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Abstrakt

Melatonin je hormon, ktery u savcl plni pfedev§im roli v regulaci cirkadiannich rytma.
Nezéavisle na epifyze je syntetizovan i ve stfevech, kde mulize interagovat se stfevnim
mikrobiomem a podilet se tak na velkém mnozstvi riznorodych funkci. Cilem prace je popsat
roli melatoninu a shrnout jeho funkce u jednotlivych organismt, pficemz je nasledn¢ zamérena
na popis pfedevsim u savcl. Prace se zamétuje na vysvétleni prokazanych u€inkli melatoninu
v savéim stievé, jeho moznych interakci se stfevnim mikrobiomem a celkovy vliv na

homeostazu stfevniho prostredi.
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Abstract

Melatonin is a hormone that primarily functions in regulating circadian rhythms in mammals.
Independently of the pineal gland, it is also synthesized in the intestines, where it can interact
with the gut microbiome and thus contribute to a wide variety of diverse functions. The aim of
this paper is to describe the role of melatonin and summarize its functions across different
organisms, with a particular focus on mammals. The work concentrates on explaining the
proven effects of melatonin in the mammalian gut, its potential interactions with the gut

microbiome, and the overall impact on the homeostasis of the intestinal environment.
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Seznam pouzitych zkratek

5-HT — 5-hydroxytryptofan

AADC — aromaticka L-aminokyselinova dekarboxylaza
AANAT - aralkylamin N-acetyltransferaza

AFMK — N-acetyl-N-formyl-5-Methoxykynuramin
AMPK — AMP aktivovana proteinkindza

ASMT - N-acetylserotonin-O-methyltransferaza
ATP — adenosintrifosfat

BSH — hydrolaza zluovych soli

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

c¢GMP - cyklicky guanosinmonofosfat

CRE — cAMP response element

CREB — cAMP response element-binding protein
DAG — 1,2-diacylglycerol

DCA — kyselina deoxycholova

DMPO - 5,5-dimethylprolin N-oxid

DSS — dextrat sulfatu sodného

ESPS — excita¢ni postsynapticky potencial

FXR - farnesoid-X receptor

GSH - glutathion

GSSG - glutathion disulfid

GSR - glutathion reduktaza

GPx — glutathion peroxidaza

HIOMT - hydroxyindol-O-methyltransferaza
HMG-CoA — 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-koenzym A
IBD — idiopatické stfevni choroby

IBS — syndrom drazdivého tra¢niku

ICER — inducibilni cAMP ¢asny represor

IDO-1 — indolamin 2,3-dioxygenaza-1

IFN-y — interferon y

IkB — inhibitor kappa B

1L-1p,1,2,6,8,10,12,17 — interleukin 1§,1,2,6,8,10,12,17

IML — mediolateralni sloupec michy



IP; — inositol-1,4,5-trifosfat

LCA — kyselina lithocholova

LKBI1 — jaterni kindza B1

LPO - lipidovy peroxid

LPS — lipopolysacharid

MHC II — hlavni histonkompatibilni komplex II
NAS — N-acetylserotonin

NEC — nekrotizujici enterokolitida

NF-kB — jaderny transkripéni faktor kappa B
Nrf2 — NFE2-related factor 2

OMY - vngj$i membranové vezikuly
OST-a,f — ptenasec¢ organickych latek o, B
PGE, — prostaglandin E,

PIP2 — fosfatidylinositol-4,5-bifosfat

PKA — proteinkinaza A

PKC — proteinkinaza C

PLC — fosfolipaza C

PVN — paraventrikularni jadro

PTTH - prothoracikotropni hormon

QR2 — chinon reduktaza 2

RHT - retinohypotalamicky trakt
ROR/RZR — jaderny retinoidni sirotéi receptor
ROS — reaktivni kyslikové formy

SCFA — kratké mastné kyseliny

SCG — horni cervikalni ganglium

SCN - suprachiasmatické jadro

SDS — dodecylsiran sodny

SIRT1 — Sirtuin 1

SNAT - serotonin N-acetyltransferaza
SOD - superoxid dismutiza

TLR - toll-like receptor

TNF-a — tumor necrosis factor o



1. Uvod

Melatonin je lipofilni molekula, které je obecné zndma jako hormon spanku. Je produkovan
epifyzou predevsim v noci a hraje diilezitou roli v regulaci biologickych rytmi, zejména
cirkadiannich rytmt nejen u savct, ale napiiklad i u bezobratlych ¢i ryb (Yamano et al.,
2001; Masuda et al.,, 2003). Krom¢ epifyzy je melatonin nezavisle produkovan i
v gastrointestinalnim traktu, kde mize zastavat velké mnozZstvi funkci a ovliviiovat mnoho

procesti.

Stievni mikrobiom pfispiva ke spravné homeostaze stieva a je sloZzen ze zastupct prokaryot,
eukaryot, archei 1 vird.. Jeho pfitomnost zajiStuje spravnou funkci stfeva a jeho dysbioza
muze vést nejen k zazivacim poruchdm, ale naptiklad az k depresim. Diky tomu, Ze je
melatonin v gastrointestindlnim traktu pfitomen, a dokonce pfimo syntetizovan, se nabizi
moznost jeho interakce se stfevnim mikrobiomem a jejich vzajemné ovliviiovani.

Cilem této prace je popsani vztahu melatoninu a stfeva a zaméfeni se na mechanismy,
kterymi melatonin ovliviiuje rizné stfevni funkce. Také popisuje ucinky, které jeho podani
vykazuje. V posledni c¢asti se zaméfuje na popsani vztahu melatoninu a stfevniho
mikrobiomu, jejich vzdjemnou provazanost a interakci a ovlivnéni urcitych funkci stfevniho

mikrobiomu.



2. Melatonin jako konzervovana molekula

Plvodni role melatoninu byla jako antioxidant (Hardeland et al., 1995; Zhang et Zhang, 2014).
Kdyz doslo zhruba pied 2,4 miliardami let k prvnimu velkému nahromadéni kysliku (O,)
v atmosféfe (Lyons et al., 2014), byly jednoduché organismy, které¢ byly zvyklé existovat
v praatmosféie, kterou tvorily hlavné prvky jako vodik (H,), oxid uhlicity (CO,), oxid uhelnaty
(CO), sirovodik (H,S), methan (CH,) a dalsi sope¢né plyny, nucené vyvinout nové systémy,
diky kterym by v atmosféte s kyslikem ptezily. Této udalosti se také fika Velkd kyslikova

katastrofa (Holland, 2002), a byl to pocatek upln€ nové éry vyvoje organismil na Zemi.

V tomto obdobi zacal pfechod mnoha organismi z anaerobni formy Zivota na aerobni (Kurland
& Andersson, 2000). Aerobni metabolismus ovSem produkuje reaktivni kyslikové formy
(ROS), které nici bilkoviny, lipidy, sacharidy a pfedev§im DNA, coz vede k poSkozeni a
nasledné smrti buiiky. Tento stav se nazyva oxidativni stres (Buonocore et al., 2010). Cetné
vyzkumy dokazuji, ze melatonin hrél a stale hraje velkou roli v jejich odstranovani a buniky tak
pred oxidativnim stresem chrani (Reiter et al., 2000; Manchester et al., 2015). Tato funkce
ovSem neni jedina, kterou melatonin zastdva. Dalsi, které ziskal béhem evoluce, jsou napf.
regulace spanku a bdéni (Reiter, 1991), role v posileni imunity (Carrillo-Vico et al., 2005) nebo
u nékterych zivocichll v reprodukci, kde ji synchronizuje se zménami ve fotoperiodé (Darrow &

Goldman, 1986).

2.1 Melatonin v prokaryotickych organismech

V roce 1995 byla provedena studie, ktera prokazala pfitomnost melatoninu ve fotosyntetické
bakterii Rhodospirillum rubrum (Manchester et al., 1995), coz poukazuje na to, zZe tento hormon
se musel v organismech nachdzet jiz pted 2,5 — 3 miliardami let. Zde pisobil primarné jako
antioxidant, coz je také jeho nejprimitivnéjsi a fylogeneticky nejkonzervovangjsi funkce (Reiter
et al., 1993). Béhem evoluce byly tyto prokaryotické organismy zaclenény do slozitéjSich,
eukaryotickych, které tak ziskaly nékteré jejich funkce, v tomto ptipadé syntézu melatoninu
(Tan et al., 2009). Predpokladd se, ze bakterie Rhodospirillum rubrum je predkem
mitochondrie, protoze provedena genomickd fylogenetickd analyza poukazuje na velké
podobnosti mezi touto bakterii a mitochondrii, které jsou vétsi nez u jinych bakterii (Esser et al.,
2004). Podobné je to u chloroplastii, u kterych je obecné piedpokladéno, Ze se vyvinuly

z cyanobakterii, u kterych byla také prokézana syntéza melatoninu (Hattori et al., 1999).



U archei syntéza melatoninu zatim objevena nebyla (Tan et al., 2014), ale studie z roku 2022
(Lee et al., 2022) prokdzala pfitomnost genu pro serotonin N-acetyltransferdza (SNAT)

v archea, coZ je jeden ze dvou findlnich enzymil v syntéze melatoninu.

2.2 Melatonin v eukaryotickych organismech

Melatonin byl objeven u v§ech mnohobunéénych organismt — u hub (Muszynska et al., 2011),
kvasinek (Sprenger et al., 1999), rostlin (Dubbles et al., 1995), bezobratlych (Vivien-Roels et
al., 1984) 1 u obratlovca (Lerner et al., 1958). VSechny tyto organismy obsahuji mitochondrie
nebo chloroplasty, které ziskaly pomoci endocytdzy ptislusnych bakterii (Sagan, 1967). Tyto
bakterie jiz byly schopné syntézy melatoninu, a protoZe se ukazalo, Ze tato funkce je pro noveé
vzniklé eukaryotické buiiky prospé$na a zvysuje jejich Sance na preziti, vytvofil se mezi nimi

symbioticky vztah, znamy jako endosymbidza (Manchester et al., 2015).

2.2.1 Melatonin u hub
Role melatoninu u hub neni zatim prozkoumana. Jeho existence byla potvrzena u nékterych
makroskopickych hub jako napt. u Volvaria volvacea, kde jeho podani zvysilo toleranci kadmia

(Gao et al., 2020) a také u Agaricus bisporus, kde zpomalil proces starnuti a hnédnuti klobouku

béhem skladovani (Shekari et al., 2021).

2.2.2 Melatonin v kvasinkach

V roce 2012 Rodriguez-Naranjo a spol. (Rodriguez-Naranjo et al., 2012) prokazali pfitomnost
melatoninu ve fermentovanych napojich, jako je vino nebo pivo, ktery se zde nachazi nejen jako
molekula obsazena v rostlinnych zdrojich, ale také jako vysledek metabolismu kvasinek.
V kvasinkach plisobi pfedevsim jako antioxidant (Vazquez et al., 2017) a také chrani proti UV

zateni snizovanim mortality a zvySovanim rustu (Bisquert et al., 2018).

2.2.3 Melatonin v rostlinach

U rostlin je melatonin produkovan piedevsim jako molekula, kterd chrani pred biotickymi i
abiotickymi stresory. Ty se projevuji tak, ze se zvysi mnozstvi ROS v bunice. Tyto ROS ziejmé
mohou za zvySenou produkci endogenniho melatoninu, ktery sdm funguje jako antioxidant a
nasledné zvySuje expresi gend, které buiiku pfed témito stresory chrani (Arnao et al., 2015).
Melatonin zde také funguje jako regulator rtstu. V roce 2004 byla provedena studie

(Hernédndez-Ruiz et al., 2004), kterd prokazala, ze melatonin v malych koncentracich riist



podporuje, zatimco ve vysokych koncentracich ho inhibuje. Vzhledem k tomu, Ze rostliny
obsahuji jak mitochondrie, tak chloroplasty, nachazeji se v nich mnohem vyssi hladiny

melatoninu nezZ u Zivoc€ichii (Tan et al., 2012).

2.2.4 Melatonin u bezobratlych

Melatonin by stejné€ jako u savcl mohl slouZit jako molekula regulujici urcité fyziologicke
funkce 1 u hmyzu. Ten také vyuziva cyklus stfidani dne a noci k adaptovani se na rtzné
enviromentalni zmény (Waddell et al., 1990). Jiz ve studii, kterd prokdzala pfitomnost
melatoninu u Locusta migratoria (Viven-Roels et al., 1984), bylo navrzeno, zZe i zde slouzi jako
molekula poskytujici informaci o fotoperiodé. To bylo prokédzano v roce 2001, kdy oralné
podavany melatonin synchronizoval cirkadianni lokomoc¢ni aktivitu u Acheta domesticus
(Yamano et al., 2001), a v roce 2002, kdy melatonin stimuloval sekreci prothoracikotropniho

hormonu (PTTH) u Periplaneta americana (Richter et al., 2002).

2.2.5 Melatonin u obratlovcii

Role melatoninu u obratlovci je obsahlejsi nez u predeslych organismi. I zde pisobi predevsim
jako antioxidant a diilezitou roli je jeho funkce jako synchronizétoru cirkadiannich a sezoénnich
rytmi v zavislosti na svétle ¢i tmé& (Reiter, 1991). V roce 1965 bylo zjisténo, Ze oscilace
melatoninu béhem roku ovliviiuje reprodukéni aktivitu kiecki (Hoffman & Reiter, 1965) a v 80.
letech se ukazalo, ze je to zptisobeno praveé zvysenou hladinou melatoninu v krvi béhem noci,
kdy se jeji délka ménila v zévislosti na délce fotoperiody (Carter & Goldman, 1983). Dale hraje
vyznamnou roli ve zvySeni imunity (Carrillo-Vico et al., 2006) a také ptsobi pozitivné proti
zanétim (Mayo et al., 2005). Jsou znamy ptipady, kdy byl podavan hlodavciim, aby uspésné
potlacil vznik zanétu vyvolaného lipopolysacharidy (Bruno et al., 2005; Chen et al., 2006) a
jedna klinicka studie dokonce prokazala, Ze ordlni podani melatoninu novorozencim
s novorozeneckou sepsi zmirnilo pfiznaky zanétu a zvysilo tak jejich miru preziti (Gitto et al.

2001).

U ryb je produkce melatoninu fizena endogennimi hodinami citlivych na svétlo pfitomnych v e
pifyze u vSech kostnatych kromé lososovitych (Masuda et al., 2003; Iigo et al., 2007). Chybi jim
totiZ rytmicita v transkripci Aanat genu. ZvySené hladiny transkriptli tohoto genu u nich ovS§em

ptitomné jsou, coz naznacuje moznost mutaci v cirkadiannim systému. Vysledkem toho jsou



jejich endogenni hodiny nefunkéni a pfedpoklada se, Ze svétlo tidi produkci melatoninu piimo,

pravdépodobné na posttranskripéni urovni (Coon et al., 1998).

3. Syntéza melatoninu u savci

U savct je melatonin syntetizovan nejen v epifyze (Lerner et al., 1958), ale i v sitnici (Pang et
al., 1977), ktizi (Slominski et al., 2002), vajecnicich (Itoh, 1999) a gastrointestinalnim traktu
(Bubenik, 1980). Vznika vyhradné z tryptofanu, coZ je esencidlni aminokyselina, ktera musi byt
pfijimana potravou. Na syntéze melatoninu se podileji celkem Ctyfi enzymy. Nejprve je
tryptofan pomoci enzymu tryptofanhydroxylaza pteménén na 5-hydroxytryptofan (5-HT). Ten
je nasledné dekarboxylovan aromatickou L-aminokyselinovou dekarboxylazou (AADC) na
serotonin, ktery je poté pomoci aralkylamin N-acetyltransferazy (AANAT) acetylovan na N-
acetylserotonin  (NAS). Kone¢ny krok katalyzuje enzym N-acetylserotonin-O-
methyltransferaza (ASMT), také znamy jako hydroxyindol-O-methyltransferdza (HIOMT),
ktery methyluyje NAS na N-acetyl-5-methoxytryptamin neboli melatonin (Axelrod &
Weissbach, 1961; Sugden et al., 1987a). KliCovym enzymem v jeho syntéze je pravé AANAT,
coz bylo popsano v roce 1970, kdy provedena studie prokazala, ze u mysi byla zvySenim
aktivity enzymu AANAT sniZena hladina serotoninu, a naopak zvySena hladina NAS.
Vystavenim mysi svétlu v noci byla aktivita AANAT vyrazné snizena, coz nasledné snizilo 1
hladinu NAS a melatoninu (Klein & Weller, 1970). Jina studie ovSem tvrdi, Ze za vyznamng&;jsi
enzym Vv syntéze melatoninu by mél byt povazovan enzym HIOMT, protoZe jen ten dokéaze
ovlivnit jeho kone¢nou hladinu. AANAT v noci produkuje velky nadbytek NAS, ktery ovSem
HIOMT nedokaZze vSechen pfeménit na melatonin. Dle studie je tedy aktivace AANAT faktorem
urcujicim vyslednou hladinu melatoninu pouze béhem pocatecni faze noci, protoZe neni tolik
produkovan a tim padem neni produkovan ani NAS, zatimco HIOMT je faktorem urcujicim
vyslednou hladinu melatoninu béhem noci, kdy je produkce NAS nejvyssi (Liu & Borjigin,

2005).

3.1 Melatonin v epifyze

Pinedlni zldza neboli epifyza, ktera je hlavnim mistem produkce melatoninu, je soucasti
diencefalonu, konkrétné epithalamu, a nachazi se za tieti komorou mozkovou. Burnky, které zde
produkuji melatonin, se nazyvaji pinealocyty (Zimmerman, 1975). Jeho produkce je u hlodavca

a kopytnikil fizena na transkrip¢ni urovni skrze vazbu transkrip¢nich faktori na CRE element.

Jako aktivator piisobi fosforylovany CREB a jako inhibitor ICER (Stehle et al., 1993; Korf et



al., 1996). U primati v¢etné ¢lovéka je produkce melatoninu fizend na posttranskripéni trovni,
kdy je AANAT v neptitomnosti noradrenalinu degradovéan proteazomem, a tim padem rychleji

dokaze reagovat na zmény (Gastel, 1998).

Informace o svétle jsou zprostfedkovavany zrakovym systémem prostfednictvim
retinohypotalamického traktu (RHT). RHT pfenasi tyto signdly =ze sitnice do
suprachiasmatického jadra (SCN), které funguje jako oscilator cirkadidanniho rytmu, ¢ehoz je
docileno diky transkripci hodinovych genli, mezi néz patii i Clock, Bmall a Perl/2 (Gekakis,
1998). Svétlo je hlavni synchronizator cirkadidnnich rytmi (Berson, 2002). Informace o svétle
jsou prenaseny také do dalSich ¢asti mozku, mezi néz patii i lateralni a anteriorni hypotalamus
(Costa et al., 1999). Signaly jsou dale pienaSeny ze SCN pomoci GABAergni projekce do
paraventrikularniho jadra (PVN) (Hermes et al., 1996), ze kterého jde signal do pregangliovych
sympatickych neuroni v mediolateralnim sloupci michy (IML). Ty inervuji sympatické
neurony v hornim cervikalnim gangliu (SCG), které¢ vysilaji své axony do epifyzy (Pfaff &
Volkow, 2016). Tyto axony obsahuji noradrenalin, coZ je hlavni neurotransmiter podporujici
tvorbu melatoninu v epifyze (Axelrod et al., 1965). Pfitomnost svétla inhibuje produkci
noradrenalinu (Nishino et al., 1976). V noci, kdy informace o svétle chybi, dochazi na synapsich
s pinealocyty k aktivaci sympatickych nervii a uvolnéni noradrenalinu. Ten se na postsynaptické
membrané pinealocytu vaze na dva typy adrenergnich receptorii (Vanécek et al., 1985).
Aktivace a;-adrenergnich receptort vede ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca*" iontd, coz
je zpiisobeno jejich vylitim z intracelularnich zasob a jejich naslednym influxem do pinealocytt
(Sugden et al., 1987b). Pfesna role Ca*" iontli v regulaci syntézy melatoninu zatim neni znama.
Aktivace PBl-adrenergnich receptori zvySuje aktivitu adenylat cyklazy, kterd nasledné
preménuje adenosintrifosfat (ATP) na cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP) (Weiss & Costa,
1968; Strada et al., 1972). Tim se aktivuje cAMP zavisla proteinkindza A (PKA), kterd nasledné
fosforyluje a aktivuje AANAT. Mnohé studie prokazaly, ze Aanat gen je produkovan neptetrzité
a hladina vznikajici mRNA se v prib&hu dne a noci o moc nelisi (Coon et al., 1995; Klein et al.,
1997). Z této mRNA se také konstanté tvoti jiz vySe zminény protein AANAT, ktery je ovSem
thned po vzniku proteolyticky degradovan (Klein et al., 1997; Schomerus et al., 2000). Pokud je
ale na zékladé¢ vysoké hladiny cAMP aktivni PKA, kterd AANAT fosforyluje na dvou mistech —
threoninu 31 a na serinu 205 — zajisti misto jeho degradace navazani k dimeru proteinu 14-3-3
(Ganguly et al., 2001). Role tohoto nove¢ vzniklého komplexu je dvoji: jednak zvySuje afinitu
enzymu AANAT k serotoninu, coZ nasledné usnadiiuje jeho preménu na N-acetylserotonin, a za

druhé chrani AANAT pted defosforylaci tim, Ze neni ptistupny fosfatazam (Obsil et al., 2001;



Ganguly et al., 2001). Po syntéze je melatonin uvoliovéan z epifyzy do krve a mozkomisni
tekutiny (Ozaki & Lynch, 1976). Melatonin piimo ovlivituje SCN tim, Ze inhibuje jeho
neuronalni aktivitu skrze MT1 receptory a skrze MT2 receptory mize vyvolavat fazové posuny
endogennich hodin (Liu et al., 1997). Také ma vliv na transkripci hodinovych geni. Oralni
podani melatoninu u mysi zvySilo mRNA hladinu Rorg, ktery dale stimuluje expresi
hodinového genu Bmall (Agez et al., 2007), a jeho ptidani do kultury bunék mysich nadledvin
béhem druhé poloviny subjektivni noci sniZilo expresi hodinovych gent Per-2 a Bmal-1

(Torres-Farfan et al., 2011).

3.2 Melatonin mimo epifyzu

Studie provedend vroce 2011 prokédzala, Ze krom¢ retiny neni syntéza extrapinedlniho
melatoninu zavislé na cirkadiannich rytmech tak jako melatonin pineéalni. Zaroven se b&hem
dne v extrapinealnich tkdnich nachéazi vyssi koncentrace melatoninu nez v plazmé, ktery neni
uvoliiovan do krevniho ob&hu. Toto by nasvédcovalo tomu, Ze extrapinealni melatonin je
syntetizovan lokéaIné a pravdépodobné chrani bunky pfed metabolity aerobniho metabolismu

(Venegas et al., 2011).

4. Produkce melatoninu v savéim strevé

V roce 1975 byla provedena studie, kterd zkoumala, zda je melatonin v intestindlnim traktu
produkovan enterochromafinnimi butikami (Raikhlin et al., 1975). Podkladem pro tuto studii
bylo zjisténi, ze enterochomafinni bunky jsou také mistem syntézy 5-HT, coz je jeden
z intermediati pii vzniku melatoninu (Erspamer & Asero, 1952). Zaroven bylo prokazano, ze
melatonin je syntetizovan napii¢ celym gastrointestindlnim traktem, nejvice v zaludku
a duodenu v Lieberkiihnovych kryptach, a nejméné v ileu a jejunu. Smérem k tlustému stievu a
rektu koncentrace melatoninu opét stoupala (Bubenik et al., 1977). To polozilo zaklad otazce,
zda je intestindlni produkce melatoninu zavisla na pinealni produkci. To bylo vyvraceno
zjiSténim, Ze melatonin byl u mysi syntetizovan napii¢ gastrointestindlnim traktem 1 po
provedené pinealektomii (Bubenik et al., 1980), pfi¢emz jeho distribuce navic velmi uzce
souvisela s koncentracemi 5-HT a hustotou enterochormafinnich bunék (Bubenik &
Dhanvantari, 1989). Nalezeni enzymi AANAT a ASMT v gastrointestinalnim traktu (Hong &
Pang, 1995, Stefulj et al., 2001) pak umocnilo piesvédceni, ze intestindlni melatonin je

syntetizovan nezavisle na pinealnim.



Ptes 30 let panovalo presvédceni, Ze gastrointestinalni melatonin se podili na cirkulujici hladiné
melatoninu v plasmé (Huether et al., 1992b; Rice et al., 1995) a zaroven je jeho mnoZstvi az
400krat vetsi nez mnozstvi melatoninu pinealniho (Huether et al., 1992a). V roce 2023 byla tato
tvrzeni zpochybnéna (Kennaway, 2023). Podle Kennawaye jsou uvedené informace
nepravdivé, jelikoz autofi clankl chybné interpretovali sva data a k méfeni hladin melatoninu
pouzivali nespravné techniky. Napiiklad Huether et al. (Huether et al., 1992a) k vypoctim
pouzivali nespravné hodnoty a nadhodnotili vahu duodena az 20krat, piicemz ve skutecnosti
vazinecely 1 g (Miller, 1971), nebo Bubenik a Brown (Bubenik & Brown, 1997) pouze pievzali
jiz zndmé hodnoty poméru melatoninu v duodenu a epifyze misto toho, aby pomér vypocitali
z vlastnich vysledkii. Kdyby to ud¢lali, dosli by k poméru 0,19:1 a ne 400:1 jako jejich
kolegové v roce 1992 (Huether et al., 1992a). Dle Kennawaye gastrointestindlni trakt neni

hlavnim mistem produkce extrapinealniho melatoninu (Kennaway, 2023).

4.1 Receptory

Ve stfeve se pro melatonin nachazi nékolik receptorti. Mezi hlavni patii membranové receptory
MT1 a MT2 (Sallinen et al. 2005). Oba receptory byly identifikovany pomoci '**I-melatoninu
(Lee & Pang, 1992) a patii do rodiny receptorti spfazenych s G-proteiny (Dubocovich et al.,
2000). MT1 receptory se vyskytuji napfic vSemi segmenty intestinalniho traktu a koresponduji
s distribuci melatoninu (Sotak et al., 2006). Pii jejich aktivaci inhibuji funkci adenylat cyklazy
(Morgan et al., 1989), ktera tvoii méné¢ cAMP a tim padem je mensi aktivita PKA, ktera
fosforyluje CREB. Zaroven je aktivovana fosfolipaza C (PLC) (Godson & Reppert, 1997), ktera
Stépi fosfatidylinositol-4,5-bifosfat (PIP2) na 1,2-diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-
trifostat (IP;). Skrze aktivaci MT2 receptoru je také inhibovana adenylat cyklaza (Reppert et al.,
1995) a aktivovana fosfolipaza C, ktera rozstépenim PIP2 na DAG a IP; aktivuje proteinkinazu
C (PKC) (Hunt et al., 2001). Navic je jejich stimulaci aktivovana guanylat cyklaza a tak zvySena
tvorba cyklickych guanosinmonofosfati (cGMP) (Vesely, 1981), coz aktivaci MT1 receptoril
pozorovano nebylo. MT1 mRNA byla nalezena piedevsim v subepitelidlni tkani mukozy a bylo
Jji vétsi mnozstvi nez MT2 mRNA, ktera byla nalezena predevsim v epitelidlni tkani (Sotak et

al., 2006).

Dal$im membranovym receptorem pro melatonin je MT3. Pivodné byl popsany v roce 1990

(Pickering & Niles, 1990) a pozdéji byl identifikovany jako enzym chinon reduktaza 2 (QR2)



(Nosjean et al., 2000). Receptor je dnes povaZovan za enzym diky jeho velmi rychlé formacni a
disociacni kinetice liganda (Molinari et al., 1996) a jako prvni byl v gastrointestinalnim traktu

identifikovan ve stfevech kieckl (Paul et al., 1999).

Ve stievé jsou piitomné i jaderné receptory z ROR/RZR rodiny, se kterymi melatonin interaguje

diky jeho schopnosti jaderné lokalizace (Becker-André et al., 1994).

4.2 Funkce melatoninu ve strevé

Signalizace molekulou melatoninu ve stfevé miize byt povahy parakrinni, autokrinni nebo

pfimého kontaktu mezi butikami a podili se na fad€ vnitro- i mimobunécnych dé&ja.

4.2.1 Motilita

Melatonin je uplatiiovan ve stfevni motilité, kde miize mit jak kontraktilni, tak inhibi¢ni efekt na
hladkou svalovinu. Néazory na mechanismus, jakym melatonin plisobi na tonus hladké
svaloviny stfeva, se béhem casu ménil. Nejprve bylo ukézéno, ze kontraktilni funkce je
zprostiedkovana predevsim MT?2 receptory, jelikoz jsou funkéné sprazené s hydrolyzou PIP2,
coz je mechanismus, ktery by za tuto funkci mohl odpovidat (Lucchelli et al., 1997). Studie z ro
ku 2013 ovSem tvrdi, ze za kontraktilni efekt melatoninu jsou zodpovédné MT1 receptory
exprimované bunkami hladké svaloviny. Skrze aktivaci fosfolipazy C a ptsobeni IP; dojde
k vyliti intracelularnich Ca** kationtt, které kontrakci zapfi¢ini (Ahmed et al., 2013). Melatonin
zaroven inhibuje kontrakce intestinalni hladké svaloviny vyvolané serotoninem, kdy sniZzenim
napéti hladké svaloviny je snizend i sila kontrakei (Quastel & Rahamimoft, 1965). Nejvétsi
snizeni této sily pfimo koreluji s misty, kde byly nalezeny nejvyssi koncentrace melatoninu
(Harlow & Weekley, 1986). Bylo zjisténo, ze spiSe nez pfimym ovlivnénim kontraktilniho
aparatu, melatonin interaguje se serotoninovymi receptory (Bubenik, 1986). Diive se
ptedpokladalo, Ze plisobi jako kompetitivni antagonista serotoninovych stimulujicich receptort
(Fioretti et al., 1972), které byly pozdé&ji urceny jako 5-HT;a (Aikiyo et al., 2020), ale dnes je
zastavan nazor, ze melatonin interaguje jako kompetitivni agonista se serotoninovymi
inhibitornimi receptory 5-HT, (Boeckxstaens et al., 2006), coz podporuje i neimérne vysoké
mnozstvi melatoninu potfebné k potlaceni u€inkl serotoninu na hladkou svalovinu (Bubenik,
1986). Mechanismt, kterymi melatonin miZe relaxovat hladkou svalovinu je vice. Dle jedné
studie melatonin inhibuje cholinergni excitacni postsynaptické potencidly (ESPS) diky pfimé

blokaci nikotinovych receptorii (Barajas-Lopez et al., 1996), dle dalsi blokuje Ca** dependentni



K" kanaly, coz zptsobi hyperpolarizaci bunéénych membran a tim relaxaci hladké svaloviny
(Storr et al., 2000). Melatonin tedy ovlivituje motilitu ve stievech piimo interakci s MT1 ¢i MT2

receptory nebo interakci s receptory jinych neurotransmiterd ¢i iontt.

4.2.2 Metabolismus vlivu melatoninu na regulaci hladin glukozy

Dalsi funkci melatoninu je regulace metabolismu glukézy. Diky jeho schopnosti skrze MT1
receptor snizovat mnozstvi cAMP, které je aktivatorem PKA, v pankreatu dochazi k inhibici
sekrece insulinu vyvolané glukozou (Picinato et al., 2002). Pozdéji bylo zjisténo, Ze k regulaci
sekrece insulinu pfispiva i signalizace skrze MT2 receptor, kdy melatonin pomoci néj snizuje
mnozstvi cGMP a tim sekreci insulinu potlacuje (Stumpf et al., 2008) Mysi, které nemély
exprimované MT1 ani MT2 receptory, vykazovaly vyssi hladiny insulinu v plasmé a zaroven
vétsi mnozstvi transkript pro receptory glukézy Glutl a Glut2 v pankreatickych p-buinkach
(Bazwinsky-Wutschke et al., 2013). Melatonin zde skrze MT1 receptory stimuluje fosforylaci
CREB (Bazwinsky-Wutschke et al., 2012), ktery se v buné¢ném jadie navaze na CRE element a
tim aktivuje expresi Glutl genu (Kim et al., 2012). Na druhou stranu melatonin skrze MT2
receptor aktivuje fosfolipazu C a ta generuje IP; Stépenim PIP2, které umoziuji vyliti Ca®*
kationtl z intracelularnich zasob, coz je mechanismus podminujici sekreci insulinu (Bach et al.,
2005). Melatonin tedy v pankreatu inhibuje sekreci insulinu skrze snizeni produkce cAMP ¢i

cGMP, zaroven jeho sekreci zvySuje diky aktivaci PLC a produkei IPs.

4.2.3 Sekrece enzymiu

Bylo zjisténo, ze melatonin mlze ovliviiovat sekreci hormonli spojenych se zazivanim.
Exogennim podanim melatoninu ve vodé, jehoz koncentrace byla 4 ug/ml, byla sniZzena
koncentrace leptinu u mysi (Rasmussen et al., 1999), ale na druhou stranu bylo zjiSténo, ze
melatonin zvysuje hladinu leptinu u Eliomys quercinus (Ambid et al., 1998) a u Mustela vison
(Mustonen et al., 2002), coz naznacuje, ze efekt melatoninu je specificky zavisly na druhu
savce. Za hormon s efektem opa¢nym leptinu je povazovan ghrelin (Nakazato et al., 2001).
Melatonin by mohl byt zodpovédny za sniZzovani chuti k jidlu (Piccinetti et al., 2010), coZ by
podporovalo 1 zjisténi, Ze jeho exogenni podani snizilo koncentraci ghrelinu v plasmé. Do mysi
byly vloZeny implantaty, které obsahovaly 12 mg melatoninu, coz zpusobilo kontinudlni
uvolnovani po dobu 24 hodin (Mustonen et al., 2001; Taheri et al., 2019). Jina studie ale
prokézala, Ze melatonin naopak hladinu ghrelinu zvySuje, pficemz mySim byl podavan

melatonin po dobu 12 dnti v koncentracich 0,5 mg na 1 kg hmotnosti (Canpolat et al., 2006). To
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by mohlo poukazovat na to, Ze U€inky fyziologickych a farmaceutickych davek melatoninu se

1.

4.2.4 Transport iontt a sloucenin ve stirevé

Melatonin také ovliviiuje transport iontl a zdroven zvysuje vylucované mnozstvi vody
(Bubenik & Pang, 1994). V tlustém stfevé plisobi jako molekula modulujici aktivitu jinych
neurotransmitert, napfiklad prostaglandinti. Bylo prokazano, ze PGE, podporuji tvorbu cAMP
(Ding et al., 1997), a tim pfimo zvySuji sekreci Cl" aniontl (Diener et al., 1988). Melatonin
v tomto ptipadé nesnizuje piimo hladinu cAMP, ale zabranuje jejich tvorbé interakei s PGE, na
urovni kolonocytti (Mrnka et al., 2008). To potvrzuje 1 zvySena hladina Cl™ aniontl pii niz§ich

koncentracich melatoninu (Chan et al., 1998).

Dalsi funkci melatoninu je jeho schopnost stimulovat produkci HCO5™ v duodenu skrze MT2
receptory (Sjoblom & Flemstrom, 2003), kdy tato molekula neutralizuje kysely obsah
pochézejici ze zaludku, ¢imz chrani mukézu (Flemstrom et al., 1986). Melatonin zaroven
inhiboval absorpci sodiku v tlustém stfevé mysi, které v ném byly deficientni (Legris et al.,

1982).

4.2.5 Mukézni bariéra streva

Melatonin snizuje prostupnost mukdzni bariéry pomoci strukturni zmény tésnych spoji ve
stteve. Dle studie z roku 2013 se tak déje skrze nikotinové acetylcholinové receptory, coz bylo
navrzeno poté, kdy byl u mysi efekt melatoninu na snizeni prostupnosti mukoézni bariéry
potlacen po podani neselektivnich antagonistli nikotinovych receptorii, hexamethonia a
mekamylaminu (Sommansson et al., 2013). Vysledky této studie byly podpoteny zjisténim, ze
zminovany efekt melatoninu byl potlac¢en diky podani jeho antagonisty luzindolu, ktery se vaze
na MT2 receptory (Dubocovich, 1988). Tuto funkci melatoninu potvrdilo 1 zjisténi, Ze snizil
prostupnost muko6zni bariéry v jejunu po jejim vystaveni dodecylsiranu sodnému (SDS) (Peters
et al., 2021), coz je latka, kterd zvySuje propustnost membrany epitelidlnich bun¢k (Anderberg
& Artursson, 1993). Melatonin by mohl byt na zdklad¢ téchto zjiSténi potencialnim kandidatem

na lécbu dysfunkce mukdzni bariéry.
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4.2.6 Ochrana

V gastrointestindlnim traktu melatonin chrani pfed tvorbou 1ézi vyvolanych oxidativnim
stresem €1 Zaludecnimi kyselinami. Jelikoz je tento proces doprovazen zvySenym mnoZzstvim
ROS, je tento jev doprovazen zvySenim hladiny melatoninu jak v krevni plasmé¢, tak v krvi
protékajici Zaludkem (Brzozowski et al., 1997). Zaroven jeho podani urychlilo hojeni
chronickych zalude¢nich vied. Melatonin zvysil hladinu gastrinu v plazmé (Brzozowska et al.,
2002), pticemz tento proces by mohl byt vysledkem potlaceni sekrece zaludecnich kyselin,

které za tvorbu zaludecnich viedli mohou odpovidat (Brzozowski et al., 1997).

4.2.7 Antioxida¢ni ucinky

Melatonin piisobi jako antioxidant. Tato jeho funkce byla poprvé navrzena v roce 1991 (Ianas et
al., 1991), ale presvédcivé dikazy pfinesla az studie v roce 1993 (Tan et al., 1993). V té byly in
vitro generovany OH radikaly pisobenim UV svétla na H,O,, které byly detekovany vazbou na
5,5-dimethylprolin N-oxid (DMPO). Melatonin snizil formaci DMPO-*OH a k jejich 50 %
sniZzeni ho bylo potfeba 21 um, coz je téméf 6x mensi davka, nez byla pottebna u glutathionu
(GSH), ¢i 13x mensi davka, nez byla potfebna u manitolu. Dle studie za tuto aktivitu mize jak
N-acetylova skupina tak pozice methylové skupiny na indolovém kruhu melatoninu (Tan et al.,
1993). Vroce 1994 bylo zjisténo, ze indolovy kruh poskytuje elektron elektrofilnim
sloucenindm, coz jsou napiiklad jiz zmiflované OH radikély, pfic¢emz zarovenl probihd jeho
castecnd oxidace. Tim vznikd indolyl kationtovy radikal, ktery je za ucasti superoxidového
radikalu O, pfeménén na N-acetyl-N-formyl-5-Methoxykynuramin (AFMK) (Poeggeler et al.,
1994). Ten nasledné¢ télo opousti moci (Reiter et al., 2002). Role melatoninu jako antioxidantu je
zfejma pii vyskytu endotoxinu LPS v téle, ktery zvySuje hladiny jak kyslikovych radikali
(Ghezzi et al., 1986) tak lipidovych peroxidi (LPO) ¢i dusikatych radikalt (Carrillo-Vico et al.,
2005). LPS diky tomu ma vliv na snizeni hladiny GSH, jehoz oxidace vede ke tvorbé glutathion
disulfidu (GSSG) (Stark et al., 1994). ZvySeny pomér GSSG vi¢i GSH je indikatorem
oxidativniho stresu v buiice. Melatonin hladinu GSSG snizuje a zaroven zvysuje hladinu GSH,
¢imz upravuje pomeér GSSG/GSH ve prospéch GSH a tim padem snizuje oxidativni stres
(Sewerynek et al., 1995). Melatonin zaroven stimuluje produkci a aktivitu enzymd, které se
podileji na odbourdvani kyslikovych radikali a snizovani oxidativniho stresu, napiiklad
glutathion reduktazy (GSR), superoxid dismutdzy (SOD) nebo glutathion peroxidazy (GPx)
(Rodriguez-Naranjo et al., 2012), kdy je tato aktivita zpisobena jeho interakci s jadernymi

receptory z ROR/RZR rodiny (Becker-André et al., 1994).
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4.2.8 Apoptoza

Melatonin zabrafnuje destrukci mitochondrii, nasledované apoptézou, snizovanim produkce
mitochondridlnich ROS. Brani tim depolarizaci membrany a zaplnéni mitochondrie Ca*
kationty, coZ by mohlo vést az k uvolnéni cytochromu ¢ (Jou et al., 2004). Anti-apoptické
ucinky melatoninu dokazuje i jeho schopnost snizovat hladinu dusikatych radikala (Reiter et al.,
2002), které jsou ve velkém mnozstvi produkovany v septickém stavu charakterizovanym

apoptozou bunck (Sharshar et al., 2003)

4.2.9 Imunita

Protizanétlivé G¢inky jsou dalsi charakteristikou melatoninu. Mysim, které byly intoxikovany
LPS, byl podan melatonin ve dvou davkach v koncentraci 10 mg na 1 kg télesné hmotnosti,
jednou 30 minut pted vpravenim LPS do téla, po druhé 60 min po vpraveni LPS do téla. SniZeni
hladiny prozanétlivych cytokint IL-1pB, TNF-a, IFN-y a IL-12 a zdroveil zvySeni hladiny
2005, Ahmed et al., 2022). Melatonin také zvySuje expresi komplexu MHC II na povrchu
makrofagt (Pioli et al., 1993), ¢imZ by mohl podporovat produkci protilatek. Tyto a dalsi efekty
melatoninu napftiklad pfispivaji ke zmirnéni projevii syndromu drazdivého tracniku (IBS),

Crohnovy choroby ¢i ulcerdzni kolitidy (Song, 2005; Lu et al., 2005; Lardone et al., 2013).

5. Interakce melatoninu a stirevniho mikrobiomu

Mikroorganismy lze najit po celé délce gastrointestinalniho traktu. Na jejich dilezitost bylo
poprvé upozornéno v roce 1964, kdy byl popsan jejich vliv na spravnou morfologii a vyvoj
gastrointestindlniho traktu (Dubos & Schaedle, 1964). Stievni mikrobiom je sloZen ze zastupcii
prokaryot, eukaryot, archei a virti (Cregan & Hayward, 1953; Gill et al., 2006; Manrique et al.,
2016), pficemz nejvetsi zastoupeni maji bakteridlni kmeny Firmicutes a Bacteroidetes
(Arumugam et al., 2011), které spolecné s dal§imi bakteridlnimi kmeny Proteobacteria a
Actinobacteria tvoii az 93,5 % celkového poc¢tu mikroorganismii v lidském téle (Hugon et al.,
2015). Jak jiz bylo zminéno, gastrointestinalni trakt je zarovenl i vyznamnym mistem
produkujici melatonin (Bubenik et al., 1977). Ten tim padem mize interagovat se stievnim
mikrobiomem a ovliviiovat jeho sloZeni a stejn¢ tak mikroorganismy mohou mit vliv na syntézu

a produkci melatoninu.
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5.1 Vliv na oxidativni stres a dysbiozu

Oxidativni stres je charakterizovan nadbytkem ROS (Buonocore et al., 2010). U mysi, které mu
byli vystavené, doslo ke zméné sloZeni stfevniho mikrobiomu, naptiklad ke zvySeni mnozstvi
bakterii z kmene Bacteroidetes a snizeni mnozstvi bakterii z kmenli Oscillospira nebo
Clostridiales (Yardeni et al., 2019). Mnoho metabolickych chorob spojenych se zazivacim
traktem souvisi prave s dysbiézou a zménou sloZeni sttevniho mikrobiomu. Jedna se naptiklad

o obezitu (Kasai et al., 2015; Xu et al., 2012), cukrovku I. 1 II. typu (De Goffau et al., 2014;
Navab-Moghadam et al., 2017) nebo Crohnovu chorobu (Manichanh, 2006). Napftiklad

zvysSeny pomér mezi bakterialnimi kmeny Firmicutes a Bacteroidetes je pficinou dysbiozy a
nasledné i obezity. Toto bylo popséno jiz v roce 2005, kdy byla provedena studie s mySim
kmenem C57BL/6 (Ley et al., 2005). Pouzita byla skupina mysi s homozygotni mutaci pro
enzym leptin (ob/ob), kterd vykazuje obézni fenotyp, a dvé skupiny mysi ob/+ a +/+, které
obézni fenotyp nevykazuji. Bylo prokézéano, Ze pfi porovnani se skupinami ob/+ a +/+ byl
pocet bakterii z kmenu Bacteroidetes u obézni skupiny mysi (ob/ob) snizen az o 50 % na tkor
bakterii z kmene Firmicutes. ZvySeny pomér Firmicutes/Bacteroidetes byl prokdzan i u
obéznich lidi. Potvrdila ho naptiklad studie z Japonska, které se zii¢astnilo 949 dobrovolnikd. U
Stihlych lidi bylo procentualni mnozstvi Firmicutes 37,0 = 9,1 % a Bacteroidetes 44,0 = 9,8 %,
ale u obéznich bylo procentudlni mnozstvi Firmicutes 40,8 + 15,0 % a Bacteroidetes 37,0 + 14,0
% (Kasai et al., 2015). Stejnych vysledkti bylo docileno i u studie 175 kazasskych déti (Xu et al.,
2012) a 53 déti z Belgie (Bervoets et al., 2013). Jina studie z roku 2008, provadéna na 31
monozygotickych dvojcatech a 23 dizygotickych dvojcatech, prokazala pouze pokles bakterii
z kmene Bacteroidetes, ale Zddné zvySeni poctu bakterii z kmene Firmicutes (Turnbaugh et al.,
2008). Tvrzeni o zvyseném pomeru Firmicutes/Bacteroidetes ale rozporuje studie z Némecka
zroku 2010 provedend na 98 dospélych dobrovolnicich obou pohlavi, ktera prokézala, ze
mnozstvi bakterii z kmene Bacteroidetes je u obéznich lidi zvySené, a naopak se ji nepodafilo
prokézat zadnou korelaci mezi obezitou a zvySenym mnozstvim bakterii z kmene Firmicutes
(Schwiertz et al., 2010). Rozpory ve zjisténich mohou byt zplisobeny malym vzorkem
testovanych dobrovolnikti nebo jinymi vnéjsimi vlivy, které ve studiich nebyly brany v uvazeni

(Vaiserman et al., 2020).
U pacientti s Crohnovou chorobou byla provedena studie (Yilmaz et al., 2019), ktera prokazala,

Ze pacienti méli snizeny pocet bakterii produkujici kratké mastné kyseliny (SCFA) na ukor

aerobnich bakterii produkujicich ROS. Tito pacienti m¢li zvySené mnozstvi ur¢itych kment
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bakterie Escherichia coli, které ptilnuly ke stfevni sténé. Tyto kmeny se nachazi predevSim na
jiz diferencovanych stfevnich buiilkdch ilea, ¢emuz odpovidalo i jejich piednostni piilnuti
k diferencovanym buinikdm Caco-2 in vitro (Darfeuille-Michaud et al., 1998), a vyznacuji se
produkci a-hemolysinu, coz je prozanétlivy cytotoxin zpisobujici pory v cytoplazmatické
membrané buiiky nasledované jeji smrti (Scheffer et al., 1985). Vlivem zménéné kompozice
sttevniho mikrobiomu mtze tedy dojit az k poSkozeni stfevni bariéry, coz se vyznacluje
zjisténo, ze ROS pii dlouhodobém vystaveni organismu oxidativnimu stresu snizuji aktivitu
antioxidacnich enzymd, jako napt. GSR nebo SOD, nebo je piimo posSkozuji (Goneng et al.,

2013).

Melatonin ptisobi jako antioxidant (Tan et al., 1993) a jeho plisobeni mtZze probihat bud’ piimo
interakci s ROS a jejich detoxifikaci diky jeho schopnosti poskytovat elektron elektrofilnim
slouc¢eninam (Poeggeler et al., 1994) nebo nepiimo plisobenim na jeho membranové ¢i jaderné
receptory (Becker-André et al., 1994; Barberino et al., 2017). Skrze interakce s receptory je
stimulovana produkce proteinti Sirtuin 1 (SIRT1) a nasledné¢ AMP-aktivované proteinkinazy
(AMPK) (Tajes et al., 2009; Rehman et al., 2019). SIRT1 aktivuje AMPK skrze deacetylaci
jaterni kinazi B1 (LKBI1), coz je kinaza pasobici pravé na AMPK (Lan et al., 2008). Aktivitou
AMPK je stimulovdna Nrf2 draha (Iwasaki et al., 2013), pficemz Nrf2 je transkripéni faktor
regulujici produkci genli enzymt, které se v bunce podili na odbouravani ROS, napt. GSR ¢i
GPx (Itoh et al., 1997; Rodriguez-Naranjo et al., 2012). Melatonin by pomoci tohoto
mechanismu mohl slouzit jako prostiedek ke snizeni oxidativniho stresu a znovuobnoveni
spravného sloZeni stfevniho mikrobiomu. Studie provedend u pacienti trpicich vySe zminénymi
chorobami potvrdily, ze podavanim melatoninu bylo docileno zmirnéni ptiznakt a nastoleni
intestindlni homeostazy. U pacientd s idiopatickymi stfevnimi zanéty (IBD), mezi které patii
naptiklad Crohnova choroba nebo ulcerézni kolitida, pro které je charakteristicky snizené
mnozstvi Firmicutes a zvySené mnozstvi Bacteroidetes (Manichanh, 2006; Gophna et al.,
2006), podani melatoninu zvysilo pomér Firmicutes na ikor Bacteroidetes (Zhu et al., 2018). U
mysi trpicich obezitou zase doslo poddvanim melatoninu ke snizeni hmotnosti a také upraveni
zvySeného poméru Firmicutes/Bacteroidetes (Xu et al., 2017). Z tohoto vyplyva, ze melatonin
dokaze ovlivnit spravné slozeni stfevniho mikrobiomu a jeho Ucinky u chorob spojenych

s gastrointestinalnim traktem maji klinické vyuziti.
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5.2 Modulace imunitni odpovédi

Studie provedena v roce 2018 s bakterii Lactobacillus acidophilus zjistila, ze u zkoumané
skupiny mysi, u kterych byla vyvolana kolitida pomoci dextrat sulfatu sodného (DSS), doslo ke
zvySeni poctu Treg bunék v epitelu tlustého stieva, konkrétné CD4, CD25 a Foxp3, a produkci
cytokini IL-17 (Park et al., 2018). Podobny efekt na expresi cytokinli u mysi s kolitidou
vyvolanou DSS mélo i podavani vnéjSich membranovych vezikuli (OMV) izolovanych
z bakterie Escherichia coli, u kterych bylo zaznamenano zvySeni exprese IL-10 a sniZeni
exprese IL-6, IL-17, TNF-a a IFN-y (Fabrega et al., 2017). OvSem stfevni patogenni bakterie,
vcetné patogennich kmena bakterie Escherichia coli, jsou schopné aktivovat i jaderny
transkripéni faktor kappa B (NF-kB) (Savkovic et al., 1997). NF-kB v téle spousti
prozanétlivou odpovéd’ a mize byt aktivovan riznymi stimuly, mezi néz patii i prozanétlivé
cytokiny IL-1 nebo TNF-a (Osborn et al., 1989), pficemz pravé produkci IL-1 stimuluje i
Escherichia coli (Brauner et al., 2001). Oba tyto cytokiny interaguji s toll-like receptory (TLR)
(Rakoft-Nahoum et al., 2004), které skrze adaptorovy protein MYDS8S8 aktivuji fosforylacni
kaskadu vedouci az k fosforylaci proteinu IkB, ktery inhibuje NF-kB (Kawai et al., 1999). kB
je nasledné rozlozen proteazomem a NF-kB tak mtze byt translokovan do jadra, kde interaguje
se svymi receptory (Beg et al., 1993). Tam na transkrip¢ni Grovni stimuluje produkci mnoha
gend, jejichz produkty se nésledné podileji na imunitni odpovédi, naptiklad prozanétlivé

cytokiny IL-2, IL-8 nebo IFN-y (Pahl, 1999).

Melatonin inhibuje zanétlivou odpoveéd’ v téle vyvolanou NF-kB n¢kolika zptsoby. In vitro,
jeho podéani u makrofagu stimulovanych LPS inhibovalo transkripci genu MyDS88, ktery spousti
drahu vedouci az k aktivaci NF-kB (Xia et al., 2012). Podani melatoninu mélo pozitivni dopady
1 ve studiich provadénych in vivo. U mysi, u kterych byla vyvoldna jaterni ischemie, bylo
podano 10 mg melatoninu na 1 kg hmotnosti 15 minut ptfed jejim vyvolanim a stejna davka
tésné pied reperfuzi. Podani melatoninu sniZilo expresi TLR4 a jimi vyvolané prozanétlivé
odpovédi (Kang et al., 2011). Zaroven podavani 10 mg melatoninu na 1 kg hmotnosti u kralika
trpicich ateroskler6zou potlacilo expresi TLR4 a proteinu MYD8S, a naopak zvysilo expresi Ik
B, ktery inhibuje transport NF-kB do jadra (Hu et al., 2013). Diky témto mechanismim
melatonin potlacuje nadprodukci prozanétlivych cytokinii a celkové snizuje zanétlivou

odpovéd’ v téle vyvolanou patogennimi bakteriemi.
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5.3 Vliv cirkadianniho rytmu na stfevni mikrobiom

Bylo prokazano, Ze cirkadianni rytmy a stfevni mikrobiom jsou propojené. Naptiklad v jedné
studii byly mysi vystavené ¢asovému posunu shodnému s ¢asovym posunem mezi dvéma
casovymi pasmy, které mezi sebou maji rozdil 8 hodin. Vzorky jejich stfevniho mikrobiomu
prokézaly zvySené mnozstvi bakterii z kmene Firmicutes stejné tak, jako vzorek stfevniho
mikrobiomu lidi, ktefi tento ¢asovy posun podstoupili (Thaiss et al., 2014). K podobnému
vysledku ve zméné¢ sloZeni stftevniho mikrobiomu dospély 1 jiné studie (Zarrinpar et al., 2014;
Liang et al., 2015). Liang et al. zaroven prokazali pozménéné sloZeni stfevniho mikrobiomu u
mys$i s nefunkénim genem Bmall. Na Girovni kmene Proteobacteria doslo k velkému zvyseni. U
kment Bacteroidetes a Firmicutes v celkovém mnozstvi sice nedoslo k vyraznym zménam, ale
jejich jednotlivé taxony vykazovaly rozdilnd mnoZzstvi u kontrolni skupiny mysi a u skupiny
mysi s deleci v genu Bmall. (Liang et al., 2015). Vliv hodinovych gent na slozeni stfevniho
mikrobiomu potvrdila i dalsi studie, ktera zjistila, ze mysi s deleci pro geny Perl a Per?2 ztratily

rytmicitu v denni oscilaci mnozstvi bakterie Ruminococcus gnavus (Thaiss et al., 2016).

Podéavani 10 mg melatoninu na 1 kg hmotnosti po dobu 10 dni dokézalo zvysit snizené mnoZstvi
prospésnych bakterii Lactobacillus murinus a Akkermansia muciniphila (Shang et al., 2017) a
sniZit zvySené mnoZstvi bakterii Bacteroides massiliensis a rodu Enterobacter asburiae, které
zpusobuji zanét (Boureau et al., 1993; Brauner et al., 2001), u mysi trpicich spankovou
deprivaci (Park et al., 2020). Zaroven podavani 20 mg melatoninu na 1 kg hmotnosti po dobu 3
dnti u mysi se spankovou deprivaci dokazalo obnovit poskozenou stievni bariéru a snizit jeji
zvySenou prostupnost (Gao et al., 2019). Studie z roku 2018 prokéazala zvySené mnozstvi
bakterii Ruminococcus torques u mysi trpicich spankovou deprivaci (Deaver et al., 2018), coz je
bakterie asociovana se zvySenim prostupnosti stfevni bariéry (Hoskins et al., 1985). Dysbioza
sttevniho mikrobiomu tedy miize ovlivnit naruseni integrity stfevni bariéry (Kassinen et al.,
2007; Lyra et al., 2009) a muze také ptimo ovlivilovat syntézu melatoninu ve sttevech. Gao et al.
prokazali sniZzeni hladiny melatoninu v plasmé z 32.33 pg/ml u kontrolni skupiny my$i az na 23
pg/ml u skupiny mysi spankové deprimované (Gao et al., 2019). Tato studie zarovein prokazala,
Ze mysi trpici spankovou deprivaci méli snizené mnozstvi pohdrkovych bunék, které vylucuji
mucin chranici stfevni sténu (Bierring, 1962), a snizenou expresi proteint okludin, klaudin-1 a
Z0-1, které tvoii tésné membranové spoje a pfispivaji tak ke spravné integrité stfevni stény
(Farquhar & Palade, 1963). Piitomnost bakterie Helicobacter pilori zase snizila expresi ASMT

a AANAT enzymi, coz vedlo ke snizeni hladiny melatoninu v gastrointestindlnim traktu
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(Chojnacki et al., 2013). Cirkadianni rytmy tedy ovliviluji sloZeni stfevniho mikrobiomu a ten

nasledné interaguje s melatoninem a ovliviiuje jeho produkci.

5.4 Kratké mastné kyseliny a jejich vliv na melatonin

Stfevni anaerobni bakterie jsou hlavnimi producenty SCFA (Heverstad & Midtvedt, 1986),
mezi néz patfi i propionat, butyrat a acetat. Ty jsou generovany metabolismem téchto bakterii,
pfedevSim anaerobni glykolyzou (Macfarlane & Macfarlane, 2003), pentézofosfatovym
cyklem (Schell et al., 2002) nebo Wood-Ljungdahlovym cyklem, coz je nejvétsi a

nejvyznamneéjsi cesta produkce acetatu (Miller & Wollin, 1996).

Butyrat v tlustém stfevé vykazuje anti-prolifera¢ni G¢inky a dokaze vyvolat diferenciaci nebo
apoptdzu v nediferencovanych epitelidlnich buitkach HT-29 (Comalada et al., 2006). Také je
kolonocyty vyuzivan jako zdroj energie (Donohoe et al., 2011). Butyrat zaroven podporuje
obnovu epitelu v tlustém stfeveé a sniZzuje zanét zpiisobeny kolitidou (Butzner et al., 1996). Je
totiz vstfebavan pomoci vymény za HCOs, coZ je silnd baze (Binder & Mehta, 1989). Tim je v
bunce snizeno pH, které je poté zvySovano pumpovanim H" ven z burniky vyménou za Na', ktery
je nasledn¢ pomoci Na'/K" ATPazy z buriky odstranovan (Rowe et al., 1994). Butyrat tim

padem ma roli 1 v regulaci vstiebavani iontl a vody.

Propionat se podili na glukoneogenezi a ketogenezi (Leng et al., 1967). V jatrech stimuluje
glykolyzu (Anderson & Bridges, 1984), coz by mohlo byt nasledkem poklesu citratu pti jeho
metabolismu (Blair et al., 1973). Propionat také snizuje hladinu cholesterolu (Chen et al., 1984).
V této studii mysi, jejichz potrava obsahovala 0,5 % propionatu sodného, méli snizenou hladinu
cholesterolu jak v jatrech, tak v plazmé. Mohlo by to byt nasledkem schopnosti propionatu
snizovat aktivitu 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-koenzymu A (HMG-CoA) (Ide et al., 1978), coz
je klicovy enzym v syntéze cholesterolu (Rodwell et al., 1976). ZvySena hladina propionatu v t
¢le ovSem miize mit i nezadouci Uc¢inky. Napiiklad mize pfi nizkém pH v buiice zpisobovat
intracelularni acidifikaci, kdy se dostdva do buiikky v protonované nebo nenabité formé.
V burice dojde k deprotonaci propionatu a acidifikaci jejiho vnitiniho prosttedi (Karuri et al.,
1993). Macfabe a kolegové (Macfabe et al., 2007) zjistili, Ze pokud se propionat vyskytoval
v mozku mysi, dochazelo u nich k projeviim hyperaktivity, abnormdlnich a repetitivnich
motorickych pohybli a byly pfitomny i zachvatovité epizody, coZ jsou projevy poruchy

autistického spektra. Studie provedena v roce 2010 prokazala, Ze mnozstvi bakterii z kmene
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Bacteroidetes, ktery produkuje velké mnoZstvi propionatu, bylo vyssi u déti trpicich autismem
(Finegold et al., 2010). Propionat je tedy ve fyziologickych hladinach dualezity pro spravny

metabolismus, ale ve vyssich hladindch mtze v lidském téle ptisobit komplikace.

Acetat je dilezitym prekurzorem v lipogenezi (Hanson & Ballard, 1967) a zaroven sniZuje
koncentraci volnych mastnych kyselin v plazmé (Crouse et al., 1968). Je absorbovan do
perifernich tkani, kde slouzi jako prekurzor v syntéze cholesterolu (Bloch, 1965). Také miize
byt pouzit jako prekurzor k syntéze butyradtu pomoci butyryl-CoA/acetat-CoA transferazy
(Diez-Gonzalez et al., 1999). Jeho koncentrace v plazmé je nasobné vyssi nez koncentrace
propionatu nebo butyratu (Pouteau et al., 2001). Jeho absorpce do periferniho krevniho ob¢hu je

znacna, proto acetat byva pouzivan pro monitorovani sttevniho prostfedi (Pomare et al., 1985).

V ex vivo modelu mysiho stfeva bylo prokazano, Zze podani SCFA zvysilo produkci 5-HT
enterochromafinnimi buiikami (Fukumoto et al., 2003). Postupné bylo zjisténo, Ze propionat u
mysi stimuloval expresi enzymu Tryptofan 5-hydroxylazy 1, ktery je limitujicim ve tvorbé¢ 5-
HT (Nankova et al., 2014), a Reigstad et al. v mySim modelu s lidskymi enterochromafinnimi
bunkami prokazali, ze acetat a butyrat jeho produkci stimulovali také (Reigstad et al., 2015). 5-
HT poté mize byt pomoci enzymii AANAT a ASMT pfeménén na melatonin (Axelrod &
Weissbach, 1961; Sugden et al., 1987a). Tryptofan, ktery je prekurzorem 5-HT a nasledné az
melatoninu, mize byt pomoci oxidace pfeménén az na N-formylkynurenin, coz je latka
pusobici v téle prozanétlivé (Nelp et al., 2019). Tuto drdhu podstoupi naprostd vétSina
tryptofanu (Badaway, 2017), pfi¢emz klicovym enzymem regulujici tuto dréhu je Indolamin
2,3-dioxygenaza-1 (IDO-1) (Ball et al., 2007), Jeho zvySené mnoZstvi ve stievech je spojovano
s n¢kolika zanétlivymi stavy, napiiklad Crohovou chorobou nebo ulceratézni kolitidou (Wolf et
al., 2004; Ferdinande et al., 2008). Studie provedena in vitro prokéazala, Ze butyrat snizil expresi
IDO-1 v enterochromafinnich buiikach, ¢imz by mohl napoméhat udrzovat homeostazu v téle
(Martin-Gallausiaux et al., 2018). SCFA tedy mohou ovliviiovat hladinu melatoninu stimulaci

enzymu potiebnych k jeho syntéze.

5.6 Hydrolyza Zlucovych soli

Mnoho zastupcii bakterii sttevniho mikrobiomu disponuje hydrolazou zlucovych soli (BSH)
(Bateup et al., 1995; Coleman & Hudson, 1995; Grill et al., 1995), coZ je enzym zodpovédny za
dekonjugaci zluCovych kyselin (Hepner et al., 1972). Tim vznikaji naptiklad kyselina

19



deoxycholova (DCA) nebo kyselina lithocholova (LCA) (Hamilton et al., 2007). Konjugované
zluc¢ové kyseliny vznikaji v jatrech, kde jsou nejcasteji konjugovany s taurinem nebo glycinem
v zavislosti na druhu savce (Alvaro et al., 1986). Z jater jdou skrze ZluCovody az do duodena,
kde se podili na absorpci lipidl (Center, 1993). Zhruba 95 % konjugovanych zlucovych kyselin
je reabsorbovano v ileu a navraceno zpét do jater (Schiff et al., 1972). U zbylych 5 % je amidova
vazba pomoci BSH hydrolyzovana, ¢imz je zabranéno jejich dalsi reabsorpci enterocyty a tim
padem jsou vyluovany z téla (Garbutt et al., 1970). Aktivita BSH mtiZze nepiimo ovliviiovat
snizeni hladiny cholesterolu, kdy diky jejimu podilu na dekonjugaci zluCovych kyselin je
cholesterol vyuZivan pro tvorbu novych zlu€ovych kyselin, které nahradi ty vyloucené (Reynier
et al., 1981). BSH také mize mit detoxifika¢ni roli. Preferen¢né se podili na hydrolyze glyko-
konjugovanych Zlu¢ovych kyselin (Christiaens et al., 1992; Tanaka et al., 2000), které jsou
pii nizkém pH pro bunky velmi toxické (De Smet et al., 1995).

Nekrotizujici enterokolitida (NEC) je nemoc gastrointestinalniho traktu postihujici predev§im
nedonoSené novorozence, kterd se vyznacuje akutnim zanétem stfeva (Duchon et al., 2021).
Nejvice postizené byva distalni ileum a proximalni ¢ast tlustého stieva, coz jsou mista s nejvetsi
reabsorbcei zlucovych kyselin (Craven & DeRubertis, 1988). Zvysené hladiny DCA i LCA jsou
povazované za pri¢inu NEC (Halpern & Dvorak, 2008; Knapp et al., 2020). NEC se také
vyznaCuje snizenym mnozstvim pifenaSect organickych latek (OST-o a OST-f), jejichz
produkce je stimulovana aktivaci receptoru Farnesoid-X (FXR) (Lee et al., 2005). Aktivaci
FXR je zarovein sniZena bun&cna proliferace (Duan & Fang, 2014). OST-a a OST-f ptenase;ji
zluCové kyseliny pies intestindlni sténu zpét do portalniho ob¢hu (Ballatori et al., 2005).
Podanim melatoninu bylo docileno snizeni vylucovanych DCA a LCA a zvySeni exprese OST-
a, ¢ehoz mohlo byt docileno jeho vlivem na snizeni acetylace FXR skrze zvySeni produkce
SIRT1 (Lai et al.,, 2024). Melatonin zarovenn dokdze pozménit pomeér prospéSnych a
neprospésnych bakterii pro lidské télo (Xu et al., 2017; Zhu et al., 2018), coz by mohl byt dalsi
faktor zmiriiujici zvySené hladiny DCA a LCA.
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6. Zavér

Schopnost enterochromafinnich bunck syntetizovat melatonin pfimo ve stfevé nezavisle na
epifyze ptiméla spoustu vyzkumi zaméfit se na jeho ucinky prave ve stieve. Na jejich zakladé
byla zjisténa role melatoninu naptiklad v motilit€, imunité a ochrané stfevni bariéry. Také byla
prokdzana tada pozitivnich ucinkid poddvani melatoninu pacientiim s posSkozenou stfevni
homeostadzou. Za predpokladu provazanosti jednotlivych stfevnich funkei se védci zacali
zajimat o roli melatoninu u pacientll s dysbiézou stfevniho mikrobiomu, jelikoz mnoho
zdanlivé nevylécitelnych chorob, mezi néz patii naptiklad diabetes II. typu nebo Crohnova

choroba, jsou s timto problémem spojené.

Podaftilo se prokdzat, Ze melatonin ma vliv na spravné slozeni stfevniho mikrobiomu a to i
proto, Ze nespravné slozeni stfevniho mikrobiomu casto souvisi s poruchami cirkadidnnich
rytma. Podavani melatoninu dokazalo obnovit spravné slozeni stfevniho mikrobiomu a také
zmirnit pfiznaky chorob souvisejicich prave s dysbidzou. Zaroven se zacala zkoumat podstata
téchto U€inki melatoninu, pficemz bylo zjisténo, Ze i stfevni mikrobiom dokdze ovlivilovat

produkci melatoninu ve stievé.

Ze zavért jednotlivych studii jednoznacn€ vyplyva, Ze melatonin a stfevni mikrobiom se
vzajemné ovliviiuji, a téchto poznatkd je vyuzivano v klinické 1é¢bé nékterych chorob
souvisejicich s dysbiozou stteviho mikrobiomu. Dalsi vyzkumy jsou potieba pro pochopeni
procest, které se odehravaji na molekularni trovni, jelikoZ tato oblast zatim neni dostate¢né

popsana.
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	4. Produkce melatoninu v savčím střevě
	V roce 1975 byla provedena studie, která zkoumala, zda je melatonin v intestinálním traktu produkován enterochromafinními buňkami (Raikhlin et al., 1975). Podkladem pro tuto studii bylo zjištění, že enterochomafinní buňky jsou také místem syntézy 5-HT, což je jeden z intermediátů při vzniku melatoninu (Erspamer & Asero, 1952). Zároveň bylo prokázáno, že melatonin je syntetizován napříč celým gastrointestinálním traktem, nejvíce v žaludku a duodenu v Lieberkühnových kryptách, a nejméně v ileu a jejunu. Směrem k tlustému střevu a rektu koncentrace melatoninu opět stoupala (Bubenik et al., 1977). To položilo základ otázce, zda je intestinální produkce melatoninu závislá na pineální produkci. To bylo vyvráceno zjištěním, že melatonin byl u myší syntetizován napříč gastrointestinálním traktem i po provedené pinealektomii (Bubenik et al., 1980), přičemž jeho distribuce navíc velmi úzce souvisela s koncentracemi 5-HT a hustotou enterochormafinních buněk (Bubenik & Dhanvantari, 1989). Nalezení enzymů AANAT a ASMT v gastrointestinálním traktu (Hong & Pang, 1995, Stefulj et al., 2001) pak umocnilo přesvědčení, že intestinální melatonin je syntetizován nezávisle na pineálním.
	Přes 30 let panovalo přesvědčení, že gastrointestinální melatonin se podílí na cirkulující hladině melatoninu v plasmě (Huether et al., 1992b; Rice et al., 1995) a zároveň je jeho množství až 400krát větší než množství melatoninu pineálního (Huether et al., 1992a). V roce 2023 byla tato tvrzení zpochybněna (Kennaway, 2023). Podle Kennawaye jsou uvedené informace nepravdivé, jelikož autoři článků chybně interpretovali svá data a k měření hladin melatoninu používali nesprávné techniky. Například Huether et al. (Huether et al., 1992a) k výpočtům používali nesprávné hodnoty a nadhodnotili váhu duodena až 20krát, přičemž ve skutečnosti váží necelý 1 g (Miller, 1971), nebo Bubenik a Brown (Bubenik & Brown, 1997) pouze převzali již známé hodnoty poměru melatoninu v duodenu a epifýze místo toho, aby poměr vypočítali z vlastních výsledků. Kdyby to udělali, došli by k poměru 0,19:1 a ne 400:1 jako jejich kolegové v roce 1992 (Huether et al., 1992a). Dle Kennawaye gastrointestinální trakt není hlavním místem produkce extrapineálního melatoninu (Kennaway, 2023).
	4.1 Receptory
	Ve střevě se pro melatonin nachází několik receptorů. Mezi hlavní patří membránové receptory MT1 a MT2 (Sallinen et al. 2005). Oba receptory byly identifikovány pomocí 125I-melatoninu (Lee & Pang, 1992) a patří do rodiny receptorů spřažených s G-proteiny (Dubocovich et al., 2000). MT1 receptory se vyskytují napříč všemi segmenty intestinálního traktu a korespondují s distribucí melatoninu (Sotak et al., 2006). Při jejich aktivaci inhibují funkci adenylát cyklázy (Morgan et al., 1989), která tvoří méně cAMP a tím pádem je menší aktivita PKA, která fosforyluje CREB. Zároveň je aktivována fosfolipáza C (PLC) (Godson & Reppert, 1997), která štěpí fosfatidylinositol-4,5-bifosfát (PIP2) na 1,2-diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfát (IP3). Skrze aktivaci MT2 receptoru je také inhibována adenylát cykláza (Reppert et al., 1995) a aktivována fosfolipáza C, která rozštěpením PIP2 na DAG a IP3 aktivuje proteinkinázu C (PKC) (Hunt et al., 2001). Navíc je jejich stimulací aktivována guanylát cykláza a tak zvýšena tvorba cyklických guanosinmonofosfátů (cGMP) (Vesely, 1981), což aktivací MT1 receptorů pozorováno nebylo. MT1 mRNA byla nalezena především v subepiteliální tkáni mukózy a bylo jí větší množství než MT2 mRNA, která byla nalezena především v epiteliální tkáni (Sotak et al., 2006).
	Dalším membránovým receptorem pro melatonin je MT3. Původně byl popsaný v roce 1990 (Pickering & Niles, 1990) a později byl identifikovaný jako enzym chinon reduktáza 2 (QR2) (Nosjean et al., 2000). Receptor je dnes považován za enzym díky jeho velmi rychlé formační a disociační kinetice ligandů (Molinari et al., 1996) a jako první byl v gastrointestinálním traktu identifikován ve střevech křečků (Paul et al., 1999).
	Ve střevě jsou přítomné i jaderné receptory z ROR/RZR rodiny, se kterými melatonin interaguje díky jeho schopnosti jaderné lokalizace (Becker-André et al., 1994).
	4.2 Funkce melatoninu ve střevě
	Signalizace molekulou melatoninu ve střevě může být povahy parakrinní, autokrinní nebo přímého kontaktu mezi buňkami a podílí se na řadě vnitro- i mimobuněčných dějů.
	4.2.1 Motilita
	Melatonin je uplatňován ve střevní motilitě, kde může mít jak kontraktilní, tak inhibiční efekt na hladkou svalovinu. Názory na mechanismus, jakým melatonin působí na tonus hladké svaloviny střeva, se během času měnil. Nejprve bylo ukázáno, že kontraktilní funkce je zprostředkována především MT2 receptory, jelikož jsou funkčně spřažené s hydrolýzou PIP2, což je mechanismus, který by za tuto funkci mohl odpovídat (Lucchelli et al., 1997). Studie z roku 2013 ovšem tvrdí, že za kontraktilní efekt melatoninu jsou zodpovědné MT1 receptory exprimované buňkami hladké svaloviny. Skrze aktivaci fosfolipázy C a působení IP3 dojde k vylití intracelulárních Ca2+ kationtů, které kontrakci zapříčiní (Ahmed et al., 2013). Melatonin zároveň inhibuje kontrakce intestinální hladké svaloviny vyvolané serotoninem, kdy snížením napětí hladké svaloviny je snížená i síla kontrakcí (Quastel & Rahamimoff, 1965). Největší snížení této síly přímo korelují s místy, kde byly nalezeny nejvyšší koncentrace melatoninu (Harlow & Weekley, 1986). Bylo zjištěno, že spíše než přímým ovlivněním kontraktilního aparátu, melatonin interaguje se serotoninovými receptory (Bubenik, 1986). Dříve se předpokládalo, že působí jako kompetitivní antagonista serotoninových stimulujících receptorů (Fioretti et al., 1972), které byly později určeny jako 5-HT3A (Aikiyo et al., 2020), ale dnes je zastáván názor, že melatonin interaguje jako kompetitivní agonista se serotoninovými inhibitorními receptory 5-HT1 (Boeckxstaens et al., 2006), což podporuje i neúměrně vysoké množství melatoninu potřebné k potlačení účinků serotoninu na hladkou svalovinu (Bubenik, 1986). Mechanismů, kterými melatonin může relaxovat hladkou svalovinu je více. Dle jedné studie melatonin inhibuje cholinergní excitační postsynaptické potenciály (ESPS) díky přímé blokaci nikotinových receptorů (Barajas-López et al., 1996), dle další blokuje Ca2+ dependentní K+ kanály, což způsobí hyperpolarizaci buněčných membrán a tím relaxaci hladké svaloviny (Storr et al., 2000). Melatonin tedy ovlivňuje motilitu ve střevech přímo interakcí s MT1 či MT2 receptory nebo interakcí s receptory jiných neurotransmiterů či iontů.
	4.2.2 Metabolismus vlivu melatoninu na regulaci hladin glukózy
	Další funkcí melatoninu je regulace metabolismu glukózy. Díky jeho schopnosti skrze MT1 receptor snižovat množství cAMP, které je aktivátorem PKA, v pankreatu dochází k inhibici sekrece insulinu vyvolané glukózou (Picinato et al., 2002). Později bylo zjištěno, že k regulaci sekrece insulinu přispívá i signalizace skrze MT2 receptor, kdy melatonin pomocí něj snižuje množství cGMP a tím sekreci insulinu potlačuje (Stumpf et al., 2008) Myši, které neměly exprimované MT1 ani MT2 receptory, vykazovaly vyšší hladiny insulinu v plasmě a zároveň větší množství transkriptů pro receptory glukózy Glut1 a Glut2 v pankreatických -buňkách (Bazwinsky-Wutschke et al., 2013). Melatonin zde skrze MT1 receptory stimuluje fosforylaci CREB (Bazwinsky-Wutschke et al., 2012), který se v buněčném jádře naváže na CRE element a tím aktivuje expresi Glut1 genu (Kim et al., 2012). Na druhou stranu melatonin skrze MT2 receptor aktivuje fosfolipázu C a ta generuje IP3 štěpením PIP2, které umožňují vylití Ca2+ kationtů z intracelulárních zásob, což je mechanismus podmiňující sekreci insulinu (Bach et al., 2005). Melatonin tedy v pankreatu inhibuje sekreci insulinu skrze snížení produkce cAMP či cGMP, zároveň jeho sekreci zvyšuje díky aktivaci PLC a produkci IP3.
	4.2.3 Sekrece enzymů
	Bylo zjištěno, že melatonin může ovlivňovat sekreci hormonů spojených se zažíváním. Exogenním podáním melatoninu ve vodě, jehož koncentrace byla 4 g/ml, byla snížena koncentrace leptinu u myší (Rasmussen et al., 1999), ale na druhou stranu bylo zjištěno, že melatonin zvyšuje hladinu leptinu u Eliomys quercinus (Ambid et al., 1998) a u Mustela vison (Mustonen et al., 2002), což naznačuje, že efekt melatoninu je specificky závislý na druhu savce. Za hormon s efektem opačným leptinu je považován ghrelin (Nakazato et al., 2001). Melatonin by mohl být zodpovědný za snižování chuti k jídlu (Piccinetti et al., 2010), což by podporovalo i zjištění, že jeho exogenní podání snížilo koncentraci ghrelinu v plasmě. Do myší byly vloženy implantáty, které obsahovaly 12 mg melatoninu, což způsobilo kontinuální uvolňování po dobu 24 hodin (Mustonen et al., 2001; Taheri et al., 2019). Jiná studie ale prokázala, že melatonin naopak hladinu ghrelinu zvyšuje, přičemž myším byl podáván melatonin po dobu 12 dnů v koncentracích 0,5 mg na 1 kg hmotnosti (Canpolat et al., 2006). To by mohlo poukazovat na to, že účinky fyziologických a farmaceutických dávek melatoninu se liší.
	4.2.4 Transport iontů a sloučenin ve střevě
	Melatonin také ovlivňuje transport iontů a zároveň zvyšuje vylučované množství vody (Bubenik & Pang, 1994). V tlustém střevě působí jako molekula modulující aktivitu jiných neurotransmiterů, například prostaglandinů. Bylo prokázáno, že PGE2 podporují tvorbu cAMP (Ding et al., 1997), a tím přímo zvyšují sekreci Cl- aniontů (Diener et al., 1988). Melatonin v tomto případě nesnižuje přímo hladinu cAMP, ale zabraňuje jejich tvorbě interakcí s PGE2 na úrovni kolonocytů (Mrnka et al., 2008). To potvrzuje i zvýšená hladina Cl- aniontů při nižších koncentracích melatoninu (Chan et al., 1998).
	Další funkcí melatoninu je jeho schopnost stimulovat produkci HCO3- v duodenu skrze MT2 receptory (Sjöblom & Flemström, 2003), kdy tato molekula neutralizuje kyselý obsah pocházející ze žaludku, čímž chrání mukózu (Flemström et al., 1986). Melatonin zároveň inhiboval absorpci sodíku v tlustém střevě myší, které v něm byly deficientní (Legris et al., 1982).
	4.2.5 Mukózní bariéra střeva
	Melatonin snižuje prostupnost mukózní bariéry pomocí strukturní změny těsných spojů ve střevě. Dle studie z roku 2013 se tak děje skrze nikotinové acetylcholinové receptory, což bylo navrženo poté, kdy byl u myší efekt melatoninu na snížení prostupnosti mukózní bariéry potlačen po podání neselektivních antagonistů nikotinových receptorů, hexamethonia a mekamylaminu (Sommansson et al., 2013). Výsledky této studie byly podpořeny zjištěním, že zmiňovaný efekt melatoninu byl potlačen díky podání jeho antagonisty luzindolu, který se váže na MT2 receptory (Dubocovich, 1988). Tuto funkci melatoninu potvrdilo i zjištění, že snížil prostupnost mukózní bariéry v jejunu po jejím vystavení dodecylsíranu sodnému (SDS) (Peters et al., 2021), což je látka, která zvyšuje propustnost membrány epiteliálních buněk (Anderberg & Artursson, 1993). Melatonin by mohl být na základě těchto zjištění potenciálním kandidátem na léčbu dysfunkce mukózní bariéry.
	4.2.6 Ochrana
	V gastrointestinálním traktu melatonin chrání před tvorbou lézí vyvolaných oxidativním stresem či žaludečními kyselinami. Jelikož je tento proces doprovázen zvýšeným množstvím ROS, je tento jev doprovázen zvýšením hladiny melatoninu jak v krevní plasmě, tak v krvi protékající žaludkem (Brzozowski et al., 1997). Zároveň jeho podání urychlilo hojení chronických žaludečních vředů. Melatonin zvýšil hladinu gastrinu v plazmě (Brzozowska et al., 2002), přičemž tento proces by mohl být výsledkem potlačení sekrece žaludečních kyselin, které za tvorbu žaludečních vředů mohou odpovídat (Brzozowski et al., 1997).
	4.2.7 Antioxidační účinky
	Melatonin působí jako antioxidant. Tato jeho funkce byla poprvé navržena v roce 1991 (Ianăş et al., 1991), ale přesvědčivé důkazy přinesla až studie v roce 1993 (Tan et al., 1993). V té byly in vitro generovány OH radikály působením UV světla na H2O2, které byly detekovány vazbou na 5,5-dimethylprolin N-oxid (DMPO). Melatonin snížil formaci DMPO-OH a k jejich 50 % snížení ho bylo potřeba 21 m, což je téměř 6x menší dávka, než byla potřebná u glutathionu (GSH), či 13x menší dávka, než byla potřebná u manitolu. Dle studie za tuto aktivitu může jak N-acetylová skupina tak pozice methylové skupiny na indolovém kruhu melatoninu (Tan et al., 1993). V roce 1994 bylo zjištěno, že indolový kruh poskytuje elektron elektrofilním sloučeninám, což jsou například již zmiňované OH radikály, přičemž zároveň probíhá jeho částečná oxidace. Tím vzniká indolyl kationtový radikál, který je za účasti superoxidového radikálu O2- přeměněn na N-acetyl-N-formyl-5-Methoxykynuramin (AFMK) (Poeggeler et al., 1994). Ten následně tělo opouští močí (Reiter et al., 2002). Role melatoninu jako antioxidantu je zřejmá při výskytu endotoxinu LPS v těle, který zvyšuje hladiny jak kyslíkových radikálů (Ghezzi et al., 1986) tak lipidových peroxidů (LPO) či dusíkatých radikálů (Carrillo-Vico et al., 2005). LPS díky tomu má vliv na snížení hladiny GSH, jehož oxidace vede ke tvorbě glutathion disulfidu (GSSG) (Stark et al., 1994). Zvýšený poměr GSSG vůči GSH je indikátorem oxidativního stresu v buňce. Melatonin hladinu GSSG snižuje a zároveň zvyšuje hladinu GSH, čímž upravuje poměr GSSG/GSH ve prospěch GSH a tím pádem snižuje oxidativní stres (Sewerynek et al., 1995). Melatonin zároveň stimuluje produkci a aktivitu enzymů, které se podílejí na odbourávání kyslíkových radikálů a snižování oxidativního stresu, například glutathion reduktázy (GSR), superoxid dismutázy (SOD) nebo glutathion peroxidázy (GPx) (Rodriguez-Naranjo et al., 2012), kdy je tato aktivita způsobena jeho interakcí s jadernými receptory z ROR/RZR rodiny (Becker-André et al., 1994).
	4.2.8 Apoptóza
	Melatonin zabraňuje destrukci mitochondrií, následované apoptózou, snižováním produkce mitochondriálních ROS. Brání tím depolarizaci membrány a zaplnění mitochondrie Ca2+ kationty, což by mohlo vést až k uvolnění cytochromu c (Jou et al., 2004). Anti-apoptické účinky melatoninu dokazuje i jeho schopnost snižovat hladinu dusíkatých radikálů (Reiter et al., 2002), které jsou ve velkém množství produkovány v septickém stavu charakterizovaným apoptózou buněk (Sharshar et al., 2003)
	4.2.9 Imunita
	Protizánětlivé účinky jsou další charakteristikou melatoninu. Myším, které byly intoxikovány LPS, byl podán melatonin ve dvou dávkách v koncentraci 10 mg na 1 kg tělesné hmotnosti, jednou 30 minut před vpravením LPS do těla, po druhé 60 min po vpravení LPS do těla. Snížení hladiny prozánětlivých cytokinů IL-1β, TNF-α, IFN- a IL-12 a zároveň zvýšení hladiny protizánětlivých cytokinů IL-10 bylo detekováno v peritoneální tekutině (Carrillo-Vico et al., 2005, Ahmed et al., 2022). Melatonin také zvyšuje expresi komplexu MHC II na povrchu makrofágů (Pioli et al., 1993), čímž by mohl podporovat produkci protilátek. Tyto a další efekty melatoninu například přispívají ke zmírnění projevů syndromu dráždivého tračníku (IBS), Crohnovy choroby či ulcerózní kolitidy (Song, 2005; Lu et al., 2005; Lardone et al., 2013).
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