
VILNIAUS UNIVERSITETAS 

 

 

 

 

VITALIJ ČERNYŠIOV 

 

 

 

 

MELATONINO GAMYBOS SUTRIKIMO POVEIKIS BALB/c 

LINIJOS PELIŲ ANTIKŪNŲ GAMYBAI IR LEUKOCITŲ 

MIGRAVIMUI  

 

 

 

Daktaro disertacija, 

Biomedicinos mokslai, Biologija (01 B) 

 

 

 

 

Vilnius, 2014 metai 



2 

  

 

Disertacija rengta 2010-2014 metais Vilniaus universiteto Gamtos mokslų 

fakultete, Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedroje ir Valstybiniame 

mokslinių tyrimų institute Inovatyvios medicinos centre. 

 

Mokslinis vadovas: 

Doc. dr. Irutė Girkontaitė (Valstybinis mokslinių tyrimų institutas, Inovatyvios 

medicinos centras, biomedicinos mokslai, biologija - 01B). 

 

 

Konsultantė: 

Prof. dr. Lilija Kalėdienė (Vilniaus universitetas, biomedicinos mokslai, biologija 

– 01B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

  

 

Turinys 
SANTRUMPOS....................................................................................................... 6 

1. ĮVADAS .............................................................................................................. 8 

1.1. Problemos aktualumas .................................................................................. 8 

1.2. Darbo tikslas ................................................................................................. 9 

1.3. Darbo uţdaviniai ........................................................................................... 9 

1.4. Ginamieji teiginiai ........................................................................................ 9 

1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reikšmė ........................................................ 10 

2. LITERATŪROS APŢVALGA ......................................................................... 11 

2.1. Melatoninas ir jo reikšmė ........................................................................... 11 

2.1.1. Melatonino istorinė apţvalga ............................................................... 11 

2.1.2. Pagrindinė melatonino gamyba ........................................................... 12 

2.1.3. Papildoma melatonino gamyba............................................................ 14 

2.1.4. Įvairių veiksnių įtaka melatonino koncentracijai organizme ............... 15 

2.1.4.1. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo metų laiko .......... 15 

2.1.4.2. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo amţiaus.............. 15 

2.1.4.3. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo mitybos įpročių . 16 

2.1.4.4. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo darbo sąlygų ...... 16 

2.2. Melatonino fiziologinė reikšmė .................................................................. 18 

2.3. Melatonino veikimo mechanizmai ............................................................. 21 

2.3.1. Melatonino membraniniai MT1 ir MT2 receptoriai ............................ 21 

2.3.1.1. Melatonino membraninių receptorių MT1 ir MT2 raiška ir 

funkcijos, susijusios su imunine sistema ................................................... 23 

2.3.2. MT3/CR2 receptorius ........................................................................... 25 

2.3.3. Melatonino branduoliniai receptoriai ir RORγ receptorius ................. 25 

2.3.3.1. RORα receptoriaus raiška ir funkcijos, susijusios su imunine 

sistema ....................................................................................................... 27 

2.3.3.2. RORγ receptoriaus raiška ir funkcijos, susijusios su imunine 

sistema ....................................................................................................... 29 

2.4. Melatoninas ir imuninė sistema .................................................................. 30 

2.4.1. Melatonino poveikis imuninei sistemai, atliekant eksperimentus 

gyvame organizme ......................................................................................... 31 

2.4.2. Melatonino gamybos slopinimo poveikis imuninei sistemai .............. 33 

2.4.3. Melatonino poveikis įgimtam imunitetui ............................................ 34 

2.4.4. Melatonino poveikis T limfocitams ..................................................... 38 

2.4.5. Melatonino poveikis B limfocitams .................................................... 40 

3. METODAI ......................................................................................................... 42 

3.1. Eksperimentiniai gyvūnai ........................................................................... 42 

3.2. Gyvūnų kraujo paėmimas ir serumo gavimas ............................................ 42 

3.3. BALB/c linijos pelių imunizacija nuo T ląstelių nepriklausomu ir nuo T 

ląstelių priklausomu antigenais .......................................................................... 43 



4 

  

 

3.4. Antikūnų produkcijos tyrimas in vitro sąlygomis ...................................... 43 

3.5. TNP-specifinių antikūnų nustatymas ELISA metodu ................................ 44 

3.6. Ląstelių išskyrimas iš pelių organų ............................................................. 45 

3.7. Tėkmės citometrija ..................................................................................... 45 

3.8. Ląstelių sukibimo metodas ......................................................................... 47 

3.9. Ląstelių gryninimas..................................................................................... 48 

3.10. RNR išskyrimas ........................................................................................ 48 

3.11. Komplementarios DNR sintezė ................................................................ 49 

3.12. Tikrojo laiko polimerazinė grandininė reakcija ........................................ 49 

3.13. Plazmidinės DNR gryninimas .................................................................. 51 

3.14. Endonukleazinis skaldymas ...................................................................... 52 

3.15. DNR elektroforezė .................................................................................... 52 

3.16. Ligavimas .................................................................................................. 53 

3.17. Kompetentinių E.coli ląstelių paruošimas transformacijai ....................... 53 

3.18. „Karščio šoko― transformacija .................................................................. 53 

3.19. GST chimerinių baltymų ekspresija ......................................................... 54 

3.20. GST chimerinių baltymų gryninimas ....................................................... 54 

3.21. Monokloninių antikūnų gavimas .............................................................. 55 

3.22. Imunoblotingas ......................................................................................... 57 

3.23. Statistiniai metodai ................................................................................... 57 

4. TYRIMŲ REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS ............................................... 59 

4.1. Pastovaus apšvietimo įtaka melatonino koncentracijai BALB/c linijos pelių 

kraujo serume ..................................................................................................... 59 

4.2. Melatonino poveikis humoraliniam imunitetui .......................................... 60 

4.2.1. Melatonino įtaka nuo T ląstelių nepriklausomai antikūnų produkcijai 61 

4.2.2. Melatonino įtaka nuo T ląstelių priklausomai antikūnų produkcijai ... 64 

4.2.3. Antikūnų produkcijos priklausomybė nuo imunizacijos paros laiko .. 67 

4.2.4. MT2 receptoriaus vaidmuo melatoninui moduliuojant antikūnų 

produkciją ...................................................................................................... 69 

4.2.5. Melatonino mebraninių receptorių transkriptų raiška bluţnies B220
+
 B 

limfocituose ir limfinių mazgų TH0 limfocituose. ......................................... 72 

4.3. MT1 ir MT2 melatonino receptorių tyrimas limfocituose naudojant 

monokloninius antikūnus ................................................................................... 75 

4.3.1. MT1 ir MT2 receptorių baltymų fragmentų klonavimas..................... 75 

4.3.2. Monokloninių antikūnų prieš MT1 ir MT2 receptorius 

charakterizavimas .......................................................................................... 77 

4.3.3. MT1 ir MT2 melatonino receptorių raiškos tyrimas tėkmės citometrijos 

metodu ........................................................................................................... 79 

4.4. Melatonino branduolinių ir MT3/CR2 receptorių transkriptų raiška 

limfocituose ....................................................................................................... 81 

4.5. Melatonino sintezės sutrikimo poveikis imuninės sistemos organų ląstelių 

skaičiui ir leukocitų migravimui į uţdegimo vietą ............................................ 84 



5 

  

 

4.5.1. Leukocitų migravimo į uţdegimo vietą priklausomybė nuo 

imunizacijos paros laiko ................................................................................ 88 

4.5.2. MT2 receptoriaus slopiklio 4P-PDOT įtaka leukocitų migravimui. ... 90 

4.6. Melatonino gamybos sutrikimo poveikis granuliocitų migracijai .............. 92 

4.6.1. Granuliocitų migracijos priklausomybė nuo fMLP injekcijos paros 

laiko ............................................................................................................... 93 

4.6.2. Melatonino receptorių transkriptų raiška granuliocituose ................... 94 

4.6.3. MT2 receptoriaus vaidmuo melatoninui reguliuojant granuliocitų 

migravimą ...................................................................................................... 96 

4.6.4. CD18 molekulių raiškos granuliocituose priklausomybė nuo paros 

laiko ir melatonino gamybos ciklo ................................................................ 97 

4.6.5. Melatonino poveikis granuliocitų sukibimo savybėms ....................... 99 

4.7. Rezultatų apibendrinimas ......................................................................... 101 

5. IŠVADOS ........................................................................................................ 107 

6. LITERATŪROS SĄRAŠAS ........................................................................... 108 

7. PUBLIKACIJŲ DISERTACIJOS TEMA SĄRAŠAS .................................... 128 

7.1 Straipsniai .................................................................................................. 128 

7.2 Tezės .......................................................................................................... 128 

8. KONFERENCIJOS, SEMINARAI ................................................................. 130 

8.1. Konferencijos ............................................................................................ 130 

8.2. Seminarai .................................................................................................. 132 

9. PADĖKA ......................................................................................................... 134 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

  

 

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 reduktazė 2; 

ELISA – (angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) – imunofermentinė 

analizė; 

ERK – (angl. Extracellular-signal-regulated kinases) – tarpląstelinio signalo 

reguliuojamos kinazės; 

FCS – (angl. Fetal calf serum) – fetalinis veršelių 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 rūgštis; 

G-CSF – (angl. Granulocyte colony stimulating factor) – granulocitų kolonijas 

stimuliuojantis faktorius;   

GM-CSF – (angl. Granulocyte-macrophage colony stimulating factor) – 

granuliocitų ir makrofagų kolonijas stimuliuojantis faktorius; 

ICAM – (angl. Intercellular adhesion molecule) – tarpląstelinė sukibimo 

molekulė; 

IUPHAR – (angl. International Union of Basic and Clinical Pharmacology) – 

tarptautinė pagrindinės ir klinikinės farmakologijos sąjunga; 

kDNR – (angl. Complementary deoxyribonucleic acid) – papildoma 

deoksiribonukleorūgštis;  

http://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_of_Basic_and_Clinical_Pharmacology
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LFA – (angl. Lymphocyte function-associated antigen) – su limfocitų funkcija 

susijęs antigenas; 

LPS – (angl. Lipopolysaccharides) – lipopolisaharidas; 

MAP2K – (angl. Mitogen-activated protein kinase kinase) – mitogenu aktyvuotos 

baltymų kinazės kinazė; 

MHC – (angl. Major histocompatibility complex) – pagrindinis audinių 

suderinamumo kompleksas; 

MT1R, MT2R, MT3/HR2R, RORαR, RORβR – 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) – ląstelė – natūralus ţudikas; 

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 ląstelių receptorius;  

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

TNFα – (angl. Tumor necrosis factor alfa) – navikų nekrozės faktorius alfa;   

Tregs – T reguliatoriniai limfocitai; 

DMEM – (angl. Dulbecco’s modified Eagle's medium) – Dulbecco modifikuota 

Eagle terpė; 

HT – (angl. hypoxanthine-thymidine) – hipoksantino, timidino terpė; 

HAT – (angl. hypoxanthine-aminopterin-thymidine) – hipoksantino, aminopterino, 

timidino terpė; 

ŠT – apšvietimo sąlygos: 12 val. šviesa/12 val. tamsa; 

ŠŠ – apšvietimo sąlygos: 24 val. šviesa. 

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
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1. ĮVADAS 

1.1. Problemos aktualumas 

Melatoninas – tamsiuoju paros metu kankorėţinėje liaukoje gaminamas 

hormonas [1]. Šviesa nakties metu slopina melatonino produkciją [2]. Melatoninas 

yra svarbus organizmo biologinis reguliatorius. Jis reguliuoja paros ir sezono 

bioritmus, gliukozės metabolizmą, lytinių liaukų aktyvumą, širdies ir kraujagyslių 

sistemos veiklą, virškinimo trakto veiklą, kitų endokrininių liaukų aktyvumą, 

imuninės sistemos veiklą [3-9]. Sukaupta daug duomenų apie ţalingą pamaininio 

darbo poveikį melatonino gamybos reguliacijai ir ţmogaus organizmo 

homeostazei. 2007 metais Pasaulinei Sveikatos Organizacijai priklausanti 

Tarptautinė vėţio tyrimų agentūra priskyrė pamaininį darbą prie tikėtinų 

kancerogenų grupės (A2 grupė) [10]. Tai pat ţinoma, kad dirbant pamaininį darbą 

padidėja rizika susirgti širdies ir kraujagyslių sistemos ligomis, metabolinio 

sindromo liga ir diabetu [11].  

Literatūroje paskelbta nemaţai duomenų apie imunoreguliacines melatonino 

savybes. Melatoninas panaikina su amţiumi susijusias uţkrūčio liaukos ir bluţnies 

involiucijas, skatina imuninės sistemos ląstelių proliferaciją, pagerina humoralinį 

imuninį atsaką [12-14]. Taip pat panaikina dėl intoksikacijų sukeltą 

imunosupresiją: atstato limfocitų skaičių, bluţnies ir uţkrūčio liaukos aktyvumą 

[15]. Pašalinus pagrindinę melatonino gamybos vietą – kankorėţinę liauką: 

sumaţėja imuninės sistemos organų masė, sutrinka imuninės sistemos organų 

raida ir imuninis atsakas [16-18]. Tyrinėjant imunoreguliacines melatonino 

savybes daugeliu atvejų taikomi tyrimo metodai, kurių metu atliekamos 

melatonino injekcijos arba pašalinama pagrindinė melatonino gamybos vieta - 

kankorėţinė liauka. Visgi, ankstesnių eksperimentų metu melatonino gamyba retai 

buvo slopinama natūraliai, laikant gyvūnus pastovaus apšvietimo sąlygomis. Iki 

šiol nebuvo įvertintas melatonino poveikis imuninei sistemai natūraliai melatonino 
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gamybą slopinančioje aplinkoje. Literatūroje nėra duomenų, kaip gyvūnų 

laikymas natūraliai melatonino gamybą slopinančioje aplinkoje veikia antikūnų 

gamybą, ląstelių skaičių imuninės sistemos organuose ir uţdegimo vietoje bei 

granuliocitų migravimą. Taip pat literatūroje nėra duomenų apie antikūnų 

gamybos priklausomybę nuo imunizacijos paros laiko. Ţinoma, kad melatoninas 

slopina granuliocitų migraciją veikdamas per endotelio ląsteles, tačiau nėra aišku, 

ar melatoninas galėtų reguliuoti granuliocitų migraciją veikdamas per pačius 

granuliocitus. 

1.2. Darbo tikslas 

Nustatyti melatonino gamybos sutrikimo poveikį BALB/c linijos pelių imuninei 

sistemai. 

1.3. Darbo uţdaviniai 

1. Nustatyti melatonino vaidmenį reguliuojant nuo T ląstelių priklausomą 

antikūnų produkciją.  

2. Nustatyti melatonino vaidmenį reguliuojant nuo T ląstelių nepriklausomą 

antikūnų produkciją. 

3. Pagaminti monokloninius antikūnus prieš pelių MT1 ir MT2 receptorius ir 

nustatyti melatonino membraninių receptorių raišką BALB/c linijos pelių 

limfocituose. 

4. Nustatyti melatonino įtaką leukocitų migravimui į uţdegimo vietą. 

5. Nustatyti melatonino vaidmenį fMLP indukuotam granuliocitų migravimui. 

1.4. Ginamieji teiginiai 

1. Melatoninas reguliuoja BALB/c linijos pelių humoralinį imuninį atsaką.  

2. Melatoninas slopina BALB/c linijos pelių leukocitų migravimą į uţdegimo 

vietą veikdamas per MT2 receptorių. 
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3. Melatoninas slopina fMLP indukuotą BALB/c linijos pelių granuliocitų 

migravimą iš kraujo į pilvo ertmę veikdamas per MT2 ir MT3/CR2 

receptorius. 

1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reikšmė 

Pirmą kartą buvo nustatyta, kad melatoninas moduliuoja nuo T ląstelių 

priklausomą antikūnų gamybą veikdamas per bluţnies B limfocitų MT2 

receptorių. 

Pirmą kartą buvo nustatyta, kad melatoninas tiesiogiai (nedalyvaujant T 

ląstelėms) gali veikti B ląstelių aktyvinimą ir antikūnų sekreciją.  

Pagaminti monokloniniai antikūnai prieš pelių MT1 ir MT2 receptorius. 

Naudojant šiuos monokloninius antikūnus, bluţnies B limfocituose nustatyta MT2 

melatonino receptoriaus raiška. 

Pirmą kartą buvo nustatyta antikūnų gamybos priklausomybė nuo 

imunizacijos paros laiko.  

Pirmą kartą buvo nustatyta, kad melatoninas, veikdamas per granuliocitų 

MT3/CR2 receptorių, slopina granuliocitų sukibimo savybes. 

Šio darbo rezultatai papildo dabartines turimas ţinias apie melatonino 

poveikį imuninei sistemai ir padeda suprasti jo veikimo mechanizmus. 
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2. LITERATŪROS APŢVALGA 

2.1. Melatoninas ir jo reikšmė 

2.1.1. Melatonino istorinė apţvalga 

1958 metais dermatologas Aaron Bunsen Lerneris su kolegomis atrado 

kankorėţinėje liaukoje gaminamą hormoną ir pavadino jį melatoninu [1]. 

Profesorius A.B. Lerneris dirbo Jeilio universitete ir domėjosi odos pigmentacija. 

1955 metais vienas iš Lernerio grupės narių Yoshijata Takahashi perskaitė 1917 

metų straipsnį, kuris paskatino pradėti tyrimus, svarbius melatonino atradimui 

[19]. Šiame straipsnyje du mokslininkai, C.P. McCordas ir P.P. Allenas, paskelbė, 

kad dėl karvių kankorėţinės liaukos ekstrakto poveikio buoţgalvių oda tampa 

permatoma [20]. A.B. Lerneris susidomėjo, koks cheminis junginys kankorėţinėje 

liaukoje lemia šiuos procesus. Tais pačiais metais prasidėjo keturis metus trukęs 

projektas. Projekto metu buvo ištirta daugiau nei 250000 jaučių kankorėţinių 

liaukų [19]. Šio tyrimo rezultatas - 1958 metais geguţės 20 dieną pirmą kartą 

moksliniame leidinyje buvo paminėtas melatoninas, kurio pirmoji ištirta savybė – 

gebėjimas slopinti melanocitų gamybą stimuliuojantį hormoną [1]. 

Pavadinimas „melatoninas― sudarytas iš dviejų ţodţių: 

(mela- ) dėl jo poveikio melanocitams,  

(-toninas) ţodţio „serotoninas― dalis, nes būtent iš serotonino gaminamas 

melatoninas [21]. 

Kitos svarbios melatonino tyrinėjimo datos: 

1960 m. – kankorėţinėje liaukoje vykstančios melatonino biosintezės etapų 

nustatymas [22]. 

1963 m. – aptikta, kad melatonino gamybą kankorėţinėje liaukoje slopina 

šviesa [2]. 
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1965 m. – pateikti duomenys, kad pagrindinis melatonino gamybos laikas – 

naktis, o cirkadinis melatonino gamybos ritmas priklauso nuo šviesaus ir 

tamsaus paros laiko [23]. 

1967 m. – kankorėţinės liaukos pašalinimas skatina auglių augimą [24]. 

1968 m. – pirmoji publikacija apie melatonino reikšmę miegui [25]. 

1972 m. – nustatyta, kad melatoniną gali gaminti ne tik kankorėţinės liaukos 

ląstelės, bet ir kitos organizmo ląstelės, pvz.: eritrocitai [26]. 

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

1986 m. – melatoninas gali daryti poveikį imuninei sistemai [28]. 

1993 m. – nustatyta, kad melatoninui būdingos antioksidacinės savybės [29]. 

1994-1995 m. – klonuoti ir aprašyti melatonino membraniniai receptoriai - 

MT1 ir MT2 [30, 31]. 

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

1996 m. – identifikuotas MT3 melatonino receptorius [33]. Pirmiausiai jis buvo 

aptiktas ţiurkėno audiniuose, vėliau buvo atrastas MT3 analogas ţmogaus 

organizme – fermentas chinono reduktazė 2 (CR2) [34]. 

2.1.2. Pagrindinė melatonino gamyba 

Melatonino gamyba pagal gamybos vietą skirstoma į du tipus: 

 pagrindinė –  vyksta kankorėţinėje liaukoje; 

 papildoma – vyksta kitose organizmo ląstelėse. 

Pagrindinė melatonino gamyba vyksta kankorėţinės liaukos ląstelėse [35]. Ji 

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

melatonino gamybą [2]. Nakties metu, tamsoje vyksta melatonino sintezė [23]. 

Kankorėţinėje liaukoje sintetintas melatoninas su krauju išnešiojamas po visą 

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

Organizmo sritys, kurios dalyvauja melatonino gamyboje: akies tinklainė, 

pagumburyje esantys priešchiazminiai branduoliai, kankorėţinė liauka. Dienos 
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metu šviesos informacija nuo akies tinklainės per regos nervą patenka į 

pagumburio priešchiazminius branduolius. Pagumburio prešchiazminiai 

branduoliai – pagrindiniai organizmo cirkadinių ritmų reguliatoriai. Po šviesos 

signalo pagumburio priešchiazminiai branduoliai išskiria gama-amino sviesto 

rūgštį (GABA), kuri slopina paraventrikuliniuose branduoliuose L-glutamato 

išskyrimą. Dėl šio slopinimo stuburo smegenų intramidiolateraliniai branduoliai 

neišskiria noradrenalino, dėl to kankorėţinėje liaukoje nevyksta melatonino 

gamyba. Naktį, kai nėra šviesos signalo, priešchiazminiai branduoliai produkuoja 

glutamatą, kuris skatina paraventrikulinius branduolius taip pat gaminti glutamatą, 

nervinis signalas keliauja į stuburo smegenų intramidiolateralinius branduolius ir 

pasiekia viršutinį kaklinį mazgą. Viršutiniame kakliniame mazge nervinės galūnės 

produkuoja noradrenaliną, kuris yra tiesioginis melatonino gamybos aktyvintojas. 

Jis aktyvina kankorėţinės liaukos ląstelių membranoje esančius α ir  

adrenoreceptorius. α adrenoreceptoriaus stimuliavimo pasekmė kankorėţinės 

liaukos ląstelėse – kalcio koncentracijos padidėjimas, β adrenoreceptoriaus – 

fermento kalcio ir kalmodulino baltymų kinazės aktyvinimas. Dėl šių procesų 

kankorėţinės liaukos ląstelėse smarkiai išauga (ţiurkių ląstelėse iki 100 kartų) 

cAMP lygis. Nuo cAMP priklausoma baltymų kinazė fosforilina serotonin-N-

acetiltransferazę ir fermentas tampa katalitiškai aktyvus. Seratonino-N-acetil-

transferazė – pagrindinis melatonino gamybos fermentas, po jo aktyvinimo 

prasideda melatonino sintezė. Esant maţam cAMP lygiui kankorėţinės liaukos 

ląstelėse, serotonino-N-acetiltransferazė būna neaktyvi [37-43].  

Melatonino biosintezės schema pateikta 1 paveiksle. Melatoninas 

sintetinamas iš amino rūgšties triptofano, susidarant tarpiniam produktui – 

serotoninui (biologiškai aktyvi medţiaga, hormonas, monoamininis 

neuromediatorius, sintetinamas smegenyse) [44]. Pagrindiniai du fermentai, 

dalyvaujantys melatonino gamyboje - seratonino-N-acetiltranferazė ir triptofano 

hidroksilazė [39]. Melatonino katabolizmo procesas vyksta kepenyse, o 
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nagrinėjamo hormono gyvavimo pusperiodis yra nuo 20 iki 60 minučių. 

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

 

1 pav. Melatonino sintezė iš triptofano. 

Raudona spalva paţymėti fermentai, mėlyna – biosintezės 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 nekankorėţinė melatonino gamyba vyksta skirtinguose 

stuburinių gyvūnų organuose. Ląstelės, gaminančios melatoniną, turi tuos pačius 

melatonino biosintezės fermentus kaip ir kankorėţinės liaukos ląstelės [48]. 

Papildoma melatonino gamyba buvo aptikta šiuose organuose: akies tinklainėje 

[49], virškinimo trakte [50], odoje [51], Harderian liaukoje [52], vidinės ausies 

ląstelėse [53], kiaušidėse [54], sėklidėse [55]. Taip pat papildoma melatonino 

gamyba aptikta imuninės sistemos ląstelėse: ţmogaus limfocituose [56], 

putliosiose ląstelėse [57], Jurkat linijos ląstelėse [58], kaulų čiulpų ląstelėse [59] ir 

timocituose [60]. Melatonino gamyba akies tinklainėje priklauso nuo šviesos 

signalo, kituose organuose melatonino gamyba nepriklauso nuo apšvietimo [61]. 

Virškinimo trakto ląstelėse melatonino gamyba didėja ilgai nevalgius [62]. 

Papildomu būdu pagamintas melatoninas pasiţymi intrakrininiu, parakrininiu ir 
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autokrininiu poveikiu [61]. Kiti autoriai nurodo, kad nekankorėţinėje liaukoje 

pagamintas melatoninas veikia tik autokrininiu ir parakrininiu būdu [48, 63]. 

Papildoma melatonino gamyba neturi įtakos melatonino koncentracijai kraujyje. 

Melatonino koncentracija virškinimo trakto audiniuose 10-100 kartų pranoksta 

melatonino koncentraciją kraujyje [62].  

2.1.4. Įvairių veiksnių įtaka melatonino koncentracijai organizme 

Pagrindinis išorinis veiksnys, reguliuojantis melatonino produkciją, yra 

šviesos signalas. Taip pat melatonino koncentracija ţmogaus organizme priklauso 

nuo amţiaus, mitybos įpročių ir darbo sąlygų.  

2.1.4.1. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo metų laiko 

Nakties, kai gaminamas melatoninas, trukmė priklauso nuo sezoniškumo, 

todėl nuo sezoniškumo priklauso ir melatonino gamybos trukmė. Iš pradţių šis 

efektas buvo nustatytas tik gyvūnuose, tačiau vėliau panašūs rezultatai gauti ir 

ţmogaus organizme [64, 65]. 1991 metais Veihras atliko tai patvirtinantį 

eksperimentą. Naudojant dirbtiną šviesą mokslininkas vieną savaitę laikė šešis 

savanorius prie „vasaros‖ apšvietimo sąlygų (16 val. šviesa/8 val. tamsa) ir 

keturias savaites prie „ţiemos‖ apšvietimo sąlygų (10 val. šviesa/14 val. tamsa). 

„Vasaros‖ apšvietimo sąlygomis ţmonių melatonino gamybos trukmė buvo 

10,3±0,8 valandų. „Ţiemos‖ apšvietimo sąlygomis melatonino gamybos trukmė 

padidėjo iki 12,5±1,8 valandų [66]. 

2.1.4.2. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo amţiaus 

Melatonino gamyba prasideda tuojau po gimimo. Jau 5-12 savaičių sveiko 

vaiko šlapime galima aptikti 6-sulfoksimelatoniną. Didţiausias melatonino kiekis 

aptinkamas nuo vienerių iki trejų metų vaiko organizme. Iki 21 metų ţmogaus 

organizme melatonino koncentracija sumaţėja iki 80 proc. Tokius pokyčius 

daugelis mokslininkų aiškina remdamiesi prielaida, jog pastovus melatonino 
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kiekis išlieka nepriklausomai nuo augančios ţmogaus organizmo masės vystymosi 

eigoje [67]. Nustatyta, kad praėjus paauglystei, melatonino koncentracija ir toliau 

maţėja, senatvėje šis procesas siejamas su senėjimu [68, 69]. Kai kurie 

mokslininkai siūlo naudoti melatonino koncentraciją kaip organizmo amţiaus 

(senatvės) rodiklį. 

2.1.4.3. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo mitybos įpročių 

Mitybos įpročiai gali dvejopai reguliuoti melatonino koncentraciją 

organizme. Maitinantis organizmas gauna būtinų medţiagų melatonino gamybai, 

tokių kaip vitaminas B6, folio rūgštis ir triptofanas [70]. Antra vertus, kai kuriuose 

maisto produktuose aptinkama melatonino, todėl jis gali būti gaunamas tiesiogiai 

su maistu. Didţiausia melatonino koncentracija nustatyta graikiškuose riešutuose, 

viename grame yra 3-4 ng melatonino ir pomidoruose - 3-114 ng/g. Taip pat 

didelė melatonino koncentracija yra karvės piene. Nakties metu paimto karvės 

pieno viename mililitre nustatyta 10-40 ng melatonino [71].  

Maisto medţiagų svarbą melatonino koncentracijai organizme patvirtino 

keletas eksperimentų. Vieno iš jų metu ţmonės savanoriai laikėsi dietos, per parą 

gaudami 300 kalorijų maţiau. Tiriamųjų grupėje melatonino koncentracija 

sumaţėjo 20 proc., bet papildomas gliukozės vartojimas atstatė jo koncentraciją 

iki pradinio lygio [72]. 

2.1.4.4. Melatonino koncentracijos priklausomybė nuo darbo sąlygų 

Naktį būnant šviesoje slopinama melatonino gamyba [73, 74]. Pamaininiu 

darbu vadinamas toks darbo paskirstymas, kai ţmogus 3 ar daugiau kartų per 

mėnesį dirba nakties metu [75]. Ţmonėms, dirbantiems pamaininį darbą, sutrinka 

melatonino gamyba. Naktį, pabuvus 30 minučių 2500 liuksų šviesoje, naktinė 

melatonino produkcija sumaţėjo 61±6 procentais [74], arba naktį ţmonėms 

būnant 150 vatų (elektrinės galios vienetas, kuris atitinka 2500 liuksų šviesos 
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stiprumą, taip pat atitinka šviesos stiprumą esantį pavasario dieną pastate prie 

lango) lemputės šviesoje, po 10-20 minučių sumaţėjo melatonino koncentracija, 

po 1 valandos melatonino koncentracija nakties metu buvo tokia pat kaip dienos 

metu [73].  

Sukaupta daug duomenų, apie pamaininio darbo ţalą ţmogui. 2007 metais 

Pasaulinė Sveikatos Organizacijai priklausanti Tarptautinė vėţio tyrimų agentūra 

pamaininį darbą priskyrė prie tikėtinų kancerogenų grupės (A2 grupė) [10]. Norint 

nustatyti moterų, dirbančių pamaininį darbą, riziką susirgti krūties vėţiu buvo 

atlikta 15 epidemiologinių tyrimų: 5 kohortiniai tyrimai, 10 atvejų ir kontroliniai 

tyrimai [76]. Vertinant visų studijų rezultatus, buvo atlikta statistinė metaanalizė 

[76]. Nustatyta kad, moterų dirbančių pamaininį darbą, santykinė rizika susirgti 

krūties vėţiu - 1,21 (95% pasitikėjimo intervalai 1,00-1,47, statistinis 

reikšmingumas  p=0,056) [76]. Norint įvertinti vyrų, dirbančių pamaininį darbą, 

riziką susirgti prostatos vėţiu, buvo atlikta 14 epidemiologinių tyrimų. Visi jie 

patvirtina, kad, dirbant pamaininį darbą, rizika susirgti prostatos vėţiu padidėja, 

10-tyje iš 14 darbų pateikiami statistiškai patikimi rezultatai [77]. Pamaininis 

darbas padidina riziką susirgti gimdos gleivinės, gaubtinės ir tiesiosios ţarnos 

vėţiu, ir net Hodţkino limfoma [78-80]. 

Kiti ţalingi pamaininio darbo poveikiai organizmui: 

 Trys iš keturių epidemiologinių tyrimų parodė, kad dirbant pamaininį darbą 

padidėja rizika susirgti širdies ir kraujagyslių sistemos ligomis [81-84].  

 Aštuoni epidemiologiniai darbai patvirtino, kad dirbant pamaininį darbą 

padidėjo galimybė susirgti metaboliniu sindromu (nutukimas, padidėjęs 

kraujospūdis ir trigliceridų kiekis) [11].  

 Šeši epidemiologiniai darbai parodė, kad dirbant pamaininį darbą padidėja 

galimybė susirgti diabetu [11]. 
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2.2. Melatonino fiziologinė reikšmė 

Melatonino cheminė formulė – C13H16N2O2, molekulinė masė – 232,278 

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

bakterijose, dumbliuose ir vienaląsčiuose organizmuose [85-87]. Dėl savo maţo 

dydţio ir amfifilinių savybių melatoninas gali patekti į ląstelės vidų ir sąveikauti 

su skirtingais ląstelės kompartmentais [63]. 

Pagrindinės melatonino funkcijos:  

 reguliuoja paros bioritmus [7];  

 skatina mieguistumą ir maţina kūno temperatūrą [88]; 

 reguliuoja sezoninius bioritmus [7], praneša organizmui apie dienos ilgumo 

pokyčius ir, tokiu būdu, reguliuoja nuo metų laiko priklausomas funkcijas: 

reprodukciją, gyvūnų kailio pokyčius (plaukų augimą ir spalvą), apetitą, kūno 

svorį ir miegą [36]; 

 kankorėţinė liauka per melatoniną reguliuoja kitų endokrininių liaukų 

aktyvumą. Melatoninas stimuliuoja oksitocino sekreciją ir skatina 

progesterono gamybą [5], slopina kortizolio produkciją [89]; 

 reguliuoja gliukozės metabolizmą. Kankorėţinės liaukos pašalinimas skatina 

gliukozės produkciją [9], maţina riebalinio audinio atsaką insulinui [90]. 

Insulino gamyba didėja dienos metu, kai melatonino koncentracija būna 

sumaţėjusi [91]; 

 reguliuoja lytinių liaukų aktyvumą, slopindamas folikulino ir 

liuteinizuojančio hormono sekreciją [6], slopina ląstelių, sintetinančių 

gonadotropinus, fermentinį aktyvumą [92]. Moterų ir vyrų adenohipofizės 

gonadotropinai – folitropinas, liutropinas ir gliukoproteinai. Vyrų organizme 

jie išskiriami nuolat, o moterų – periodiškai ir daug didesniais kiekiais.  

Gonadotropinai reguliuoja gametogenezę ir spermatogenezę lytinėse liaukose 

[44]; 
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 maţina diastolinį ir sistolinį kraujo spaudimą [93-95]; 

 skatina leptino gamybą, tokiu būdu reguliuodamas metabolizmą [96]; 

 reguliuoja kraujagyslių susitraukimą. Veikdamas per MT1 receptorių, skatina 

kraujagyslių susitraukimą, veikdamas per MT2 receptorių skatina 

kraujagyslių praplėtimą [4]; 

 kiaušidėse melatoninas slopina estrogeno receptoriaus α, ir progesterono 

receptoriaus β raišką [97]; 

 slopina dopamino išskyrimą iš tinklainės amakrininių ląstelių ir padidina 

horizontalių ląstelių jautrumą šviesai [98]; 

 melatonino poveikis odai: 

- apsaugo fibroblastus ir keratinocitus nuo ultravioletinių spindulių 

poveikio [99]; 

- atstato α-melanocitus stimuliuojančio hormono (α-MSH) 

pigmentacijos poveikį [100]; 

- melatonino vartojimas gali slopinti odos pigmento melanino sintezę 

[101]; 

- priklausomai nuo koncentracijos slopina arba stimuliuoja 

keratinocitų proliferaciją [102, 103]. 

 stimuliuoja plaukų augimą [104]; 

 apsaugo ląsteles veikdamas kaip antioksidantas ir antiapoptotinis agentas 

[105]. Melatoninas stiprus antioksidantas, surišantis ne tik deguonies, bet ir 

azoto radikalus [106]. Reaguojant su peroksinitrilu susidaro                          

1-nitromelatoninas [107]. Melatoninas yra pranašesnis uţ kitus 

antioksidantus, nes: 

- vienintelis antioksidantas, kuris gali pašalinti ―velnio trikampį― 

(superoksidą, azoto monoksidą ir peroksinitrilą) [108, 109]; 

- neturi jo difuziją blokuojančių anatominių barjerų [110]; 
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- jo antioksidacinė jėga ţymiai stipresnė uţ vitamino C ir E, ir 5-

15 kartų stipresnė uţ glutationą [107]; 

- glutationas naudojamas daugumos oksiduotų antioksidantų 

redukcijai. Melatoninas neturi poveikio glutationo 

koncentracijai, kadangi hormonas degraduoja iškart po 

oksidacijos [111]. 

 melatonino poveikis virškinimo sistemai:  

- didindamas kalcio išsiskyrimą iš enterochromafino ląstelių, 

gleivinėje skatina bikarbonato sekreciją [112]; 

- veikdamas per MT2 receptorių, skatina kasos liauką gaminti 

amilazę ir cholecistokininą [3]; 

- maţina spontaniškus susitraukimus ţarnyne [113]; 

- slopina serotonino poveikį virškinimo sistemoje [114]. 

 melatonino poveikis kaulams: 

- skatina osteoblastų diferenciaciją, stiprina kaulus [115]; 

- slopina osteoklastus ir skatina osteoblastinio baltymo 

osteoprotegerino gamybą [116]. 

 melatonino poveikis inkstams: 

- apsaugo nuo uţdegiminės reakcijos paţaidų [117]; 

- gali apsaugoti inkstus nuo gyvsidabrio chlorido sukelto 

oksidacinio šoko [118]. 

 mitochondrijose melatoninas slopina laisvųjų radikalų formavimąsi ir, tokiu 

būdu, apsaugo vidinę mitochondrijų membraną. Tai skatina elektronų srautą 

ir energijos vartojimo efektyvumą [105]. Tokiu būdu melatoninas gali 

reguliuoti kūno svorį. Vyresnio amţiaus nutukusioms moterims ilgalaikis 

melatonino vartojimas skatino svorio kritimą [119]; 

 priešvėţinės savybės: 

- skatina vėţinių ląstelių apoptozę [120-122]; 
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- slopina ar blokuoja vėţinių ląstelių ciklą, slopindamas 

proliferaciją [123, 124]; 

- skatina vėţinių ląstelių diferenciaciją [125]; 

- stiprus antioksidantas [106]; 

- imuninės sistemos stimuliavimas [8]; 

- melatoninas krūties vėţio MCH-7 ląstelių linijoje slopina 

estrogeno receptoriaus α raišką, tokiu būdu slopina nuo 

estrogeno priklausomą proliferaciją [126]; 

- slopina krūties vėţio ląstelių invaziją ir metastazavimą [127];  

 reguliuoja imuninės sistemos veiklą [8]. 

2.3. Melatonino veikimo mechanizmai 

Melatoninas veikia kaip neurosiuntiklis, hormonas, citokinas ir biologinių 

atsakų modifikatorius [128]. Jis veikia keturiais skirtingais mechanizmais [129]: 

1. Jungiasi prie ląstelės membranų receptorių. 

2. Ląstelės viduje jungiasi prie branduolio receptorių. 

3. Jam būdingas antioksidacinis aktyvumas. 

4. Ląstelės viduje jungiasi prie baltymo kalmodulino. 

Melatoninas, sąveikaudamas su kalmodulinu, slopina kalcio (Ca
2+

) 

prisijungimą prie kalmodulino ir, tokiu būdu, reguliuoja ląstelėje vykstančius 

procesus [130]. Ţinoma, kad melatoninas gali sąveikauti su MT1, MT2, 

MT3/CR2, RORα ir RORβ receptoriais [105]. 

2.3.1. Melatonino membraniniai MT1 ir MT2 receptoriai 

Kiekviena ląstelė turi savitus baltymus, atrankiai atpaţįstančius ir 

sąveikaujančius su tarpląstelinėmis signalinėmis molekulėmis. Šie baltymai 

vadinami receptoriais. Pagrindinė receptorių funkcija – tarpląstelinius signalus 

paversti viduląstelinių procesų grandine. Pagal padėtį ląstelėje, receptoriai 

skirstomi į membraninius ir viduląstelinius (branduolio) receptorius [131]. 
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Membraniniai receptoriai – tai receptoriai, esantys plazminėje membranoje ir 

ją perveriantys vieną ar daugiau kartų. Jiems būdingi išoriniai domenai, reikalingi 

sąveikai su ligandu, ir vidiniai domenai, skirti perduoti signalą antrinėms 

signalinėms molekulėms [131]. 

Melatoninas turi du membraninius receptorius: MT1 (anksčiau vadintas 

Mel1a, MEL1A, ML1A) ir MT2 (anksčiau vadintas Mel1b, MEL1B, ML1B). MT1 ir 

MT2 receptoriai priklauso su G baltymais sąveikaujančių receptorių superšeimai 

[69]. MT1 receptorius sąveikauja su Gi2, Gi3 ir Gq/11, Gαs, Gαz ir Gα16 baltymais 

[132-134]. MT2 receptorius sąveikauja su Gi, Go, Gz, G12 ir G14 baltymais [135]. 

Receptoriai sudaryti iš septynių membraną perveriančių segmentų, turinčių amino 

grupę ekstraląsteliniame domene ir karboksilinę grupę viduląsteliniame domene 

[136]. MT1 ir MT2 receptorių aminorūgščių homologija yra apie 60 procentų 

[136]. 

MT1 receptoriaus baltymo grandinės ilgis – 350 aminorūgščių, jo 

molekulinė masė – 39,374 kDa [136]. Signaliniai keliai, atsirandantys ląstelėje po 

MT1 receptoriaus aktyvinimo: 

1. Sumaţėja cAMP gamyba, todėl sumaţėja fermento baltymų kinazės A 

aktyvumas ir slopinamas nuo cAMP priklausančios baltymų grupės 

fosforilinimas [137]. 

2. Padidėja viduląstelinio kalcio koncentracija [138]. 

3. Stimuliuojamas MAP2K1/2-ERK1/2 signalinis kelias (visose ląstelėse 

išskyrus neuronus) [139]. 

MT2 receptoriaus baltymą sudaro – 362 aminorūgštys, jo molekulinė masė – 

40,188 kDa. Signaliniai keliai, atsirandantys ląstelėje po MT2 receptoriaus 

aktyvinimo: 

1. Sumaţėja cAMP gamyba, tokiu būdu sumaţėja fermento baltymų 

kinazės A aktyvumas ir slopinamas nuo cAMP priklausančios baltymų 

grupės fosforilinimas [140]. 
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2. Slopinama cGMP gamyba [140]. 

3. Priešchiazminiuose branduoliuose stimuliuojamas baltymų kinazės C 

aktyvumas [141]. 

MT2 receptoriaus funkcijoms nustatyti daţniausiai naudojami du 

receptoriaus slopikliai (antogonistai) - luzindolas ir 4P-PDOT. Luzindolas nėra 

selektyvus MT1 arba MT2 receptorių 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 kartų didesnis 

nei MT1 [142]. 

MT1 ir MT2 receptoriai buvo aptikti skirtingose centrinės nervų sistemos 

ląstelėse, taip pat periferiniuose organuose – virškinimo sistemoje, kepenyse, 

plaučiuose, odoje, Harderiano liaukoje, antinksčiuose, lytinėse liaukose, krūties 

audiniuose, inkstuose, širdyje, kraujagyslėse, riebaliniame audinyje ir imuninės 

sistemos organuose [105]. Melatoninas per MT1 receptorių atlieka šias funkcijas: 

cirkadinių ritmų reguliavimą, maţina prolaktino, testosterono ir kortizolio 

sekreciją, padidina leptino produkciją, slopina vėţinių ląstelių proliferaciją, 

skatina kraujagyslių susitraukimą [136]. Melatoninas per MT2 receptorių atlieka 

šias funkcijas: cirkadinių ritmų reguliavimą, slopina insulino gamybą, slopina 

dopamino išskyrimą iš akies tinklainės, skatina kraujagyslių praplėtimą, slopina 

vėţinių ląstelių proliferaciją [136]. 

2.3.1.1. Melatonino membraninių receptorių MT1 ir MT2 raiška ir 

funkcijos, susijusios su imunine sistema 

MT1 ir MT2 receptoriai plačiai ekspresuojami imuninės sistemos ląstelėse ir 

organuose. MT1 receptorius buvo aptiktas: paukščių Perdicula asiatica bluţnyje 

[143], Swiss linijos pelių uţkrūčio liaukoje ir bluţnyje [144], laukinių voverių 

Funambulus pennanti uţkrūčio liaukoje ir bluţnyje [145, 146], HI linijos vištų 

uţkrūčio liaukoje ir bluţnyje [147], visose tyrinėtose Wistar linijos ţiurkių 



24 

  

 

uţkrūčio liaukos ląstelių populiacijose (TH0 limfocituose, TC limfocituose, B 

limfocituose, dvigubai teigiamuose CD4
+
CD8

+ 
limfocituose, dvigubai 

neigiamuose CD4
-
CD8

- 
limfocituose) ir bluţnyje [148], RBL-2H3 linijos ţiurkių 

putliosiose ląstelėse [57], ţmogaus Jurkat linijos limfocituose [58], ţmogaus 

leukocituose: monocituose, TH0 limfocituose, TC limfocituose, B limfocituose, 

NK ląstelėse [149]. 

MT2 receptorius buvo aptiktas: paukščių Perdicula asiatica bluţnyje [143], 

Swiss linijos pelių uţkrūčio liaukoje [144], pelių bluţnies ląstelėse [150], laukinių 

voverių Funambulus pennanti uţkrūčio liaukoje ir bluţnyje [146], HI linijos vištų 

uţkrūčio liaukoje ir bluţnyje [147], Wistar linijos ţiurkių uţkrūčio liaukoje ir 

bluţnyje [151], RBL-2H3 linijos ţiurkių putliosiose ląstelėse [57], ţiurkių 

limfocituose [152], ţmogaus Jurkat linijos limfocituose [58]. 

MT1 receptorius svarbus IL-2 citokino gamyboje. Blokavus MT1 receptorių, 

patikimai sumaţėjo IL-2 gamyba ţmogaus Jurkat linijos ląstelėse [153]. 

Veikiant per MT1 receptorių melatoninas pagerino laukinės voverės 

Funambulus pennanti bluţnies ląstelių proliferaciją. Tyrinėjant melatonino 

receptorių poveikį bluţnies ląstelių proliferacijai buvo naudojamas MT1 ir MT2 

receptorių slopiklis luzindolas ir selektyvus MT2 receptoriaus slopiklis 4P-PDOT. 

Fiziologinė melatonino koncentracija stimuliavo laukinės voverės Funambulus 

pennanti bluţnies ląstelių proliferaciją ir MT1 bei MT2 receptorių raišką. 

Papildomai pridėjus luzindolo, jis blokavo melatonino sukeltą bluţnies ląstelių 

proliferaciją. Priešingai, 4P-PDOT neturėjo įtakos melatonino sukeltai bluţnies 

proliferacijai [154]. 

Drazen su kolegom nustatė, kad veikdamas per MT2 receptorių melatoninas 

stimuliuoja bluţnies ląstelių proliferaciją laukinio tipo pelėse, taip pat MT1 

receptoriaus neturinčiose pelėse. Tuo tarpu MT1 ir MT2 receptorių slopiklis 

luzindolas sumaţino melatonino sukeltą proliferaciją [150]. 
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Naudojant selektyvų MT2 receptoriaus slopiklį 4P-PDOT nustatyta, kad 

melatoninas, veikdamas per MT2 receptorių, slopina ţiurkių leukocitų riedėjimo 

savybes [152]. 

2.3.2. MT3/CR2 receptorius 

Pirmosiose publikacijose MT3 (anksčiau vadintas ML2) receptorius buvo 

apibūdinamas kaip membraninis receptorius [155], vėliau – kaip citozolinis 

fermentas chinono reduktazė 2 (CR2). Pelių, neturinčių chinono reduktazės 2 

geno, smegenų ir inkstų membranos neturėjo sąveikos su specifiniu MT3 

receptoriaus ligandu (2-125I-5-metoksi-karbonilamino-N-acetiltriptaminu) [156]. 

Atsiţvelgiant į tai, kad receptoriaus baltymo struktūra dar nėra galutinai nustatyta, 

jis rašomas didţiosiomis raidėmis pasvirusiu kursyvu, pagal IUPHAR taisykles 

[136]. MT3/CR2 receptorius buvo aptiktas skirtinguose ţiurkėnų, triušių, 

beţdţionių ir pelių organuose [99, 157]. Jis gali aktyvinti chinonus, o tai skatina 

reaktyvių deguonies formų gamybą [158, 159]. Melatoninas, veikdamas 

mikromoliariniais kiekiais, slopina MT3/CR2 fermentinį aktyvumą ir, tokiu būdu, 

apsaugo ląsteles nuo reaktyvių deguonies formų [160]. MT3/CR2 receptoriaus 

raiška imuninės sistemos organuose anksčiau nebuvo tyrinėta. Naudojant 

MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorių GR135531 buvo nustatyta, kad melatoninas, 

veikdamas per MT3/CR2 receptorių, slopina ţiurkių leukocitų sukibimą su 

kraujagyslių endotelio ląstelėmis. GR135531 ir melatoninas slopina leukocitų 

sukibimo su kraujagyslių endotelio ląstelėmis savybes, tuo tarpu luzindolas ir    

4P-PDOT sukibimo savybėms įtakos neturėjo [152]. 

2.3.3. Melatonino branduoliniai receptoriai ir RORγ receptorius 

Branduoliniai receptoriai – tai viduląsteliniai baltymai, savitai sąveikaujantys 

su lipofilinėmis molekulėmis, prasiskverbiančiomis į citozolį. Visi branduoliniai 

receptoriai yra neaktyvinti transkripcijos veiksniai. Jų yra citozolyje ir 

branduolyje. Hormono prisijungimas sukelia receptorių dimerizaciją ir pernašą į 
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branduolį arba aktyvina ant DNR esančių receptorių transkripcinį aktyvumą. Visi 

branduolio receptoriai signalus perduoda keisdami genų raišką [131].  

Šiuo metu ţinomi 49 pelių ir 48 ţmogaus branduolinių receptorių 

superšeimos nariai [161, 162]. Branduolinių receptorių superšeimos nariai 

suskirstyti į dvi dideles grupes: (1) transkripcijos veiksniai, kurių fiziologinis 

ligandas nustatytas, ir (2) transkripcijos veiksniai, kurių fiziologinis ligandas nėra 

nustatytas [163]. Melatoninas jungiasi prie retino rūgšties receptorių grupės [105]. 

Retino rūgšties receptoriai priklauso grupei branduolinių receptorių, kurių 

fiziologinis ligandas nėra nustatytas [164], todėl pilnas pošeimio pavadinimas – su 

retino rūgštimi susiję receptoriai našlaičiai (angl. retinoid orphan receptors 

(ROR)). Anksčiau naudotas kitas pavadinimas – su retino rūgštimi susiję Z 

receptoriai (angl. retinoid Z receptors (RZR)) [165]. Branduolinis receptorius 

sudarytas iš 4 pagrindinių domenų: N-galinis domenas, uţ jo – labai 

konservatyvus DNR surišantis domenas, lankstusis domenas ir C-galinis domenas, 

prie kurio jungiasi ligandas [166]. Su retino rūgštimi susijusių receptorių našlaičių 

grupę sudaro trys receptoriai: RORα, RZRβ ir RORγ [167]. Kiekvienas 

receptorius turi skirtingas izoformas, kurios skiriasi N-galinėmis aminorūgštimis. 

Ţmogaus organizme RORα turi 4 izoformas (RORα1-4), pelių organizme RORα 

turi 2 izoformas: RORα1 ir RORα4 (kitas šios izoformos pavadinimas RZRα). 

RORβ pelių organizme turi 2 izoformas (RORβ1-2), ţmogaus organizme yra tik 

viena izoforma – RORβ1. Ir ţmonių, ir pelių RORγ receptorius turi 2 izoformas: 

RORγ1 ir RORγ2 (kitas pavadinimas RORγt) [167]. Melatoninas jungiasi prie 

RORα1, RORα2 ir RORα4, taip pat prie RORβ baltymo (kitas pavadinimas 

RZRβ) [105]. Nors nėra įrodymų, kad melatoninas gali jungtis prie RORγ, kai 

kurie autoriai įvardija jį kaip melatonino receptorių [60]. 

RORα ir RORγ receptoriai imuninės sistemos ląstelėse atlieka daug funkcijų, 

jose vyksta intensyvi šių receptorių raiška. Tuo tarpu RORβ raiška imuninės 
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sistemos ląstelėse nebuvo aptikta, taip pat nėra ir duomenų apie šio receptoriaus 

funkcijas imuninės sistemos organuose ir ląstelėse. 

2.3.3.1. RORα receptoriaus raiška ir funkcijos, susijusios su imunine 

sistema 

RORα receptorius buvo aptiktas daugelyje ţmogaus periferinio kraujo 

ląstelių. RORα2 ir RORα4 (RZRα) izoformos nustatytos visose tyrinėtose 

ląstelėse: monocituose, B limfocituose, TH0 limfocituose, TC limfocituose ir NK 

ląstelėse [149]. RORα1 aptiktas tik TC limfocituose, RORα3 nebuvo rastas 

tyrinėtose ląstelėse [149]. RORα1, RORα2 ir RORα4 receptoriai ekspresuojami 

ţmogaus Jurkat linijos limfocituose [168]. RORα4 aptiktas RPMI1788 (B 

limfocitų) ir P16 (B limfocitų klono) ląstelių linijose [169]. RORα2 ir RORα3 

raiška aptikta RPMI1788, P16, HL-60 (granuliocitų) ir Mono Mac 6 (monocitų) 

ląstelių linijose [169]. RORα1 raiškos nebuvo RPMI1788, P16, HL-60 ir Mono 

Mac 6 ląstelių linijose [169]. RORα1 ekspresuojamas Swiss linijos pelių uţkrūčio 

liaukos ir bluţnies ląstelėse [170]. RORα raiška vyksta ţmogaus lygiųjų raumenų 

ląstelėse [171]. Visos keturios RORα izoformos ekspresuojamos makrofaguose, 

išaugintuose iš pelių kaulų čiulpų [172]. 

Melatoninas, veikdamas per RORα4 (RZRα), bet ne per RORα1, RORα2 ar 

RORα3, slopina 5-lipoksigenazės geno raišką RPMI1788 (B limfocitų) ir P16 (B 

limfocitų) ţmogaus ląstelių linijose [169]. 5-lipoksigenazė katalizuoja arachidono 

rūgšties transformaciją į leukotrienus, kurie dalyvauja organizmo gynybos 

reakcijose ir vaidina svarbų vaidmenį vystantis astmai, uţdegiminei ţarnų ligai, 

artritui [173]. Slopinant 5-lipoksigenazę melatoninas veikia kaip priešuţdegiminė 

medţiaga [105]. 

RORα yra svarbus timocitų diferenciacijai į subrendusius T limfocitus. 

RORα geno raiškos stiprumas skiriasi skirtingose uţkrūčio liaukos ląstelių 

populiacijose: silpna CD4
+
CD8

+
 timocituose, padidėja CD4+ ir CD8+ 
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timocituose, dar didesnė subrendusiuose TH0 limfocituose, bet sumaţėja 

subrendusiuose TC limfocituose. RORα geno neturinčioms pelėms sumaţėja 

uţkrūčio liaukos svoris ir bendras ląstelių skaičius, palyginus su RORα geną 

turinčiomis pelėmis [172]. 

RORα receptorius svarbus reguliuojant citokinų gamybą. RORα receptorius 

slopina citokinų gamybą, skatindamas IκB-α gamybą [172]. Nestimuliuotose 

ląstelėse NF-κB citoplazmoje yra prisijungęs prie savito slopiklio IκB-α. Po 

ląstelės stimuliacijos IκB-α degraduoja, NF-κB atsiskiria nuo jo ir patenka į 

branduolį, kur jungiasi prie uţdegiminių citokinų genų promotorių ir, tokiu būdu, 

skatina uţdegiminių citokinų raišką [174]. Padidinus RORα raišką pirminėse 

lygiųjų raumenų ląstelėse, patikimai sumaţėjo IL-6, IL-8 ir COX-2 citokinų raiška 

po TNF-α stimuliacijos [171]. Pelių, neturinčių RORα geno, makrofagai ir 

putliosios ląstelės po LPS stimuliacijos gamino patikimai didesnius kiekius IL-6 ir 

TNFα citokinų nei RORα turinčių pelių makrofagai ir putliosios ląstelės [172]. 

Pelių, neturinčių RORα geno, TC limfocitai pagamino patikimai didesnius kiekius 

IFNγ nei šį geną turinčių pelių TC limfocitai [172]. 

Melatoninas jungiasi prie RORα ir panaikina šio receptoriaus sukeliamą 

neigiamą citokinų gamybos reguliaciją. Buvo įrodyta, kad Jurkat linijos T 

limfocituose gaminamas melatoninas palaipsniui jungiasi prie RORα branduolyje, 

maţina jų koncentraciją ir, tokiu būdu, slopina RORα aktyvumą ir, galbūt, IκB-α 

gamybą [175]. Tai patvirtina eksperimentiniai rezultatai. Melatoninas, veikdamas 

per RORα receptorių, po fitohemagliutinino stimuliacijos pagerino IL-2 ir IL-6 

citokinų gamybą ţmogaus limfocitų (Jurkat) ir monocitų (U937) ląstelių kultūrose 

ir IL-2 gamybą Jurkat linijos T limfocituose [175, 176]. 

RORα skatina TH0 limfocitų diferenciaciją į TH17 limfocitų populiaciją. 

RORα raiška TH17 limfocitų populiacijoje kur kas didesnė nei TH1 ar TH2 

limfocitų populiacijose [177]. Padidinta RORα ekspresija skatina IL-17, IL-17F ir 

IL-23R ekspresiją ir teigiamai veikia TH17 diferenciaciją [177]. RORα geno 
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neturinčių pelių IL-17 gamyba sumaţėja, lyginant su RORα geną turinčiomis 

pelėmis. Taip pat esant RORα trūkumui sumaţėja IL-17 gamyba in vitro 

sąlygomis [177]. 

2.3.3.2. RORγ receptoriaus raiška ir funkcijos, susijusios su imunine 

sistema 

RORγ1 receptorius buvo aptiktas pelių uţkrūčio liaukos ląstelėse, tačiau 

neaptiktas pelių bluţnies ir kaulų čiulpų ląstelėse [178]. RORγ2 (RORγt) raiška 

buvo aptikta pelių uţkrūčio liaukos ląstelėse. Raiškos stiprumas skiriasi 

skirtingose uţkrūčio liaukos ląstelių populiacijose: CD4
-
CD8

-
 timocituose – silpna 

raiška, CD4
+
CD8

+
 timocituose – kur kas stipresnė, CD4

+
CD8

- 
ir CD4

-
CD8

+
 

timocituose – raiška neaptikta. Pelių bluţnies ir kaulų čiulpų ląstelėse RORγ2 

(RORγt) receptoriaus raiška nebuvo aptikta [178]. 

RORγt atlieka labai svarbų vaidmenį uţkrūčio liaukos vystymuisi, 

reguliuojant timocitų diferenciaciją, proliferaciją ir apoptozę. Laikina RORγt 

raiška vyksta diferenciacijos metu, kai timocitai diferencijuojasi iš nesubrendusių 

vienąkart teigiamų timocitų į CD4
+
CD8

+
 timocitus. RORγt raiška vėl 

nuslopinama, kai CD4
+
CD8

+
 timocitai diferencijuojasi į subrendusius T limfocitus 

[179]. RORγt CD4
+
CD8

+
 timocituose aktyvina antiapoptotinį geną Bcl-XL ir, 

tokiu būdu, apsaugo juos nuo apoptozės [180, 181]. RORγt geno neturinčių pelių 

uţkrūčio liauka yra daug maţesnė, lyginant su RORγt geną turinčiomis pelėmis 

[180, 181]. 

RORγt svarbus antrinių limfinių organų vystymuisi. RORγt geno neturinčios 

pelės visiškai neturi limfinių mazgių ir Pejerio plokštelių, bet šių pelių bluţnies 

struktūra išlieka nepakitusi [55, 56]. RORγt geno neturinčios pelės neturi 

CD3
−
CD4

+
CD45

+
IL-7Rα

+ 
ląstelių populiacijos [56]. Ši ląstelių populiacija buvo 

atrasta pelių embrionuose ir atlieka svarbų vaidmenį formuojantis limfiniams 
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organams [182]. RORγt, panašiai kaip ir RORα, skatina TH0 limfocitų 

diferenciaciją į TH17 limfocitų populiaciją [183]. 

 

2.4. Melatoninas ir imuninė sistema 

Surinkta daug duomenų apie melatonino poveikį imuninei sistemai. Ţinoma, 

kad melatonino gamyba ir jo receptorių raiška vyksta daugelyje imuninės sistemos 

organų ir ląstelių, melatoninas svarbus imuninės sistemos organų vystymuisi ir 

imuninio atsako metu. Kai kurie mokslininkai mano, kad melatoninas – 

pagrindinis imuninės sistemos reguliatorius. 

Pagrindinės tyrimų kryptys, kuriomis įvertinamas melatonino poveikis 

imuninei sistemai: 

1. melatonino gamybos slopinimo poveikis imuninės sistemos organams ir 

ląstelėms; 

2. melatonino injekcijų poveikis imuninei sistemai in vivo ir in vitro 

eksperimentinių sąlygų metu;  

3. pelių imuninės sistemos funkcijų, organų ir ląstelių pokyčiai pašalinus 

melatonino receptorių genus. 

Tarp kankorėţinės liaukos (pagrindinės melatonino gamybos vietos) ir 

imuninės sistemos egzistuoja grįţtamasis ryšys, t.y. ne tik melatoninas gali veikti 

imuninę sistemą, bet ir imuninės sistemos komponentai, veikdami kankorėţinę 

liauką, gali reguliuoti melatonino gamybą. 

Citokinas IFNγ [184], granuliocitų kolonijas stimuliuojantis faktorius         

(G-CSF) bei granuliocitų ir makrofagų kolonijas stimuliuojantis faktorius      

(GM-CSF) in vitro sąlygomis skatina melatonino gamybą [185].  
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Priešingai, citokinas TNFα veikia kaip melatonino gamybą slopinantis 

imuninės sistemos komponentas. Nustatyta, kad: 

 In vitro sąlygomis kultivuojant ţiurkių kankorėţinę liauką, TNFα stimuliacija 

slopina fermento serotonino N-acetiltransferazės transkripciją, todėl sumaţėja 

N-acetilserotonino ir melatonino koncentracija [186]. 

 Moterų, sergančių mastitu, TNFα padidėjimas koreliuoja su melatonino 

koncentracijos sumaţėjimu [187]. 

 TNFα padidėjimas po cezario pjūvio operacijos lemia melatonino 

koncentracijos sumaţėjimą naktį [188]. 

 

2.4.1. Melatonino poveikis imuninei sistemai, atliekant 

eksperimentus gyvame organizme 

Vertinant melatonino poveikį imuninei sistemai, melatonino injekcijos buvo 

atliekamos esant skirtingai imuninės sistemos būsenai: 

 Natūrali būsena – jauno arba vidutinio amţiaus gyvūnas, jo imuninės sistemos 

pusiausvyra nėra paţeista. 

 Imuninė sistema sutrikusi dėl gyvūno vyresnio amţiaus. Vyresniame amţiuje 

įvyksta imuninės sistemos organų involiucija, sumaţėja imuninės sistemos 

ląstelių skaičius, sutrinka imuninis atsakas. 

 Imuninė sistema sutrikusi dėl išorinio kūno suţeidimo arba dėl intoksikacijos – 

įvyksta imuninės sistemos organų involiucija, sumaţėja imuninės sistemos 

ląstelių skaičius, sutrinka citokinų gamyba. 

Atliktų eksperimentų rezultatai pateikti 1 lentelėje. 
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 1 lentelė. Melatonino poveikis imuninei sistemai, atliekant eksperimentus gyvame organizme.  

 

Apibendrinant rezultatus galima teigti, kad melatonino injekcijos stimuliuoja 

imuninę sistemą. Imuninei sistemai esant pusiausvyros būsenoje, melatoninas 

skatina limfocitų skaičiaus padidėjimą kraujyje, kaulų čiulpuose, uţkrūčio 

liaukoje, bluţnyje, smegenyse, MHC I ir II klasės molekulių, bei CD4 antigeno 

raišką mikroglijos ląstelių ir makrofagų ląstelių paviršiuje. Melatoninas panaikina 

su amţiumi susijusios uţkrūčio liaukos ir bluţnies involiuciją, skatina imuninės 

sistemos ląstelių proliferaciją, pagerina chemotaksį ir humoralinį imuninį atsaką. 

Melatoninas panaikina dėl išorinio kūno suţeidimo arba dėl intoksikacijų sukeltą 

Imuninės 

sistemos 

būsena 

Gyvūnų 

rūšys 
Papildomų melatonino injekcijų poveikis 

Literatūros 

šaltinis 

Natūrali Voverės 
Padidino limfocitų skaičių kraujuje, kaulų čiulpuose, uţkrūčio 

liaukoje ir bluţnyje 
[14] 

Natūrali Pelės Padidino NK ląstelių ir monocitų skaičių [189] 

Natūrali Pelės Padidino bluţnies ląstelių proliferaciją, IL-2 ir IL1β gamybą [190] 

Natūrali Ţiurkės 

Smegenyse paskatino mikroglijos ląstelių ir makrofagų skaičiaus 

padidėjimą, tai pat skatino MHC I ir II klasės molekulių, bei CD4 

antigeno raišką mikroglijos ląstelių ir makrofagų paviršiuje 

[191] 

Sutrikusi dėl 

vyresnio 

amţiaus 

Ţiurkės 

Atstatė uţkrūčio liaukoje ir bluţnyje su amţium susijusią involiuciją, 

padidino uţkrūčio liaukos ir bluţnies svorį, timocitų ir bluţnies 
ląstelių skaičių ir NK ląstelių aktyvumą 

[12] 

Sutrikusi dėl 

vyresnio 

amţiaus 

Ţiurkės Sustiprino humoralinį imuninį atsaką po avies eritrocitų injekcijos [13] 

Sutrikusi dėl 

vyresnio 

amţiaus 

Voverės 
Padidino bendrą leukocitų ir limfocitų skaičių, pagerino imuninį 

atsaką konkanavalinui A 
[192] 

Sutrikusi dėl 

vyresnio 

amţiaus 

Voverės Sukėlė bluţnies hipertrofiją [193] 

Sutrikusi dėl 

vyresnio 

amţiaus ir 

kiaušidţių 

pašalinimo 

Ţiurkės 
Pagerino imuninės sistemos ląstelių chemotaksį, imuninį atsaką 

mitogeniniams antigenams, IL-2 produkciją ir NK ląstelių aktyvumą 
[194] 

Sutrikusi dėl 

vyresnio 

amţiaus 

Pelės 
Padidino B ląstelių proliferaciją, IL-2 ir IFNγ koncentraciją ir 

sumaţino IL-4 ir IL-10 koncentraciją 
[195] 

Sutrikusi dėl 

minkštųjų 

audinių 

traumos 

Pelės 
Atstatė sutrikusią IL-1, IL-2, ir IL-6 gamybą ir bluţnies ląstelių 

proliferaciją 
[196] 

Sutrikusi dėl 

švino injekcijų 
Pelės 

Atstatė uţkrūčio liaukos svorį, TH0 ir B limfocitų skaičių bluţnyje, 

NK ląstelių ir periferinio kraujo limfocitų skaičių 
[15] 
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imonosupresiją: atstato limfocitų skaičių, bluţnies ir uţkrūčio liaukos aktyvumą, 

pagerina ląstelinį imuninį atsaką. 

2.4.2. Melatonino gamybos slopinimo poveikis imuninei sistemai 

Pagrindinę melatonino gamybą sustabdyti ir (ar) sumaţinti galima trimis 

būdais: pašalinus kankorėţinę liauką, laikant gyvūnus pastovaus apšvietimo 

sąlygomis ir paveikus melatonino sintezės slopikliais (propranololiu). Daţniausiai 

taikomas metodas: pagrindinės melatonino gamybos vietos – kankorėţinės liaukos 

pašalinimas.  

Pašalinus kankorėţinę liauką buvo įrodyta, kad melatonino trūkumas sukelia 

imuninės sistemos organų dydţio pakitimus ir imuninės sistemos ląstelių skaičiaus 

sumaţėjimą. Be kankorėţines liaukos pelėms [197, 198], ţiurkėms [199] ir 

ţiurkėnams [16] sumaţėja imuninės sistemos organų – uţkrūčio liaukos, bluţnies 

ir limfinių mazgų, masė. Taip pat ţiurkėms sumaţėja bendras eritrocitų ir 

leukocitų skaičius [200].  

Pašalinus kankorėţinę liauką melatonino trūkumas skatina gyvūnų imuninės 

sistemos organų struktūros ir raidos sutrikimus. BALB/c linijos pelių bluţnyje 

sumaţėja gemalinių centrų skaičius [201], limfinių mazgų kortikalinėje srityje (B 

limfocitų zona) lieka tik pirminiai folikulai, o parakortikalinėje srityje (T limfocitų 

zona) sumaţėja bendras limfocitų skaičius [28], uţkrūčio liaukoje įvyksta 

involiucija, beveik visiškai neaptinkama limfocitų, sumaţėja limfoblastų skaičius 

[201]. Ţiurkių uţkrūčio liaukoje įvyksta struktūros dezorganizacija [202], padidėja 

putliųjų ląstelių skaičius [203]. Paukščiams sutrinka uţkrūčio liaukos, bluţnies ir 

Fabricijaus maišelio raida [17].  

Pašalinus pagrindinę melatonino gamybos vietą sutrinka įvairių gyvūnų 

imuninis atsakas. Pelių organizme sumaţėja IL-2 produkcija [204, 205], NK 

ląstelių aktyvumas [204, 205] ir sutrinka nuo antikūnų priklausomas ląstelių 

citotoksiškumas [206]. Viščiukams sutrinka humoralinis imuninis atsakas [17], 



34 

  

 

Japonijos putpelėms – humoralinis ir ląstelinis imuninis atsakas [18], vištoms – 

nespecifinis imuninis atsakas [207]. 

Slopinant melatonino gamybą kitais būdais, buvo atlikta kur kas maţiau 

tyrimų. Laikant ţiurkes pastovaus apšvietimo sąlygomis uţkrūčio liaukoje 

sumaţėja timozino α1 ir timulino produkcija [208], pagerėja α2-adrenoreceptorių 

katecholaminų sukelta periferinio kraujo limfocitų imunosupresija [209] ir 30 % 

sumaţėja neutrofilų fagocitinės savybės [210]. Nuslopinus melatonino gamybą 

propranololiu, sumaţėja pelių antikūnų produkcija pirminio ir antrinio 

humoralinio imuninio atsako metu [28]. 

Apibendrinant šio skyriaus rezultatus, melatonino trūkumas neigiamai veikia 

imuninę sistemą: sumaţėja imuninės sistemos organų masė, imuninės sistemos 

ląstelių skaičius, sutrinka imuninis atsakas ir imuninės sistemos organų raida. 

Poţymiai, atsiradę sutrikus melatonino sintezei, pranyksta po melatonino injekcijų 

[201]. 

 

2.4.3. Melatonino poveikis įgimtam imunitetui 

Imuninė sistema veikia kaip koordinuojamas tinklas, apimantis didelį skaičių 

ląstelių, baltymų ir molekulių, skirtų apsaugoti šeimininko organizmą nuo svetimų 

veiksnių. Imuninis atsakas yra dviejų pagrindinių imuniteto tipų veiklos rezultatas: 

įgimto ir įgyto. Įgimtam imunitetui būdingas imuninis atsakas, kuris atsiranda 

iškart patekus svetimam veiksniui, ir jo intensyvumas nesikeičia pakartotinių 

infekcijų metu. Pagrindinės ląstelės, dalyvaujančios įgimto imuninio atsako 

reakcijose: neutrofilai, makrofagai, eozinofilai, bazofilai, putliosios ląstelės ir NK 

ląstelės bei įvairūs citokinai, tokie kaip TNF-α, IL-1β, IL-6 ir IL-8 [8]. Melatonino 

poveikis visoms įgimto imuniteto ląstelėms pateiktas 2 paveiksle. 
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2 pav. Melatonino poveikis įgimto imuniteto ląstelėms.  
LRG – laisvųjų radikalų gamyba. 

Melatoninas įvairiai veikia įgimto imuniteto ląsteles ir jų funkcijas, 

priklausomai nuo ląstelių tipo, melatonino koncentracijos ir gyvūno rūšies. 

Putliosiose ląstelėse, kuriose buvo aptikta vidinė melatonino gamyba, 

melatoninas slopina šių ląstelių proliferaciją, migravimą ir aktyvinimą [57, 211-

213].  

Priešingai, NK ląstelėse melatoninas skatina proliferaciją, aktyvinimą ir nuo 

antikūnų priklausomą citotoksiškumą [12, 15, 189, 204, 214-217]. Tik viename iš 

penkių darbų pateikiami duomenys, kad melatoninas gali slopinti NK ląstelių 

aktyvumą [218]. Manoma, kad, veikdamas per T limfocitus ir monocitus, 

melatoninas stimuliuoja IL-2, IL-6, IL-12 ir INF gamybą, ir taip aktyvina NK 

ląstelių proliferaciją ir skatina jų aktyvumą [189, 219]. 
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Melatoninas skatina neutrofilų fagocitozę, apsaugo juos nuo apoptozės, bet 

slopina neutrofilų citotoksiškumą [220-226]. Melatoninas skirtingai veikia 

(priklausomai nuo koncentracijos) ţmogaus neutrofilų oksidacinį sprogimą. Esant 

10 nM koncentracijai, jis stimuliuoja oksidacinį sprogimą, bet kai melatonino 

koncentracija buvo padidinta iki 2 mM, oksidacinis sprogimas sumaţėjo [227]. 

Melatonino poveikis neutrofilų migravimui yra dvejopas: iš vienos pusės, jis 

slopina neutrofilų patekimą į paţeistus organus, iš kitos pusės, melatoninas veikia 

kaip chemotaktinė medţiaga [152, 228-236]. Iki šiol dauguma melatonino 

poveikio neutrofilų migravimui tyrimų buvo atliekami su endotelio ląstelėmis. 

Melatoninas slopina sukibimo molekulių raišką endotelio ląstelėse ir jų sukibimo 

savybes ir, tokiu būdu, slopina neutrofilų migraciją [237, 238]. 

Melatoninas skatina monocitų proliferaciją ir apsaugo monocitus nuo 

apoptozės [189, 201, 239]. Šis hormonas gali skirtingai veikti monocitų ir 

makrofagų laisvųjų radikalų gamybą [240-245]. Melatoninas skatina laisvųjų 

radikalų gamybą ţmogaus monocituose [240], tačiau slopina superoksido radikalo 

gamybą ir DNR paţaidas po naftalino sukelto oksidacinio streso makrofagų 

ląstelių linijoje J774A.1 [243]. 

Neaiškus melatonino poveikis laisvųjų radikalų gamybai U937 linijos 

monocituose. Vienų mokslininkų darbai parodė, kad melatoninas slopina 

vandenilio peroksido (H2O2) gamybą monocitų ląstelių linijos U937 ląstelėse 

[241], kiti pateikė priešingus rezultatus: melatoninas skatina laisvųjų radikalų 

gamybą U937 ląstelėse [242]. 

Melatonino poveikis reguliuojant azoto oksido gamybą priklauso nuo 

gyvūno rūšies. Melatoninas skatina azoto oksido gamybą reumatoidiniu artritu 

sergančių ţmonių sąnarių makrofaguose ir ţmogaus mieloidinėje monocitinėje 

ląstelių linijoje THP-1 [244]. Priešingai, melatoninas slopina azoto oksido gamybą 

po aktyvinimo LPS-u RAW 264.7 ţiurkių ląstelių linijos ląstelėse ir pelių 

makrofaguose [245, 246]. 
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Melatoninas svarbus citokinų gamybos reguliatorius monocituose ir 

makrofaguose. Ţmogaus monocituose, kaip ir ţmogaus, pelių ir RAW 264.7 

linijos makrofaguose, melatoninas slopina pagrindinio uţdegimą skatinančio 

citokino TNFα gamybą ir, tokiu būdu, veikia kaip priešuţdegiminė medţiaga 

[247-251]. Šis hormonas skatina ţmogaus monocitus ir makrofagus gaminti IL-12 

ir slopina IL-10 gamybą, o tai labai svarbu TH0 ląstelių aktyvinimui ir 

diferenciacijai į skirtingas subpopuliacijas [219, 240, 244, 250, 252, 253]. Kita 

vertus, yra duomenų, kad makrofaguose, išskirtuose iš ţmonių, sergančių 

reumatoidiniu artritu, po LPS stimuliacijos melatoninas slopina IL-12 gamybą 

[244]. Melatonino poveikis IL-6 ir IL-1 gamybai monocituose ir makrofaguose 

yra skirtingas: ţmogaus monocituose melatoninas stimuliuoja IL-1, IL-6 gamybą, 

tuo tarpu RAW 264.7 linijos makrofaguose šis hormonas slopina IL-1b, IL-6 ir 

IL-8 gamybą [219, 250, 252].  

Makrofaguose melatoninas reguliuoja molekulių, atsakingų uţ antigeno 

pateikimą ir T limfocitų aktyvaciją, raišką. Hormonas, skatindamas MHC I ir II 

klasės molekulių raišką makrofaguose, stimuliuoja antigeno pateikimą T ląstelėms 

[191, 254]. Kita vertus, pelių makrofaguose melatoninas slopina kostimuliatorinių 

molekulių B7-1 raišką [255]. Publikacijos autoriai tai sieja, su tuo, kad B7-1 

molekulės yra atsakingos uţ TH1 limfocitų ir ląstelinio imuninio atsako aktyvaciją. 

Tokiu būdu, slopinant B7-1 molekulių raišką, melatoninas galėtų skatinti pelių 

organizme humoralinį imuninį atsaką [255].  

Melatonino poveikis eozinofilų proliferacijai priklauso nuo gyvūnų rūšies. 

Ţmogaus organizme melatoninas skatina eozinofilų proliferaciją: dėl IL-2 ir 

melatonino injekcijų onkologiniams ligoniams patikimai išaugo eozinofilų 

skaičius [256]. Kita vertus, atlikus eksperimentus su ţiurkėmis, gauti priešingi 

rezultatai. Tiriamiesiems gyvūnams pašalinus pagrindinį melatonino gamybos 

organą – kankorėţinę liauką, patikimai išaugo eozinofilų skaičius [257].  
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2.4.4. Melatonino poveikis T limfocitams 

Įgytas imunitetas yra dviejų tipų: humoralinis ir ląstelinis. Vykstant 

humoralinio imuniteto reakcijoms, B limfocitai, susidūrę su antigenu, virsta 

antikūnus gaminančiomis ląstelėmis, antikūnai specifiškai atpaţįsta antigeną ir jį 

pašalina. Ląstelinis imunitetas susijęs su T ląstelių aktyvinimu ir TH1 tipo citokinų 

sekrecija, monocitų ir (ar) makrofagų aktyvinimu. Pakartotinis kontaktas su 

antigenu sukelia antrinį imuninį atsaką, kuris kiekybiškai ir kokybiškai skiriasi 

nuo pirminio. Ši įgyto imuniteto savybė vadinama imunine atmintimi. Ją sąlygoja 

atminties ląstelės, t.y. yra po pirminio imuninio atsako tam tikras savybes įgiję T 

ir B limfocitai [258]. 

T limfocitai skirstomi į tris subpopuliacijas: pagalbininkai (TH0), 

citotoksiniai (TC) ir reguliaciniai limfocitai (Tregs). T citotoksiniai limfocitai 

naikina virusais infekuotas ir naviko ląsteles. T naivieji limfocitai pagalbininkai 

(TH0) po kontakto su antigenu (priklausomai nuo antigeno) gali diferencijuotis į 

tris populiacijas: TH1, TH2 ir TH17. Jie skiriasi gaminamais citokinais. TH1 išskiria 

IFNγ, IL-2, TNFα ir skatina ląstelinį imunitetą, TH2 ląstelės išskiria IL-4, IL-1, 

IL-6, IL-10 citokinus ir aktyvina B limfocitus, kurie gamina antikūnus. TH17 

pagamintas IL-17 skatina uţdegimines reakcijas. Labai stiprus TH1, TH2 ar TH17 

imuninis atsakas gali sukelti audinio uţdegimą. T reguliaciniai limfocitai 

reguliuoja efektorinių limfocitų imuninį atsaką ir apsaugo organizmą nuo audinių 

uţdegimo ir autoimuninių ligų [259]. T reguliaciniai limfocitai susiformuoja 

uţkrūčio liaukoje diferenciacijos metu arba periferijoje iš TH0 limfocitų [260].  

Remiantis literatūros duomenimis, melatoninas, priklausomai nuo T 

limfocitų subpopuliacijos, skirtingai veikia jų proliferaciją. Nekankorėţinė 

melatonino gamyba buvo aptikta ţmogaus T limfocituose, kur, veikdamas 

autokrininiu ir parakrininiu būdu, hormonas stimuliuoja IL-2 gamybą ir skatina T 

ląstelių proliferaciją [261]. Šiuos rezultatus patvirtino in vitro ir in vivo sąlygom 
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atlikti eksperimentai, kuriuose nustatyta, kad melatoninas tai pat stimuliuoja ir 

pelių TH0 limfocitų proliferaciją [15, 255]. 

Priešingai nuo TH0 limfocitų proliferacijos, Tregs limfocitų proliferaciją 

melatoninas slopina. Onkologiniams ligoniams su kontroliuojama ligos eiga 

melatoninas slopina T reguliacinių ląstelių skaičių [262]. Pelėms sukėlus 

skrandţio karcinomą, melatoninas naviko audinyje taip pat sumaţino Tregs ląstelių 

skaičių [263]. 

Melatoninas skirtingai veikia ţmonių ir pelių T limfocitų diferenciaciją. 

Ţmogaus TH0 limfocitus melatoninas skatina diferencijuotis TH1 kryptimi. Tą 

tiesiogiai patvirtina daugumos eksperimentų duomenys. Remiantis jais, 

melatoninas padidina TH1 populiacijos citokinų (IL-2, IFN, IL-6) gamybą [219], 

bet sumaţina (IL-10) [264] arba neturi įtakos (IL-4) [219] TH2 populiacijos 

citokinų gamybai. 

Tyrinėjant melatonino vaidmenį pelių TH0 limfocitų diferenciacijos 

reguliavime, gauti prieštaringi rezultatai. Dauguma atvejų melatoninas padidina 

TH2 populiacijos citokinų (IL-4, IL-10) gamybą [265-267] bei sumaţina TH1 

populiacijos (IL-12, IL-2, INFγ) produkciją [267-269], tokiu būdu skatindamas 

TH0 limfocitus diferencijuotis į TH2 populiaciją. Kita vertus, yra duomenų, kad 

melatoninas skatina INFγ gamybą [270] ir slopina IL-4 produkciją [269]. 

Skirtingas melatonino poveikis ţmogaus ir pelių T limfocitų diferenciacijai 

gali būti paaiškintas skirtingu melatonino poveikiu monocitams. Melatoninas 

stimuliuoja IL-12 sekreciją ţmogaus monocituose [271], o IL-12 – svarbus 

citokinas, reguliuojantis TH0 diferenciaciją TH1 kryptimi [258]. Iki šiol literatūroje 

nėra duomenų, bylojančių, kad melatoninas indukuotų IL-12 sekreciją pelių 

monocituose. 
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2.4.5. Melatonino poveikis B limfocitams 

B limfocitai subręsta kaulų čiulpuose. B limfocitų efektorinės ląstelės – 

plazminės ląstelės. Jų gaminami antikūnai specifiškai jungiasi su antigenu jį 

opsonizuodami ir (arba) aktyvindami komplementą ir taip sustiprina, pagreitina 

antigeno fagocitozę arba lizę. Antigenui patekus į organizmą pirmą kartą, atsaką į 

jį inicijuoja naivieji B limfocitai (pirminis humoralinis imuninis atsakas), patekus 

pakartotinai – atminties B limfocitai (antrinis humoralinis imuninis atsakas). 

Antrinis imuninis atsakas ţymiai greitesnis ir stipresnis [258]. 

Melatonino vaidmuo B limfocitų proliferacijos reguliacijoje nėra aiškus. 

Tiriant melatonino poveikį ţiurkių B limfocitų proliferacijai buvo gauti skirtingi 

rezultatai. Jaunoms ir senoms ţiurkėms melatoninas skatina B limfocitų 

proliferaciją [195]. Kito eksperimento metu ţiurkės buvo imunizuotos parazitiniu 

pirmuonimi Trypanosoma cruzi. Izoliavus šių ţiurkių bluţnį ir bluţnies ląsteles 

stimuliavus konkavalinu A, nustatyta, kad melatoninas slopina bluţnies ląstelių 

proliferaciją [272]. 

Tiriant melatonino poveikį pelių B limfocitų proliferacijai taip pat buvo gauti 

prieštaringi rezultatai. Wu ir kolegos atliko eksperimentą, kurio metu pelėms 

sukėlė idiopatinę membranos nefropatiją naudojant katijoninį galvijų serumo 

albuminą. Šio eksperimento rezultatai rodo, kad melatoninas slopina bluţnies B 

(CD19+) limfocitų proliferaciją [273]. Tuo tarpu kita mokslininkų grupė, atlikusi 

eksperimentą in vitro sąlygomis, nustatė, kad melatoninas pelių B limfocitų 

proliferacijai poveikio neturi [255]. 

Melatoninas moduliuoja pelių humoralinį imuninį atsaką reguliuodamas 

citokinų gamybą TH0 ląstelėse. Stimuliuodamas IL-4 ir IL-10 produkciją ir 

slopindamas IFNγ, jis skatina B limfocitus sekretuoti IgG1 ir slopina IgG2a 

gamybą [266, 267]. Šiuos teiginius patvirtino eksperimentas, kurį atliko Akbulut 

su kolegomis. Jie nustatė teigiamą melatonino poveikį IgM ir IgG1 antikūnų titrui 

senų ir jaunų ţiurkių kraujo serume. Ţiurkės buvo imunizuotos avies eritrocitais, 
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kurie sukelia humoralinį imuninį atsaką. Tyrimų metu buvo nustatyta, kad 

melatoninas statistiškai patikimai padidina IgG1 ir IgM antikūnų titrą senų ţiurkių 

ir IgG1 titrą jaunų ţiurkių kraujo serume [13].  

Apibendrinant literatūros duomenis apie melatonino poveikį įgytam 

imunitetui, galime teigti, kad melatoninas skatina TH0 ir slopina Tregs limfocitų 

proliferaciją. Tuo tarpu tyrimų duomenys apie šio hormono poveikį B limfocitų 

proliferacijai yra prieštaringi. Taip pat nustatyta, kad melatoninas skirtingai 

reguliuoja ţmonių ir pelių įgytą imuninį atsaką: ţmonėms skatina ląstelinį, o 

pelėms – humoralinį imuninį atsaką. 

 

Literatūros apţvalgoje pateikti duomenys rodo, kad melatoninas – svarbus 

imunoreguliatorius. Tyrinėjant melatonino poveikį imuninei sistemai daugeliu 

atvejų taikyti tyrimo metodai, kurių metu buvo atliktos melatonino injekcijos arba 

pašalinta pagrindinė melatonino gamybos vieta – kankorėţinė liauka. Pašalinus 

kankorėţinę liauką, sumaţėja imuninės sistemos organų masė, imuninės sistemos 

ląstelių skaičius, sutrinka imuninis atsakas ir imuninės sistemos organų raida [17, 

18, 28, 197-200, 207]. Melatonino injekcijos panaikina su amţiumi susijusios 

uţkrūčio liaukos ir bluţnies involiuciją, skatina imuninės sistemos ląstelių 

proliferaciją, pagerina chemotaksį ir humoralinį imuninį atsaką [12, 13, 192, 194, 

195]. Kita vertus, eksperimentų metu melatonino gamyba retai buvo slopinama 

natūraliai, t.y. laikant gyvūnus pastovaus apšvietimo sąlygomis. Tyrinėjant 

melatonino poveikį natūraliai slopinančioje aplinkoje, sudaromos galimybės tirti 

melatonino trūkumo poveikį pamaininį darbą dirbančių ţmonių imuninei sistemai. 

Literatūroje nėra duomenų, kaip pastovus apšvietimas galėtų lemti: nuo T 

limfocitų priklausomą ir nepriklausomą antikūnų gamybą, ląstelių skaičių 

imuninės sistemos organuose, leukocitų migraciją į uţdegimo vietą, 

chemoatraktantu indukuotą granuliocitų migraciją. 
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3. METODAI 

3.1. Eksperimentiniai gyvūnai  

Eksperimentams buvo naudojamos C57BL/6 RAG2
-/- 

linijos pelės, BALB/c 

linijos pelės ir Lewis linijos ţiurkės. Eksperimentai buvo atliekami Valstybinio 

mokslinių tyrimų instituto Inovatyvios medicinos centro Biomodelių skyriaus 

vivariume, pagal Valstybinės maisto ir veterinarijos tarnybos suteiktą leidimą 

naudoti laboratorinius gyvūnus mokslo tiriamajam darbui Nr.0161. Gyvūnai buvo 

laikomi esant pastoviai kambario temperatūrai ir pakankamam maisto ir vandens 

kiekiui (ad labitum). Priklausomai nuo eksperimentų tikslų pelės buvo laikomos 

skirtingo apšvietimo sąlygomis: esant natūraliam (12 valandų šviesa/12 valandų 

tamsa) arba pastoviam apšvietimui (24 valandos šviesa). Pelių amţius buvo 6-11 

savaičių, ţiurkių amţius 11 savaičių. 

3.2. Gyvūnų kraujo paėmimas ir serumo gavimas 

Sukibimo eksperimentams ir tiriant kraują tėkmės citometrijos metodu 

kraujas buvo imamas iš pelės širdies po cervikalinės dislokacijos. Tam, kad 

kraujas nesukrešėtų, prieš pjaunant širdį, ant širdies buvo uţpilama 10 μl heparino. 

Prapjaunant širdį buvo surenkama apie 300-600 µl kraujo. 

Serumo gavimui kraujas buvo imamas iš pelių ir ţiurkių uodegų. Kraujo 

apytakos pagerinimui, gyvūnai buvo laikomi infraraudonųjų spindulių lempos 

šviesoje. Skalpeliu buvo prapjaunama uodegos šoninė vena ir surenkama apie    

50-100 µl kraujo. Kraujui sukrešėjus, mėgintuvėliai buvo centrifuguojami 720 g 

15 min.  

Melatonino koncentracija kraujo serume buvo nustatoma naudojant 

Melatonin ELISA rinkinį (IBL) pagal gamintojo rekomendacijas. 
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3.3. BALB/c linijos pelių imunizacija nuo T ląstelių 

nepriklausomu ir nuo T ląstelių priklausomu antigenais 

Eksperimentų metu buvo naudojami du nuo T ląstelių nepriklausomi 

antigenai – TNP-fikolis (Biosearch Technologies) ir TNP-LPS (Sigma). 

Imunizacijai naudojome 10 µg TNP-fikolio, ištirpinto 100 µl PBS tirpale ir 50 µg 

TNP-LPS, kuris taip pat ištirpintas 100 µl PBS tirpale. Pelės buvo imunizuotos 

nuo T ląstelių nepriklausomu antigenu vieną kartą. TNP-specifiniai antikūnai 

kraujo serume buvo tirti dieną prieš imunizaciją ir 7-tą bei 14-tą dienomis po 

imunizacijos. 

Nuo T ląstelių priklausomo antigeno imunizacijai buvo naudojamas TNP-

ovalbuminas (Biosearch Technologies). Antigenas buvo paruoštas ir naudojamas 

tokiu būdu: 

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

- inkubuota 1 val. kambario temperatūroje; 

- pridėta 5 ml PBS buferinio tirpalo, sumaišyta, centrifuguota 720 g 5 min; 

- nuosėdos resuspenduotos 5 ml PBS; 

- imunizacija po 0,5 ml į kiekvienos pelės pilvo ertmę. 

Pirminio ir antrinio imuninio atsako analizei pelės buvo imunizuotos TNP-

ovalbuminu 3 kartus: 0, 14 ir 21 eksperimento dieną. Kraujo serumas buvo 

renkamas dieną prieš imunizaciją bei 7, 14, 21 ir 28 dienomis po imunizacijos. 

3.4. Antikūnų produkcijos tyrimas in vitro sąlygomis 

Bluţnies ir pilvo ertmės ląstelės išskiriamos iš TNP-ovalbuminu imunizuotų 

pelių praėjus savaitei po paskutinės imunizacijos. Ląstelės centrifuguojamos 720 g  

5 min. 4°C temperatūroje. Eritrocitai lizuojami 0,16 M amonio chlorido tirpalu. 

Po to ląstelės resuspenduojamos RPMI terpėje (Hyclone) su 10 % FCS (Hyclone) 

ir išpilstomos į 96 šulinėlių apvaliadugnes plokšteles po 2,2·10
5 

ląstelių 

kiekviename šulinėlyje. Priklausomai nuo eksperimento tikslo ląstelės buvo 
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stimuliuojamos TNP-ovalbuminu 10 μg/ml, melatoninu 10 μM (Sigma), luzindolu 

10 μM (Sigma) ir 4P-PDOT 1-10000 nM (Tocris). Ląstelės kultivuojamos 

inkubatoriuje 37°C temperatūroje 9-10 dienų. Pasibaigus kultivavimui antikūnų 

koncentracija kiekviename plokštelės šulinėlyje buvo tiriama ELISA metodu. 

3.5. TNP-specifinių antikūnų nustatymas ELISA metodu  

Antigenas TNP-ovalbuminas skiedţiamas PBS buferiniu tirpalu iki 4 μg/ml 

koncentracijos ir išpilstomas į plokštelės šulinėlius. Plokštelės inkubuojamos     

16-18 val. 4°C
 

temperatūroje. Visuose kituose ELISA etapuose plokštelės 

inkubuojamos 30 min. 20°C
 
temperatūroje. Tuščios antigenų neuţimtos šulinėlių 

vietos padengiamos 0,5 % jaučio serumo albumino tirpalu. Testuojami serumai 

buvo skiedţiami 1:100, 1:300, 1:900, 1:2700, 1:8100 PBS tirpale su 0,05 % 

Tween-20 (Serva). B ląstelių imuniniam atsakui įvertinti, buvo matuojami IgM, 

IgG1, IgG2a, IgG2b bei IgG3 klasių specifiniai antikūnai. Šiam tikslui plokštelės 

inkubuojamos su antikūnais prieš minėtų klasių imunoglobulinus (Pharmigen), 

ţymėtais biotinu. Streptavidinas-POD (Pierce) praskiedţiamas 1000 kartų PBS 

buferiniame tirpale su 0,05 % Tween-20 ir išpilstomas į plokštelės šulinėlius. 

Prisijungęs konjugatas nustatomas pagal spalvinę reakciją naudojant 

ortofenilendiamino/vandenilio peroksido substratą. Fermentinė reakcija 

sustabdoma įpilant į šulinėlius 10 % sieros rūgšties tirpalo. Optinis tankis 

matuojamas ―BioTek― firmos daugiakanaliniu spektrofotometru Elx 800, esant 

492 nm šviesos bangos ilgiui. Rezultatai apdorojami naudojant SOFTmaxPro 

programą. Analizuojant rezultatus, visų ELISA eksperimentų metu buvo 

naudojamas tas pats standartinis serumo mišinys, kuriame esanti kiekvienos klasės 

specifinių antikūnų koncentracija buvo įvertinta kaip 100 sutartinių vienetų (SV). 

Kiekvienos pelės kraujo serume specifinių antikūnų koncentracija buvo nustatoma 

sutartiniais vienetais (SV), lyginant tiriamuosius pavyzdţius su standartiniu 

serumo mišiniu. 
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3.6. Ląstelių išskyrimas iš pelių organų  

Pilvo ertmės ląstelių išskyrimas. Pelių pilvo ertmė plaunama šaltu PBS 

tirpalu. Surinktos ląstelės centrifuguojamos 720 g 5 min. 4°C temperatūroje ir 

suspenduojamos PBS tirpale. 

Uţkrūčio liaukos, limfmazgių bei Pejerio plokštelių ląstelės išskiriamos iš 

minėtų organų pertrinant juos per sietelį į PBS tirpalą ir centrifuguojant 720 g       

5 min. 4°C temperatūroje. Ląstelės suspenduojamos PBS tirpale. 

Bluţnies ląstelių išskyrimas. Bluţnis pertrinama per sietelį į PBS tirpalą. 

Ląstelės suspenduojamos, surenkamos į mėgintuvėlį ir centrifuguojamos 720 g     

5 min. 4°C temperatūroje. Eritrocitai lizuojami 0,16 M amonio chlorido tirpalu. 

Ląstelės suspenduojamos PBS tirpale. 

Smegenų ląstelių išskyrimas. Skalpeliu išpjaunama nedidelė smegenų dalis 

(40 mg), kuri iškart homogenizuojama, naudojant Daunso tipo homogenizatorių. 

Iškart po homogenizacijos smegenų ląstelės naudojamos RNR skyrimui. 

3.7. Tėkmės citometrija 

Imuninės sistemos ląstelės inkubuojamos su antikūnais, atpaţįstančiais 

ląstelių specifinius paviršiaus ţymenis. Naudojami antikūnai ţymėti 

fluorescenciniais daţais: FITC, PE ar PerCP. Ląstelių suspensija ţymėjimo 

buferiniame tirpale (PBS buferinis tirpalas su 2  FCS ir 0,1  natrio azido) 

sumaišoma su antikūnais ir inkubuojama 30 min. ant ledo. Ląstelės 

praskiedţiamos ţymėjimo buferiniu tirpalu ir analizuojamos BD FACScan tėkmės 

citometru. Skirtingų leukocitų populiacijų identifikavimui naudoti antikūnų 

deriniai pateikti 2 lentelėje. Ląstelės buvo vertintos ne tik kokybiškai, bet ir 

kiekybiškai. Atsiţvelgiant į paimtą ląstelių kiekį analizei, jų skiedimą prieš 

matavimą bei suskaičiuotas ląsteles (prietaiso parodymas), buvo paskaičiuota, 

koks vienos ar kitos populiacijos ląstelių kiekis (x10
6
) yra atitinkamame organe. 
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         2  lentelė. Imuninės sistemos ląstelių identifikavimas tėkmės citometrijos metodu. 

Organas 

Daţymui 

naudoti 

antikūnai 

Ląstelių identifikavimas 

Uţkrūčio 

liauka 

CD8-FITC 
(Miltenyi Biotec) 

CD4-PE 
(Miltenyi Biotec) 

CD8
-
CD4

-
 - ankstyviausios brendimo stadijos ląstelės 

CD8
+
CD4

+
 - nesubrendusios T ląstelės 

CD8
+
CD4

-
 ir CD8

-
CD4

+
 - T ląstelės, kurios palieka 

uţkrūčio liauką ir keliauja į periferinius organus 

Bluţnis, 

Limfiniai 

mazgai, 

Pejerio 

plokštelės 

CD8-FITC 

CD4-PE 

B220-PerCP 
(Pharmigen) 

 

CD8
+
CD4

-
B220

-
 - TC ląstelės 

CD8
-
CD4

+
B220

-
 - TH0 ląstelės 

CD8
-
CD4

-
B220

+
 - B ląstelės 

Bluţnis 

CD21-FITC 
(Pharmigen) 
CD23-PE 

(Pharmigen) 
B220-PerCP 

CD21
-
CD23

-
B220

+
 - nesubrendusios B ląstelės 

CD21
+
CD23

++-
B220

+
 - subrendusios, folikulinės B 

ląstelės 

CD21
++

CD23
+/-

B220
+
 - marginalinės zonos B ląstelės 

Bluţnis 

CD3-FITC 
(Pharmigen) 

DX5-PE 
(Pharmigen) 

CD3
+
DX5

-
 - T ląstelės 

CD3
+
DX5

+
 - NK, T ląstelės 

CD3
-
DX5

+
 - NK ląstelės 

Kaulų 

čiulpai 

IgM-PE 

B220-FITC 

 

IgM
-
B220

-
 - ląstelės, dar neturinčios B ląstelėms 

specifinių ţymenų 

IgM
-
B220

+
 - ankstyviausia B ląstelių vystymosi fazė 

IgM
+
B220

+
 - antra B ląstelių vystymosi fazė 

IgM
++

B220
+
 - trečia B ląstelių vystymosi fazė 

IgM
+++

B220
+/++

 - B ląstelės, paliekančios kaulų 

čiulpus 

IgM
++

B220
++

 - B ląstelės, sugrįţusios iš periferijos 

Pilvo 

ertmė 

Gr1-FITC 
(Miltenyi Biotec) 

Mac1-PE 
(Miltenyi Biotec) 

Gr1
+
 Mac1

+
 - granuliocitai 

Gr1
-
 Mac1

-
 - monocitai 

Gr1
-
 Mac1

++
 - makrofagai 

Pilvo 

ertmė 

IgM-FITC 

CD5-PE 

IgM
++

CD5
-
 - B1b B ląstelės 

IgM
++

CD5
+
 - B1a B ląstelės 

IgM
+
CD5

-
 
—

 B2 B ląstelės 

IgM
-
CD5

+
 - T ląstelės 

Kraujas 
Gr1-FITC 

Mac1-PE 

Gr1
+
 Mac1

+
 - granuliocitai 

Gr1
-
 Mac1

-
 - monocitai 

Gr1
-
 Mac1

++
 - makrofagai 
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3.8. Ląstelių sukibimo metodas 

Sukibimo metodo etapai: 

1. 96-šulinėlių ELISA plokštelės padengiamos su rmICAM-1Fc (R&D Systems). 

rmICAM-1Fc skiedţiamas PBS buferiniu tirpalu iki 4 μg/ml koncentracijos ir 

išpilstomas į plokštelės šulinėlius.  

2. Laisvo šulinėlių ploto blokavimui naudojamas 1 % jaučio serumo albumino 

tirpalas.  

3. Iš pelių kraujo išgryninami leukocitai ir inkubuojami 15 min. su melatonino 

receptorių aktyvatoriais ir slopikliais: MT2 ir MT1 receptorių slopiklis 

lizindolas (10 μM), MT2 receptoriaus slopiklis 4P-PDOT (1 μM), MT3/CR2 

receptoriaus slopiklis Prazosino chydrochloridas (10 μM) (Tocric Bioscience), 

MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorius GR135531 (10 nM) (Tocric Bioscience), 

RORα receptoriaus aktyvatorius CGP 52608 (10 μM) (Sigma-Aldrich). Po 

inkubavimo pridedamas melatoninas (10 pM) ir inkubuojama dar 15 minučių. 

Pasibaigus inkubavimui ląstelės perkeliamos į plokštelę. Įpiltas ląstelių 

skaičius kiekviename šulinėlyje buvo 0,3-0,5•10
6
. 

4. Ląstelių nuėmimui į šulinėlius įpilama po 50 μl ledo šaltumo terpės  (RPMI +  

5 mM EDTA + 0,1 % Na azido), kurioje yra antikūnų prieš ląstelių specifinius 

paviršiaus ţymenis. Po 15 minučių inkubavimo ant ledo, ląstelės 

suspenduojamos ir papildomai įpilama dar 150 μl (RPMI + 5 mM EDTA + 0,1 

% Na azido) terpės. Inkubuojama dar 15 minučių ir ląstelės surenkamos į 

srautinės citometrijos mėgintuvėlius. Ląstelės praskiedţiamos ţymėjimo 

buferinių tirpalų ir analizuojamos BD FACScan srautiniu citometru. 

5. Ląstelių prikibimas vertinamas procentais. Prikibusių ląstelių % = ląstelių 

skaičius iš vieno  šulinėlio/pradinis ląstelių skaičiaus • 100%. 
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3.9. Ląstelių gryninimas 

B220
+
 B ląstelės iš bluţnies ląstelių buvo išgrynintos teigiamos selekcijos 

būdu naudojant anti-R-Phycoerythrin (PE) Magnetic Particles (BD Biosciences) 

rinkinį, pagal gamintojo rekomendacijas.  

CD4
+
 T ląstelės  iš limfmazgių ląstelių buvo išgrynintos teigiamos selekcijos 

būdu naudojant anti-R-Phycoerythrin (PE) Magnetic Particles (BD Biosciences) 

rinkinį, pagal gamintojo rekomendacijas.  

Granuliocitai iš pilvo ertmės ląstelių buvo išgrynintos neigiamos selekcijos 

būdu naudojant anti-R-Phycoerythrin (PE) Magnetic Particles (BD Biosciences) 

rinkinį, pagal gamintojo rekomendacijas. 

Leukocitų gryninimas iš kraujo. Kraujas sumaišomas su eritrocitų lizės 

buferiniu tirpalu (1 litre distiliuoto vandens: 8,99 g NH4Cl, 1 g KHCO3, 37 mg 

Na4EDTA,) santykiu 1:14, ir 5 min. laikomas kambario temperatūroje. 

Centrifuguojama 720 g 5 min. 18°C temperatūroje, nuosėdos resuspenduojamos 3 

ml šalto PBS ir vėl centrifuguojamos 4°C temperatūroje. Gautas tirpalas įpilamas į 

Petri lėkštelę ir paliekamas 30 minučių kambario temperatūroje (taip pašalinami 

prilipę makrofagai). Suspensinės ląstelės centrifuguojamos 720 g 5 min. 18°C 

temperatūroje ir suspenduojamos RPMI terpėje su priedais (10 mM HEPES 

(Hyclone), 0,25 % jaučio albumino serumas). 

3.10. RNR išskyrimas 

RNR iš organų ir ląstelių buvo išskiriama naudojant „GeneJET™ RNA 

Purification Kit― (Thermo Fisher Scientific) ir „GenElute
TM

  Mammalian Total 

RNA Miniprep Kit― (SIGMA-ALDRICH) rinkinius pagal gamintojų 

rekomendacijas. DNR priemaišos pašalinamos prie 8 μl išgrynintos RNR 

pridedant 1 μl DNR-azės (1 u/ml), 1 μl DNR-azės buferinio tirpalo, 0,5 μl (20 

u/μl) ribonukleazės slopiklio. Tirpalas inkubuojamas 30 min. 37
o
C temperatūroje. 

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

Atvirkštinės trankriptazės reakcija (pirmos komplementarios DNR (kDNR) 

grandinės sintezė) buvo atliekama naudojant ―Thermo Fisher Scientific― 

reagentus. Mėgintuvėlyje sumaišyta 5 μl RNR, 6 μl dejonizuoto vandens, 4 μl 5x 

reakcijos buferinio tirpalo, 0,5 μl (20 u) ribonukleazės slopiklio, 2 μl 10 mM 

dNTP ir 1 μl 100 pmol dT pradmenų. Paruoštas tirpalas inkubuojamas 5 min. 

kambario temperatūroje. Pasibaigus inkubavimui pridedamas 0,1 μl atvirkštinės 

transkriptazės fermentas. Komplementarios DNR sintezė atliekama naudojant 

(Eppendorf AG Mastercycler epgradient) termociklerį. kDNR sintezės 

temperatūros ciklai: 10 minučių 25°C, 30 minučių 50°C ir 5 minutės 85°C. Gauta 

kDNR laikoma -20°C kol atliekama tikrojo laiko PGR. 

3.12. Tikrojo laiko polimerazinė grandininė reakcija 

Tikrojo laiko polimerazinė grandininė reakcija buvo atliekama naudojant 

CORBETT research Rotor-Gene RG 6000 prietaisą ir ―Thermo Fisher Scientific― 

reagentus. Norint apsisaugoti nuo pašalinės DNR priemaišų, buvo naudojamas 

fermentas Uracil-DNR glikozilazė ir dNTP/dUTP mišinys. Vykstant PGR 

reakcijai į DNR inkorporuojami dUTP. Tokias DNR grandines (bet ne kDNR) 37-

50
o
C temperatūroje skaldo Uracil-DNR glikozilazė. Mėgintuvėlyje sumaišyta:      

2 μl komplementarios DNR, 2 μl (10 μM) tiriamųjų genų pradmenų, 2 μl (25 mM) 

MgCl2, 4 μl (5 M) betaino, 2 μl (2 mM) dNTP/dUTP mišinio, 2 μl 10x reakcijos 

buferinio tirpalo, 1 μl (26,6 µM) fluorescencinio nukleorūgšties daţo Syto 9 

(Invitrogen), 0,1 μl (5 u/μl) Hot start Taq polimerazės, 0,4 μl (1 u/μl) Uracil-DNR 

glikozilazės ir 4,5 μl vandens. Bendras tūris 20 μl. PGR reakcijoje po 2 minučių 

inkubacijos 50
o
C ir 5 minučių inkubacijos 95

o
C sekė 40-45 PGR ciklai:  

95°C – 45 sek. 

54-61°C (priklausomai nuo pradmenų poros) – 45 sek. 

72°C – 45 sek.  
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Reakcijos produktai buvo nustatomi pagal jų lydymosi temperatūrą nuo 60°C iki 

90°C, ir atlikus DNR elektroforezę agaroziniame gelyje. Kaip neigiama kontrolė 

naudojamas PGR mišinys be kDNR. Naudojami PGR pradmenys pateikti 3 

lentelėje. RORα pradmenys tinka visiems keturiems RORα izotipams, RORγ 

pradmenys tinka abiems RORγ izotipams. 

 3 lentelė. PGR pradmenys. 

Ta(°C) – PGR hibridizacijos fazės temperatūra; T – tiesioginis pradmuo; P – atvirkštinis pradmuo; NRG 

"namų ruošos genai" (angl. house keeping gene): hipoksantinguanino fosforiboziltransferazės.  

* Pradmenų sekos parinktos pagal [144]. 

 

Tikrojo laiko PGR buvo analizuojama pagal K.J. Livak ir T.D. Schmittgen 

aprašytą metodiką [274]. PGR buvo atliekama 2 pakartojimais. Teigiama kontrolė 

ir santykinis standartas – smegenų kDNR. Neskiesta smegenų kDNR įvertinta 

kaip 1000 santykinių vienetų. Iš penkiakartinių smegenų kDNR skiedimų 

sudaroma kalibracinė kreivė. Tiriamųjų pavyzdţių kDNR neskiedţiama. 

Receptorius 
Ta 

(°C) 

Amplifikuoto 

produkto dydis, 

bp 
Pradmenų sekos 

MT1  (A) 58 352 
T: GGGCCCCACTCAACCTCATAG 

P: AGCAGTAAGACCCCAACCAGTGTG 

MT1  (B)  59 374 
T: ATCGCCATCATGCCCAACCT 

P: TAACTAGCCACGAACAGCCACTCT 

MT1(C)* 59 248 
T: CCGCAACAAGAAGCTCAGGAACTC 

P: TCGTACTTGAGGCTGTGGCAAATG 

MT2 58 341 
T: AACCGCTACTGCTGCATCTGTCAT 

P: AAACTGCGCAAATCACTCGGTCTC 

MT3/CR2 59 396 
T: CAATGGGTCCCTGAAGAAAGTGG 

P: CCCGTGGTTAAGGAAAGGAGAGC 

RORα*  59 417 
T: GGAAGAGCTCCAGCAGATAACG 

P: GCTGACATCAGTACGAATGCAG 

RORβ  58 373 
T: TGGGGATATCAGAACAGCAGAGGA 

P: AATCAAGGCGTATCAAAGCAAGTC 

RORγ  59 423 
T: GGCCCCCTGGACCTCTGTTTTG 

P: CGCCGCAGCCAGCAGTGTAATG 

NRG 54 249 
T: GCT GGT GAA AAG GAC CTC T 

P: CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC 
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Naudojant programą Rotor-Gene RG 6000 Ver. 1.7, braiţomos PGR produktų 

amplifikavimo kreivės, kur X ašis nurodo ciklus, o Y – fluorescenciją. 

Kiekvienam PGR produktui paskaičiuojamos Ct reikšmės. Ct – PGR ciklų 

skaičius, kai amplifikuojamo produkto kilimo kreivė kerta nustatytą atskaitos 

liniją. Pagal smegenų Ct reikšmes braiţoma kalibracinė kreivė, pagal kurią 

paskaičiuojamas tiriamųjų pavyzdţių transkriptų kiekis santykiniais vienetais. 

Tiriamas genas normalizuojamas pagal "namų ruošos geno" reikšmes. Norint 

palyginti PGR produktų kiekį tarpusavyje, visos normalizuotos reikšmės 

padalijamos iš smegenų normalizuotos reikšmės. Šios reikšmės yra pateiktos 

rezultatuose. 

3.13. Plazmidinės DNR gryninimas  

Plazmidinės DNR gryninimas endonukleaziniam skaldymui.  

Bakterijų kolonijos inokuliuojamos į 3 ml LB terpę su 50 μg/ml ampicilino 

(Hyclone) ir auginamos per naktį 37°C temperatūroje, purtyklėje. Dalis bakterijų 

suspensijos (1,5 ml) nucentrifuguojama ir nuosėdos suspenduojamos 100 µl šalto 

DNR gryninimo tirpalo I  (50 mM gliukozės, 25 mM TrisHCl (pH 8), 10 mM 

EDTA (pH 8)). Pridedama 200 µl DNR gryninimo tirpalo II, (2N NaOH, 1% 

SDS), sumaišoma ir pridedama 150 µl ledo šaltumo DNR gryninimo tirpalo III 

(600 ml 5 M kalio acetato, 115 ml ledinės acto rūgšties, 280 ml distiliuoto 

vandens). Vėl sumaišoma ir centrifuguojama 5600 g 5 min. Supernatantas 

perkeliamas į naują mėgintuvėlį ir DNR išsodinama 3 tūriais etanolio. Išsodinta 

DNR centrifuguojama ir nuosėdos tirpinamos 50 µl TE buferinio tirpalo su 20 

µg/ml RNRazės. Endonukleaziniam skaldymui naudojam 5 µl DNR.  

Plazmidinės DNR gryninimas DNR saugojimui, klonavimui, bakterijų 

transformavimui. 

Bakterijos inokuliuojamos į 25 ml LB terpę su 50 μg/ml ampicilino 

(Hyclone) ir auginamos per naktį 37°C temperatūroje, purtyklėje. Bakterijos 
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centrifuguojamos 5600 g 1 min. ir resuspenduojamos 0,5 ml šalto DNR gryninimo 

tirpalo I. Pridedama 1 ml DNR gryninimo tirpalo II, sumaišius pridedama 0,75 ml 

šalto DNR gryninimo tirpalo III, vėl sumaišoma ir inkubuojama 10 min. ant ledo. 

Centrifuguojama 5600 g  5 min., supernatante esanti DNR išsodinama pridėjus 0,6 

supernatanto tūrio izopropanolio. DNR centrifuguojama 5600 g 5 min. ir 

ištirpinama 0,2 ml TE buferinio tirpalo. Stambios molekulinės masės RNR 

priemaišos pašalinamos jas nusodinant ličio chloridu. Šiuo tikslu prie DNR tirpalo 

pridedamas toks pats tūris 5M LiCl, sumaišoma ir centrifuguojama 3350 g 10 min. 

Supernatantas perkeliamas į naują mėgintuvėlį ir DNR nusodinama tuo pačiu tūriu 

izopropanolio. Po centrifugavimo DNR tirpinama 500 l TE buferinio tirpalo su 

20 μg/ml RNRazės ir inkubuojama 30 min. 37
o
C temperatūroje. Pasibaigus 

inkubavimui DNR papildomai gryninama ekstraksijos fenoliu-chloroformu būdu 

ir nusodinus 70 % etanoliu. Centrifuguojama 5600 g 5 min, nuosėdos tirpinamos 

500 μl sterilaus vandens.  

3.14. Endonukleazinis skaldymas 

Endonukleaziniam skaldymui buvo naudojami Thermo Fisher Scientific 

reagentai. Mėgintuvėlyje paruoštas DNR skaldymo mišinys: DNR (25 μl) + 1/10 

bendro tūrio restrikcijos endonukleazių buferinio tirpalo ir H2O iki bendro tūrio 

(150 μl). Į mišinį įpilama po 1µl atitinkamų nukleazių ir inkubuojama 2 val. CO2 

inkubatoriuje. Reikalingų fragmentų išskyrimui naudojamas DNR elektroforezės 

metodas. 

3.15. DNR elektroforezė 

DNR elektroforezė buvo atliekama 0,6 – 2 % agaroziniame gelyje 

(priklausomai nuo skiriamų DNR fragmentų). DNR vizualizavimui į gelį 

pridedama 0,5 µg/ml etidţio bromido. Elektroforezė buvo atlikta BioRad 

horizontalioje elektroforezės kameroje. Reikalingi DNR fragmentai iš gelio buvo 
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išskiriami naudojant „DNA Extraction Kit― (Thermo Fisher Scientific) rinkinį 

pagal gamintojo rekomendacijas.  

3.16. Ligavimas 

Ligavimui buvo naudojami Thermo Fisher Scientific reagentai. 

Mėgintuvėlyje paruošiamas ligavimo tirpalas: vektorius 1 μl, insertas – 10 μl, 

PEG 4000 – 4 μl, ligavimo buferinis tirpalas – 2 μl, T4 DNR ligazė – 1 μl,  

vanduo – 2 μl. Tirpalas inkubuojamas 2 valandas kambario temperatūroje.  

3.17. Kompetentinių E.coli ląstelių paruošimas 

transformacijai 

E. coli kolonijos inokuliuojamos į 250 ml SOB terpės (2 % triptonas, 0,5 % 

mielių ekstraktas, 8,5 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4) be 

antibiotiko ir 1-2 dienas auginamos 18-25°C temperatūroje (kol ląstelių kultūros 

tankis pasiekia  0,6-1 optinio vieneto 600 nm bangos ilgyje). Auginimą nutraukus 

ląstelės atšaldomos ant ledo (visos tolesnės procedūros atliekamos ant ledo) ir 

surenkamos centrifuguojant 720 g 10 min. 4°C temperatūroje. Surinktos ląstelės 

resuspenduojamos  80 ml šalto TB tirpalo ir vėl inkubuojamos 10 min. Pasibaigus 

inkubavimui ląstelės vėl surenkamos centrifuguojant 720 g 5 min. 4°C 

temperatūroje. Po to ląstelės resuspenduojamos 20 ml TB tirpalo su 7 % DMSO ir 

inkubuojamos 10 min. ant ledo. Bakterijos išpilstomos po 20 μl į 1,5 ml 

centrifuginius mėgintuvėlius,  uţšaldomos skystame azote ir saugomos –80°C.  

3.18. „Karščio šoko“ transformacija 

Kompetentinės ląstelės atšildomos ant ledo, sumaišomos su 1-5 µl ligavimo 

produkto (arba 0,1 - 1 µl plazmidinės DNR) ir inkubuojamos 30 min. ant ledo. 

Atliekamas „karščio šokas―, t.y. 1,5 min. inkubuojama 42°C temperatūroje. 

Pasibaigus inkubavimui bakterijos atšaldomos ant ledo, pridedama 300-500 µl 

SOC terpės (2 % triptonas, 0,5 % mielių ekstraktas, 8,5 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 
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10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM gliukozės) ir inkubuojama 45-60 min. 

37°C purtyklėje. Pasibaigus inkubavimui ląstelės centrifuguojamos 720 g 5 min. 

4°C temperatūroje, resuspenduojamos 100 µl terpės ir pasėjamos į Petri lėkšteles 

su LB-agaru ir 50 μg/ml ampicilinu (Hyclone).  

3.19. GST chimerinių baltymų ekspresija 

GST, GST-MT1 ir GST-MT2 baltymų ekspresija buvo vykdoma DH5 ir 

BL21  E.coli kamienuose. Bakterijų kolonija inokuliuojama į 5 ml LB terpės su 50 

μg/ml ampicilinu ir inkubuojama per naktį 37°C temperatūros purtyklėje. Iš ryto 

bakterijų suspensija praskiedţiama iki 500 ml LB terpėje ir toliau auginamos 20°C 

temperatūroje kol ląstelių kultūros tankis pasiekia 1-1,2 optinio vieneto 600 nm 

bangos ilgyje. Pasiekus reikalingą optinį tankį bakterijų suspensija indukuojama 

su 1 mM IPTG (Thermo Fisher Scientific). Praėjus 4 valandoms po indukcijos 

bakterijos centrifuguojamos 720 g 20 min. 4°C temperatūroje. Surinktos 

bakterijos naudojamos GST baltymų gryninimui. 

3.20. GST chimerinių baltymų gryninimas 

Bakterijos suspenduojamos 20-25 ml šaltame PBS tirpale su 1 mg/ml PMSF 

(Thermo Fisher Scientific), 100 mM  EDTA ir inkubuojamos 30 minučių ant ledo. 

Bakterijos ardomos ultragarsu laikant jas ant ledo (5 x 30 sekundţių, 750 

impulsų.). Pasibaigus bakterijų ardymui pridedama iki 1 % Triton-x100 (Sigma). 

Inkubuojama purtant 30 min., 4°C temperatūroje. Pasibaigus inkubacijai 

centrifuguojama 5600 g 30 min. 4°C temperatūroje. GST chimeriniai baltymai, 

esantys supernatante, surišami su imobilizuotu glutationu: pridedama 665 µl 

glutation-sefarozės (Pierce) ir inkubuojama švelniai purtant 4-16 val. 4°C 

temperatūroje. Surenkamas supernatantas, centrifuguojama 720 g 5 min. 4°C 

temperatūroje, nuosėdos resuspenduojamos šaltame plovimo buferiniame tirpale 

(50 mM Tris HCl pH 7,5; 100 mM Na2EDTA; 0,1 % Tween-20) ir vėl 

centrifuguojamos 720 g 5 min. 4°C temperatūroje. Nuosėdos resuspenduojamos 
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eliucijos buferiniame tirpale (50 mM Tris HCl 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 temperatūroje. GST chimeriniai baltymai esantys supernatante 

gryninami, supernatantą dializuojant PBS buferiniame tirpale. Baltymų grynumas 

įvertinamas naudojant SDS-PAGE elektroforezę (12  poliakrilamidiniame 

gelyje). Baltymai saugomi -20
o
C temperatūroje.  

3.21. Monokloninių antikūnų gavimas  

Ţiurkių imunizavimas. Monokloninių antikūnų gavimui 11 savaičių amţiaus 

Lewis linijos ţiurkių patelės buvo imunizuotos pagal 4 lentelėje pateiktą schemą. 

   4  lentelė.  Lewis linijos ţiurkių imunizavimo etapai. 

 MT1 MT2 

I imunizacija 

 

Apie 50 µg baltymo (GST-

MT1), su pilnu Freundo 

adjuvantu. Imunizuota po 

oda ir į pilvo ertmę. 

Apie 100 µg baltymo (GST-

MT2), su pilnu Freundo 

adjuvantu. Imunizuota po 

oda ir į pilvo ertmę. 

Laiko tarpas iki kitos 

imunizacijos 

 

3 savaitės 

 

 

3,5 mėnesiai 

 

II imunizacija 

 

Apie 50 µg baltymo (GST-

MT1), su nepilnu Freundo 

adjuvantu. Imunizuota po 

oda ir į pilvo ertmę.  

Apie 100 µg baltymo (GST-

MT2), su nepilnu Freundo 

adjuvantu. Imunizuota po 

oda ir į pilvo ertmę. 

Laiko tarpas iki kitos 

imunizacijos 

 

3 mėnesiai 

 

 

2,5 mėnesiai 

 

III imunizacija 

 

 

Apie 50 µg baltymo (GST-

MT1), su nepilnu Freundo 

adjuvantu. Imunizuota po 

oda ir į pilvo ertmę. 

 

- 

Laiko tarpas iki kitos 

imunizacijos 
1 mėnuo  

Paskutinė imunizacija 

40 µg GST-MT1 PBS 

buferiniame tirpale (3 dienos 

prieš hibridizaciją); 

125 µg GST-MT1 PBS 

buferyje (2 dienos prieš 

hibridizaciją). 

100 µg GST-MT21 PBS 

buferiniame tirpale (3 dienos 

prieš hibridizaciją); 

100 µg GST-MT2 PBS 

buferyje (2 dienos prieš 

hibridizaciją). 
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Hibridizacija: imunizuotos ţiurkės bluţnies ląstelių suliejimas su 

mielominėmis ląstelėmis. Prieš suliejimą mielominės SP2/0 linijos ląstelės ir 

imunizuotos ţiurkės bluţnies ląstelės du kartus praplaunamos RPMI terpėje, 

sumaišomos santykiu nuo 1:1 iki 1:10 ir centrifuguojamos 720 g 5 min. 

Pasibaigus  centrifugavimui ant ląstelių sulašinama 0,5 ml PEG-o tirpalo (42 % 

PEG 4000 DMEM terpėje ir 15 % DMSO). Ląstelių suspensija spenduojama 1 

min., suspendavus, per 10 min. sulašinama 10 ml DMEM (HyClon) terpės. 

Sulašinus 10 ml terpės, ląstelių suspensija atsargiai spenduojama ir pripilama 

DMEM terpės iki 50 ml. Centrifuguojama 720 g 10 min. Taip plaunama du kartus. 

Ląstelės suspenduojamos HAT terpėje (0.5•10
6
 – 1•10

6
 ląstelių/ml) ir pasėjamos į 

96-ių šulinėlių plokšteles - 200 l ląstelių suspensijos į šulinėlį. Plokštelės 

inkubuojamos CO2 inkubatoriuje. Po penkių dienų pusė HAT terpės keičiama į 

HT terpę.  

Praėjus 10 dienų po hibridizacijos, mikroskopu perţiūrimi visi šulinėliai ir 

paţymimi tie, kuriuose auga klonai. Antikūnų prieš imunogeną produkcija 

tikrinama netiesioginės ELISA metodu. Teigiamais klonais buvo laikomi tie, 

kurių produkuojami antikūnai jungiasi su imunogenu ir nesijungia su GST 

baltymu. Teigiami klonai klonuojami riboto praskiedimo metodu [275, 276]. 

Padaugintos ląstelės šaldomos bei naudojamos antikūnų produkcijai in vitro ir in 

vivo sąlygomis. 

Monokloninių antikūnų produkcija in vitro ir in vivo sąlygomis. 

In vitro. Ląstelės kultivuojamos RPMI auginimo terpėje. Kai ląstelių prisidaugina, 

ląstelių suspencija centrifuguojama 720 g 5 min. Ląstelių kultūrų supernatantas su 

antikūnais saugomas steriliuose mėgintuvėliuose 4
o
C temperatūroje. 

In vivo. C57BL/6 RAG2
-/- 

linijos pelės (šios pelės neturi T ir B ląstelių, todėl nėra 

transplantanto atmetimo reakcijos) sensibilizuojamos, įleidţiant į pilvo ertmę 0,5 

ml pristano. Po 4 - 10 dienų į pilvo ertmę suleidţiama 10
4
 - 10

5
 ląstelių 2-5 ml 

RPMI terpėje. Ascitas susiformuoja per 8 - 20 dienų. Ascitinis skystis 
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išsiurbiamas iš pelės pilvo ertmės, nucentrifuguojamos hibridominės ląstelės, 

atskiriamas viršuje susidaręs riebalinis sluoksnis ir ascitinio skysčio baltymai 

išsodinami 45 % prisotinimo amonio sulfatu. 

Antikūnų testavimui buvo naudoti ELISA ir imunoblotingo metodai.  

3.22. Imunoblotingas 

Imunoblotingas atliekamas pusiau sausu būdu, naudojant BioRad firmos 

aparatą. GST-MT1, GST-MT2 rekombinantiniai baltymai ar ląstelių lizatas 

praleidţiami 15  poliakrilamidiniame gelyje. Baltymų pernaša ant PDF 

membranos atliekama pagal BioRad kompanijos rekomendacijas. Membranos 

blokuojamos 2-18 val. 5  pieno miltelių tirpalu PBS buferiniame tirpale, 

plaunamos PBS buferiniame tirpale su 0,05  Tween-20 ir inkubuojamos 2-18 

val. su monokloniniais antikūnais, atpaţįstančius pelių MT1 ar MT2 baltymus. 

Membranos vėl plaunamos PBS buferiniame tirpale su 0,05  Tween-20, po to 

inkubuojamos 1 val. su krienų peroksidaze ţymėtais antikūnais, atpaţįstančiais 

ţiurkių imunoglobulinus (GE Healthcare). Visi antikūnų skiedimai daromi PBS 

buferiniame tirpale su 5  pieno miltelių ir 0,05  Tween-20. Trumpos 

inkubacijos (1-2 val.) atliekamos kambario temperatūroje, ilgesnės (18 val.) - 4
o
C 

temperatūroje. Prisijungę antikūnai, išryškinami naudojant netirpų substratą – 

TMB (Thermo Fisher Scientific). 

3.23. Statistiniai metodai 

Melatonino poveikio humoraliniam imunitetui tyrimo statistinis 

reikšmingumas tarp grupių buvo vertinamas pagal suporuotą dvipusį Stjudento 

(Student‗s) t testą. Skirtumai laikomi statistiškai patikimi, kai p<0,05. 

Nustatant melatonino poveikį granuliocitų sukibimui su ICAM molekule 

statistinis reikšmingumas tarp grupių buvo vertinamas pagal nesuporuotą dvipusį 

Stjudento (Student‗s) t testą. Skirtumai laikomi statistiškai patikimi, kai p<0,05. 
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Melatonino sintezės sutrikimų įtaką imuninės sistemos organų ląstelių 

skaičiui ir melatonino poveikį granuliocitų migracijai, skirtumų statistinis 

reikšmingumas tarp grupių buvo vertinamas pagal neparametrinį Mano ir Vitnio 

(Mann-Whitney) U testą. Skirtumai laikomi statistiškai patikimi, kai p<0,05. 

Nustatant melatonino receptorių raiškos imuninės sistemos ląstelėse 

priklausomybę nuo paros laiko ar cirkadinio ritmo sutrikimo, statistinis 

reikšmingumas tarp grupių buvo vertinamas pagal post hoc Tukey's Multiple 

Comparison Test. Skirtumai laikomi statistiškai patikimi, kai p<0,05. 
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4. TYRIMŲ REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

4.1. Pastovaus apšvietimo įtaka melatonino koncentracijai 

BALB/c linijos pelių kraujo serume 

Tyrimuose mes naudojome šviesą kaip melatonino gamybos slopiklį, todėl 

pirmiausiai buvo nustatytas pastovaus apšvietimo poveikis BALB/c linijos pelių 

melatonino gamybai. Šiuo tikslu tiriamieji gyvūnai buvo suskirstyti į dvi grupes: 

viena pelių grupė buvo laikoma natūralaus apšvietimo sąlygomis, o kita pastovaus 

apšvietimo sąlygomis. Praėjus dviem savaitėms nuo eksperimento pradţios, 

skirtingu paros metu, buvo imami pelių kraujo pavyzdţiai ir nustatoma jame 

esančio melatonino koncentracija. 3 pav. pateikti rezultatai rodo, kad natūraliomis 

apšvietimo sąlygomis gyvenančioms pelėms melatonino gamyba prasidėjo devintą 

valandą vakaro, o maksimali hormono koncentracija uţregistruota 1-2 val. nakties. 

 

 

3 pav. Skirtingomis apšvietimo sąlygomis laikytų pelių melatonino koncentracija kraujo serume. 

BALB/c pelės buvo suskirstytos į dvi grupes. Viena grupė laikyta natūralaus, kita pastovaus apšvietimo 

sąlygomis. Kraujo mėginiai buvo renkami skirtingu laiku paros bėgyje. Melatonino koncentracija kraujo 

serume buvo nustatoma naudojant Melatonin ELISA rinkinį. 
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Taip pat nustatyta, kad pelių, gyvenančių pastovaus apšvietimo sąlygomis, 

melatonino koncentracija dieną ir ryte atitiko pelių, gyvenančių natūralaus 

apšvietimo sąlygomis, hormono koncentraciją. Naktį, kai įprastai prasideda 

melatonino sintezė, esant šviesai, pasireiškė melatonino sintezės slopinimas. Pelių, 

gyvenančių prie pastovaus apšvietimo, hormono koncentracija kraujo serume 

buvo 2-3 kartus maţesnė nei pelių, gyvenančių natūralaus apšvietimo sąlygomis. 

 

4.2. Melatonino poveikis humoraliniam imunitetui 

Antikūnų produkcija gali būti nuo T ląstelių priklausoma ir 

nepriklausoma, todėl, siekiant nustatyti specifinių antikūnų susidarymą, BALB/c 

linijos pelės buvo imunizuojamos tiek nuo T ląstelių priklausomu, tiek nuo T 

ląstelių nepriklausomu antigenu. Vykdant eksperimentą imunizuojamos pelės, 

atsiţvelgiant į apšvietimo sąlygas, buvo suskirstytos į tris grupes: 

 

1. Natūralaus apšvietimo sąlygomis laikytos pelės (12 val. šviesa/12 val. tamsa), 

natūrali melatonino gamyba; 

 

2. Pastovaus apšvietimo sąlygomis laikytos pelės (24 val. šviesa), sutrikusi 

melatonino gamyba; 

 

3. Pastovaus apšvietimo sąlygomis laikytos pelės (24 val. šviesa), kurioms 

prasidėjus tamsos periodui į pilvo ertmę buvo atliekamos melatonino              

(5 mg/kg svorio) injekcijos. Pastaroji pelių grupė tirta norint įsitikinti, kad 

humoralinį imunitetą reguliuoja melatoninas, o ne kiti cirkadinio ritmo 

komponentai. 
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4.2.1. Melatonino įtaka nuo T ląstelių nepriklausomai antikūnų 

produkcijai 

Nuo T ląstelių nepriklausomai antikūnų produkcijai tirti, BALB/c linijos 

pelės buvo imunizuotos nuo T ląstelių nepriklausomais antigenais – TNP-fikoliu ir 

TNP-LPS. Šie antigenai stimuliuoja tik B ląsteles ir skatina antikūnų sintezę, 

tačiau TNP-fikolis ir TNP-LPS nestimuliuoja T ląstelių, todėl šios ląstelės neturi 

įtakos B ląstelių funkcijoms. Darbo metu eksperimentai su TNP-fikoliu ir       

TNP-LPS atlikti po du kartus, jų rezultatai pateikti 4 ir 5 pav. bei 5 lentelėje. 

Imunizuojant peles nuo T ląstelių nepriklausomais antigenais (TNP-fikoliu ir 

TNP-LPS), formuojasi IgM, IgG1, IgG2b, IgG3 bei IgG2a izotipo antikūnai. 

Esant sutrikusiai melatonino sintezei, visų izotipų TNP-specifinių antikūnų kiekis 

yra didesnis, t.y. melatoninas slopina nuo T ląstelių nepriklausomą antikūnų 

gamybą. Laikant peles pastovaus apšvietimo sąlygomis, bet kas vakarą leidţiant 

melatoniną, antikūnų kiekis panašus į kontrolinės grupės (pelės, gyvenančios 12 

val. šviesos ir 12 val. tamsos sąlygomis). Remiantis gautais duomenimis, galima 

teigti, kad melatonino trūkumas stimuliuoja nuo T ląstelių nepriklausomą antikūnų 

produkciją.  

Literatūros duomenimis, melatoninas neturi poveikio BALB/c linijos pelių B 

limfocitų proliferacijai ir antikūnų (IgM, IgA, IgG2a, IgG3) gamybai nesant ir 

esant LPS stimuliacijai [255]. Mūsų tyrimų metu buvo įrodyta, kad melatoninas 

gali aktyvuoti B ląsteles ir moduliuoti antikūnų sekreciją. Slopinant melatonino 

sintezę, antikūnų produkcija padidėja.  
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4 pav. TNP-specifinių antikūnų produkcija imunizuojant nuo T ląstelių nepriklausomu antigenu – 

TNP-fikoliu.  
Atskiras rutuliukas – antikūnų kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelės kraujo serume. Standartiniame 

pelių kraujo serumo mišinyje esanti kiekvienos klasės antikūnų koncentracija buvo įvertinta 100 sutartinių 

vienetų (SV). Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Stjudento T testą. Statistiškai 

patikimi skirtumai tarp 12 val. šviesa/tamsa ir 24 val. šviesa  grupių pažymėti žvaigždutėmis: * p0,05,   

** p0,005, *** p0,0005.  

 

** ** 

SV 

7 diena 14 diena 

Ig G3 

0 diena 

100 

200 

300 

Ig G2a 

20 

40 

60 

80 

Imunizacija 

Ig M 

100 

200 

300 
** 

Ig G1 

15 

30 

45 

60 *** * 

Ig G2b 

100 

200 

300 

400 ** * 

12 val. tamsa ir šviesa 

24 val. šviesa 

24 val. šviesa + melatoninas 
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5 pav. TNP-specifinių antikūnų produkcija imunizuojant nuo T ląstelių nepriklausomu antigenu – 

TNP-LPS.  

Atskiras rutuliukas – antikūnų kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelės kraujo serume. Standartiniame 

pelių kraujo serumo mišinyje esanti kiekvienos klasės antikūnų koncentracija buvo įvertinta 100 sutartinių 

vienetų (SV). Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Stjudento T testą. Statistiškai 

patikimi skirtumai tarp 12 val. šviesa/tamsa ir 24 val. šviesa  grupių pažymėti žvaigždutėmis: * p0,05,   

** p0,005. 

5 lentelė. TNP-specifinių antikūnų produkcijos priklausomybė nuo pelių laikymo apšvietimo sąlygų, 

imunizuojant nuo T ląstelių nepriklausomais antigenais. 

TNP-specifinių 

antikūnų izotipas 

I eksp. 
7 diena 

II eksp. 
7 diena 

III eksp. 
7 diena 

IV eksp. 
7 diena 

IgM ∆∆ - - ∆∆ 

IgG1 ∆∆∆ ∆∆ ∆∆ ∆ 

IgG2a - ∆ ND ND 

IgG2b ∆ ∆ ND ND 

IgG3 ∆∆ ∆ ∆ ↑ 

∆ - pastovaus apšvietimo sąlygomis gyvenančios pelių grupės statistiškai patikimas antikūnų produkcijos 

padidėjimas lyginant su natūralaus apšvietimo sąlygomis gyvenančia pelių grupe. Vienas trikampis 

p0,05, du trikampiai  p0,005, trys trikampiai p0,0005.  ↑ – statistiškai patikimo skirtumo nebuvo, bet 

buvo didėjimo tendencija, .“–„ statistiškai patikimų rezultatų nebuvo; ND – nebuvo daryta. 

12 val. tamsa ir šviesa 

24 val. šviesa 

24 val. šviesa + melatoninas 

SV 

Ig M 

40 

80 

120

0 

160

0 

**

** 

**

* 

Ig G1 
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80 

* 

Ig G3 

7 diena 

40 

80 
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4.2.2. Melatonino įtaka nuo T ląstelių priklausomai antikūnų 

produkcijai 

Tiriant nuo T ląstelių priklausomų antikūnų produkciją pelių organizme, 

BALB/c pelės buvo imunizuotos TNP-ovalbuminu. Ovalbuminas aktyvuoja TH0 

ląsteles, kurios išskiria citokinus ir aktyvina B limfocitus. B limfocitai po 

aktyvacijos virsta antikūnus gaminančiomis ląstelėmis, antikūnai specifiškai 

atpaţįsta antigeną ir jį pašalina. Imunizuojant nuo T ląstelių priklausomu antigenu 

susidaro stipresnis imuninis atsakas, lyginant su nuo T ląstelių nepriklausomo 

antigeno imunizacija. Vystantis imuniniam atsakui susidaro atminties ląstelės ir, 

pakartotinai imunizavus tuo pačiu antigenu, imuninis atsakas formuojasi daug 

greičiau, antikūnų kiekis būna didesnis, o giminingumas – aukštesnis. Pirminio ir 

antrinio imuninio atsako analizei, pelės buvo imunizuotos tris kartus. Antra 

imunizacija atlikta po 14 dienų nuo pirmos imunizacijos, trečia – 21 dieną nuo 

pirmos imunizacijos. Pirmo eksperimento rezultatai yra pateikti 6 paveiksle. 

Abiejų tyrimų rezultatai apibendrinanti 6 lentelėje. 

Kaip ir nuo T ląstelių nepriklausomų antikūnų produkcijos atveju, pirmame 

ir antrame eksperimentuose padidėja IgM, IgG2a, IgG3 izotipų antikūnų 

produkcija, kai melatonino sintezė yra sutrikusi (II gr.), lyginant su kontroline 

grupe, kai melatonino sintezė yra normali (I gr.). Tuo tarpu IgG1 izotipo TNP-

specifinių antikūnų kiekis, sutrikus melatonino sintezei, yra patikimai maţesnis. 

Stiprus sumaţėjimas stebimas po trečios imunizacijos, kai imuninis atsakas 

susidaro dėl atminties ląstelių. IgG1 izotipas sudaro didţiausią IgG 

imunoglobulinų dalį ir yra svarbus besivystančiam antriniam imuniniam atsakui. 

Remiantis literatūriniais duomenimis, galima teigti, kad melatoninas 

stimuliuoja T ląsteles: pelėse, su pašalinta kankorėţine liauka, yra sumaţėjusi IL-2 

produkcija (citokinas produkuojamas aktyvintomis T ląstelėmis). T ląstelėse 

melatoninas stimuliuoja IL-2 sekreciją ir IL-2 receptorių ekspresiją [135]. 
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Antigenu aktyvintos TH0 ląstelės, priklausomai nuo aplinkos sąlygų, gali 

diferencijuotis į TH1 ar TH2 ląsteles. TH1 ląstelės produkuoja IFN- ir skatina 

ląstelinį imuninį atsaką. TH2 ląstelės gamina IL-4, IL-10 citokinus, kurie skatina 

humoralinį imuninį atsaką [277]. Priklausomai nuo to, kurių T ląstelių yra daugiau 

(TH1 ar TH2), gali būti modifikuojami ir B ląstelių produkuojamų antikūnų 

izotipai. TH1 ląstelės stimuliuoja izotipų persijungimą į IgG2a, o TH2 ląstelės – į 

IgG1 izotipą. Tiek TH1, tiek TH2 lemia IgM ir IgG3 antikūnų susidarymą [278, 

279]. Mūsų duomenimis, trūkstant melatonino, padidėja IgM, IgG2a ir IgG3 

antikūnų kiekiai bei sumaţėja IgG1 izotipo antikūnų kiekis. Tai galima būtų 

susieti su TH2 T ląstelių funkcijomis. 

Jimenez-Caliani ir kt. pastebėjo, kad, gydant Mrl/Mpj-Faslpr peles 

melatoninu, gydymo efektas priklausė nuo gyvūnų lyties [280]. Mrl/Mpj-Faslpr 

pelės – tai modelinės pelės, kurioms su amţiumi išsivysto ţmogaus sisteminės 

vilkligės poţymiai: uţdegiminiai procesai, autoantikūnų sekrecija. Melatoninu 

gydant pateles, sumaţėja uţdegiminiai procesai, TH1 ląstelių sekretuojamų 

citokinų bei autoantikūnų kiekiai. Priešingai, gydant patinėlius, padidėja TH1 

ląstelių sekretuojamų citokinų bei autoantikūnų kiekiai. Tokį reiškinį galima būtų 

paaiškinti lytinių hormonų veikimu. Remiantis mūsų eksperimentų su T 

priklausomu ir T nepriklausomu antigenu rezultatais, galima teigti, kad antikūnų 

sekrecijos pakitimai dėl sumaţėjusios melatonino sintezės nepriklauso nuo lytinių 

hormonų. 
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6 pav. TNP-specifinių antikūnų produkcija imunizuojant nuo T ląstelių priklausomu antigenu. 
Atskiras rutuliukas – antikūnų kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos pelės kraujo serume. Standartiniame 

pelių kraujo serumo mišinyje esanti kiekvienos klasės antikūnų koncentracija buvo įvertinta 100 sutartinių 

vienetų (SV). Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Stjudento T testą. Statistiškai 

patikimi skirtumai tarp I ir II grupių pažymėti žvaigždutėmis: * p0,05, ** p0,005, *** p0,0005.  

 

 

 

12 val. tamsa ir šviesa 

24 val. šviesa 

24 val. šviesa+melatoninas 
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6 lentelė. TNP-specifinių antikūnų produkcijos priklausomybė nuo pelių laikymo apšvietimo sąlygų, 

imunizuojant nuo T ląstelių priklausomu antigenu – TNP-ovalbuminu. 

Patikimi skirtumai tarp natūralaus apšvietimo sąlygomis ir pastovaus apšvietimo sąlygomis gyvenančių 

pelių grupių pažymėti trikampiais:▼ – pastovaus apšvietimo sąlygomis gyvenančios pelių grupės 

statistiškai patikimas antikūnų produkcijos sumažėjimas; ∆ – pastovaus apšvietimo sąlygomis gyvenančios 

pelių grupės statistiškai patikimas antikūnų produkcijos padidėjimas; ND – nebuvo daryta. Statistinis 

patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Stjudento T testą. Vienas trikampis atitinka p0,05, du 

trikampiai – p0,005, trys trikampiai – p0,0005. 

 

4.2.3. Antikūnų produkcijos priklausomybė nuo imunizacijos 

paros laiko 

Siekiant įvertinti antikūnų gamybos priklausomybę nuo paros laiko, pelės 

buvo imunizuojamos TNP-ovalbuminu skirtingu paros metu: viena grupė vakare, 

prieš pat melatonino gamybos pradţią, kita – ryte, pasibaigus melatonino sintezei. 

Pirminio ir antrinio imuninio atsako analizei pelės buvo imunizuotos du kartus. 

Antra imunizacija atlikta praėjus 14 dienų nuo pirmos imunizacijos. Kraujas 

antikūnų kiekio tyrimams buvo imamas 7 ir 21 dieną po imunizacijos. 7 dieną po 

imunizacijos imtuose kraujo mėginiuose buvo tirtas IgM izotipas, 21 dieną  tirti 

IgG1, IgG2a, IgG3 izotipai. Eksperimento rezultatai pateikti 7 paveiksle. 

Eksperimento metu didţiausia visų tirtų antikūnų izotipų koncentracija nustatyta 

kraujo serume, imtame iš vakare imunizuotų pelių. Tai įrodo, kad antikūnų titras 

priklauso nuo imunizacijos paros laiko. 

TNP-

specifinių 

antikūnų 

izotipas 

I Eksperimentas II Eksperimentas 

7 

diena 

14 

diena 

21 

diena 

28 

diena 

7 

diena 

14 

diena 

21 

diena 

28 

diena 

IgM ∆∆ ∆∆ ∆∆ ∆ 

 

∆∆ ∆∆ ∆ 

 

∆ 

IgG1 ▼▼▼ - 
▼▼ ▼▼ ▼ ND ▼ ▼ 

IgG2a - ∆∆ ∆∆ - ND - - - 

IgG2b - ∆∆ - - ND - - - 
IgG3 - ∆∆ ∆∆ ∆∆ ND ∆ 

 

∆ ∆ 
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7 pav. TNP-specifinių antikūnų produkcija imunizuojant peles nuo T ląstelių priklausomu antigenu 

skirtingu paros metu. 

BALB/c pelės (patelės) buvo suskirstytos į dvi grupes. Viena pelių grupė buvo imunizuota 21 valandą 

vakaro, kitą 9 valandą ryto. Kraujas buvo paimtas prieš imunizaciją (0 dieną), 7 ir 21 dieną skaičiuojant 

nuo pirmos imunizacijos. 7 dieną po imunizacijos paimo kraujo mėginiuose buvo tirtas IgM izotipas, 21 

dieną po imunizacijos tirti IgG1, IgG2a, IgG3 izotipai. Atskiras rutuliukas – antikūnų kiekis sutartiniais 

vienetais (SV) vienos pelės kraujo serume. Standartiniame pelių kraujo serumo mišinyje esanti kiekvienos 

klasės antikūnų koncentracija buvo įvertinta 100 sutartinių vienetų (SV). Statistinis reikšmingumas tarp 

grupių buvo vertinamas pagal Stjudento T testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp grupių pažymėti 

žvaigždutėmis: * p0,05, ** p0,005, *** p0,0005.   

IgM 
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Iimunizacija 
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Imunizacija 

 



69 

  

 

4.2.4. MT2 receptoriaus vaidmuo melatoninui moduliuojant 

antikūnų produkciją  

Norint išsiaiškinti, per kokius receptorius melatoninas reguliuoja T 

priklausomą humoralinį imunitetą, buvo naudotas selektyvus MT2 receptoriaus 

slopiklis – 4P-PDOT. Tuo tikslu visos pelės buvo laikomos natūraliomis 

apšvietimo sąlygomis: vienai pelių grupei viso eksperimento laikotarpį kasdien 

apie 19-20 valandą buvo suleidţiamas melatonino MT2 receptoriaus slopiklis – 

4P-PDOT, tuo tarpu antroji pelių grupė slopiklio negavo. Adaptacinis periodas 

prie slopiklio truko vieną savaitę. Pasibaigus adaptaciniam periodui, pelės buvo 

imunizuojamos TNP-ovalbuminu. Imunizacija vyko 0 bei 14 eksperimento dieną. 

Eksperimento rezultatai pateikti 8 paveiksle. 

Pelių grupė, kuriai kasdien buvo leidţiamas 4P-PDOT, gamino statistiškai 

patikimai maţiau IgG1, bet daugiau IgM, IgG3 ir IgG2A. Ankstesnių 

eksperimentų metu, laikant peles pastovaus apšvietimo sąlygomis, buvo gauti 

tokie patys rezultatai. Laikant peles pastovaus apšvietimo sąlygomis (esant 

sutrikusiai melatonino gamybai) taip pat padidėja IgM, IgG2a ir IgG3 antikūnų 

kiekiai bei sumaţėja IgG1 izotipo antikūnų kiekis. Gauti duomenys leidţia teigti, 

kad melatoninas in vivo sąlygomis moduliuoja antikūnų produkciją per MT2 

receptorių. 
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8 pav. MT2 receptoriaus slopiklio (4P-PDOT) įtaka TNP-specifinių antikūnų produkcijai vakare 

imunizuojant T priklausomu antigenu – TNP-ovalbuminu.  

Pelės buvo suskirstytos į dvi grupes ir laikomos natūralaus apšvietimo sąlygomis. Eksperimento metu buvo 

naudotas melatonino MT2 receptoriaus slopiklis – 4P-PDOT, kuris vienai pelių grupei buvo leidžiamas 

viso eksperimento laikotarpį, kitai – visiškai neleidžiamas. Kiekvieną dieną 19-20 valandą, pelėms buvo 

leidžiama po 0,25 mg/kg  slopiklio. Atskiras rutuliukas – antikūnų kiekis sutartiniais vienetais (SV) vienos 

pelės kraujo serume. Standartiniame pelių kraujo serumo mišinyje esanti kiekvienos klasės antikūnų 

koncentracija buvo įvertinta 100 sutartinių vienetų (SV). Statistinis patikimumas tarp grupių buvo 

vertinamas pagal Stjudento T testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp I ir II grupių pažymėti 

žvaigždutėmis:* p0,05, ** p0,005,*** p0,0005; ND – nedaryta.  
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Melatonino veikimas per MT2 receptorių buvo parodytas  ne tik in vivo, bet 

ir in vitro, naudojant TNP-ovalbuminu (nuo T ląstelių priklausomu antigenu) 

imunizuotų pelių bluţnies ląstelių kultūras. Ląstelės buvo imamos iš pelių, laikytų 

skirtingomis apšvietimo sąlygomis, t.y. esant pastoviam arba natūraliam 

apšvietimui. Eksperimento rezultatai pateikti (9 pav.). 

 

9 pav. TNP-specifinių antikūnų produkcija in vitro naudojant bluţnies ląsteles. 

Pelės buvo laikomos natūralaus bei pastovaus apšvietimo sąlygomis ir imunizuotos TNP-ovalbuminu. 

Blužnies ląstelės buvo išskiriamos 42 dieną po pirmos imunizacijos, stimuliuojamos in vitro 10 g/ml  

TNP-ovalbuminu, papildomai pridedant 10 M  luzindolo arba 1-10000 nM 4P-PDOT. Standartiniame 

pelių kraujo serumo mišinyje esanti IgG1 klasės antikūnų koncentracija buvo įvertinta 100 sutartinių 

vienetų (SV). 

 

Gauti rezultatai rodo, kad in vitro sąlygomis bluţnies ląstelės gamino tik 

IgG1 klasės antikūnus. Natūralaus apšvietimo sąlygomis augintų pelių ląstelės, 

kurios nebuvo aktyvintos, gamino daugiau IgG1, lyginant su ląstelėmis, 

izoliuotomis iš pastovaus apšvietimo sąlygoms laikytų pelių. Po aktyvacijos  

TNP-ovalbuminu labai padidėjo IgG1 koncentracija. Ląstelės, išskirtos iš pelių, 

laikytų natūralaus apšvietimo sąlygoms, sintetino daugiau IgG1. Pridėjus prie 

ląstelių 10 μM luzindolo, IgG1 kiekis ląstelėse, išskirtose iš natūralaus apšvietimo 

sąlygomis laikytų pelių, sumaţėjo kelis kartus. Tuo tarpu ląstelėse, išskirtose iš 

pelių, augintų esant pastoviam apšvietimui, IgG1 koncentracija nepakito. Panašų 

efektą sukėlė ir ląstelių stimuliavimas skirtingomis 4P-PDOT koncentracijomis. 
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Gauti rezultatai leidţia teigti, kad melatoninas in vitro sąlygomis veikia antikūnų 

sintezę per MT2 receptorių. 

In vivo ir in vitro eksperimentuose naudojant melatonino membraninių 

receptorių slopiklius įrodyta, kad melatoninas moduliuoja nuo T ląstelių 

priklausomą humoralinį imuninį atsaką veikdamas per MT2 receptorių. 

4.2.5. Melatonino mebraninių receptorių transkriptų raiška 

bluţnies B220
+
 B limfocituose ir limfinių mazgų TH0 limfocituose. 

Norint išsiaiškintiti, per kokių ląstelių MT2 receptorius melatoninas 

moduliuoja nuo T ląstelių priklausomą humoralinį imuninį atsaką, buvo nustatyti 

melatonino receptorių iRNR transkriptai bluţnies B limfocituose ir limfinių 

mazgų TH0 limfocituose. Taip pat buvo nustatyta melatonino receptorių raiškos 

priklausomybė nuo paros laiko ir melatonino koncentracijos. 

Šiems tikslams pasiekti, pelės, atsiţvelgiant į organų (bluţnies, limfinių 

mazgų) izoliavimo laiką, apšvietimo sąlygas ir papildomas melatonino injekcijas, 

buvo suskirstytos į penkias grupes: 

1. „ŠT― naktis – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. 

šviesa/12 val. tamsa), organai buvo išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos 

periodo pradţios); 

2. „ŠŠ― diena – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. šviesa), 

organai buvo išimti dieną (po 4 val. nuo  šviesos periodo pradţios); 

3. „ŠT― diena – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. 

šviesa/12 val. tamsa), organai buvo išimti dieną (po 4 val. nuo šviesos 

periodo pradţios); 

4. „ŠŠ― naktis – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. 

šviesa), organai buvo išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos periodo pradţios); 

5. „ŠŠ― naktis + melatoninas – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis 

(24 val. šviesa), organai buvo išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos periodo 
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pradţios). Savaitę iki eksperimento pradţios pelėms į pilvo ertmę kasdien 

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

atliekamos prasidėjus tamsos periodui. 

Melatonino membraninių receptorių transkriptų raiška buvo nustatinėjama 

limfinių mazgų TH0 limfocituose ir bluţnies B220
+
 B limfocituose. Limfinių 

mazgų ir bluţnies ląstelės buvo išskirtos iš atitinkamų pelių organų. Iš limfocitų 

išskirta iRNR, kuri buvo naudojama kDNR sintezei. Taikant tikrojo laiko 

polimerazinės grandininės reakcijos metodą ir naudojant savitus melatonino 

receptorių RNR pradmenis, buvo nustatyta melatonino membraninių receptorių 

raišką RNR lygmeniu. Eksperimentų rezultatai pateikti 7 lentelėje. 

MT1 ir MT2 receptorių transkriptų raiška limfmazgių TH0 ląstelėse aptikta 

tik „ŠT‖ diena grupėje. MT1 receptoriaus raiška nustatyta tik viename iš dviejų 

atliktų eksperimentų  (vienas teigiamas mėginys iš dešimties). Panašūs rezultatai 

gauti ir tiriant MT2 receptoriaus raišką: iš dviejų atliktų eksperimentų MT2 

receptoriaus raiška nustatyta taip pat tik viename (vienas teigiamas mėginys iš 

keturių). Remiantis mūsų rezultatais, galima daryti prielaidą: limfinių mazgių TH0 

ląstelėse silpna membraninių melatonino receptorių raiška vyksta tik dienos metu. 

Tuo tarpu bluţnies B limfocituose buvo nustatyta ţymiai intensyvesnė 

melatonino membraninių receptorių raiška, lyginant su vykusia limfinių mazgų 

TH0 limfocituose. Bluţnies B limfocituose membraninių receptorių raiška 

priklauso nuo paros laiko – vyksta tik nakties metu. Dėl pastovaus apšvietimo 

sutrikus melatonino gamybai MT1 ir MT2 receptorių transkriptų raiška nakties 

metu nevyksta, tačiau papildomos melatonino injekcijos atstatė bluţnies B 

limfocituose melatonino membraninių receptorių raišką. 

 

 

 

 

 

 

 



74 

  

 

 

7 lentelė. Melatonino membraninių receptorių nukleotidų raiška bluţnies B220
+
 B  limfocituose ir 

limfinių mazgų TH0 limfocituose. 

„ŠT“ naktis – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa), organai buvo 

išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos periodo pradžios); „ŠŠ“ diena – pelės laikytos pastovaus apšvietimo 

sąlygomis (24 val. šviesa), organai buvo išimti dieną (po 4 val. nuo  šviesos periodo pradžios); „ŠT“ diena 

– pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa), organai buvo išimti dieną 

(po 4 val. nuo šviesos periodo pradžios); „ŠŠ“ naktis – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 

val. šviesa), organai buvo išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos periodo pradžios);„ŠŠ“ naktis + mel – pelės 

laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. šviesa), organai buvo išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos 

periodo pradžios), savaitę iki eksperimento pradžios šios grupės pelėms į pilvo ertmę kasdien buvo 

leidžiamas melatoninas (5 mg/kg svorio). Melatonino receptorių raiška analizuojama tlPGR metodu. + 

abu teigiami mėginiai, +/- vienas teigiamas, vienas neigiamas mėginys, - abu neigiami mėginiai, ND - 

nebuvo daryta. 

 

B220
+
 limfocitai išskirti iš bluţnies 

Receptorių 

pavadinimas 

Eksp. 

Nr. 

kDNA 

šaltinis 
Pradmenys 

ŠT 

naktis 

ŠT 

diena 

ŠŠ 

diena 

ŠŠ 

naktis 

ŠŠ 

naktis 

+ 

Mel 

MT1 

 

I 1 
MT1 (A) +/- - - ND ND 

MT1 (B) +/- - + ND ND 

II 2 
MT1 (A) +/- ND ND ND ND 

MT1 (B) - ND ND ND ND 

III 

3 

MT1 (A) +/- ND ND - +/- 

MT1 (B) +/- ND ND - +/- 

MT1 (C) - ND ND - - 

4 

MT1 (A) +/- ND ND - +/- 

MT1 (B) +/- ND ND - +/- 

MT1 (C) - ND ND - - 

5 

MT1 (A) - ND ND - - 

MT1 (B) - ND ND - +/- 

MT1 (C) - ND ND - - 

MT2 

I 1 MT2 +/- - +/- ND ND 

II 2 MT2 + ND ND ND ND 

III 

3 MT2 +/- ND ND - +/- 

4 MT2 +/- ND ND - + 

5 MT2 +/- ND ND - +/- 

TH0 limfocitai išskirti iš limfinių mazgų 

Receptorių 

pavadinimas 

Eksp. 

Nr. 

kDNA 

šaltinis 
Pradmenys 

ŠT 

naktis 

ŠT 

diena 

ŠŠ 

diena 

 

MT1 

 

I 
1 MT1 (A) - - - 

2 MT1 (B) - - - 

3 MT1 (C) - - - 

II 1 MT1 (A) ND - - 

2 MT1 (B) ND +/- - 

MT2 I 1 MT2 - - - 

II 2 MT2 ND +/- - 
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Remiantis mūsų rezultatais, melatoninas, veikdamas per bluţnies B limfocitų 

MT2 receptorių, moduliuoja nuo T ląstelių priklausomą humoralinį imuninį 

atsaką. Dėl pastovaus apšvietimo sutrikus melatonino gamybai, sutrinka ir MT2 

receptoriaus ekspresija B limfocituose. Dėl šios prieţasties buvo stebimas IgGI 

izotipo antikūnų kiekio statistiškai patikimas sumaţėjimas ir IgG2a antikūnų titro 

padidėjimas, tačiau papildomos melatonino injekcijos atstato MT2 receptoriaus 

ekspresiją bluţnies B limfocituose, statistiškai patikimai padidino IgGI izotipo 

antikūnų kiekį ir sumaţino IgG2a antikūnų titrą. 

4.3. MT1 ir MT2 melatonino receptorių tyrimas 

limfocituose naudojant monokloninius antikūnus 

Norint ištirti membraninių receptorių raišką imuninės sistemos organuose ir 

ląstelėse baltymų lygmenyje, buvo pagaminti monokloniniai antikūnai, 

atpaţįstantys pelių melatonino membraninius receptorius. 

Monokloninių antikūnų prieš pelių membraninius receptorius gamybos etapai: 

 MT1 ir MT2 receptorių baltymų fragmentų klonavimas ir ekspresija         

E. coli; 

 Gyvūnų imunizacija MT1-GST ir MT2-GST chimeriniais baltymais ir 

monokloninių antikūnų prieš MT1 ir MT2 kūrimas; 

 Monokloninių antikūnų atranka ir charakteristika; 

4.3.1. MT1 ir MT2 receptorių baltymų fragmentų klonavimas  

MT1 ir MT2 melatonino receptoriai priklauso su G baltymais sukibusių 

receptorių grupei, kurie 7 kartus perveria membraną ir formuoja vidines ir išorines 

membranos kilpas. Pelių MT1 ir MT2 receptorių aminorūgščių sekos turi labai 

didelę homologiją su ţiurkių bei ţmogaus sekomis. Antigeno ruošimui buvo 

pasirinkta N-galinė ekstraląstelinė baltymo dalis, kur yra didţiausi skirtumai tarp 
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pelės ir ţiurkės aminorūgščių sekų. Ši dalis buvo klonuota kaip GST chimerinis 

baltymas, kuriuo buvo imunizuotos ţiurkės. 

MT1 (96 bp.) ir MT2 (126 bp.) N-galinės sekos su pridėtais STOP kodonais 

buvo uţsakytos kaip sintetiniai genai iš Operon firmos - pPCR Script Mel 

vektorius. Sekos buvo sukonstruotos taip, kad vėliau butų galima lengvai iškirpti 

MT1 ir MT2 sekas. Klonavimui taip pat naudotas GST baltymo geną turintis 

vektorius pGEX-4T-3 (GE Healthcare). Darbo tikslas buvo pagaminti plazmides, 

turinčias GST-MT1 ir GST-MT2 genus. 

GST-MT1 klonavimas. 109 bp MT1 N-galas buvo iškirptas iš pPCR Script Mel 

vektoriaus EcoRI/SalI restrikcijos endonukleazėmis ir klonuotas į pGEX-4T-3 

vektorių, kirptą tomis pačiomis restrikcijos endonukleazėmis. MT1 fragmentas 

klonuojamas po GST geno taip, kad ekspresuojant baltymus būtų gautas         

GST-MT1 chimerinis baltymas. Sukonstruotas vektorius pavadintas MT1 pGEX. 

MT1 pGEX vektorius tikrintas naudojant EcoRI/SalI (gaunami 4958 ir 106 bp 

fragmentai) ir BamHI/XhoI (gaunami 4945 ir 119 bp fragmentai) restrikcijos 

endonukleazes. 

GST-MT2 klonavimas. 136 bp MT2 N-galas buvo iškirptas iš pPCR Script Mel 

vektoriaus EcoRI/XhoI restrikcijos endonukleazėmis ir klonuotas į pGEX-4T-3 

vektorių, kirptą tomis pačiomis restrikcijos endonukleazėmis. MT2 fragmentas 

klonuojamas po GST geno taip, kad ekpresuojant baltymus būtų gautas GST-MT2 

chimerinis baltymas. Sukonstruotas vektorius pavadintas MT2 pGEX. MT2 pGEX 

vektorius tikrintas naudojant EcoRI/XhoI (gaunami 4953 ir 136 bp fragmentai) ir 

BamHI/SmaI (gaunami 4972ir 117 bp fragmentai) restrikcijos endonukleazes. 

Patikrintos teigiamos plazmidės buvo transfekuotos į E.coli BL21 kamieną, 

kuriame, naudojant IPTG reagentą, buvo indukuota GST chimerinių baltymų 

raiška. Lewis linijos ţiurkių imunizavimas GST-MT1 ir GST-MT2 chimeriniais 

baltymais bei hibridominių ląstelių gavimas aprašyti metoduose. 
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4.3.2. Monokloninių antikūnų prieš MT1 ir MT2 receptorius 

charakterizavimas 

Gautų hibridominių ląstelių produkuojamų antikūnų specifiškumas tikrintas 

ELISA metodu, naudojant GST antigenus bei GST-MT1 ir GST-MT2 

rekombinantinius baltymus. Buvo atrinktos hibridominės ląstelės, 

produkuojančios monokloninius antikūnus prieš 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 antikūnai, atpaţįstantys MT2, 

reagavo tik su GST-MT2 ir nereagavo su GST ir GST-MT1 baltymais (10 pav.). 

 

10 pav. Monokloninių antikūnų prieš pelių MT1 melatonino receptorių specifiškumas ir titras. 

Monokloniniai antikūnai, atpažįstantys MT1 melatonino receptorių (ląstelių kultūrų terpės ar išgryninti iš 

ascito antikūnai), titruoti ELISA plokštelėse 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 antikūnų 

klonai.  
 

 

Tuo tarpu monokloniniai antikūnai, atpaţįstantys MT2, reagavo tik su GST-

MT2 ir nereagavo su GST ir GST-MT1 rekombinantiniais baltymais (11 pav.). 
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11 pav. Monokloninių antikūnų, atpaţįstančių pelių MT2 melatonino receptorių, specifiškumas ir 

titras.  
Monokloniniai antikūnai, atpažįstantys MT1 melatonino receptorių (ląstelių kultūrų terpės ar išgryninti iš 

ascito antikūnai), titruoti ELISA plokštelėse 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 antikūnų 

klonai. 

 

Antikūnų specifiškumas tikrintas ir imunoblotingo metodu (12 pav.).  

 

12 pav. Monokloninių antikūnų, atpaţįstančių pelių MT1 ir MT2 melatonino receptorius, 

specifiškumo 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 hibridomų kultūrų terpėmis MT1 (1-7) ir 

MT2-(1-5). Prisijungę peroksidaze žymėti antriniai antikūnai buvo išryškinti naudojant netirpų substratą – 

TMB.  
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Antikūnai, atpaţįstantys MT1, sąveikavo tik su GST-MT1, bet nesąveikavo 

su GST-MT2 baltymu, o antikūnai, atpaţįstantys MT2 reagavo tik su GST-MT2, 

bet ne su GST-MT1. 

4.3.3. MT1 ir MT2 melatonino receptorių raiškos tyrimas tėkmės 

citometrijos metodu 

MT1 ir MT2 melatonino receptoriai buvo nustatomi BALB/c linijos pelių 

bluţnies, uţkrūčio liaukos, limfinių mazgų ir kaulų čiulpų ląstelių membranose. 

Norint ištirti melatonino membraninių receptorių raiškos priklausomybę nuo 

apšvietimo ir sutrikusios melatonino gamybos, organai buvo imti skirtingu paros 

metu iš gyvūnų, gyvenančių skirtingomis apšvietimo sąlygomis. Pirmoji pelių 

grupė gyveno esant natūraliam apšvietimui, jų organai buvo imti naktį. Antroji 

grupė gyveno natūralaus apšvietimo sąlygomis, tačiau organai buvo imti dieną. 

Trečiosios grupės pelės gyveno esant pastoviam apšvietimui (melatonino gamyba 

sutrikusi), jų organai buvo imti dienos metu. Kiekvienoje grupėje buvo po 5 peles. 

Eksperimentai kartoti 3 kartus. 

Darbų metu MT1 receptoriaus raiškos tirtuose organuose (bluţnies, uţkrūčio 

liaukos, limfinių mazgų ir kaulų čiulpų) limfocitų membranose aptikti nepavyko. 

Taip pat nebuvo nustatyta ir MT2 receptoriaus raiška uţkrūčio liaukos, limfinių 

mazgų ir kaulų čiulpų ląstelėse, tačiau MT2 receptoriaus raiška buvo aptikta 

bluţnies ląstelėse (13 pav.). Atsiţvelgiant į gautus rezultatus, galime teigti, kad 

MT2 receptoriaus raiška nepriklauso nuo apšvietimo sąlygų ir melatonino 

gamybos ciklo. 

Analizuojant ląsteles tikrojo laiko PGR metodu, nustatyta, kad melatonino 

MT2 receptoriaus raiška bluţnies B limfocituose priklauso nuo paros laiko ir 

melatonino gamybos sutrikimo. Naudojant tėkmės citometrijos metodą, šios 

priklausomybės nepavyko aptikti. Skirtumas galėjo atsirasti dėl metodų jautrumo. 
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13 pav. MT2 melatonino receptorių raiška bluţnies ląstelėse naudojant tėkmės citometrijos metodą. 
„ŠT“ naktis – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa), ląstelės buvo 

išskirtos nakties metu. „ŠŠ“ diena – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. šviesa), ląstelės 

buvo išskirtos  dienos metu. „ŠT“ diena – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. 

šviesa/12 val. tamsa), ląstelės buvo išskirtos dienos metu. Parodytos reprezentacinės histogramos iš trijų 

nepriklausomų eksperimentų. 
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4.4. Melatonino branduolinių ir MT3/CR2 receptorių 

transkriptų raiška limfocituose 

Remiantis literatūros duomenimis, melatoninas sąveikauja su RORα, RORβ 

ir MT3/CR2 receptoriais. Nors nėra įrodymų, kad melatoninas gali jungtis prie 

RORγ, kai kurie autoriai įvardija jį kaip melatonino receptorių [60]. Literatūroje 

nėra duomenų apie RORβ ir MT3/CR2 receptorių raišką imuninės sistemos 

ląstelėse. Taip pat nėra aišku ar RORα ir RORγ receptorių raiška limfocituose gali 

priklausyti nuo paros laiko ir melatonino gamybos sutrikimo. Norint tai išaiškinti, 

melatonino receptorių raiška buvo tirta imuninės sistemos ląstelėse, izoliuotose 

įvairiu paros laiku iš BALB/c linijos pelių, laikomų skirtingose apšvietimo 

sąlygose: 

1. „ŠT― naktis – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. 

šviesa/12 val. tamsa), organai buvo išimti naktį (po 4 val. nuo tamsos periodo 

pradţios); 

2. „ŠŠ― diena – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. 

šviesa), organai buvo išimti dieną (po 4 val. nuo  šviesos periodo pradţios); 

3. „ŠT― diena – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. 

šviesa/12 val. tamsa), organai buvo išimti dieną (po 4 val. nuo šviesos periodo 

pradţios). 

Melatonino branduolinių ir MT3/CR2 receptorių transkriptų raiška buvo 

nustatinėjama uţkrūčio liaukos limfocituose, kaulų čiulpų limfocituose, limfinių 

mazgų TH0 limfocituose ir bluţnies B220
+
 B limfocituose. Iš limfocitų išskirta 

iRNR, kuri buvo naudojama kDNR sintezei. Taikant tikrojo laiko polimerazinės 

grandininės reakcijos metodą ir naudojant savitus melatonino receptorių RNR 

pradmenis, buvo nustatyta melatonino branduolinių ir MT3/CR2 receptorių raiška 

RNR lygmeniu. Eksperimentų rezultatai pateikti 14 paveiksle. 
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14 pav. RORα, RORγ ir MT3/CR2 receptorių nukleotidų raiška BALB/c linijos limfocituose. 

„ŠT“ naktis – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa), organai buvo 

išimti naktį.„ŠŠ“ diena – pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. šviesa), organai buvo 

išimti dieną.„ŠT“ diena – pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa), 

organai buvo išimti dieną. Užk. – užkrūčio liaukos limfocitai, CD4+ – limfmazgių TH0 limfocitai, B220
+
 – 

blužnies B limfocitai, K.č. – kaulų čiulpų ląstelės. Santykines raiškos dydis buvo nustatytas pagal K.J.Livak 

ir T.D.Schmittgen aprašytą metodiką [274]. +/- aptikti teigiami rezultatai su pakankamai didelėmis Ct 

reikšmėmis (Ct:36-40). Statistiškai patikimi skirtumai tarp grupių pažymėti žvaigždutėmis: ** p0,005.  

Užk.

Užk.

Užk. K.č

K.č

K.č

ŠŠ diena

ŠT diena
ŠT naktis
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RORβ receptorių transkriptų raiškos BALB/c linijos pelių limfocituose 

aptikti nepavyko. 

RORα geno transkriptų raiška buvo nustatyta visuose tyrinėtuose organuose 

(14 pav.). Remiantis mūsų duomenimis, RORα transkriptų raiška nepriklauso nuo 

paros laiko ir cirkadinio ritmo sutrikimo. Raiškos dydis skiriasi skirtinguose 

BALB/c linijos pelių imuninės sistemos organų limfocituose. Didţiausia raiška 

nustatyta uţkrūčio liaukos limfocituose ir išgrynintuose iš limfinių mazgų TH0 

limfocituose, maţesnė – kaulų čiulpų limfocituose. Bluţnies B limfocituose 

RORα yra transkribuojamas, tačiau RORα geno iRNR nustatyta nedaug, 

skirtinguose eksperimentuose ne visada pavykdavo gauti teigiamus rezultatus. 

Mūsų rezultatai panašūs į duomenis, kuriuos pateikė Dzhagalov su kolegom [281]. 

Jie tyrinėjo RORα receptoriaus transkriptų raišką skirtingose pelių uţkrūčio 

liaukos ir bluţnies limfocitų populiacijose. Didţiausia RORα raiška buvo 

nustatyta uţkrūčio liaukos TH0 limfocituose, maţesnė uţkrūčio liaukos TC 

limfocituose ir vos aptinkama bluţnies B limfocituose [281]. 

RORγ geno transkriptų raiška buvo nustatyta visuose tyrinėtuose organuose 

(14 pav.). Raiškos intensyvumas skiriasi skirtinguose BALB/c linijos pelių 

imuninės sistemos organų limfocituose. Didţiausia raiška nustatyta uţkrūčio 

liaukos limfocituose, maţesnė limfinių mazgų TH0 limfocituose, ir vos aptinkama 

kaulų čiulpų ir bluţnies B limfocituose. Uţkrūčio liaukos limfocituose RORγ 

transkriptų raiška priklauso nuo paros laiko ir cirkadinio ciklo sutrikimo. Dieną 

raiška didesnė nei naktį. Sutrikus cirkadiniam ciklui, ekspresija dienos metu 

statistiškai patikimai sumaţėjo. 

MT3/CR2 receptoriaus raiška buvo nustatyta visuose tyrinėtuose organuose 

(14 pav.). Skirtingai nuo kitų receptorių, MT3/CR2 receptoriaus raišką visuose 

tirtuose limfocituose buvo galima įvertinti kiekybiškai. Didţiausia MT3/CR2 

receptoriaus raiška aptikta kaulų čiulpų ir bluţnies B limfocituose. Bluţnies B 

limfocituose aptikta raiškos priklausomybė nuo paros laiko ir cirkadinio ciklo 
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sutrikimo. Dieną raiška didesnė nei naktį. Sutrikus cirkadiniam ciklui, ekspresija 

dienos metu statistiškai patikimai sumaţėjo.  

Apibendrinant rezultatus – RORβ raiška nebuvo aptikta tyrinėtuose 

limfocituose. RORα, RORγ, MT3/CR2 melatonino receptorių transkriptai plačiai 

ekspresuojami BALB/c linijos limfocituose. Uţkrūčio liaukos limfocitų 

receptoriaus RORγ ir bluţnies B limfocituose receptoriaus MT3/CR2 raiška dieną 

statistiškai patikimai didesnė nei naktį. Dėl pelių laikymo pastovaus apšvietimo 

sąlygomis (sutrikus cirkadiniam ciklui) šių genų raiška dieną sumaţėja. 

 

4.5. Melatonino sintezės sutrikimo poveikis imuninės 

sistemos organų ląstelių skaičiui ir leukocitų migravimui į 

uţdegimo vietą  

Norint nustatyti melatonino gamybos slopinimo įtaką ląstelių skaičiui 

imuninės sistemos organuose ir leukocitų migravimui į uţdegimo vietą, pelės, 

atsiţvelgiant į apšvietimo sąlygas, buvo suskirstytos į tris grupes: 

1. Pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. 

tamsa), natūrali melatonino gamyba; 

2. Pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. šviesa), sutrikusi 

melatonino gamyba; 

3. Pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis (24 val. šviesa), prasidėjus 

tamsos periodui tiriamiesiems gyvūnams į pilvo ertmę buvo atliekamos 

melatonino (5 mg/kg svorio) injekcijos. Pastaroji pelių grupė tirta norint 

įsitikinti, kad ląstelių skaičių imuninės sistemos organuose ir uţdegimo 

vietoje reguliuoja melatoninas, o ne kiti cirkadinio ritmo komponentai. 

Pelės vakarais buvo imunizuojamos nuo T ląstelių priklausomu ir nuo T 

ląstelių nepriklausomu antigenais. Imunizuojant peles T priklausomu ir T 

nepriklausomu antigenais, ląstelės skaičiuotos tokiuose organuose kaip uţkrūčio 



85 

  

 

liauka, bluţnis, limfmazgiai, kaulų čiulpai, Pejerio plokštelės, o taip pat pilvo 

ertmėje (kur buvo atliekama imunizacija). 

Pagal literatūros duomenis, pašalinus pagrindinį melatonino gamybos    

organą – kankorėţinę liauką, gyvūnams sumaţėja imuninės sistemų organų masė. 

Ţiurkėnams sumaţėja bluţnies masė [16], pelėms – uţkrūčio liaukos masė [197, 

198], ţiurkėms sumaţėja bluţnies ir uţkrūčio liaukos masė [199]. Remiantis mūsų 

rezultatais, įvairių tipų ląstelių skaičius uţkrūčio liaukoje, bluţnyje, Pejerio 

plokštelėse, limfmazgiuose bei kaulų čiulpuose nesiskyrė visose trijose pelių 

grupėse. Melatonino sintezės sutrikimas, atsiradęs dėl gyvenimo pastovaus 

apšvietimo sąlygomis, nesukelia ląstelių skaičiaus pakitimų BALB/c linijos pelių 

imuninės sistemos organuose. 

Iš kitos pusės, vertinant pilvo ertmės ląstelių skaičių, buvo aptiktas 

statistiškai patikimas T ląstelių, B2 tipo B ląstelių, makrofagų, monocitų ir 

granuliocitų skaičiaus padidėjimas pelių grupėse, laikytose pastovaus apšvietimo 

sąlygomis (15B ir 16B pav.). Pilvo ertmės T ir B limfocitų identifikavimas tėkmės 

citometrijos metodu pateiktas 15A pav. Be B2 tipo B ląstelių (šio tipo ląstelės 

aptinkamos jau minėtuose organuose) pilvo ertmėje yra tik tam organui būdingų 

B1 tipo B ląstelių, kurios dar skirstomos į B1a ir B1b ląsteles. Pilvo ertmės 

makrofagų, monocitų ir granuliocitų identifikavimas tėkmės citometrijos metodu 

pateiktas 16A paveiksle. 

Pelių grupėse, laikytose pastovaus apšvietimo sąlygomis, bet kurioms kas 

vakarą buvo atliekamos papildomos melatonino injekcijos, leukocitų skaičius 

buvo panašus į nustatytąjį pelėse, laikytose natūralaus apšvietimo sąlygomis. 
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15 pav. Pilvo ertmės limfocitų skaičiaus pakitimai po TP ir TN vakarinės imunizacijos, esant 

sumaţėjusiai melatonino koncentracijai. 

A. Pilvo ertmės skirtingų limfocitų populiacijų identifikavimas tėkmės citometrijos metodu.  

B. T, B2, B1a, B1b limfocitų skaičius (x10
6
) pilvo ertmėje. TN – nuo T ląstelių nepriklausomo antigeno 

imunizacija, TP – nuo T ląstelių priklausomo antigeno imunizacija. Atskiras rutuliukas ar trikampis 

nurodo ląstelių skaičių vienos pelės pilvo ertmėje. Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas 

pagal Mann-Whitney U testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp I ir II grupių pažymėti žvaigždutėmis:    

** p0,005, *** p0,0005.  
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16 pav. Pilvo ertmės makrofagų-granuliocitų skaičiaus pakitimai po TP ir TN vakarinės 

imunizacijos, esant sumaţėjusiai melatonino koncentracijai. 

A. Pilvo ertmės monocitų, makrofagų ir granuliocitų identifikavimas tėkmės citometrijos metodu. 

B. Makrofagų, monocitų ir granulocitų skaičius (x10
6
) pilvo ertmėje. TN – nuo T ląstelių nepriklausomo 

antigeno imunizacija, TP – nuo T ląstelių priklausomo antigeno imunizacija. Atskiras rutuliukas ar 

trikampis nurodo ląstelių skaičių vienos pelės pilvo ertmėje.  Statistinis patikimumas tarp grupių buvo 

vertinamas pagal Mann-Whitney U testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp I ir II grupių pažymėti 

žvaigždutėmis: * p0,05, ** p0,005, *** p0,0005.  
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Apibendrinat gautus rezultatus galime teigti, kad melatonino sintezės 

slopinimas nesukelia drastiško ląstelių skaičiaus sumaţėjimo pagrindiniuose 

imuninės sistemos organuose: uţkrūčio liaukoje, limfmazgiuose, bluţnyje. Kita 

vertus, melatonino sintezės sumaţėjimas imunizuotose pelėse skatina leukocitų 

migraciją į uţdegimo vietą (pilvo ertmę). 

Mūsų rezultatai atitinka 2007 metais Markus ir kolegų iškelta hipotezę [282]: 

leukocitai migruoja į uţdegimo vietą (pilvo ertmę) dėl chemotaktinių medţiagų. 

Nakties metu pagamintas melatoninas slopina leukocitų riedėjimo ir sukibimo 

savybes ir, tokiu būdu, slopina leukocitų migravimą [152]. Melatonino gamybos 

sutrikimas, atsiradęs dėl pastovaus apšvietimo, pagerina leukocitų migravimą.  

 

4.5.1. Leukocitų migravimo į uţdegimo vietą priklausomybė nuo 

imunizacijos paros laiko 

Norint nustatyti leukocitų migravimo į uţdegimo vietą priklausomybę nuo 

imunizacijos paros laiko, pelės buvo suskirstytos į keturias grupes pagal 

apšvietimo sąlygas ir TNP-ovalbumino imunizacijos paros laiką. Dvi pelių grupės 

buvo laikomos pastoviame apšvietime (melatonino sintezė sutrikusi) bei 

imunizuojamos skirtingu paros metu – viena ryte, kita – vakare. Kitos dvi grupės 

gyveno esant natūraliam apšvietimui (melatonino sintezė normali) bei 

imunizuotos skirtingu paros metu – viena ryte, kita – vakare. Rezultatai pateikti 17 

paveiksle.  

Pelių grupėse, gyvenančiose pastovaus apšvietimo sąlygomis, skirtingas 

imunizacijos paros laikas neturėjo įtakos ląstelių skaičiui pilvo ertmėje. Priešingai, 

natūraliomis sąlygomis gyvenančioms pelėms leukocitų migravimas į uţdegimo 

vietą priklauso nuo imunizacijos paros laiko. Po vakarinės imunizacijos sumaţėjo 

makrofagų, monocitų, T, B2, B1a, B1b limfocitų skaičius pilvo ertmėje, lyginant 

su rytine imunizacija (17 pav.).  
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šviesa/

tamsa
šviesa

Imunizacija: vakaras                  rytas                     vakaras                 rytas

Granuliocitai (x106)

Monocitai (x106)

T ląstelės (x106) B ląstelės (x106)

B1b B ląstelės (x106)

Makrofagai (x106)

0.04

0.08

0.12

***

*
0.4

0.8

*

*

0.5

1.0

1.5 **

0.2

0.4

0.6

0.8

*

***

0.4

0.8
**

*** *

0.2

0.4

0.6
*** ***

B1a B ląstelės (x106)

0.2

0.4

0.6

*** ***

šviesa/

tamsa

šviesa/

tamsa

šviesa/

tamsa
šviesa šviesa šviesa

 
 

17 pav. Pilvo ertmės ląstelių skaičiaus pakitimai po TP antigeno rytinės ir vakarinės imunizacijos, 

esant sumaţėjusiai melatonino sintezei. 
Llimfocitų, makrofagų, monocitų ir granulocitų skaičius (x10

6
) pilvo ertmėje. TP – T priklausomo antigeno 

imunizacija. Atskiras rutuliukas ar trikampis nurodo ląstelių skaičių vienos pelės pilvo ertmėje. Statistinis 

patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Mann-Whitney U testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp 

grupių pažymėti žvaigždutėmis:* p0,05, ** p0,005, *** p0,0005.  
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Hayashi ir kolegos nustatė, kad C57BL/6J linijos pelių pilvo ertmės 

makrofaguose dienos metu padidėja MCP-1 ir jo receptoriaus CCR2 raiška RNR 

lygmenyje [283]. CCR2 ir MCP-1 dalyvauja antigeną pateikiančių ląstelių 

migravime į uţdegimo vietą [284]. Tai gali būti didesnės limfocitų, monocitų ir 

makrofagų migracijos po rytinės imunizacijos prieţastis. 

 

4.5.2. MT2 receptoriaus slopiklio 4P-PDOT įtaka leukocitų 

migravimui.  

Norint nustatyti MT2 receptoriaus vaidmenį melatonino reguliuojamam 

leukocitų migravimui, buvo naudotas selektyvus MT2 receptoriaus             

slopiklis – 4P-PDOT. Pelės buvo suskirstytos į dvi natūraliomis apšvietimo 

sąlygomis laikomos grupes. Pirmajai pelių grupei viso eksperimento laikotarpį 

kasdien 19-20 valandą buvo suleidţiamas melatonino MT2 receptoriaus 

selektyvus slopiklis 4P-PDOT, tuo tarpu antroji pelių grupė slopiklio negavo. 

Adaptacinis periodas prie slopiklio truko vieną savaitę. Pasibaigus adaptaciniam 

periodui, pelės buvo imunizuojamos TNP-ovalbuminu. Eksperimento rezultatai 

pateikti 18 paveiksle. Pelių grupei, kuriai kasdien buvo leidţiamas     4P-PDOT, 

nustatytas statistiškai patikimas makrofagų, monocitų, granuliocitų, T, B2, B1a ir 

B1b tipo limfocitų skaičiaus padidėjimas, lyginant su pelių, kurioms 4P-PDOT 

nebuvo leidţiamas. Galima teigti, kad melatoninas, veikdamas per MT2 

receptorių, slopina makrofagų, monocitų, granuliocitų, T ir B2 limfocitų 

migravimą į uţdegimo vietą. Šie duomenys patvirtina ankstesnius literatūroje 

skelbiamus teiginius, kad melatoninas, veikdamas per MT2 receptorių, silpnina 

leukocitų riedėjimo savybes (slopina leukocitų migravimą) [152]. 
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18 pav. MT2 receptoriaus slopiklio (4P-PDOT) įtaka leukocitų migravimui. 
Limfocitų, makrofagų, monocitų ir granuliocitų skaičius  (x10

6
) pilvo ertmėje. Vienai pelių grupei viso 

eksperimento laikotarpį kasdien 19-20 valandą buvo suleidžiamas melatonino MT2 receptoriaus selektyvus 

slopiklis – 4P-PDOT, antroji pelių grupė slopiklio negavo. Atskiras rutuliukas nurodo ląstelių skaičių 

vienos pelės pilvo ertmėje. Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Mann-Whitney U 

testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp I ir II grupių pažymėti žvaigždutėmis:      * p0,05, ** 

p0,005,*** p0,0005;  
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4.6. Melatonino gamybos sutrikimo poveikis granuliocitų 

migracijai  

Norint ištirti melatonino vaidmenį granuliocitų migracijos reguliacijoje, 

pelėms buvo atliekamos fMLP (N-formyl-MET-Leu-Phe) injekcijos į pilvo ertmę. 

fMLP receptorių aktyvavimas skatina granuliocitų chemotaksį [285]. Siekiant 

nustatyti optimalų granuliocitų migracijos į pilvo ertmę laiką, buvo parinkta 

optimali trukmė nuo fMLP injekcijos į pelių pilvo ertmę iki dekapitacijos. Gauti 

rezultatai parodė, kad didţiausia granuliocitų koncentracija pelių pilvo ertmėje 

buvo praėjus 4 valandoms po fMLP injekcijos. 

Siekiant kiekybiškai įvertinti melatonino poveikį granuliocitų migravimui, 

pelės, atsiţvelgiant į apšvietimo sąlygas, buvo suskirstytos į dvi grupes. Pirmosios 

grupės gyvūnai buvo laikomi normalaus apšvietimo sąlygomis (šviesa 

12val./tamsa 12 val.), antrosios - savaitę iki fMPL injekcijos laikyti esant 

pastoviam apšvietimui (šviesa 24 val.). Eksperimento metu fMLP injekcijos 

atliktos prieš tamsos periodo pradţią (20 val. vakaro) ir ryte (10 val. ryto). 

Rezultatai pateikti (19 pav.).  

 

 

 

 

19 pav. Pilvo ertmės granuliocitų skaičiaus pakitimai, esant sutrikusiai melatonino gamybai, po 

rytinės ir vakarinės fMLP injekcijos.  

Pelės buvo suskirstytos į dvi grupes po 8 vnt. atsižvelgiant į apšvietimo sąlygas. Norint sukelti 

granuliocitų migravimą pelėms buvo atliekamos fMLP injekcijos į pilvo ertmę. Atskiras rutuliukas 

nurodo granuliocitų skaičių vienos pelės pilvo ertmėje. Statistinis patikimumas tarp grupių buvo 

vertinamas pagal Mann Whitney testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp grupių pažymėti 

žvaigždutėmis: ** p0,005.  
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Pelių su sutrikusia melatonino gamyba, t.y. laikytų pastovaus apšvietimo 

sąlygomis, granuliocitų migravimas į pilvo ertmę po vakarinės fMLP injekcijos 

(kai melatonino koncentracija skirtinga abiejose grupėse) padidėja, lyginant su 

normalaus apšvietimo sąlygomis laikytų pelių granuliocitų migracija. Tuo tarpu 

po rytinės fMLP injekcijos (kai melatonino koncentracija vienoda abiejose 

grupėse) granuliocitų migravimo į pilvo ertmę skirtumo tiriamosiose pelių grupėse 

nebuvo aptikta. Remiantis šiais rezultatais, galime teigti, kad melatoninas slopina 

granuliocitų migraciją. 

4.6.1. Granuliocitų migracijos priklausomybė nuo fMLP injekcijos 

paros laiko 

Norint įvertinti melatonino vaidmenį reguliuojant granuliocitų migraciją 

esant natūraliai sumaţėjusiai melatonino koncentracijai, eksperimentinės pelės 

buvo suskirstytos į dvi natūraliomis apšvietimo sąlygomis gyvenusias grupes, 

kurioms fMLP injekcijos atliktos skirtingu paros metu. Pirmosios grupės 

gyvūnams fMLP injekcija buvo atlikta dienos metu – 12 val. (esant sumaţėjusiai 

melatonino koncentracijai), kitai – tamsos metu – 22 val. vakaro (prasidėjus 

melatonino gamybai). Rezultatai pateikti 20 paveiksle. 

Atliekant fMLP injekciją dieną (neprasidėjus melatonino gamybai ir esant 

natūraliai sumaţėjusiai melatonino koncentracijai), padidėja granuliocitų 

migravimas į pilvo ertmę, palyginus su pelių grupe, kuriai fMLP injekcija buvo 

daroma vakare (prasidėjus melatonino gamybai ir esant natūraliai padidėjusiai 

melatonino koncentracijai). 

Remiantis mūsų rezultatais, dirbtinai ar natūraliai sumaţėjus melatonino 

koncentracijai, padidėja granuliocitų migracija. Šio darbo rezultatai patvirtina 

ankstesnius literatūros duomenis, kuriuose teigiama, kad melatoninas neigiamai 

reguliuoja granuliocitų migraciją [228-232, 286].  

 

 



94 

  

 

 

20 pav. Pilvo ertmės granuliocitų skaičiaus pakitimai, esant natūraliai sumaţėjusiai melatonino 

koncentracijai.  

Pelės buvo suskirstytos į dvi grupes po 6 vnt. Pirmajai pelių grupei fMLP injekcija buvo atlikta dieną, 

antrajai -  naktį. Atskiras rutuliukas nurodo granuliocitų skaičių vienos pelės pilvo ertmėje. Statistinis 

patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Mann Whitney testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp 

grupių pažymėti žvaigždutėmis: * p0,05.  

 

4.6.2. Melatonino receptorių transkriptų raiška granuliocituose  

Literatūroje nėra duomenų apie melatonino receptorių raišką granuliocituose. 

Taip pat nėra duomenų apie receptorių raiškos priklausomybę nuo paros laiko ir 

melatonino koncentracijos. Norint tai išsiaiškinti, praėjus 3 valandoms po fMLP 

injekcijos, iš pelių pilvo ertmės buvo išgryninti granuliocitai ir, taikant tikrojo 

laiko polimerazinės grandininės reakcijos metodą bei naudojant savitus 

melatonino receptorių RNR pradmenis, nustatyta melatonino receptorių raiška 

RNR lygmenyje. 

Granuliocitai išgryninti iš pelių, laikytų skirtingomis apšvietimo sąlygomis. 

Taip pat iš pelių, laikytų skirtingomis apšvietimo sąlygomis ir kurioms kartu su 

fMLP buvo leidţiamas melatoninas (5 mg/kg). Rezultatai pateikti 21 paveiksle. 

MT1 ir MT2 receptorių transkriptai aptikti tik pastovaus apšvietimo 

sąlygomis laikytų pelių granuliocituose. Papildomai suleistas melatoninas 

membraninių receptorių raiškos pastovaus apšvietimo sąlygomis laikytų pelių 

granuliocituose neslopino, bet skatino MT1 receptoriaus transkripto raišką 

natūralaus apšvietimo sąlygomis laikytų pelių granuliocituose. 
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21 pav. Melatonino receptorių raiška granuliocituose. 
Granuliocitai išgryninti naktį, praėjus 3 valandoms po fMLP injekcijos. „ŠT“ - pelės laikytos natūralaus 

apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa). „ŠŠ“ - pelės laikytos pastovaus apšvietimo sąlygomis 

(24 val. šviesa). „ŠT“+mel. - pelės laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12 val. šviesa/12 val. tamsa), 

kartu su fMLP buvo leidžiamas melatoninas (5 mg/kg).  „ŠŠ“+mel. - pelės laikytos pastovaus apšvietimo 

sąlygomis (24 val. šviesa), kartu su fMLP buvo leidžiamas melatoninas (5 mg/kg).  A. Agarozės gelio 

nuotrauka po 40 PGR ciklų. B. Kiekybinė  MT3/CR2 receptorių raiškos analizė. Santykinė raiška buvo 

nustatyta pagal K.J.Livak ir T.D.Schmittgen aprašytą metodiką [274].  

 

MT3/CR2 receptoriaus transkripcija nustatyta visų pelių grupių 

granuliocituose. MT3/HR2R genų raiška nepriklauso nuo apšvietimo sąlygų, bet 

papildomos melatonino injekcijos skatino šių genų transkripcijos padidėjimą  

(21B pav.). 

RORαR transkripcija buvo aptikta visose pelių grupėse. Šių genų raiška 

nepriklauso nuo apšvietimo sąlygų ar papildomų melatonino injekcijų. 

RORβR raiška vyko tik pelių grupėse, kurioms buvo papildomai leistas 

melatoninas. Papildomos melatonino injekcijos skatino RORβ receptoriaus raišką. 

RORγR transkripcija nustatyta visose pelių grupėse. Šių genų raiška 

nepriklauso nuo apšvietimo sąlygų ir papildomų melatonino injekcijų. 

Apibendrinant galime teigti, kad granuliocituose aptiktos visos tirtosios 

melatonino receptorių grupės. Membraninių receptorių transkriptų raiška vyksta 
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tik pelių, laikomų pastovaus apšvietimo sąlygomis granuliocituose. Papildomos 

melatonino injekcijos skatino MT1 receptoriaus raišką natūralaus apšvietimo 

sąlygomis laikytų pelių granuliocituose, RORβ receptoriaus ekspresiją ir 

MT3/CR2 receptorių raiškos padidėjimą. 

 

4.6.3. MT2 receptoriaus vaidmuo melatoninui reguliuojant 

granuliocitų migravimą 

Norint nustatyti MT2 receptoriaus vaidmenį melatonino reguliuojamame 

granuliocitų migravime, buvo naudotas selektyvus MT2 receptoriaus slopiklis – 

4P-PDOT. Eksperimento metu pelės gyveno natūralaus apšvietimo sąlygomis. 

Pirmajai pelių grupei 4P-PDOT (0,25 mg/kg) buvo suleistas likus 3 valandoms iki 

fMLP injekcijos, antrajai pelių grupei 4P-PDOT leidţiamas nebuvo. fMLP 

injekcijos buvo atliktos prasidėjus tamsos periodui (kai prasideda melatonino 

gamybai) – 20 val. vakaro. Rezultatai pateikti 22 paveiksle. 

Pelių grupėje, kuriai buvo suleistas 4P-PDOT, granuliocitų skaičius pilvo 

ertmėje buvo statistiškai patikimai padidėjęs, palyginus su pelių grupe, kuriai 

buvo suleistas tik fMLP. Šio darbo metu buvo nustatyta, kad melatoninas, 

veikdamas per MT2 receptorių, slopina granuliocitų migravimą. Iki šiol 

literatūroje buvo skelbiama tik apie tai, kad melatoninas, veikdamas per MT2 

receptorių, silpnina leukocitų riedėjimo savybes ir, tokiu būdu, slopina leukocitų 

migravimą [152]. Tuo tarpu duomenų, kad melatoninas slopina granuliocitų 

migravimą, veikdamas per MT2 receptorių, mokslinėje spaudoje iki šiol nebuvo 

pateikta. 
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22 pav. MT2 receptoriaus slopiklio (4P-PDOT) įtaka granuliocitų migracijai. 

Pelės suskirstytos į dvi grupes po 7 vnt. ir laikytos natūralaus apšvietimo sąlygomis. Eksperimento metu 

naudotas melatonino MT2 receptoriaus slopiklis – 4P-PDOT, kuris pirmajai pelių grupei buvo leidžiamas 

3 val. prieš fMLP injekciją, antrajai pelių grupei 4P-PDOT nebuvo leidžiamas. Vienas rutuliukas – 

granuliocitų skaičius vienos pelės pilvo ertmeje. Statistinis reikšmingumas tarp grupių buvo vertinamas 

pagal Mann Whitney testą. Statistiškai patikimi skirtumai tarp I ir II grupių pažymėti žvaigždutėmis:          

* p0,05.  

 

4.6.4. CD18 molekulių raiškos granuliocituose priklausomybė nuo 

paros laiko ir melatonino gamybos ciklo 

ICAM-1 – tarpląstelinio sukibimo molekulė, aptinkama ant endotelinių 

ląstelių paviršiaus. Manoma, kad ICAM molekulių grupė – pagrindinės sukibimo 

molekulės, dalyvaujančios leukocitams patenkant į uţdegimo vietą. ICAM 

sąveikauja kaip ligandas su LFA-1 molekule, esančia ant leukocitų paviršiaus 

[287]. LFA-1 – heterodimerinis integrinas, sudarytas iš αL ir β2 subvienetų (arba 

CD11, CD18 molekulių) [288]. Šio darbo metu buvo tiriama CD18 molekulių 

raiškos ant granuliocitų paviršiaus priklausomybė nuo paros laiko ir melatonino 

gamybos sutrikimo. Rezultatai pateikti 23 paveiksle. 

Maţiausia CD18 molekulių raiška nustatyta natūralaus apšvietimo sąlygomis 

laikytų pelių granuliocituose, kurie buvo išgryninti naktį (esant didţiausiai 

melatonino koncentracijai). Statistiškai patikimai padidėjusi CD18 molekulių 

raiška buvo natūralaus apšvietimo sąlygomis laikytų pelių granuliocituose, kurie 

išgryninti dieną (esant sumaţėjusiai melatonino koncentracijai). Pelių, laikytų 
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pastovaus apšvietimo sąlygomis (esant sutrikusiai melatonino gamybai), 

granuliocituose aptikta didţiausia CD18 molekulių raiška, nepriklausomai nuo 

ląstelių gryninimo paros laiko. 

 

 

23 pav. CD18 molekulių raiška granuliocitų paviršiuje.  

CD18 molekulės fluorescencijos intensyvumas granuliocitų paviršiuje. Pelės buvo suskirstytos į 4 grupes 

atsižvelgiant į  apšvietimo sąlygas ir kraujo ėmimo paros laiką. „ŠT“ diena – pelės laikytos natūraliomis 

apšvietimo sąlygomis, kraujas imtas dienos metu, „ŠT“ naktis – pelės laikytos natūraliomis apšvietimo 

sąlygomis, kraujas imtas nakties metu,. „ŠŠ“ diena - pelės laikytos esant pastoviam apšvietimui, kraujas 

imtas dienos metu, „ŠŠ“ naktis - pelės laikytos esant pastoviam apšvietimui, kraujas imtas nakties metu. 

Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Mann Whitney testą. Statistiškai patikimi 

skirtumai tarp grupių pažymėti žvaigždutėmis:* p0,05, ** p0,005,*** p0,0005.  

 

Apibendrinant gautus rezultatus, galime teigti, kad CD18 molekulių raiška 

BALB/c linijos pelių granuliocituose priklauso nuo paros laiko ir melatonino 

koncentracijos organizme. Esant sutrikusiai melatonino gamybai, granuliocituose 

padidėja CD18 molekulių kiekis. Remiantis šio eksperimento rezultatais, galima 

teigti, kad melatoninas slopina CD18 molekulių raišką granuliocitų paviršiuje. 

Šio darbo metu gauti rezultatai yra svarbūs patvirtinant/paneigiant šiuo metu 

literatūroje skelbiamus prieštaringus duomenis apie melatonino poveikį CD18 

molekulių raiškai. Iš vienos pusės, mūsų darbo duomenys patvirtina Cheno ir 

kolegų rezultatus, kurie rodo, kad melatoninas slopina CD18 molekulių ekspresiją 

sunkia ir lengva ūminio pankreatito forma sergančių pacientų granuliocituose 
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[289]. Kita vertus, gauti rezultatai paneigia Lotufo ir kolegų teiginius, kad Wistar 

linijos ţiurkių granuliocitų kultivavimas su melatoninų neturi įtakos CD18 

molekulių raiškai esant leukotrieno B4 ir fMPL stimuliacijai [235].  

4.6.5. Melatonino poveikis granuliocitų sukibimo savybėms 

Nustačius, kad CD18 molekulių raiška BALB/c linijos pelių granuliocituose 

yra padidėjusi esant sutrikusiai melatonino gamybai, iškelta hipotezė, kad 

melatoninas slopina sukibimo molekulių raišką granuliocituose. Norint patvirtinti 

šį teiginį, buvo pritaikytas sukibimo metodas. Norint ištirti, per kokius receptorius 

melatoninas gali moduliuoti granuliocitų sukibimo savybes, eksperimentuose 

naudotas melatoninas bei jo receptorių slopikliai ir aktyvatoriai: MT1 ir MT2 

receptorių slopiklis lizindolas (10 μM), MT2 receptoriaus slopiklis 4P-PDOT       

(1 μM), MT3/CR2 receptoriaus slopiklis prazosino hidrochloridas (10 μM), 

MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorius GR135531 (0,1, 10, 10000 nM), RORα 

receptoriaus aktyvatorius CGP 52608 (10 μM). Melatonino ir jo receptorių 

poveikis granuliocitų sukibimo molekulių raiškai buvo įvertintas remiantis prie 

ICAM-1 molekulių prikibusių granuliocitų skaičiumi. Darbo rezultatai pateikti 24 

paveiksle.  

Atlikus prikibusių prie ICAM-1 granuliocitų skaičiaus analizę, nustatyta, kad 

melatoninas, kaip ir MT3/CR2 receptoriaus aktyvatorius GR135531, slopino 

granuliocitų sukibimo savybes. Tuo tarpu RORa receptoriaus aktyvatorius CGP 

52608 granuliocitų sukibimo savybėms poveikio neturėjo.  

Siekiant nustatyti, per kuriuos granuliocitų receptorius melatoninas slopina 

granuliocitų sukibimą, blokuoti skirtingi granuliocitų receptoriai. Prazosino 

hidrochloridu uţblokavus MT3/CR2 receptorių, melatoninas granuliocitų 

sukibimo savybių nebeslopino. Tuo tarpu  lizindolu uţblokavus MT1 ir MT2 

receptorius, melatoninas vis tiek slopino granuliocitų sukibimą. Remiantis šiais 

rezultatais, galima teigti, kad melatoninas slopina granuliocitų sukibimo savybes 

veikdamas per MT3/CR2 receptorių. 
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Šio darbo rezultatai yra svarbūs nustatant melatonino poveikį granuliocitų 

migravimui, kadangi iki šiol literatūroje buvo skelbiama tik apie tai, kad 

melatoninas, veikdamas per endotelio ląsteles, slopina sukibimo molekulių raišką 

endotelio ląstelėse ir jų sukibimo savybes [237]. Taip pat nustatyta, kad 

melatoninas, veikdamas per MT3/CR2 receptorių, slopina leukocitų sukibimo 

savybes [152]. Tuo tarpu duomenų, kad melatoninas slopina granuliocitų 

sukibimo savybes, mokslinėje spaudoje iki šiol nebuvo pateikta. 

24 pav. Melatonino poveikis granuliocitų sukibimui su ICAM-1 molekulėmis veikiant per MT3/CR2 

receptorių.  

Pelės buvo laikomos natūralaus apšvietimo sąlygomis (12val. tamsa/12 val. šviesa). Granuliocitų 

sukibimas su ICAM-1 molekule  tirtas be melatonino (balti stulpeliai) ir pridėjus melatonino (juodi 

stulpeliai). 

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

savybėms.  

B. MT1 ir MT2 receptorių slopiklio luzindolo, MT2 receptoriaus slopiklio 4P-PDOT bei RORα 

aktyvatoriaus CGP 52608  poveikis granuliocitų sukibimo savybėms.  

Statistinis patikimumas tarp grupių buvo vertinamas pagal Studento T testą. Statistiškai patikimi skirtumai 

pažymėti žvaigždutėmis:* p0,05, ** p0,005, *** p0,0005;  
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Apibendrinant rezultatus, buvo nustatyta, kad melatoninas, moduliuojant 

granuliocitų migraciją, veikia per pačius granuliocitus. Jis skatina MT3/CR2 

receptoriaus raišką granuliocituose ir, veikdamas per MT3/CR2 receptorių, slopina 

granuliocitų sukibimo savybes. Šiuos teiginius patvirtina duomenys, kad dieną 

(esant sumaţėjusiai melatonino koncentracijai) arba laikant peles pastovaus 

apšvietimo sąlygomis (esant sutrikusiai melatonino gamybai), padidėja CD18 

molekulių raiška granuliocituose. 

4.7. Rezultatų apibendrinimas 

Remiantis literatūros duomenimis, melatonino gamyba skirtingose pelių 

linijose (C57BL/6J, BALB/c, AKR/J, CBA, C57BL/6) priklauso nuo cirkadinių 

ritmų ir didţiausia melatonino koncentracija kraujo serume nustatoma tamsos 

fazės viduryje [290, 291]. Tiriant melatonino trūkumo poveikį BALB/c linijos 

pelių imuninei sistemai, pirmiausiai buvo nustatytas pastovaus apšvietimo 

poveikis melatonino sintezei. Naktį, kai įprastai prasideda melatonino gamyba, 

esant šviesai pasireiškė melatonino sintezės slopinimas. Pelių, gyvenančių 

pastovaus apšvietimo sąlygomis, tiriamo hormono koncentracija kraujo serume 

buvo 2-3 kartus maţesnė nei pelių, gyvenančių natūralaus apšvietimo sąlygomis. 

Mūsų rezultatai patvirtino ankstesnius literatūros duomenis, kad šviesa nakties 

metu slopina melatonino gamybą [2]. Sekančiuose tyrimuose, taikant pastovaus 

apšvietimo metodą ir, tokiu būdu slopinant melatonino gamybą, buvo ištirtas 

melatonino poveikis BALB/c linijos pelių imuninei sistemai. 

Kadangi antikūnų produkcija gali būti nuo T limfocitų priklausoma ir 

nepriklausoma, siekiant nustatyti melatonino poveikį antikūnų gamybai, 

imunizacijai naudoti skirtingi antigenai. Nuo T ląstelių nepriklausomai antikūnų 

produkcijai tirti BALB/c linijos pelės buvo imunizuotos nuo T ląstelių 

nepriklausomais antigenais – TNP-fikoliu ir TNP-LPS. Šie antigenai stimuliuoja 

tik B ląsteles ir skatina antikūnų sintezę, tačiau TNP-fikolis ir TNP-LPS 
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nestimuliuoja T ląstelių, todėl šios ląstelės neturi įtakos B ląstelių funkcijoms. 

Remiantis literatūros duomenimis, melatoninas neturi poveikio BALB/c linijos 

pelių B limfocitų proliferacijai ir antikūnų (IgM, IgA, IgG2a, IgG3) gamybai 

nesant ir esant LPS stimuliacijai [255]. Atlikus eksperimentus, nustatyti priešingi 

rezultatai – melatonino trūkumas stimuliuoja nuo T ląstelių nepriklausomą 

antikūnų produkciją. Kita vertus, laikant peles pastovaus apšvietimo sąlygomis, 

bet kas vakarą leidţiant melatoniną, antikūnų kiekis buvo panašus į kontrolinės 

grupės (pelės, gyvenančios 12 val. šviesos ir 12 val. tamsos sąlygomis). Remiantis 

šiais rezultatais, galime teigti, kad melatoninas slopina nuo T ląstelių 

nepriklausomą antikūnų produkciją. Mūsų tyrimų metu pirmą kartą įrodyta, kad 

melatoninas tiesiogiai (nedalyvaujant T ląstelėms) gali veikti B ląstelių 

aktyvinimą ir antikūnų sekreciją. 

T naivieji limfocitai pagalbininkai (TH0) po kontakto su antigenu gali 

diferencijuotis į tris populiacijas: TH1, TH2 ir TH17. Jie skiriasi gaminamais 

citokinais. TH1 išskiria IFNγ, IL-2, TNFα ir skatina ląstelinį imunitetą, TH2 

ląstelės išskiria IL-4, IL-1, IL-6, IL-10 citokinus ir aktyvina B limfocitus, kurie 

virsta antikūnus gaminančiomis ląstelėmis. Priklausomai nuo to, kurių T ląstelių 

yra daugiau (TH1 ar TH2), gali būti modifikuojami produkuojamų antikūnų 

izotipai. TH1 ląstelės stimuliuoja izotipų persijungimą į IgG2a, o TH2 ląstelės – į 

IgG1 izotipą. Tiek TH1, tiek TH2 lemia IgM ir IgG3 antikūnų susidarymą [278, 

279]. Literatūros duomenimis, melatoninas moduliuoja nuo T ląstelių priklausomą 

pelių antikūnų gamybą, stimuliuodamas TH0 limfocitus diferencijuotis į TH2 

populiaciją [255, 265, 267, 268]. Hormonas TH0 limfocituose skatina IL-4 ir IL-10 

citokinų produkciją ir slopina IL-2 ir IFNγ gamybą. Tokiu būdu melatoninas 

stimuliuoja IgG1 ir slopina IgG2a gamybą [266, 267]. Šiame darbe atliktų 

eksperimentų rezultatai taip pat rodo, kad, trūkstant melatonino, padidėja IgM, 

IgG2a ir IgG3 antikūnų kiekiai bei sumaţėja IgG1 izotipo antikūnų kiekis. Mūsų 
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rezultatai patvirtino literatūros duomenis, kad melatoninas skatina pelių TH0 

limfocitus diferencijuotis į TH2 populiaciją.  

Iki šiol literatūroje nebuvo skelbiama duomenų, apie tai, per kurias ląsteles ir 

jų receptorius melatoninas reguliuoja nuo T ląstelių priklausomą pelių antikūnų 

gamybą. Šiame darbe atlikti in vivo ir in vitro eksperimentai, kuriuose naudotas 

MT2 receptoriaus slopiklis, parodė, kad melatoninas reguliuoja nuo T ląstelių 

priklausomą antikūnų gamybą veikdamas per MT2 receptorių. Atlikus tikrojo 

laiko PGR, bluţnies B limfocituose nustatyta ţymiai intensyvesnė melatonino 

membraninių receptorių transkriptų raiška, lyginant su limfinių mazgų TH0 

limfocitais. Taip pat nustatyta, kad bluţnies B limfocituose membraninių 

receptorių transkriptų raiška priklauso nuo paros laiko – vyksta tik nakties metu. 

Dėl pastovaus apšvietimo sutrikus melatonino gamybai, MT1 ir MT2 receptorių 

raiška nakties metu nevyksta, tačiau papildomos melatonino injekcijos atstato 

bluţnies B limfocituose melatonino membraninių receptorių raišką. Apibendrinant 

visus rezultatus, galime teigti, kad šio darbo metu pirmą kartą buvo įrodyta, kad 

melatoninas, veikdamas per bluţnies B limfocitų MT2 receptorių, moduliuoja nuo 

T ląstelių priklausomą antikūnų gamybą. Dėl pastovaus apšvietimo sutrikus 

melatonino gamybai, sutrinka ir MT2 receptoriaus ekspresija B limfocituose, 

statistiškai patikimai sumaţėja IgG1 ir padidėja IgG2a antikūnų kiekis. Kita 

vertus, papildomos melatonino injekcijos atstato MT2 receptoriaus ekspresiją 

bluţnies B limfocituose, statistiškai patikimai padidina IgG1 ir sumaţina IgG2a 

antikūnų kiekį.  

Tiriant antikūnų produkcijos priklausomybę nuo imunizacijos paros laiko 

(cirkadinių ritmų) buvo nustatyta, kad, atlikus vakarinę (prasidėjus melatonino 

gamybai) imunizaciją, aptiktas statistiškai patikimas visų tirtų antikūnų izotipų 

(IgM, IgG2a, IgG3, IgG1) koncentracijos padidėjimas, lyginant su rytinės 

imunizacijos rezultatais. Šio tyrimo rezultatai pirmą kartą parodė, kad antikūnų 

produkcija priklauso nuo imunizacijos paros laiko. Didesnė melatonino 
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koncentracija imunizacijos metu turėjo teigiamą poveikį antikūnų produkcijai. 

Remiantis literatūros duomenimis, melatoninas pagerino antikūnų produkciją, 

atlikus oţkų vakcinavimą prieš Dichelobacter nodosus [292] ir Clostridium 

perfringens [293]. Ar galima taikyti melatoniną kaip adjuvantą vakcinavimo 

metu? Remiantis mūsų ir kitų mokslininkų rezultatais, melatoninas teigiamai 

veikia antikūnų produkciją atliekant gyvūnų (pelių, oţkų) imunizaciją. Tačiau 

nėra ţinomas jo poveikis antikūnų produkcijai ţmogaus organizme ir norint tai 

nustatyti, reikalingi papildomi tyrimai. 

Literatūros duomenimis, pašalinus pagrindinį melatonino gamybos organą – 

kankorėţinę liauką, gyvūnams sumaţėja imuninės sistemų organų masė. Sumaţėja 

ţiurkėnų bluţnies masė [16], pelių uţkrūčio liaukos masė [197, 198], ţiurkių 

bluţnies ir uţkrūčio liaukos masė [199]. Tyrinėjant melatonino poveikį BALB/c 

linijos pelių leukocitų migravimui mes nustatėme, kad melatonino sintezės 

slopinimas nesukelia statistiškai patikimo ląstelių skaičiaus sumaţėjimo imuninės 

sistemos organuose: uţkrūčio liaukoje, limfmazgiuose, bluţnyje. Kita vertus, 

melatonino sintezės sumaţėjimas skatina leukocitų migraciją į uţdegimo vietą 

(pilvo ertmę), bet laikant peles pastovaus apšvietimo sąlygomis ir kas vakarą 

leidţiant melatoniną, leukocitų skaičius buvo panašus į kontrolinės grupės (pelės, 

gyvenančios 12 val. šviesos ir 12 val. tamsos sąlygomis). Remiantis šiais 

rezultatais, galime teigti, kad melatoninas slopina leukocitų migraciją į uţdegimo 

vietą.  

Ţmonių ir grauţikų imuninės sistemos komponentų (ląstelių, citokinų) 

skaičius kraujyje priklauso nuo cirkadinių ritmų (paros laiko). Ţmonių T (TH0, TC, 

T atminties) ir B limfocitų didţiausias skaičius būna naktį [294, 295]. Priešingai, 

įgimto imuninio atsako ląstelių (granuliocitų, monocitų, NK ląstelių) pikas būna 

dieną [296-298]. Grauţikų (pelių, ţiurkių) kraujyje beveik visų leukocitų 

populiacijų (limfocitų, granuliocitų, monocitų) pikas būna dienos metu [222, 299-

301]. Išimtį sudaro NK ląstelės, kurių pikas būna naktį [299]. Tyrinėjant leukocitų 
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migracijos priklausomybę nuo paros laiko, mes nustatėme, kad daugiau leukocitų 

migruoja imunizuojant peles ryte, lyginant su vakarine imunizacija (prasidėjus 

melatonino gamybai). Didesnė melatonino koncentracija imunizacijos metu 

slopina leukocitų migravimą į uţdegimo vietą. Remiantis literatūros duomenimis, 

melatoninas gali reguliuoti leukocitų migravimą į uţdegimo vietą keturiais būdais. 

Veikiant per leukocitus, slopina leukocitų riedėjimo ir sukibimo savybes [152]. 

Veikiant per endotelio ląsteles, slopina sukibimo molekulių (PECAM, ICAM1) 

raišką [237, 238]. Uţdegimo metu slopina padidėjusį kraujagyslių pralaidumą 

[235]. Ţmogaus monocituose, kaip ir ţmogaus, pelių ir RAW 264.7 linijos 

makrofaguose, melatoninas slopina pagrindinio uţdegimą skatinančio citokino 

TNFα gamybą ir, tokiu būdu, veikia kaip priešuţdegiminė medţiaga [247-251]. 

Vykdant tolimesnius tyrimus, buvo nustatyta, kad melatoninas slopina leukocitų 

migraciją veikdamas per MT2 receptorių. Šie duomenys patvirtina ankstesnius 

literatūroje skelbiamus teiginius, kad melatoninas, veikdamas per MT2 receptorių, 

silpnina leukocitų riedėjimo savybes, ir tokiu būdu, maţina leukocitų migravimą 

[152]. 

Remiantis mūsų rezultatais, dirbtinai ar natūraliai sumaţėjus melatonino 

koncentracijai, padidėja fMLP indukuota granuliocitų migracija. Šio darbo 

rezultatai patvirtina ankstesnius literatūros duomenis, kuriuose teigiama, kad 

melatoninas neigiamai reguliuoja granuliocitų migraciją. Ţiurkėms                      

α-naftilisotiocianatais sukėlus kepenų paţeidimus, melatoninas susilpnino 

granuliocitų infiltraciją į kepenis [228]. Ţiurkėms zymozan preparatu sukėlus 

nesepsinį šoką, melatoninas susilpnino granuliocitų infiltraciją į plaučius, 

plonąsias ţarnas ir kepenis [286]. Ţiurkėms aklosios ţarnos perrišimu ir 

pradūrimu sukėlus sepsinį šoką, melatoninas sumaţino granuliocitų infiltraciją į 

plaučius ir kepenis [229]. Ţiurkėms suţalojus nugaros smegenis, melatoninas 

sumaţino granuliocitų infiltraciją į nugaros smegenų audinius [231]. Ţiurkėms ir 
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pelėms bleomicinu sukėlus plaučių paţaidas, melatoninas slopino granuliocitų 

infiltraciją į plaučius [230, 232].   

Literatūros duomenimis, melatoninas, veikdamas per endotelio ląsteles, slopina 

sukibimo molekulių raišką endotelio ląstelėse ir jų sukibimo savybes [237]. Taip 

pat nustatyta, kad melatoninas, veikdamas per MT3/CR2 receptorių, slopina 

leukocitų sukibimo savybes [152]. Tuo tarpu duomenų, kad melatoninas 

susilpnintų granuliocitų sukibimo savybes, mokslinėje spaudoje iki šiol nebuvo 

pateikta. Mūsų tyrimų metu pirmą kartą įrodyta, kad melatoninas slopina 

granuliocitų migraciją, veikdamas per granuliocitus. Hormonas skatina MT3/CR2 

receptoriaus raišką granuliocituose ir, veikdamas per MT3/CR2 receptorių, 

silpnina granuliocitų sukibimo savybes, tokiu būdu maţindamas jų migraciją.  

Disertacijos darbe buvo taikytas pastovaus apšvietimo metodas modelinėje 

pelių sistemoje. Taip siekta atkurti pamaininio darbo sąlygas ir ištirti galimą 

melatonino trūkumo poveikį ţmonių, dirbančių pamaininį darbą, imuninei 

sistemai. Gauti rezultatai rodo, kad laikant peles pastovaus apšvietimo sąlygomis, 

sutrinka jų imuninės sistemos homeostazė: antikūnų gamyba, leukocitų, 

granuliocitų migravimas. Dirbant pamaininį darbą reikėtų atkreipti dėmesį į jo 

poveikį imuninei sistemai ir įvertinti galimus sveikatos sutrikimus.  
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5. IŠVADOS 

1. Melatoninas moduliuoja nuo T ląstelių priklausomą antikūnų produkciją per 

bluţnies ląstelių MT2 receptorių. Kai melatonino sintezė yra sutrikusi - IgM, 

IgG2a, IgG2b ir IgG3 izotipų antikūnų kiekis padidėja, o IgG1 izotipo 

antikūnų kiekis sumaţėja.  

2. Melatoninas slopina nuo T ląstelių nepriklausomą antikūnų produkciją. Kai 

melatonino sintezė yra sutrikusi, padidėja visų izotipų (IgM, IgG1, IgG2a, 

IgG2b ir IgG3) antikūnų kiekiai.  

3. Pagaminti monokloniniai antikūnai prieš pelių MT1 ir MT2 receptorius. 

Naudojant šiuos monokloninius antikūnus, bluţnies B limfocituose nustatyta 

MT2 melatonino receptoriaus raiška. 

4. Melatoninas slopina leukocitų migravimą į uţdegimo vietą, veikdamas per 

MT2 receptorių.   

5. Melatoninas slopina fMLP indukuotą granuliocitų migravimą, veikdamas per 

MT2 ir MT3/CR2 receptorius. 
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mokslinių darbų konkursas―. Darbas „Cirkadiniai ritmai ir melatoninas reguliuoja 
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3. 2011 m. Ketvirtoji nacionalinė doktorantų mokslinė konferencija „Mokslas 
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132 

  

 

specialiu įmonės „Thermo Fisher Scientific― prizu, taip pat pranešimų sekcijoje 

„Pulmonologija ir alergologija― apdavanotas pirma vieta. 
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skaitytas pranešimas „Melatoninas – biologinis reguliatorius―. 
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