg buvo suleidziamas melatonino MT2 receptoriaus selektyvus
slopiklis — 4P-PDOT, antroji peliy grupé slopiklio negavo. Atskiras rutuliukas nurodo Igsteliy skaiciy
vienos pelés pilvo ertméje. Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Mann-Whitney U
testq. Statistiskai patikimi skirtumai tarp 1 ir Il grupiy pazyméti zZvaigzdutémis: * p<0,05, **
p<0,005,*** p<0,0005;

91



4.6. Melatonino gamybos sutrikimo poveikis granuliocity
migracijai

Norint iStirti melatonino vaidmenj granuliocity migracijos reguliacijoje,
peléms buvo atliekamos fMLP (N-formyl-MET-Leu-Phe) injekcijos j pilvo ertme.
fMLP receptoriy aktyvavimas skatina granuliocity chemotaksj [285]. Siekiant
nustatyti optimaly granuliocity migracijos ] pilvo ertme¢ laika, buvo parinkta
optimali trukmé nuo fMLP injekcijos j peliy pilvo ertme iki dekapitacijos. Gauti
rezultatai parodeé, kad didziausia granuliocity koncentracija peliy pilvo ertmeje
buvo praéjus 4 valandoms po fMLP injekcijos.

Siekiant kiekybiSkai jvertinti melatonino poveikj granuliocity migravimui,
pelés, atsizvelgiant ] apSvietimo salygas, buvo suskirstytos 1 dvi grupes. Pirmosios
grupés gyviinai buvo laitkomi normalaus apSvietimo salygomis (Sviesa
12val./tamsa 12 val.), antrosios - savaite iki fMPL injekcijos laikyti esant
pastoviam apsvietimui (Sviesa 24 val.). Eksperimento metu fMLP injekcijos
atliktos prie§ tamsos periodo pradzig (20 val. vakaro) ir ryte (10 val. ryto).
Rezultatai pateikti (19 pav.).

Vakariné fMLP injekcija _ Rytiné fMLP injekcija
) kk
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= [ o o) o
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19 pav. Pilvo ertmés granuliocity skaiciaus pakitimai, esant sutrikusiai melatonino gamybai, po
rytinés ir vakarinés fMLP injekcijos.

Pelés buvo suskirstytos j dvi grupes po 8 vnt. atsizvelgiant j apsSvietimo sglygas. Norint sukelti
granuliocity migravimg peléms buvo atliekamos fMLP injekcijos j pilvo ertme. Atskiras rutuliukas
nurodo granuliocity skaiciy vienos pelés pilvo ertméje. Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo
vertinamas pagal Mann Whitney ftestq. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp grupiy pazyméti
Zvaigzdutéemis: ** p<0,005.
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Peliy su sutrikusia melatonino gamyba, t.y. laikyty pastovaus apSvietimo
salygomis, granuliocity migravimas } pilvo ertme¢ po vakarinés fMLP injekcijos
(kai melatonino koncentracija skirtinga abiejose grupése) padidé¢ja, lyginant su
normalaus ap$vietimo salygomis laikyty peliy granuliocity migracija. Tuo tarpu
po rytinés fMLP injekcijos (kai melatonino koncentracija vienoda abiejose
grupése) granuliocity migravimo ] pilvo ertme skirtumo tiriamosiose peliy grupése
nebuvo aptikta. Remiantis $iais rezultatais, galime teigti, kad melatoninas slopina

granuliocity migracija.
4.6.1. Granuliocity migracijos priklausomybé nuo fMLP injekcijos
paros laiko

Norint jvertinti melatonino vaidmenj reguliuojant granuliocity migracijg
esant natliraliai sumazéjusiai melatonino koncentracijai, eksperimentinés pelés
buvo suskirstytos 1 dvi natiiraliomis apSvietimo sglygomis gyvenusias grupes,
kurioms fMLP injekcijos atliktos skirtingu paros metu. Pirmosios grupés
gyviinams fMLP injekcija buvo atlikta dienos metu — 12 val. (esant sumazéjusiai
melatonino koncentracijai), kitai — tamsos metu — 22 val. vakaro (prasidéjus
melatonino gamybai). Rezultatai pateikti 20 paveiksle.

Atliekant fMLP injekcija dieng (neprasidéjus melatonino gamybai ir esant
natiiraliai sumazéjusiai  melatonino  koncentracijai), padidéja granuliocity
migravimas ] pilvo ertme, palyginus su peliy grupe, kuriai fMLP injekcija buvo
daroma vakare (prasidé¢jus melatonino gamybai ir esant natiiraliai padidéjusiai
melatonino koncentracijai).

Remiantis misy rezultatais, dirbtinai ar natiiraliai sumaZzéjus melatonino
koncentracijai, padidéja granuliocity migracija. Sio darbo rezultatai patvirtina
ankstesnius literatiiros duomenis, kuriuose teigiama, kad melatoninas neigiamai

reguliuoja granuliocity migracija [228-232, 286].
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20 pav. Pilvo ertmés granuliocity skaiciaus pakitimai, esant natiiraliai sumazéjusiai melatonino
koncentracijai.

Pelés buvo suskirstytos j dvi grupes po 6 vnt. Pirmajai peliy grupei fMLP injekcija buvo atlikta dieng,
antrajai - naktj. Atskiras rutuliukas nurodo granuliocity skaiciy vienos pelés pilvo ertméje. Statistinis
patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Mann Whitney testq. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp
grupiy pazyméti zvaigzdutémis: * p<0,05.

4.6.2. Melatonino receptoriy transkripty raiSka granuliocituose

Literattiroje néra duomeny apie melatonino receptoriy raiska granuliocituose.
Taip pat néra duomeny apie receptoriy raiskos priklausomybe nuo paros laiko ir
melatonino koncentracijos. Norint tai i§Siaiskinti, pra¢jus 3 valandoms po fMLP
injekcijos, i§ peliy pilvo ertmés buvo iSgryninti granuliocitai ir, taikant tikrojo
laiko polimerazinés grandininés reakcijos metoda bei naudojant savitus
melatonino receptoriy RNR pradmenis, nustatyta melatonino receptoriy raiska
RNR lygmenyje.

Granuliocitai iSgryninti 1§ peliy, laikyty skirtingomis apSvietimo sglygomis.
Taip pat i§ peliy, laikyty skirtingomis apSvietimo salygomis ir kurioms kartu su
fMLP buvo leidziamas melatoninas (5 mg/kg). Rezultatai pateikti 21 paveiksle.

MT1 ir MT2 receptoriy transkriptai aptikti tik pastovaus apSvietimo
salygomis laikyty peliy granuliocituose. Papildomai suleistas melatoninas
membraniniy receptoriy raiSkos pastovaus apsSvietimo sglygomis laikyty peliy
granuliocituose neslopino, bet skatino MTI1 receptoriaus transkripto raiSka

natiiralaus aps$vietimo sglygomis laikyty peliy granuliocituose.
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21 pav. Melatonino receptoriy rai§ka granuliocituose.

Granuliocitai isgryninti naktj, praéjus 3 valandoms po fMLP injekcijos. ,,ST* - pelés laikytos natiiralaus
apsvietimo sqlygomis (12 val. $viesa/12 val. tamsa). ,,SS* - pelés laikytos pastovaus apivietimo sqlygomis
(24 val. sviesa). ,, ST“+mel. - pelés laikytos natiiralaus apsvietimo sqlygomis (12 val. Sviesa/I12 val. tamsa),
kartu su fMLP buvo leidziamas melatoninas (5 mg/kg). ,,SS““+mel. - pelés laikytos pastovaus apsvietimo
sqlygomis (24 val. sviesa), kartu su fMLP buvo leidziamas melatoninas (5 mg/kg). A. Agarozés gelio
nuotrauka po 40 PGR cikly. B. Kiekybiné MT3/CR2 receptoriy raiskos analizé. Santykiné raiska buvo
nustatyta pagal K.J.Livak ir T.D.Schmittgen aprasytq metodikq [274].

MT3/CR2 receptoriaus transkripcija nustatyta visy peliy grupiy
granuliocituose. MT3/HR2R geny raiska nepriklauso nuo apsvietimo sglygy, bet
papildomos melatonino injekcijos skatino Siy geny transkripcijos padidéjima
(21B pav.).

RORaR transkripcija buvo aptikta visose peliy grupése. Siy geny raiska
nepriklauso nuo apSvietimo sglygy ar papildomy melatonino injekcijy.

RORPBR raiSka vyko tik peliy grupése, kurioms buvo papildomai leistas
melatoninas. Papildomos melatonino injekcijos skatino RORJ receptoriaus raiska.

RORYR transkripcija nustatyta visose peliy grupése. Siy geny raiska
nepriklauso nuo apsvietimo salygy ir papildomy melatonino injekcijy.

Apibendrinant galime teigti, kad granuliocituose aptiktos visos tirtosios

melatonino receptoriy grupés. Membraniniy receptoriy transkripty raiska vyksta
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tik peliy, laikomy pastovaus apsvietimo sglygomis granuliocituose. Papildomos
melatonino injekcijos skatino MT1 receptoriaus raiS$ka natiiralaus aps$vietimo
salygomis laikyty peliy granuliocituose, RORP receptoriaus ekspresijg ir
MT3/CR2 receptoriy raiskos padidéjima.

4.6.3. MT2 receptoriaus vaidmuo melatoninui reguliuojant

granuliocity migravima

Norint nustatytti MT2 receptoriaus vaidmen; melatonino reguliuojamame
granuliocity migravime, buvo naudotas selektyvus MT2 receptoriaus slopiklis —
4P-PDOT. Eksperimento metu pelés gyveno natliralaus apSvietimo sglygomis.
Pirmajai peliy grupei 4P-PDOT (0,25 mg/kg) buvo suleistas likus 3 valandoms iki
fMLP injekcijos, antrajai peliy grupei 4P-PDOT leidZziamas nebuvo. fMLP
injekcijos buvo atliktos prasidéjus tamsos periodui (kai prasideda melatonino
gamybai) — 20 val. vakaro. Rezultatai pateikti 22 paveiksle.

Peliy grupéje, kuriai buvo suleistas 4P-PDOT, granuliocity skaicius pilvo
ertméje buvo statistiSkai patikimai padidéjes, palyginus su peliy grupe, kuriai
buvo suleistas tik fMLP. Sio darbo metu buvo nustatyta, kad melatoninas,
veikdamas per MT2 receptoriy, slopina granuliocity migravimg. Iki $iol
literatiiroje buvo skelbiama tik apie tai, kad melatoninas, veikdamas per MT2
receptoriy, silpnina leukocity riedé¢jimo savybes ir, tokiu biidu, slopina leukocity
migravimg [152]. Tuo tarpu duomeny, kad melatoninas slopina granuliocity
migravima, veikdamas per MT2 receptoriy, mokslingje spaudoje iki Siol nebuvo

pateikta.
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22 pav. MT2 receptoriaus slopiklio (4P-PDOT) jtaka granuliocity migracijai.

Pelés suskirstytos j dvi grupes po 7 vnt. ir laikytos natiralaus apsvietimo sqlygomis. Eksperimento metu
naudotas melatonino MT2 receptoriaus slopiklis — 4P-PDQOT, kuris pirmajai peliy grupei buvo leidziamas
3 val. pries TMLP injekcijq, antrajai peliy grupei 4P-PDOT nebuvo leidZziamas. Vienas rutuliukas —
granuliocity skaicius vienos pelés pilvo ertmeje. Statistinis reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas
pagal Mann Whitney testq. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp I ir Il grupiy pazyméti Zvaigzdutémis:
* p=0,05.

4.6.4. CD18 molekuliy raiSkos granuliocituose priklausomybé nuo

paros laiko ir melatonino gamybos ciklo

ICAM-1 — tarplastelinio sukibimo molekul¢, aptinkama ant endoteliniy
lasteliy pavirSiaus. Manoma, kad ICAM molekuliy grupé — pagrindinés sukibimo
molekulés, dalyvaujancios leukocitams patenkant | uzdegimo viet3. ICAM
sgveikauja kaip ligandas su LFA-1 molekule, esancia ant leukocity pavirSiaus
[287]. LFA-1 — heterodimerinis integrinas, sudarytas i§ ol ir B2 subvienety (arba
CD11, CD18 molekuliy) [288]. Sio darbo metu buvo tiriama CD18 molekuliy
raiSkos ant granuliocity pavirSiaus priklausomybé nuo paros laiko ir melatonino
gamybos sutrikimo. Rezultatai pateikti 23 paveiksle.

Maziausia CD18 molekuliy raiska nustatyta nattiralaus apSvietimo salygomis
laikyty peliy granuliocituose, kurie buvo iSgryninti naktj (esant didziausiai
melatonino koncentracijai). Statistiskai patikimai padidéjusi CD18 molekuliy
raiSka buvo natiiralaus apSvietimo salygomis laikyty peliy granuliocituose, kurie
1Sgryninti dieng (esant sumaz¢jusiai melatonino koncentracijai). Peliy, laikyty
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pastovaus apSvietimo salygomis (esant sutrikusiai melatonino gamybai),
granuliocituose aptikta didziausia CDI18 molekuliy raiSka, nepriklausomai nuo

lasteliy gryninimo paros laiko.
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23 pav. CD18 molekuliy raiska granuliocity pavir§iuje.

CD18 molekulés fluorescencijos intensyvumas granuliocity pavirsiuje. Pelés buvo suskirstytos | 4 grupes
atsizvelgiant j apsvietimo sqlygas ir kraujo émimo paros laikg. ,,ST* diena — pelés laikytos natiiraliomis
apsvietimo sqlygomis, Kraujas imtas dienos metu, ,, ST* naktis — pelés laikytos natiiraliomis apsvietimo
sqlygomis, Kraujas imtas nakties metu,. ,, SS* diena - pelés laikytos esant pastoviam apivietimui, kraujas
imtas dienos metu, ,,SS“ naktis - pelés laikytos esant pastoviam apsvietimui, kraujas imtas nakties metu.
Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Mann Whitney testq. Statistiskai patikimi
skirtumai tarp grupiy pazyméti zvaigzdutemis:* p<0,05, ** p<0,005,*** p<0,0005.

Apibendrinant gautus rezultatus, galime teigti, kad CD18 molekuliy raiska
BALB/c linijos peliy granuliocituose priklauso nuo paros laiko ir melatonino
koncentracijos organizme. Esant sutrikusiai melatonino gamybai, granuliocituose
padid¢ja CD18 molekuliy kiekis. Remiantis Sio eksperimento rezultatais, galima
teigti, kad melatoninas slopina CD18 molekuliy raiskg granuliocity pavirsiuje.

Sio darbo metu gauti rezultatai yra svarbiis patvirtinant/paneigiant $iuo metu
literatiiroje skelbiamus prieStaringus duomenis apie melatonino poveik; CD18
molekuliy raiskai. IS vienos pusés, miisy darbo duomenys patvirtina Cheno ir
kolegy rezultatus, kurie rodo, kad melatoninas slopina CD18 molekuliy ekspresija

sunkia ir lengva @iminio pankreatito forma sergan¢iy pacienty granuliocituose
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[289]. Kita vertus, gauti rezultatai paneigia Lotufo ir kolegy teiginius, kad Wistar
linjjos ziurkiy granuliocity kultivavimas su melatoniny neturi jtakos CDI18

molekuliy raiSkai esant leukotrieno B4 ir fMPL stimuliacijai [235].
4.6.5. Melatonino poveikis granuliocity sukibimo savybéms

Nustacius, kad CD18 molekuliy raiSka BALB/c linijos peliy granuliocituose
yra padidéjusi esant sutrikusiai melatonino gamybai, iSkelta hipotezé, kad
melatoninas slopina sukibimo molekuliy raiska granuliocituose. Norint patvirtinti
§] teiginj, buvo pritaikytas sukibimo metodas. Norint istirti, per kokius receptorius
melatoninas gali moduliuoti granuliocity sukibimo savybes, eksperimentuose
naudotas melatoninas bei jo receptoriy slopikliai ir aktyvatoriai: MT1 ir MT2
receptoriy slopiklis lizindolas (10 uM), MT2 receptoriaus slopiklis 4P-PDOT
(1 uM), MT3/CR2 receptoriaus slopiklis prazosino hidrochloridas (10 pM),
MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorius GR135531 (0,1, 10, 10000 nM), RORa
receptoriaus aktyvatorius CGP 52608 (10 puM). Melatonino ir jo receptoriy
poveikis granuliocity sukibimo molekuliy raiskai buvo jvertintas remiantis prie
ICAM-1 molekuliy prikibusiy granuliocity skai¢iumi. Darbo rezultatai pateikti 24
paveiksle.

Atlikus prikibusiy prie ICAM-1 granuliocity skai€iaus analizg, nustatyta, kad
melatoninas, kaip ir MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorius GR135531, slopino
granuliocity sukibimo savybes. Tuo tarpu RORa receptoriaus aktyvatorius CGP
52608 granuliocity sukibimo savybéms poveikio netur¢jo.

Siekiant nustatyti, per kuriuos granuliocity receptorius melatoninas slopina
granuliocity sukibimg, blokuoti skirtingi granuliocity receptoriai. Prazosino
hidrochloridu uzblokavus MT3/CR2 receptoriy, melatoninas granuliocity
sukibimo savybiy nebeslopino. Tuo tarpu lizindolu uzblokavus MT1 ir MT2
receptorius, melatoninas vis tiek slopino granuliocity sukibimg. Remiantis S§iais
rezultatais, galima teigti, kad melatoninas slopina granuliocity sukibimo savybes

veikdamas per MT3/CR2 receptoriy.
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24 pav. Melatonino poveikis granuliocity sukibimui su ICAM-1 molekulémis veikiant per MT3/CR2
receptoriy.

Pelés buvo laikomos natiralaus apsvietimo sqlygomis (12val. tamsa/l2 val. $viesa). Granuliocity
sukibimas su ICAM-1 molekule tirtas be melatonino (balti stulpeliai) ir pridéjus melatonino (juodi
stulpeliai).

A. MT3/CR2 receptoriaus aktyvatoriaus GR135531 ir slopiklio prazocino poveikis granuliocity sukibimo
savybéms.

B. MTI ir MT2 receptoriy slopiklio luzindolo, MT2 receptoriaus slopiklio 4P-PDOT bei RORao
aktyvatoriaus CGP 52608 poveikis granuliocity sukibimo savybéms.

Statistinis patikimumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal Studento T testq. StatistiSkai patikimi skirtumai
pazymeéti zvaigzdutémis: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005;

Sio darbo rezultatai yra svarbiis nustatant melatonino poveikj granuliocity
migravimui, kadangi iki Siol literatiroje buvo skelbiama tik apie tai, kad
melatoninas, veikdamas per endotelio lgsteles, slopina sukibimo molekuliy raiska
endotelio Igstelése ir jy sukibimo savybes [237]. Taip pat nustatyta, kad
melatoninas, veikdamas per MT3/CR2 receptoriy, slopina leukocity sukibimo
savybes [152]. Tuo tarpu duomeny, kad melatoninas slopina granuliocity

sukibimo savybes, mokslingje spaudoje iki Siol nebuvo pateikta.
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Apibendrinant rezultatus, buvo nustatyta, kad melatoninas, moduliuojant
granuliocity migracija, veikia per pacius granuliocitus. Jis skatina MT3/CR2
receptoriaus raiskg granuliocituose ir, veikdamas per MT3/CR2 receptoriy, slopina
granuliocity sukibimo savybes. Siuos teiginius patvirtina duomenys, kad diena
(esant sumazéjusiai melatonino koncentracijai) arba laikant peles pastovaus
apSvietimo sglygomis (esant sutrikusiai melatonino gamybai), padid¢ja CDI18

molekuliy raiska granuliocituose.
4.7. Rezultaty apibendrinimas

Remiantis literatiiros duomenimis, melatonino gamyba skirtingose peliy
linijose (C57BL/6J, BALB/c, AKR/J, CBA, C57BL/6) priklauso nuo cirkadiniy
ritmy ir didZiausia melatonino koncentracija kraujo serume nustatoma tamsos
fazés viduryje [290, 291]. Tiriant melatonino trikumo poveikj BALB/c linijos
peliy imuninei sistemai, pirmiausiai buvo nustatytas pastovaus apSvietimo
poveikis melatonino sintezei. Naktj, kai jprastai prasideda melatonino gamyba,
esant Sviesai pasireiSk¢ melatonino sintezés slopinimas. Peliy, gyvenanciy
pastovaus apSvietimo sglygomis, tiriamo hormono koncentracija kraujo serume
buvo 2-3 kartus mazesné nei peliy, gyvenanciy natiiralaus apsvietimo sglygomis.
Misy rezultatai patvirtino ankstesnius literatiiros duomenis, kad Sviesa nakties
metu slopina melatonino gamyba [2]. Sekanciuose tyrimuose, taikant pastovaus
apSvietimo metodg ir, tokiu biidu slopinant melatonino gamybg, buvo iStirtas
melatonino poveikis BALB/c linijos peliy imuninei sistemai.

Kadangi antikiiny produkcija gali biiti nuo T limfocity priklausoma ir
nepriklausoma, siekiant nustatyti melatonino poveikj antikiing gamybali,
imunizacijai naudoti skirtingi antigenai. Nuo T lasteliy nepriklausomai antikiiny
produkcijai tirti BALB/c linjjos pelés buvo imunizuotos nuo T Igsteliy
nepriklausomais antigenais — TNP-fikoliu ir TNP-LPS. Sie antigenai stimuliuoja

tik B lasteles ir skatina antikiiny sinteze, taiau TNP-fikolis ir TNP-LPS
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nestimulivoja T lasteliy, todel Sios lastelés neturi jtakos B Iagsteliy funkcijoms.
Remiantis literattiros duomenimis, melatoninas neturi poveikio BALB/c linijos
peliy B limfocity proliferacijai ir antikiing (IgM, IgA, IgG2a, 1gG3) gamybai
nesant ir esant LPS stimuliacijai [255]. Atlikus eksperimentus, nustatyti prieSingi
rezultatai — melatonino trikumas stimulivoja nuo T Igsteliy nepriklausoma
antikiiny produkcijg. Kita vertus, laikant peles pastovaus apsvietimo sglygomis,
bet kas vakarg leidziant melatoning, antikiiny kiekis buvo panaSus j kontrolinés
grupés (pelés, gyvenancios 12 val. Sviesos ir 12 val. tamsos sglygomis). Remiantis
Siais rezultatais, galime teigti, kad melatoninas slopina nuo T Iasteliy
nepriklausomg antikiiny produkcijg. Miisy tyrimy metu pirmg kartg jrodyta, kad
melatoninas tiesiogiai (nedalyvaujant T lasteléms) gali veikti B lasteliy
aktyvinimg ir antikiiny sekrecija.

T naivieji limfocitai pagalbininkai (TH0) po kontakto su antigenu gali
diferencijuotis |} tris populiacijas: Tyl, Ty2 ir Tyl7. Jie skiriasi gaminamais
citokinais. Tyl iSskiria IFNy, IL-2, TNFa ir skatina lgstelinj imuniteta, T2
lastelés isskiria IL-4, IL-1, IL-6, IL-10 citokinus ir aktyvina B limfocitus, kurie
virsta antikiinus gaminanc¢iomis lastelémis. Priklausomai nuo to, kuriy T Igsteliy
yra daugiau (Tyl ar Ty2), gali buti modifikuojami produkuojamy antikiiny
izotipai. Tyl lgstelés stimuliuoja izotipy persijungimg j IgG2a, o TH2 lastelés — |
IgG1 izotipa. Tiek Tyl, tiek Ty2 lemia IgM ir IgG3 antikiiny susidarymg [278,
279]. Literatiiros duomenimis, melatoninas moduliuoja nuo T lasteliy priklausoma
peliy antikiing gamybg, stimuliuodamas TxO limfocitus diferencijuotis j Th2
populiacija [255, 265, 267, 268]. Hormonas Ty0 limfocituose skatina IL-4 ir IL-10
citokiny produkcijg ir slopina IL-2 ir IFNy gamyba. Tokiu biidu melatoninas
stimuliuoja IgG1 ir slopina IgG2a gamyba [266, 267]. Siame darbe atlikty
eksperimenty rezultatai taip pat rodo, kad, triikstant melatonino, padidé¢ja IgM,

IgG2a ir IgG3 antikiiny kiekiai bei sumazeja IgG1 izotipo antikiiny kiekis. Miisy
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rezultatai patvirtino literatiiros duomenis, kad melatoninas skatina peliy Ty0
limfocitus diferencijuotis | Ty2 populiacija.

Iki S10l literatiiroje nebuvo skelbiama duomeny, apie tai, per kurias Igsteles ir
Juy receptorius melatoninas reguliuoja nuo T Igsteliy priklausomag peliy antikiiny
gamyba. Siame darbe atlikti in vivo ir in vitro eksperimentai, kuriuose naudotas
MT?2 receptoriaus slopiklis, parode, kad melatoninas reguliuoja nuo T lgsteliy
priklausomg antikiiny gamybag veikdamas per MT2 receptoriy. Atlikus tikrojo
laiko PGR, bluznies B limfocituose nustatyta Zymiai intensyvesné melatonino
membraniniy receptoriy transkripty raiska, lyginant su limfiniy mazgy Tx0
limfocitais. Taip pat nustatyta, kad bluznies B limfocituose membraniniy
receptoriy transkripty raiska priklauso nuo paros laiko — vyksta tik nakties metu.
Dél pastovaus apsvietimo sutrikus melatonino gamybai, MT1 ir MT2 receptoriy
raiSka nakties metu nevyksta, taCiau papildomos melatonino injekcijos atstato
bluznies B limfocituose melatonino membraniniy receptoriy raiska. Apibendrinant
visus rezultatus, galime teigti, kad $io darbo metu pirma kartg buvo jrodyta, kad
melatoninas, veikdamas per bluznies B limfocity MT2 receptoriy, moduliuoja nuo
T lgsteliy priklausomg antikiing gamybg. Dél pastovaus apSvietimo sutrikus
melatonino gamybai, sutrinka ir MT2 receptoriaus ekspresija B limfocituose,
statistiSkai patikimai sumazéja [gGl ir padidéja IgG2a antikiiny kiekis. Kita
vertus, papildomos melatonino injekcijos atstato MT2 receptoriaus ekspresija
bluznies B limfocituose, statistiSkai patikimai padidina IgG1 ir sumazina 1gG2a
antikiny kiekj.

Tiriant antiking produkcijos priklausomybe nuo imunizacijos paros laiko
(cirkadiniy ritmy) buvo nustatyta, kad, atlikus vakarine (prasidéjus melatonino
gamybai) imunizacijg, aptiktas statistiSkai patikimas visy tirty antikiiny izotipy
(IgM, IgG2a, IgG3, IgGl) koncentracijos padidé¢jimas, lyginant su rytinés
imunizacijos rezultatais. Sio tyrimo rezultatai pirma karta parodé, kad antikiiny

produkcija priklauso nuo imunizacijos paros laiko. Didesné melatonino
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koncentracija imunizacijos metu turé¢jo teigiamg poveik] antikiiny produkcijai.
Remiantis literatiros duomenimis, melatoninas pagerino antikiiny produkcijg,
atlikus ozky vakcinavimg pries Dichelobacter nodosus [292] ir Clostridium
perfringens [293]. Ar galima taikyti melatoning kaip adjuvantg vakcinavimo
metu? Remiantis miisy ir kity mokslininky rezultatais, melatoninas teigiamai
veikia antikiiny produkcija atliekant gyviny (peliy, ozky) imunizacijg. Taciau
néra zinomas jo poveikis antikiiny produkcijai Zmogaus organizme ir norint tai
nustatyti, reikalingi papildomi tyrimai.

Literatiros duomenimis, paSalinus pagrindinj melatonino gamybos organg —
kankoréZine liauka, gyviinams sumaz¢ja imuninés sistemy organy masé. Sumazéja
ziurkény bluznies masé [16], peliy uzkriicio liaukos masé [197, 198], Ziurkiy
bluznies ir uzkriucio liaukos masé¢ [199]. Tyrin¢jant melatonino poveiki BALB/c
linjjos peliy leukocity migravimui mes nustatéme, kad melatonino sintezés
slopinimas nesukelia statistiSkai patikimo lasteliy skai¢iaus sumazéjimo imuninés
sistemos organuose: uzkriicio liaukoje, limfmazgiuose, bluznyje. Kita vertus,
melatonino sintezés sumaze¢jimas skatina leukocity migracijg j uzdegimo vieta
(pilvo ertmg), bet laikant peles pastovaus apSvietimo sglygomis ir kas vakarg
leidziant melatoning, leukocity skaicius buvo panasus j kontrolinés grupés (pelés,
gyvenancios 12 val. Sviesos ir 12 val. tamsos salygomis). Remiantis Siais
rezultatais, galime teigti, kad melatoninas slopina leukocity migracija j uzdegimo
vieta.

Zmoniy ir grauziky imuninés sistemos komponenty (lasteliy, citokiny)
skai¢ius kraujyje priklauso nuo cirkadiniy ritmy (paros laiko). Zmoniy T (T0, T,
T atminties) ir B limfocity didziausias skaiCius biina naktj [294, 295]. PrieSingai,
jgimto imuninio atsako lgsteliy (granuliocity, monocity, NK lasteliy) pikas btina
dieng [296-298]. Grauziky (peliy, ziurkiy) kraujyje beveik visy leukocity
populiacijy (limfocity, granuliocity, monocity) pikas biina dienos metu [222, 299-
301]. Isimtj sudaro NK lastelés, kuriy pikas biina naktj [299]. Tyringjant leukocity
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migracijos priklausomybe nuo paros laiko, mes nustatéme, kad daugiau leukocity
migruoja imunizuojant peles ryte, lyginant su vakarine imunizacija (prasidéjus
melatonino gamybai). Didesné melatonino koncentracija imunizacijos metu
slopina leukocity migravima j uzdegimo vietg. Remiantis literatiros duomenimis,
melatoninas gali reguliuoti leukocity migravimg j uzdegimo vietg keturiais biidais.
Veikiant per leukocitus, slopina leukocity riedéjimo ir sukibimo savybes [152].
Veikiant per endotelio 1asteles, slopina sukibimo molekuliy (PECAM, ICAMI1)
raiSkg [237, 238]. Uzdegimo metu slopina padidéjusj kraujagysliy pralaiduma
[235]. Zmogaus monocituose, kaip ir Zmogaus, peliy ir RAW 264.7 linijos
makrofaguose, melatoninas slopina pagrindinio uzdegimg skatinancio citokino
TNFa gamybg ir, tokiu budu, veikia kaip prieSuzdegiminé medziaga [247-251].
Vykdant tolimesnius tyrimus, buvo nustatyta, kad melatoninas slopina leukocity
migracija veikdamas per MT2 receptoriy. Sie duomenys patvirtina ankstesnius
literattiroje skelbiamus teiginius, kad melatoninas, veikdamas per MT2 receptoriy,
silpnina leukocity ried¢jimo savybes, ir tokiu biidu, mazina leukocity migravima
[152].

Remiantis misy rezultatais, dirbtinai ar nattraliai sumaZ¢jus melatonino
koncentracijai, padidéja fMLP indukuota granuliocity migracija. Sio darbo
rezultatai patvirtina ankstesnius literatiiros duomenis, kuriuose teigiama, kad
melatoninas  neigiamai  reguliuoja  granuliocity = migracija.  Ziurkéms
a-naftilisotiocianatais sukélus kepeny pazeidimus, melatoninas susilpnino
granuliocity infiltracija j kepenis [228]. Ziurkéms zymozan preparatu sukélus
nesepsinj Soka, melatoninas susilpnino granuliocity infiltracija j plaucius,
plonasias Zarnas ir kepenis [286]. Ziurkéms aklosios Zarnos perri§imu ir
pradirimu sukélus sepsinj Soka, melatoninas sumazino granuliocity infiltracijg i
plaudius ir kepenis [229]. Ziurkéms suZzalojus nugaros smegenis, melatoninas

sumazino granuliocity infiltracija j nugaros smegeny audinius [231]. Ziurkéms ir
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peléms bleomicinu sukélus plauciy pazaidas, melatoninas slopino granuliocity
infiltracijg j plaucius [230, 232].
Literatiiros duomenimis, melatoninas, veikdamas per endotelio lgsteles, slopina
sukibimo molekuliy rai$ka endotelio lgstelése ir jy sukibimo savybes [237]. Taip
pat nustatyta, kad melatoninas, veikdamas per MT3/CR2 receptoriy, slopina
leukocity sukibimo savybes [152]. Tuo tarpu duomeny, kad melatoninas
susilpninty granuliocity sukibimo savybes, mokslin¢je spaudoje iki Siol nebuvo
pateikta. Misy tyrimy metu pirmg karta jrodyta, kad melatoninas slopina
granuliocity migracijg, veikdamas per granuliocitus. Hormonas skatina MT3/CR2
receptoriaus raiSka granuliocituose ir, veikdamas per MT3/CR2 receptoriy,
silpnina granuliocity sukibimo savybes, tokiu biidu mazindamas jy migracija.
Disertacijos darbe buvo taikytas pastovaus apSvietimo metodas modelinéje
peliy sistemoje. Taip siekta atkurti pamaininio darbo salygas ir iStirti galima
melatonino trikumo poveikj Zmoniy, dirban¢iy pamaininj darbg, imuninei
sistemai. Gauti rezultatai rodo, kad laikant peles pastovaus apSvietimo sglygomis,
sutrinka jy imuninés sistemos homeostaze: antikiing gamyba, leukocity,
granuliocity migravimas. Dirbant pamaininj darbg reikéty atkreipti démesj 1 jo

poveikj imuninei sistemai ir jvertinti galimus sveikatos sutrikimus.
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5. ISVADOS

. Melatoninas moduliuoja nuo T lasteliy priklausomg antikiiny produkcijg per
bluZnies lasteliy MT2 receptoriy. Kai melatonino sintez¢ yra sutrikusi - IgM,
IgG2a, IgG2b ir IgG3 izotipy antikiny kiekis padidéja, o IgG1l izotipo
antikiiny kiekis sumaz¢ja.

. Melatoninas slopina nuo T Iasteliy nepriklausomg antikiiny produkcijg. Kai
melatonino sintez¢ yra sutrikusi, padidéja visy izotipy (IgM, IgGl, 1gG2a,
IgG2b ir IgG3) antikiiny kiekiai.

. Pagaminti monokloniniai antikiinai prie§ peliy MT1 ir MT2 receptorius.
Naudojant Siuos monokloninius antikiinus, bluznies B limfocituose nustatyta
MT?2 melatonino receptoriaus raiska.

. Melatoninas slopina leukocity migravimg j uzdegimo vietg, veikdamas per
MT?2 receptoriy.

. Melatoninas slopina fMLP indukuota granuliocity migravima, veikdamas per
MT2 ir MT3/CR2 receptorius.
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Konferencijy tezés nerecenzuotuose leidiniuose:

1. V. Cernysiov. Melatonino poveikis humoraliniam imunitetui. Vilniaus
Universiteto Gamtos Moksly Fakulteto Moksliniy darby konkursas. Konferencijos
teziy rinkinys, 2008: 8.

2. V. Cernysiov, M. Mauricas, I. Girkontaité. The role of melatonin and
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immunization. 10" international conference of Lithuanian chemists ,,Chemistry
2011%. Konferencijos pranesimy rinkinys, 2011: 39.

3. V. Cerny$iov, M. Mauricas, I. Girkontaité. Melatonino jtaka antikiiny
susidarymui ir lasteliy migravimui. Lietuvos moksly akademijos jaunyjy
mokslininky konferencija “Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos”.
PraneSimo santrauka, 2011: 8.

4, V. Cernysiov, M. Mauricas, 1. Girkontaité. Melatonino jtaka antikiiny
susidarymui ir Iasteliy migravimui. Lietuvos moksly akademijos jaunyjy
mokslininky konferencija “Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos”.
Konferencijos teziy rinkinys, 2011: 8.

5. V. Cernysiov, M. Mauricas, I. Girkontaité. Melatonino receptoriy raiska
limfocituose. Penktoji nacionaliné doktoranty moksliné konferencija ,,Mokslas —
sveikatai. Konferencijos teziy rinkinys, 2012: 32-33.

6. V. Cerny$iov. Pamaininis darbas, cirkadiniy ritmy sutrikimas ir krities
vézio rizika. Ketvirtoji Lietuvos neuromoksly asociacijos konferencija.
Konferencijos teziy rinkinys, 2012: 8

7. V. Cernysiov, M. Mauricas, I. Girkontaité. Melatonino receptoriy raiska
limfocituose. Penktoji nacionaliné doktoranty moksliné konferencija ,,Mokslas —
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mokslininky konferencija “Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos”
Konferencijos teziy rinkinys, 2012: 8.

9. V. Cemny$iov, M. Mauricas, I. Girkontaité. Melatonino vaidmuo
reguliuojant neutrofily migravimg. Lietuvos moksly akademijos jaunyjy
mokslininky konferencija “Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos™.
Konferencijos teziy rinkinys, 2013: 9

10. V. Cernysiov, M. Mauricas, I. Girkontaité. The immunoreguliatory action
of melatonin. Tarptautiné Gamtos ir Gyvybés moksly konferencija ,,COINS
2014*. Konferencijos teziy rinkinys, 2014: 68-69.

11. V. Cernysiov, M. Mauricas, I. Girkontaité. Melatonino svarba regulioujant
neutrofily migravima. Sestoji nacionaliné doktoranty moksliné konferencija
,Mokslas — sveikatai“. Konferencijos teziy rinkinys, 2013: 51-53.

12. V. Cernysiov, M. Mauricas, I. Girkontaité. Melatonino receptoriy iRNR
transkripty raiska i§ BALB/c linijos peliy kauly ciulpy diferencijuotuose
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stimuliacijai. Septintoji nacionaliné doktoranty moksliné konferencija ,,Mokslas —
sveikatai“. Konferencijos teziy rinkinys, 2014: 11-12.

8. KONFERENCIJOS, SEMINARAI

8.1. Konferencijos

Disertacijos tema rezultatai buvo pristatyti 15-oje konferencijy, i§ kuriy SeSios
tarptautinés.
Tarptautinés konferencijos:

1. The second European congress of immunology, Berlin, Germany, 13-16
September, 2009. Stendinis pranesimas: ,,Regulation of T-cell-independent
and T-cell-dependent antibody production by circadian rhythm and
melatonin®.

2. The third European congress of immunology, Glasgow, Scotland, 5-8
Semtember, 2012. Stendinis praneSimas: ,,Expression of melatonin

receptors in the cells of immune system*.
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3. The tenth international conference of Lithuanian chemists, Vilnius, 14-15
October, 2011. Stendinis praneSimas: ,,The role of melatonin and circadian
time on the migration of leukocytes into peritoneal cavity upon
immunization®.

4. The fifth international congress of immunology, Milan, Italy, 22-27
August, 2013. Stendinis praneSimas: ,,Melatonin regulates the migration of
granulocytes into mouse peritoneal cavity via MT2 receptor*.

5. The fifth conference of Lithuanian neuroscience association, Vilnius,
Lithuania, 6-7 December, 2013. Stendinis praneSimas: ,,The role of
melatonin in the inflammatory process*.

6. The ninth International Conference of Natural and Life sciences ,,COINS
2014%, Vilnius, Lithuania, 3-8 March, 2014. Stendinis praneSimas: ,,The

immunoreguliatory action of melatonin“.

Konferencijose ir moksliniuose konkursuose, kuriuose buvo pristatyti
disertacijos darbo rezultatai, suteikti apdovanojimai:

1. 2008 m. VU Gamtos moksly fakultetas. ,,Studenty moksliniy darby
konkursas“. Zodinis prane$imas ,,Melatonino poveikis humoraliniam imunitetui*
apdovanotas pirma vieta.

2. 2009-2010 m. Lietuvos moksly akademijos rengiamas ,,Lietuvos studenty
moksliniy darby konkursas®. Darbas ,,Cirkadiniai ritmai ir melatoninas reguliuoja
nuo T lasteliy priklausomg ir nuo T lasteliy nepriklausomg antikiiny produkcijg*
apdovanotas pirma vieta.

3. 2011 m. Ketvirtoji nacionaliné doktoranty mokslin¢ konferencija ,,Mokslas
— sveikatai“. Zodinis prane§imas , Melatonino vaidmuo peliy humoraliniam
imunitetui“ apdovanotas specialiu jmonés ,,Thermo Fisher Scientific* prizu.

4. 2012 m. Penktoji nacionaliné doktoranty mokslin¢ konferencija ,,Mokslas —

sveikatai“. PraneSimas ,,Melatonino receptoriy raiSka limfocituose® apdovanotas
4
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specialiu jmonés ,,Thermo Fisher Scientific* prizu, taip pat praneSimy sekcijoje
,,Pulmonologija ir alergologija“ apdavanotas pirma vieta.

5. 2013 m. Lietuvos moksly akademija. Jaunyjy mokslininky konferencija
“Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos”. Zodinis pranesimas
,Melatonino vaidmuo reguliuojant neutrofily migravimg™ apdovanotas pirma
vieta.

6. 2014 m. Septintoji nacionaliné¢ doktoranty moksliné konferencija ,,Mokslas
— sveikatai“. Zodinis pranesimas “Melatonino receptoriy iRNR transkripty raiska
i§ BALB/c linijjos peliy kauly ciulpy diferencijuotuose makrofaguose ir
dendritinése lastelése esant ir nesant LPS (lipopolisacharido) stimuliacijai‘
apdovanotas specialiu jmonés ,,Thermo Fisher Scientific* prizu, taip pat

pranesimy sekcijoje ,,Bio- ir nanotechnologijos* apdovanotas antra vieta.

8.2. Seminarai

1. 2011 m. birZzelio ménesj Lietuvos Jaunyjy mokslininky sgjungos susitikime
skaitytas praneSimas ,,Melatoninas — biologinis reguliatorius®.
2. 2011 m. lapkri¢io ménesj VU Onkologijos institute skaitytas pranesimas

,,;amaininio darbo zala, melatoninas ir jo prie§vézinés savybés®.
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Gyvenimo apraSymas
Vardas, pavardé:  Vitalij Cernysiov
Gimimo data: 1981-01-18
El pasto adresas: vitalij.cernysiov@gmail.com

ISsilavinimas:

2004-2008 Vilniaus Universitetas, Gamtos moksly fakultetas, molekulinés
biologijos specialybe, bakalauro laipsnis.

2008-2010 Vilniaus universitetas, Gamtos moksly fakultetas, mikrobiologo
specialybé, biologijos magistras. Suteiktas magistro diplomas ,,Magna Cum
Laude*.

Nuo 2010 mety Vilniaus Universiteto, Gamtos mokslo fakulteto, Mikrobiologijos
ir biotechnologijos katedros doktorantas.

Darbiné veikla:

2013.12. — Vilniaus Universiteto Ligoninés, Santariskiy klinika, Hematologijos,
onkologijos ir tranfuziologijos centras — medicinos biologas.

2011.04. — Valstybinis moksliniy tyrimy institutas, Inovatyvios medicinos centras,
Imunologijos skyrius — jaunesnysis mokslo darbuotojas.

2008.02-2011.04. -  Vilniaus  Universitetas, Imunologijos  Institutas,
Imunotechnologijos laboratorija - inzinierius-mikrobiologas.

2007.08-10. — ,Lietuvos mokslo praktika®“ projekto dalyvis. Praktika atlikta
Vilniaus Universiteto Imunologijos institute. Darbo pavadinimas ,,Antikiiny
gryninimas ir panaudojimas imunologiniuose metoduose®.

2006.08-10. — ,,Lietuvos mokslo praktika“ projekto dalyvis. Vilniaus Universiteto
Imunologijos institute. Darbo pavadinimas ,,Hibridomy auginimo bei antikiiny
produkcija®.

Mokslinés stazuotés:
2012.05.01 — 2012.07.31. Moksliné stazuoté Ispanijoje, Sevilijoje, Virgen del
Rocio universiteto ligoninéje, prof. Carrilo-Vico laboratorijoje.
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9. PADEKA

Noréciau padékoti visiems, kurie prisidéjo prie Sio darbo atsiradimo. Ypac

noréeciau padekoti:

darbo vadovei dr. Irutei Girkontaitei uz idéjas, pastabas ir vertingus patarimus;
darbo konsultantei prof. habil. dr. Lilijai Kalédienei uz nuolatinj riipestj ir
vertingus patarimus;

dr. Natalijai German uz paramg, supratimg ir nuolatinj pozityvy skatinima,

dr. M. Mauricui uz suteiktas galimybes, vertingus patarimus ir padrasinimus;
dr. Raimondai Kvietkauskaitei, Eugenijui Simoliinui, Mildai Nacittei ir
Danutei Davidonienei uz pagalbg sunkiais momentais;

Kolegei Ritai Bozaitei uz pagalbg atliekant eksperimentus;

Ir didziausia padéka mano Seimai — uz tikéjima manimi, kantrybe ir

paskatinimg. Be Jy Sis darbas biity nejmanomas.

Finansiné parama
Lietuvos mokslo ir studijy fondo remiamas projektas ,,Melatonino jtaka
imuninio atsako vystymuisi“. Sutarties Nr. T-50/09.
Lietuvos mokslo tarybos remiamas projektas. ,,Farmakologiskai aktyvios
medziagos — melatonino imuno-moduliatoriniai tyrimai®. Sutarties Nr. MIP-
42/2010.

Lietuvos mokslo tarybos stipendija (2011-2014).

Nacionalinés kompleksinés programos doktorantiiros finansavimas.
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