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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Melatonina, podstawowy hormon wytwarzany giéwnie przez szyszynke, wykazuje m.in. silne
wiasciwosci hamujace wzrost komoérek nowotworowych, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in
vivo. Dane literaturowe wskazuja, iz dodanie melatoniny do medium spowalnia proliferacj¢ nie-
ktérych linii komérek nowotworowych. Sugeruje si¢ rowniez, ze stosowanie melatoniny jako le-
czenia wspomagajacego chemioterapi¢ poprawia jej skutecznos¢ i tolerancjg¢. Mechanizmy tych
zjawisk nie zostaly jeszcze w petni poznane, ale jednym z wazniejszych ich elementéw moga by¢
receptory melatoninowe. U ludzi zidentyfikowano dwa gtéwne typy btonowych receptoréw me-
latoninowych o wysokim powinowactwie: receptory MT1 (Mella) oraz MT2 (Mellb). Podtypy
te wykazuja 60% homologii na poziomie aminokwasowym. Receptory MT1 zakwalifikowano
do nadrodziny receptoréw zwiagzanych z biatkami G (GPCR). Za posrednictwem podjednostki
a biatka G receptory melatoninowe MT1, stymulujac wytwarzanie cyklazy adenylowej, hamu-
ja wytwarzanie cAMP, a tym samym maja znaczacy wptyw na przebieg procesu proliferacji ko-
morek. Wptyw melatoniny na podzialy komérkowe potwierdzaja badania przeprowadzone na li-
niach komérkowych S-19, B-16 mysich komérek czerniaka, czy tez na komdrkach raka sutka.
Wydaje sig, ze ekspresja receptorow melatoninowych MT1 podnosi efektywnos¢ onkostatyczne-
go dzialania melatoniny. W rezultacie melatonina i jej blonowe receptory moga stanowi¢ obie-
cujace ogniwa w osiagnigciu nowych alternatywnych terapeutycznych rozwiazan w leczeniu r6z-
nych typéw nowotworéw cztowieka.

melatonina * btonowe receptory melatoninowe: MT1i MT2 ¢ choroba nowotworowa

Summary

Melatonin, the main hormone produced by the pineal gland, strongly inhibits the growth of can-
cer cells in vitro and in vivo. Some publications indicate that the addition of melatonin to culture
medium slows the proliferation of some cancer cell lines. It is also suggested that melatonin used
as an adjuvant benefits the effectiveness and tolerance of chemotherapy. The mechanisms of this
are not fully understood, but melatonin receptors might be one of the most important elements.
Two distinct types of membrane-bound melatonin receptors have been identified in humans: MT1
(Mella) and MT2 (Mellb) receptors. These subtypes are 60% homologous at the amino-acid le-
vel. MT1 receptors are G-protein-coupled receptors. Through the o subunit of G protein, mela-
tonin receptors stimulate an adenylate cyclase and decrease the level of cAMP. This has a signi-
ficant influence on cell proliferation and has been confirmed in many tests on different cell lines,
such as S-19, B-16 murine melanoma cells, and breast cancer cells. It seems that expression of
the MT1 melatonin receptors benefits the efficacy of melatonin treatment. Melatonin and its re-
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ceptors may provide a promising way to establish new alternative therapeutic approaches in hu-

man cancer prevention.
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Wstep

W ostatnich 20-30 latach przedmiotem intensywnych za-
interesowan wielu naukowcow stata si¢ aktywna biolo-
gicznie substancja powszechnie znana jako melatonina.
Doniesienia sugerujace jej dzialanie jako czynnika op6z-
niajacego proces starzenia, pobudzajacego uktad odpor-
nosciowy, a takze majacego dziatanie antynowotworowe
sprawily, iz substancja ta jest nie tylko tematem publikacji
naukowych, ale jest réwniez szeroko reklamowana w Srod-
kach masowego przekazu.

Historia badan nad melatoning ma swdj poczatek w latach
dwudziestych XX wieku, kiedy to McCord i Allen oméwili
po raz pierwszy biologiczne dziatanie melatoniny w artykule
zatytutowanym Evidence associating pineal gland function
with alterations in pigmentation [43]. Zaobserwowali oni,
iz skoéra kijanek zaby Rana pipiens jasnieje w wyniku po-
lania jej wyciagiem z szyszynek wotowych [43]. Wiele lat
péZniej, w 1958 r., grupa amerykariskich dermatologéw pod
kierunkiem A. B. Lernera, wyizolowala zwiazek odpowie-
dzialny za agregacje ziaren pigmentu (melaniny) w mela-
noforach skéry ptazéw i okreslita jego budowe chemiczna
[38]. Wspomniany zwiazek nazwano melatoning (5-metok-
sy-N-acetylotryptamina): mela (od nazwy barwnika i ko-
morek wrazliwych na jego dzialanie) + tonina (poniewaz
substancja ta jest pochodna serotoniny) [38].

Melatonina jest szeroko rozpowszechniona zaréwno w §wie-
cie roslin, jak i zwierzat. Zidentyfikowano ja nawet u bakterii,
jednokomérkowych Eukariota, makroglonéw oraz u licznych

gatunkéw bezkregowcow i krggowcow [52]. U krggowecdw
melatonina jest gtéwnie syntetyzowana w pinealocytach szy-
szynki — malego gruczotu lezacego w nadwzgdrzu. Po raz
pierwszy proces biosyntezy tego hormonu opisat Axelrod
w 1974 1. [3]. Prekursorem syntezy tej indolowej pochodnej
jest tryptofan pobierany z krwi. Pod wptywem 5-hydroksy-
lazy tryptofanowej ulega hydroksylacji do 5-hydroksytryp-
tofanu, ktéry nast¢pnie jest dekarboksylowany do serotoni-
ny. Synteza melatoniny z serotoniny jest katalizowana przez
dwa enzymy: N-acetylotransferazg serotoniny oraz transfe-
raz¢ hydroksyindolo-O-metylowa (ryc. 1) [44,52].

Poza szyszynka miejscem syntezy melatoniny jest rwniez
m.in. siatkéwka, gruczoty tzowe Hardera, przewdd pokar-
mowy, ludzkie i mysie komérki szpiku kostnego, plytki
krwi i limfocyty [52].

Sekrecja melatoniny jest zsynchronizowana z cyklem Swia-
tlo/ciemnos¢ i informuje organizm o dtugosci dnia i nocy
[52]. Jej wydzielanie wzrasta wkrétce po zapadnigciu ciem-
nosci, osigga szczyt migdzy godzing 2 a 4 i stopniowo ob-
niza si¢ w drugiej polowie nocy. St¢zenie melatoniny we
krwi waha si¢ od 0-20 pg/ml w dzien do 20-100 pg/ml
w nocy [33]. Szczytowy poziom tej substancji we krwi jest
jednak swoisty dla danego organizmu i zmienia si¢ wraz
z wiekiem. U mtodych oséb poziom melatoniny we krwi
miesci si¢ w zakresie 54—75 pg/ml, a u starszych spada do
wartos$ci migdzy 18 a 40 pg/ml [33,44]. Okres pottrwania
we krwi endogennej melatoniny wynosi 30-60 min, na-
tomiast w przypadku egzogennej melatoniny ten czas jest
krétszy i wynosi 12-48 min [33,44]. Melatonina krazy we
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Ryc. 1. Synteza melatoniny w szyszynce (wg [40] zmodyfikowano)

krwi zwigzana z albuminami i glikoproteinami w 70% [33].
Ze wzgledu na to, iz hormon ten jest mata, lipofilowa cza-
steczka, moze dyfundowac takze do innych ptynéw orga-
nizmu cztowieka (§lina, ptyn mézgowo-rdzeniowy, limfa,
plyn nasienny, ptyn pecherzykéw jajnikowych i ptyn ko-
mory przedniej oka) [33,50].

Melatonina jest metabolizowana w watrobie i czgsciowo
w nerkach. Ulega hydroksylacji do 6-hydroksymelatoni-
ny przez monooksygenazy cytochromu P450, a nastep-
nie sprzgzeniu z kwasem siarkowym lub glukuronowym.
Powstaty siarczan lub glukuronian 6-hydroksymelatoniny
wydalany jest z moczem [50,52].

Publikacje najczesciej przedstawiaja cztery podstawowe me-
chanizmy dziatania melatoniny u ssakéw. Wsréd nich moze-
my wyrdzni¢: wigzanie do wewnatrzkomoérkowych biatek,
takich jak kalmodulina, dziatanie antyoksydacyjne, wiazanie
do receptoréw jadrowych oraz wiazanie do receptoréw me-
latoninowych umiejscowionych w btonie komérkowej [40].

Pierwszy z wymienionych mechanizméw opiera si¢ na do-
niesieniach, iz melatonina ma zdolnos¢ regulacji aktyw-

nosci kalmoduliny — biatka modulatorowego wiazacego
jony wapnia [6]. Aktywowana wapniem kalmodulina jest
zaangazowana w inicjacje fazy S i M cyklu komoérkowe-
go, w ekspresje genéw zwigzanych z cyklem komoérko-
wym, a takze w powr6t komérek z fazy spoczynkowej GO
do G1 cyklu komérkowego [6]. Melatonina wiaze si¢ do
kalmoduliny, utrudniajac aktywacje¢ danego bialka, jego
dystrybucje¢ i prawidtowy przebieg cyklu komérkowego.
Przypuszcza sig, ze mechanizm ten moze wyjasnia¢ anty-
proliferacyjny wplyw melatoniny na dzielace si¢ komor-
ki, w tym komérki nowotworowe [6].

Wiele danych potwierdza takze zdolno$¢ melatoniny do
przenoszenia elektronéw i unieczynniania wolnych rod-
nikow, takich jak: tlen singletowy, tlenek azotu, rodnik
wodorotlenkowy [17,18,31]. Ma ona réwniez stymuluja-
cy wplyw na antyoksydacyjne enzymy, takie jak dysmu-
taza ponadtlenkowa, katalaza czy peroksydaza glutatio-
nowa [18, 46]. Dodatkowo hamuje peroksydacje lipidéw
in vivo znacznie skuteczniej niz witaminy C lub E [26].
Uzytecznos¢ wspomnianych wtasciwosci antyoksydacyj-
nych melatoniny bada si¢ w réznych patologicznych wa-
runkach zwiazanych z dziataniem wolnych rodnikéw, po-
czawszy od stanéw zapalnych, niedokrwienia/reperfuzji,
dziatania promieniowania jonizujacego czy tez przy sto-
sowaniu chemioterapeutykéw [18,54].

Zdolnos¢ melatoniny do wigzania i aktywacji receptoréw
jadrowych nalezacych do podrodziny ROR/RZR (retinoid
orphan receptors/retinoid Z receptors) stanowi trzeci spo-
$rod wymienionych mechanizméw dziatania tego hormonu
[69]. Jak sama nazwa tych receptoréw wskazuje, zalicza si¢
je do tzw. sierocych receptoréw jadrowych, czyli takich, dla
ktérych nie udato si¢ jeszcze catkowicie udokumentowaé
istnienia endogennego liganda [69]. Podrodzina ta obejmu-
je produkty trzech genéw: rézne warianty RORa powstate
w wyniku alternatywnego sktadania pre-mRNA (RORal,
RORa2, ROR03 i RZRa) oraz RZRB i RZRY [69]. W bu-
dowie tych receptoréw mozna wyréznic¢ kilka domen: N
koricowa domeng o konstytutywnej transaktywacyjnej
funkcji 1 (AF1), domeng C wiazaca DNA, zmienna do-
men¢ D, domeng E wiazacg ligand, majaca tez zalezna od
liganda funkcje transaktywacyjna 2 (AF2) oraz opcjonal-
nie wystepujaca domeng F [69]. Ekspresja danych recep-
tor6w odbywa sie w r6znych narzadach. RZR wystepuje
gtéwnie w komédrkach nerwowych zwiazanych z uktadem
sensorycznym, neuroendokrynnym i limbicznym, podczas
gdy ROR0VRZR o wystepuje m.in. w przysadce mézgowej,
mozdzku, watrobie, tkance ttuszczowej, tkance chrzgstne;j
czy w skérze, a RZRy w migsniach szkieletowych [69].
Receptory te uczestnicza w regulacji proceséw immuno-
logicznych, ré6znicowaniu osrodkowego uktadu nerwowego
oraz w dojrzewaniu limfocytéw T [69]. Przyktadem immu-
nomodulujacego wplywu melatoniny wynikajacego z po-
budzenia receptoréw jadrowych RZRa jest prawdopodob-
nie zmniejszenie ekspresji mRNA dla 5-lipooksygenazy
[70]. 5-lipooksygenaza jest enzymem katalizujacym po-
wstanie leukotrienéw z kwasu arachidonowego, a leuko-
trieny odgrywaja znaczaca rolg¢ w procesach zapalnych
i alergicznych [70].

Ostatni sposob dziatania melatoniny jest zwiazany z bez-
posrednim oddzialywaniem owego hormonu z receptorami
melatoninowymi umiejscowionymi w btonie komérkowe;j.
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Wyniki doswiadczeni przeprowadzanych gtéwnie na mela-
noforach skéry ptazéw, a zwlaszcza zaby platany (Xenopus
laevis), staty sig¢ punktem wyjsciowym do dalszych badan
nad tymi receptorami [4]. Przelomem byto m.in. otrzyma-
nie cDNA tych receptoréw, ktére pozwolito na poznanie
jakze waznej struktury pierwszorzedowej tych biatek [4,56].

BrONOWE RECEPTORY MELATONINOWE

Klasyfikacja

Odpowiednie uszeregowanie poszczegdlnych receptoréw
melatoninowych moze zosta¢ sporzadzone z uwzglednie-
niem réznego typu kryteriéw poczawszy od lokalizacji re-
ceptoréw, poprzez sil¢ oddziatywania z ligandem, a na sys-
temie przekaznictwa sygnatu skonczywszy. Zaawansowane
badania z uzyciem technik biologii molekularnej pozwo-
lity wyodrebni¢ dwie gtéwne podklasy tych receptoréw:
I. ML1 Receptory blonowe zwiazane z biatkami G.
Wsrdd receptoréw tej grupy wyrézniono dodatkowo
trzy podtypy: MT1 (Mella), MT2 (Mellb) oraz Mellc.
Charakteryzuja si¢ one duzym powinowactwem i wiaza
melatoning przy pikomolarnym st¢zeniu hormonu [56].
II. ML2 (zwane tez MT3). Receptory btonowe zwiazane
z reduktaza chinonowa. Wiaza melatoning przy nano-
molarnym st¢zeniu hormonu i jak dotad nie udato si¢
otrzymac cDNA kodujacego synteze tego receptora [48].

Sposréd wymienionych grup btonowych receptoréw mela-
toniny, u ssakéw zidentyfikowano jedynie receptory MT1
oraz MT?2 [60]. Podtypy te wykazuja 60% homologii na
poziomie sekwencji aminokwasowej i zostaly wyréznio-
ne farmakologicznie z wykorzystaniem réznego typu ago-
nistéw 1 antagonistéw [67].

W 1998 r. Komitet [IUPHAR ustanowit nazewnictwo re-
ceptorow melatoninowych (tabela 1) [15]. Niestety nowa
nomenklatura nie uwzglednia receptoréw znalezionych
u innych poza ssakami gatunkéw, dlatego w ich badaniu
sugeruje si¢ stosowanie nazewnictwa funkcjonujacego
przed 1998 r. [15].

W kolejnych podrozdziatach zamieszczono charakterysty-
ke biatek MT1, zaréwno pod wzgledem ich budowy, sposo-
bu oddzialywania z ligandem, jak réwniez ze wzgledu na
mechanizm przekazywania sygnatu z udzialem biatek G.

Rozmieszczenie receptoréw melatoninowych

Pierwotnie w analizie wlasciwosci i rozmieszczenia re-
ceptoréw melatoninowych stosowano réznego typu li-
gandy znakowane izotopami. Do najczesciej wykorzysty-
wanych radioligandéw nalezy 2-[1251]-jodomelatonina,
wzgledem ktdrej receptory MT1 i MT2 wykazuja duze
powinowactwo o wartosci Kd 10-300 pM [72]. Rozwdj
autoradiograficznych metod detekcji pozwolit na doktad-
niejsze, morfologiczne zlokalizowanie receptoréw me-
latoniny w réznego typu tkankach osrodkowego uktadu
nerwowego, krwionosnego, rozrodczego oraz pokarmo-
wego [19,72]. Jesli wspomniana metoda nie jest wystar-
czajaco czuta, do detekcji receptoréw wykorzystuje sig
reakcje PCR z odwrotng transkrypcja. W ten sposéb ba-
dano m.in. receptor MT2 w jadrze nadskrzyzowaniowym
(SCN) u myszy [30].

Tabela 1. Nazewnictwo receptordw melatoninowych

Przed 1998 . Po1998r.
Mel1a, MLTA mt1, MT1
Mel1b, ML1B MT2

ML2 MT3

Rozmieszczenie i funkcje receptorow MT1, MT2 sa nie-
zwykle zréznicowane w réznych tkankach ludzkiego or-
ganizmu (tabela 2).

Geny kodujace receptory melatoninowe

Pierwsze badania nad sklonowaniem receptoréw mela-
toninowych opieraly si¢ na klasycznych metodach wyka-
zujacych podobieristwa w strukturze pierwszorzgdowej
receptorow nalezacych do nadrodziny receptoréw zwia-
zanych z biatkami G. Dopiero wykorzystanie tacuchowej
reakcji polimerazy, poprzedzonej odwrotng transkrypcja
(RT-PCR), pozwolito na uzyskanie cDNA kodujacego re-
ceptory MT1 i MT2. Znaczace zastugi w tych badaniach
ma grupa naukowcoéw z Bostonu pod kierunkiem Stevena
Repperta, ktérzy w 1994 r. otrzymali cDNA kodujacy re-
ceptor MT1 w mézgu cztowieka i owcey, a rok pézniej sklo-
nowali ludzki receptor MT2 [55,56].

Struktura genu receptoréw MT1, MT2 jest podobna. Gen
jest zbudowany z dwoch eksonéw przedzielonych dlugim
intronem. Pierwszy ekson obejmuje caly niekodujacy ob-
szar 5° i obszar kodujacy fragment biatka receptorowego od
N-korica do korica pierwszej petli cytosolowej. Ekson dru-
gi obejmuje obszar kodujacy pozostaty fragment receptora
i niekodujacy obszar 3’ [58]. Obecnos¢ intronu wskazuje
na mozliwos¢ przebiegu alternatywnego sktadania (spli-
cingu) mRNA, prowadzacego do powstania izoform recep-
toréw melatoninowych [58]. Ludzki gen kodujacy recep-
tor MT1 zlokalizowano na chromosomie 4 prazek q35.1,
natomiast gen receptora MT2 znajduje si¢ na chromoso-
mie 11 prazek q21-22 [55].

Budowa receptoréow typu ML1

Wspélczesna biologia strukturalna i biofizyka biatek, wy-
korzystuja wiele technik eksperymentalnych umozliwia-
jacych poznanie przestrzennej budowy makroczasteczek.
W dotychczasowym badaniu tréjwymiarowych struktur
bialek, najistotniejsza rol¢ odgrywa zaréwno analiza rent-
genowska, jak réwniez jadrowy rezonans magnetyczny. Sa
to jednak metody niezwykle czasochlonne i kosztowne.
W przypadku receptoréw melatoninowych, jak dotad uda-
fo si¢ uzyskac krysztaty bardzo mate, o nieuporzadkowa-
nej strukturze, co uniemozliwito przeprowadzenie badania
z wykorzystaniem promieniowania X [73]. Ze wzgl¢du na
ograniczenia w zakresie metod do§wiadczalnych, postuzo-
no si¢ metodami teoretycznymi, co w rezultacie pozwolito
na skonstruowanie hipotetycznych modeli receptoréw me-
latoninowych [73,74]. Jako pierwowzoér w komputerowych
projektach wykorzystano model przestrzenny czasteczki
rodopsyny oraz informacje na temat budowy przestrzen-
nej receptorow sprzezonych z biatkami G [49].
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Tabela 2. Rozmieszczenie i funkgje receptordw MT1, MT2 w organizmie ludzkim

Uktad Lokalizacja receptora Typ receptora Funkdje rédto
jadro nadskrzyzowaniowe MT1 regulacja rytmu okotodobowego, regulacja snu [8]
siatkowka MT1. MT2 requlacja adaptadji do s’wilat’ra 0 mniejszej [14]
Uklad ' intensywnosci
nerwowy hipokamp MT1, MT2 requlacja neuronalnej aktywnosci [61,62]
[ przyspieszenie osiggniecia progu pobudliwosci
mozdzek M1, MT2 przez obnizenie funkcji GABA receptora 1l
aorta MT1, MT2 rozszerzenie naczyn krwionosnych [45]
K U.khd, Sciana lewej komory serca MT1, MT2 zmniejszenie sity skurczu [20,21]
rwionosny
naczynia wieficowe MT1, MT2 rozszerzenie naczyn krwionosnych [20,21]
o mniejsza ekspresja u kobiet w ciazy, requlacja
Ukfad migsniéwka gtadka MT1, MT2 skurczow macicy [63]
rozrodczy
komérki warstwy ziarnistej jajnika MT1, MT2 wzrost poziomu mRNA receptora LH [76]
Uklad nabtonek pecherzyka zotciowego MT1 regulacja procesow absorpdji i/lub sekreji [2]
pokarmowy  enteracyty nabtonka dwunastnicy MT2 stymulacja sekrecji HC03- [66]
komorki skory MT1, (MT2) dziatanie antyproliferacyjne [57]
| adipocyty MT1, MT2 obnizenie poziomu GLUT4 i absorpcji glukozy [7]
nne
komérki uktadu immunologicznego MT1 dziatanie immunostymulujace [29]
komorki raka stercza MT1 dziatanie antyproliferacyjne [65]

Podobnie jak inne receptory zaklasyfikowane do nadro-
dziny receptoréw sprzgzonych z biatkami G (nadrodzina
GPCR), receptory melatoninowe MT1 oraz MT2 sg zbudo-
wane z siedmiu transbtonowych obszaréw hydrofobowych
o strukturze helikalnej (TM I-TM VII). Siedem skupionych
1 spigtych wigzaniami dwusiarczkowymi odcinkéw recepto-
ra tworzy na zewnatrz komoérki kieszonke, ktdra jest miej-
scem wigzania agonisty. Dodatkowo mozna wyréznic trzy
petle, ktére sa potozone wewnatrzkomdérkowo oraz trzy petle
zewnatrzkomérkowe. N-koniec biatka umiejscowiony jest
w przestrzeni migdzykomoérkowej, natomiast C-koniec re-
ceptora skierowany jest do wngtrza komorki (ryc. 2) [74].

W budowie wigkszosci biatek zaliczanych do GPCR ob-
serwuje si¢ wystgpowanie, charakterystycznych dla tej
nadrodziny, konserwatywnych motywéw sekwencyjnych.
W przypadku receptoréw melatoninowych czgs¢ z tych
motywow jest nieco odmienna. Migdzy innymi w poczat-
kowym odcinku drugiej petli cytosolowej TM 1I nastapi-
ta zamiana kwasu asparaginowego na asparaging, w wyni-
ku czego zamiast motywu DRY obecny jest motyw NRY,
po ktérym pojawia si¢ kolejno sekwencja CXXCH [4].
Za posrednictwem fragmentu NRY odbywa si¢ aktywa-
cja biatka G sprzgzonego z receptorem melatoninowym
[4]. Dodatkowo w koricowym odcinku obszaru TM VII
zamiast reszty prolinowej w motywie NPXXY wystepuje
reszta alaninowa NAXXY [4].

Wsréd najbardziej istotnych podobienstw receptoréw me-
latoninowych do biatek GPCR naleza: pojedyncze reszty
cysteinowe w pierwszej i drugiej petli zewnatrzkomorko-

miejsce glikozylacji

Ryc. 2. Schemat budowy receptora melatoninowego MT1 (wg [55]
zmodyfikowano)

wej, obecnos¢ dwoch miejsc N-glikozylacji na N-koricu
biatka receptorowego, a takze reszty prolinowe w czwar-
tej, piatej i széstej domenie TM, biorace udzial w tworze-
niu kieszeni wiazacej ligand [4,73,74].

Dotychczasowe badania dowodza, iz w wiazaniu melato-
niny przez biatko receptora melatoninowego bierze udziat
kilka swoistych miejsc w obszarze transblonowym, przy
czym gtéwna role odgrywaja helisy TM V, TM VI, TM
VII [4,11,28,35,73,74].
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Wyniki ukierunkowanej mutagenezy pozwolity okresli¢,
ktére z aminokwasow wchodza w sktad kieszeni wiaza-
cej i ktére petnia zasadnicza role¢ w zakotwiczeniu ligan-
da. W licznych modelach komputerowych wykazano, iz
w domenie piatej TM V, konserwatywna reszta histydy-
ny His195(208) tworzy wiazanie wodorowe z tlenem gru-
py S-metoksy melatoniny. Grupa metoksylowa (CH,0")
melatoniny silnie oddziatuje takze z TM V poprzez usy-
tuowanie w hydrofobowej kieszeni tworzonej przez reszty
Val191(204), Val192(205) i Ile112(125) [74]. W starszych
modelach komputerowych receptoréw melatoninowych su-
geruje si¢, iz grupa N-acetylowa czasteczki melatoniny jest
rozpoznawana przez par¢ Ser110(123) — Ala72(85) w TM
VII oraz Met107(121) w TM 111, lecz z badan T. Kokkola
[35] wynika, Ze reszty te nie biorg udzialu w rozpozna-
waniu liganda. Wielu autoréw donosi tez o znaczeniu Gly
w TM VI, zaré6wno w wiazaniu liganda, jak i w dziata-
niu receptora [28, 35]. Dodatkowo interakcja indolowego
pierscienia melatoniny z aromatycznym pierscieniem fe-
nyloalaniny w TM VI wzmacnia zakotwiczenie hormonu
w kieszeni wiazacej [4,11,28,35,73,74].

Molekularne efekty dzialania melatoniny na
receptory MT1

Receptory MT1 sa sprz¢zone z wrazliwymi na toksyneg
krztusca biatkami G. Biatka te charakteryzuja sig¢ aktywno-
Scig GTP-azy i s heterotrimerami zbudowanymi z podjed-
nostek: o, B 1. Za posrednictwem podjednostki o biatka
G, receptory MT1 hamuja aktywnos¢ biatka efektorowe-
go, jakim jest cyklaza adenylowa, a tym samym zmniej-
szaja ilos§¢ wyprodukowanego cAMP [4,47]. Zjawisko to
potwierdzono doswiadczalnie badajac wptyw melatoniny
na zwigkszony poziom cAMP po uprzednim podaniu for-
skoliny, farmakologicznego aktywatora cyklazy adenylo-
wej. Podawana melatonina poprzez receptory MT1 obni-
zala poziom cAMP w komérkach [47,72].

Zmiana stg¢zenia cAMP w komérce pozwala m.in. na re-
gulacje aktywnosci biatkowej kinazy C (PKC), biatko-
wej kinazy A (PKA), MAPK, kanatéw potasowych, po-
ziomu cGMP, czy tez wewnatrzkomoérkowego poziomu
Ca* [6]. Obnizenie aktywnosci kinazy biatkowej A (PKA)
w szlaku sygnalizacyjnym wptywa niekorzystnie na po-
ziom ufosforylowania czynnikéw transkrypcyjnych, tj.
CREB (cAMP response element-binding) i ekspresje
swoistych genéw [41,75]. W sposéb posredni kinaza
biatkowa A jest takze zaangazowana w regulacj¢ aktyw-
nosci biatek Raf bioracych udzial w procesie prolifera-
¢ji, angiogenezy, réznicowania i migracji komoérek [27].
Zaktywowane Raf uruchamia kaskade kinaz biatkowych
aktywowanych mitogenem MEK1/2 (mitogen-activated
protein kinase) oraz kinazy ERK1/2 (extracelluarly regu-
lated protein kinases) aktywowane przez sygnaty zewna-
trzkomérkowe. Kinazy przemieszczaja si¢ do jadra ko-
morkowego, gdzie dochodzi do fosforylacji i aktywacji
rybosomalnych kinaz i czynnikéw transkrypcyjnych, ta-
kich jak c-jun, c-fos, c-myc, co w konsekwencji prowa-
dzi do indukcji ekspresji gendéw zwiazanych z procesem
proliferacji [19, 27]. Hamujacy wplyw melatoniny na po-
dziaty komoérkowe potwierdzaja badania przeprowadzone
m.in. na liniach komérkowych S-19, B-16 mysich komé-
rek czerniaka, komoérkach czerniaka tgczowki, czy tez na
komérkach raka piersi [12,34,53,57]. Co wigcej, za po-

Srednictwem receptoréw MT1 melatonina moze aktywo-
waé duze kanaly potasowe aktywowane jonami wapnia
BKCa?, a takze wewnatrzprostownicze kanaty potaso-
we GIRK Kir3 (G-protein-activated inward rectifier po-
tassium channel) [19,75]. Dodatkowo hormon ten moze
wspomagac¢ stymulacje fosfolipazy C (PLC) wywotana
przez prostaglandyng F, (PGF, ) [4,72]. Wzrost aktyw-
nosci PLC powoduja podjednostki By biatka G, co pro-
wadzi w efekcie do hydrolizy btonowych fosfolipidow
i powstania wtérnych przekaznikéw informacji: trifosfo-
inozytolu (IP3) stymulujacego uwalnianie jonéw wapnia
z retikulum endoplazmatycznego oraz nagromadzenie sig
diacyloglicerolu (DAG) wspomagajacego aktywacje biat-
kowej kinazy C (PKC) [4,19,72]. PodwyzZszony poziom
wapnia w cytosolu uruchamia procesy, takie jak skurcz
migsni gtadkich, rozpad glikogenu i egzocytoze, podczas
gdy PKC fosforyluje reszty seryny i treoniny w wielu biat-
kach docelowych [4,72].

Modulowanie funkcji receptoréw MT1

Istotne znaczenie dla prawidtowego rozwoju i homeosta-
zy organizmu ma zaréwno odbidr, jak i przekazywanie sy-
gnatéw przez receptory komdrkowe. Zakidcenia funkcji re-
ceptorow sa w wielu przypadkach gtéwnymi czynnikami
przyczyniajacymi si¢ do zaburzeni rozwojowych i choro-
by. Wiasciwa reakcja komérki na bodZce zewnetrzne w du-
zym stopniu zalezy nie tylko od transdukcji sygnatu i akty-
wacji odpowiednich szlakéw metabolicznych, ale réwniez
od czasu trwania sygnatu. Jego wydtuzenie moze prowa-
dzi¢ do tzw. desensytyzacji, czyli niezdolnosci komoérki do
odpowiedzi na okreslong informacj¢. Wyksztatcone zosta-
ly zatem pewne mechanizmy kontrolujace funkcjonowa-
nie receptoréw [75].

W przypadku receptoréw melatoninowych mozemy wy-
r6zni¢ dwa rodzaje regulacji: homologiczng z udziatem
melatoniny oraz heterologiczna za posrednictwem innych
czynnikéw, takich jak naswietlenie czy estradiol [75]. Do
gtéwnych mechanizméw lezacych u podstaw homologiczne;j
regulacji receptoréw MT1 naleza m.in.: utrata potaczenia
receptoréw z biatkami G, fosforylacja, czy internalizacja
[75]. Wykazano, iz ilo§¢ melatoniny krazacej w organi-
zmie reguluje aktywnos¢ receptorow melatoninowych
w sposob odwrotnie proporcjonalny. W wyniku usunig-
cia endogennego Zrédta hormonu poprzez pinealektomig,
czy tez nocng ekspozycje na §wiatlo, nastgpuje zwigksze-
nie gestosci receptoréw w mézgu, bez wptywu na ich po-
winowactwo do agonisty [64]. Dodatkowo, ze wzgledu na
sekrecje melatoniny w rytmie dobowym, zaobserwowano
takze zjawisko dobowych zmian ggstosci receptoréw me-
latoninowych. W fazie jasnej liczba receptoréw jest zde-
cydowanie wigksza niz w fazie ciemnej cyklu [42,64].
Pojawiaja si¢ tez doniesienia wskazujace na zmniejsze-
nie liczby receptoréw melatoninowych MT1 w zaleznosci
od wieku. U chomika syryjskiego dochodzi do gwaltow-
nego spadku liczby receptoréw w jadrach nadskrzyzowa-
niowych podwzgdérza tuz po narodzinach [16]. Regulacja
owych receptoréw moze réwniez przebiega¢ z udziatem
hormonéw piciowych. U samic szczura po usunigciu jaj-
nikéw, zaobserwowano zmniejszenie ggstosci receptoréw
MT1 w podwzgérzu. Po podaniu estradiolu liczba miejsc
wigzania melatoniny byta zblizona do kontrolnych warto-
Sci wyjsciowych [10].
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Udzial receptoréw melatoninowych MT1
w onkostatycznym dzialaniu melatoniny

Dotychczasowe wyniki badan, przeprowadzonych na licz-
nych modelach doswiadczalnych, wskazuja na onkostatycz-
ne dziatanie melatoniny [23]. Zaréwno fizjologiczne, jak
i farmakologiczne st¢zenia giéwnego hormonu szyszyn-
ki, dziataja hamujaco na r6znego typu nowotwory w wa-
runkach in vitro oraz in vivo [22,24,25,32,51,59,71,77].
Melatonina stosowana w terapii wspomagajacej podnosi
efektywnos¢ chemioterapeutykéw oraz tagodzi negatyw-
ne skutki ich stosowania [23]. Moze takze hamowac¢ roz-
woj jak i progresje¢ réznych typéw nowotwordw [18,33,52].

Podstawy tego zjawiska nie sa w petni poznane. Juz w la-
tach 80 ub.w. sugerowano zwiazek migdzy powstawaniem
nowotworu, a dziataniem szyszynki [5]. W wielu przypad-
kach zaobserwowano wyzszy, dzienny poziom hormonu we
krwi u 0séb chorujacych na nowotwoér w poréwnaniu z 0so-
bami zdrowymi [39]. Istnieje prawdopodobieristwo, ze syn-
teza i sekrecja melatoniny zwigksza si¢ w odpowiedzi na
rozwdj raka, co stanowi rodzaj mechanizmu obronnego or-
ganizmu przed powstajacym nowotworem [39]. Mozliwe, ze
proliferujace komérki wydzielaja odpowiednie, lecz niepo-
znane dotad czynniki wyzwalajace syntezg i sekrecje hor-
monu z szyszynki [39]. Sa to jednak przypuszczenia wy-
magajace potwierdzenia w badaniach doswiadczalnych.

Eksperymentalnie wykazano znacznie wigksza czgstotli-
wos$¢ powstawania nowotworéw indukowanych DMBA
(dimetylobenzantracenem) u pinealektomizowanych (po-
zbawionych szyszynki) szczuréw, niz w przypadku nieope-
rowanych osobnikéw [37]. Dodatkowo, podawanie mela-
toniny skutecznie zmniejsza ryzyko powstania guza [37].
Prowadzone sg liczne badania na hodowlach komérkowych,
majace na celu wytlumaczenie antyproliferujacego wptywu
melatoniny na komérki nowotworowe [33,44]. Hamujace
dziatanie tego hormonu potwierdzono gtéwnie w przypad-
ku komoérek raka piersi MCF-7, komorek raka okreznicy
HT-29, ludzkich komérek czerniaka M-6, mysich komdrek
watroby HEPA 1-6, komérek neuroblastomy SK-N-MC, ko-
morek chromochtonnych guza nadnerczy PC12, czy tez ko-
morek raka prostaty LNCaP [22,24,25,32,51,59,71,77,79].
Mechanizm tego zjawiska nie jest w pelni wyjasniony.

Melatonina, jako mata czasteczka o amfifilowej naturze,
z tatwoscia dociera do wielu kompartmentéw komorki.
Moze dziata¢ bezposrednio, niezaleznie od receptorow
lub za ich posrednictwem, co znacznie utrudnia interpre-
tacje jej sposobu dziatania w poszczegdlnych przypad-
kach. Wptyw tego hormonu na rozwoj nowotworu moze
wynikaé zaréwno z jego wtasciwosci antyutleniajacych,
jak i z hamujacego dziatania na kalmoduling, czy kaska-
de sygnalng MEK/ERK z udzialem receptoréw melatoni-
nowych MT1, MT2 [6,17,18,26,31,46].

Weczesniejsze badania receptoréw melatoninowych opieraty
si¢ gléwnie na wiazaniu odpowiednich radioligandéw, au-
toradiografii in vitro, technikach biochemicznych, na bada-
niu kultur komérkowych oraz tkanek, takich jak: siatkow-
ka, skora, gruczot piersiowy, okrgznica, mézg [13]. Istnieje
jednak zbyt wiele niejasnosci w funkcjonowaniu recepto-
row melatoninowych MT1. Zdecydowana wigkszos¢ do-
stgpnych publikacji na temat receptoréw MT1 opiera si¢

na badaniu r6znorodnych linii komérkowych w hodowli,
natomiast brak jest danych wynikajacych z badad immuno-
histochemicznych [9,23,78,79]. Dopiero Dillon i wsp. [13]
po raz pierwszy okreslili ekspresje receptoréw MT1 w pra-
widtowej tkance gruczotu sutkowego oraz w guzach tego
narzadu na skrawkach parafinowych. Autorzy ci przeana-
lizowali zaleznosci migdzy ekspresja MT1, a wybranymi
kliniczno-patologicznymi parametrami prognostycznymi
[13]. Uzyskane przez nich wyniki oparte na badaniu no-
wotworéw gruczotu sutkowego nie potwierdzaja istnienia
korelacji migdzy ekspresja MT1, a wielkoScia guza, a tak-
ze wiekiem pacjentek, liczba weztéw chtonnych z przerzu-
tami, receptorami estrogenowymi, receptorami progeste-
ronowymi, czy tez receptorami HER2. Wskazuja jednak
na istnienie dodatniej korelacji miedzy ekspresja recepto-
row MT1, a stopniem ztosliwosci w rakach gruczotu sut-
kowego [13]. Wyniki najnowszych badari immunohistoche-
micznych receptoréow MT1 w prawidlowej tkance gruczotu
sutkowego oraz w guzach nowotworowych tego narzadu
stanowig kolejny dowdd, iz wyzszy poziom ekspresji tych
receptoréw obserwujemy w tkance zmienionej nowotwo-
rowo niz w tkance prawidtowej [35]. Dodatkowo, w prze-
ciwienstwie do badan prowadzonych przez Dillona i wsp.
[13], zaobserwowano odwrotna korelacje migdzy ekspre-
sja receptora MT1 i poziomem ekspresji receptoréw es-
trogenowych ERo i progesteronowych PR, co sugeruje,
iz zwigkszonej ekspresji receptoréw MT1 towarzyszy ni-
ski poziom ERa i PR [36]. Biorac pod uwagg, iz melato-
nina poprzez badane receptory MT1 wplywa na zmniej-
szenie aktywnosci transkrypcyjnej i ekspresje receptorow
estrogenowych i progesteronowych, moze przyczyniac si¢
tym samym do zmniejszenia prawdopodobiefistwa remisji
raka sutka receptorowo dodatniego po zastosowaniu hor-
monoterapii [36].

Ekspresja btonowych receptoréw melatoninowych moze zna-
czaco wptywac na efekty dzialania melatoniny [13]. Badania
tkanek nowotworowych wykazuja wyrazne réznice w nasi-
leniu ich ekspresji [13]. Na przyktad niski poziom ekspre-
sji MT1 odnotowano w komoérkach gruczolakoraka pgche-
rzyka z6tciowego, podczas gdy komorki raka piersi MCF-7
ekspresjonuja wyzszy niz w prawidtowej tkance poziom re-
ceptoréw MT1 [2,13]. Receptory MT1 w komoérkach raka
piersi MCF-7 oraz w mysich komérkach czerniaka S-91
zwigkszaja, poprzez swoja obecnos¢, onkostatyczne dzia-
fanie hormonu, co moze mie¢ znaczenie przy ewentualnym
wykorzystaniu melatoniny w terapii [13,32,34].

Receptory MT1 sa gtéwnym miejscem wigzania melatoni-
ny w ludzkiej skérze [68]. Wykazano ich obecnosé w ta-
kich komoérkach jak keratynocyty, melanocyty, fibroblasty,
w komoérkach czerniaka oraz raka ptaskonabtonkowego
[67]. Wielokrotnie potwierdzono na r6znych liniach komér-
kowych czerniaka, iz hamujacy wplyw melatoniny odbywa
si¢ za posrednictwem jej receptorow [13,23,71]. W przypad-
ku komérek czerniaka btony naczyniowej oka, melatoni-
na powoduje inhibicj¢ wzrostu wytacznie komérek nowo-
tworowych, bez wptywu na prawidtowe melanocyty [57].
Obserwacje te sugeruja zréznicowana ekspresje recepto-
réw btonowych, zalezna od typu komérek, co moze postu-
zy¢ w ewentualnej ocenie podatnosci komérek czerniaka
na melatoning. W duzym stopniu jednak nieznane sg przy-
czyny plastycznosci tych receptoréw. Liczne dane literatu-
rowe wskazuja, iz ekspresja receptora MT1 w komoérkach
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melanoma malignum podnosi efektywnos¢ antyproliferuja-
cego dziatania melatoniny [34]. Wykazano réwniez korzyst-
ny wplyw melatoniny w chemioterapii niektérych nowotwo-
réw, w tym melanoma [18]. Zespdt Stominskiego zbadat
hamujacy wptyw melatoniny w czterech liniach komérko-
wych czerniaka, reprezentujacych odmienny etap wzrostu
i fenotyp [23]. Okazuje sig, ze melatonina w farmakolo-
gicznych stgzeniach 10°~107 M, hamuje proliferacje ko-
morek, kazdej z badanych linii: poczawszy od komoérek fazy
wzrostu radialnego (SBCE2), poprzez komoérki fazy wzro-
stu wertykalnego (WM-98), komoérki metastatyczne (WM-
164) i komorki wytwarzajace melaning (SKMEL-188) [23].
Podobne rezultaty uzyskano dla mysich komérek czernia-
ka B16 oraz ludzkich komorek czerniaka linii M6 [78,79].

PobsumowaniE

Melatonina, gtéwny hormon wytwarzany przez szyszyn-
ke, wykazuje wszechstronne wtasciwosci, poczawszy od

PismiennicTwo

dziatania antyuleniajacego poprzez dziatanie immunosty-
mulujace 1 antynowotworowe. W dostgpnych publikacjach
przedstawia si¢ cztery podstawowe mechanizmy dziatania
melatoniny, wsréd ktérych wyrdznia si¢ interakcje z blo-
nowymi receptorami melatoninowymi nalezacymi do gru-
py receptoréw ML1. Istnieje jednak wciaz wiele niejasno-
$ci zaréwno w budowie jak i funkcjonowaniu receptoréw
melatoninowych MT1. Opublikowane dotychczas wyniki
badan nad melatoning oraz nad receptorami tego hormonu
sq zachgcajace 1 sugeruja mozliwos¢ uzyskania nowych al-
ternatywnych terapeutycznych rozwiazan w leczeniu raka
skéry i innego typu nowotworéw. Dane dotyczace ekspre-
sji receptoréw MT1 moga stanowié pewien przyczynek
do dalszych eksperymentow oraz lepszego rozumienia ich
roli w réznego typu nowotworach. Ewentualna korelacja
ekspresji MT1 z glebokoscia naciekania oraz z ekspresja
réznorodnych antygenéw, moze wskazywaé na mozliwos¢é
wykorzystania w przysztosci analizy ekspres;ji tych recep-
toréw do oceny prognostycznej nowotworow.
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