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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva antioxida¢nimi t¢inky melatoninu a poskytuje obecny piehled
ucinki tohoto hormonu, ktery hraje dulezitou roli nejen v regulaci cirkadiannich rytmd, ale také
v ochrané bun¢k pfed oxidacnim stresem. V ivodni €asti prace jsou popsany mechanismy
ucinku melatoninu, jeho biosyntéza a procesy spojené s oxidacnim posSkozeni bunck. Hlavni
cast bakalarské prace se vénuje antioxida¢nim ucinkliim melatoninu, mechanismu uc¢inku v
bunkach, tkanich i v reakcich, které zptisobuji antioxida¢ni poSkozeni. Zavér prace se zametuje

na prehled metod pouzivanych ke stanoveni melatoninu v bunéénych vzorcich.

KLIiCOVA SLOVA

Melatonin, antioxidanty, oxidanty

TITLE

The antioxidant effects of melatonin

ANNOTATION

This bachelor's thesis focuses on the antioxidant effects of melatonin and provides a general
overview of the effects of this hormone, which plays an important role not only in the regulation
of circadian rhythms but also in the protection of cells against oxidative stress.
The introductory part of the thesis describes the mechanisms of melatonin action, its
biosynthesis, and the processes associated with oxidative damage to cells. The main part of the
thesis is devoted to the antioxidant effects of melatonin, its mechanism of action in cells, tissues,
and in reactions that lead to oxidative damage. The conclusion of the thesis focuses on an

overview of the methods used for the determination of melatonin in cellular samples.

KEYWORDS

Melatonin, antioxidants, oxidants
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1 UVOD

Cilem prace je shrnout aktudlni védecké poznatky o mechanismech u¢inku melatoninu
a jeho potencidlnim vyuziti v prevenci €i terapii onemocnéni spojenych s oxida¢nim
poskozenim.

Melatonin je vyznamny hormon pro koordinaci cirkadiannich rytmi, ktery je mimo jiné
fizen systémem svétla a tmy. Mimo cirkadidnnich rytmii ma melatonin spoustu dalSich t¢inkd,
jako je regulace uvolnovani hormont, termoregulace, potlaceni mitochondrialni dysfunkce,
regulaci imunitni odpovédi, regulaci metabolismu a mimo jiné také antioxidacni ucinky.
Antioxidanty se ucastni v nékolika reakci, které se podileji proti oxida¢nimu poskozeni bun¢k
a melatonin patfi mezi pravé nejucinngjsi antioxidanty. Melatoninova antioxida¢ni ochrana
zavisi na ne€kolika mechanismech, které reaguji pfimo i nepfimo. Mezi pfimé antioxidacni
ucinky patfi neutralizace reaktivnich forem kysliku, ale nejen melatoninem, ale i jeho
metabolity. Nepfimym antioxida¢nim t¢inkem melatoninu je stimulace dal$ich antioxida¢nich
enzymd, jako je superoxiddismutaza a glutationperoxidaza a zabranuje vzniku prooxidacnich
enzymu a také neutralizuje reaktivni formy dusiku.

Nejvyznamnéj$im antioxidacnim U¢inkem melatoninu je eliminovani oxidacniho stresu,
ktery je Castym problémem, kdy v jeho disledku mlze dochazet k apoptdze mitochondrii ¢i
poskozeni DNA. Vlivem téchto poskozeni dochdzi k neurodegenerativnim onemocnénim, jako
je Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba, dale mize dochazek k aterosklerdze
1 k onkologickym onemocnéni. Melatonin diky svym vyznamnym antioxidacnich ucinki
dokéze pfedchazet a zpomalovat pfiznaky onemocnéni a v budoucnu by to mohla byt slozka
terapie.

Metody pro stanoveni melatoninu jsou rozsahlé a nékteré jsou i bézné dostupné. Pro
stanoveni se pouzivaji bunécéné vzorky, jako je krev, moc a sliny, které jsou nejpouZivanéjSim
vzorkem, protoze odbér je neinvazivni. Metody se déli na dva druhy. Analytické
a imunologické. Mezi analytické metody patii rGzné druhy kapalinové chromatografie.
Piikladem je vysokou€innd kapalinova chromatografie a kapalinova chromatografie
s tandemovou spektrofotometrickou detekci, tyto metody jsou vysoce citlivé a spotiebuje se
malé mnozstvi vzorku i mobilni faze. Dal§imi metodami jsou imunoanalytické metody
a nejpouzivanéjsi je enzymatickd imunoanalyza, kterd je bézn¢ pouzivana v kazdé laboratofi

pro své jednoduché provedeni a velkou specifitu.
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2 ANTIOXIDACNI UCINKY MELATONINU
2.1 Melatonin

Melatonin pod chemickym nazvem N-acetyl-5-methoxytryptamin je syntetizovan,
a hlavné také vyluCovan vyhradné epifyzou v noci za podminky svétla a tmy. Rytmus
endogenni sekrece je vytvaren suprachiasmatickymi (SCN) jadry, coz jsou sidla zodpovédna
za kontrolu a koordinaci cirkadiannich rytmu v celém téle. Tento endogenni rytmus je strhavan
cyklem svétla a tmy. (Claustrat et al, 2015). Svétlo inhibuje nejen syntézu melatoninu, ale i jeho
sekreci. Naopak absence svétla jeho syntézu stimuluje (Chen, D. et al, 2020).

Tento rytmus syntézy a sekrece je piisné€ fizen SCN hypotalamu a pfenasi na epifyzu dva
typy regulacnich signdlii. Prvnim regulaénim signalem je cirkadidlni rytmus, jenZ omezuje
syntézu a sekreci melatoninu v no¢ni fazi. Druhym je inhibi¢ni signal, ktery pierusuje
uvolnovani melatoninu (Begemann et al, 2025).

Tato latka ma 1 jiné funkce nez hormonalni, mize mit funkci autokrinni, ale i parakrinni,
naptiklad ve stieveé nebo v sitnici (Claustrat et al, 2015)

Cirkadianni rytmus je biologicky cyklus organismu s dobou trvani pfiblizné od 23,5 do
24,5 hodiny (Kim et al., 2022).

Biologicky je vyuzivan také u termoregulace, motorické aktivity, ale predev§im u spanku.
Tyto rytmy se ptizplsobuji prostiedi, ve kterém se organismus nachazi, i pfesto Ze se jedna
o endogenni stav. Hlavnim faktorem pro synchronizaci endogennich rytmi je cyklus den/noc
nebo svetlo/tma, ale podileji se na ném 1 dalsi faktory. Cirkadianni systém ma ti1 hlavni slozky:
centrdlni, periferni a cirkadidnni hodiny. Koordinace cirkadiannich rytmd probiha
v hypotalamu, konkrétné v SNC. Neurony v SNC zapficiuji syntézu kyseliny
gama-aminomaselné (GABA; Gamma-aminobutyric acid). Periferni cirkadianni systém se
nachdzi v mozkové kire, ledvinach, jatrech, srdci, kizi i v sitnici. Tyto rytmy jsou
koordinovany pravé SCN (Poza et al., 2022).

2.1.1 Biosyntéza Melatoninu

Melatonin je syntetizovan z aminokyseliny tryptofanu. Tryptofan je vychytavam z ob&hu
a preméiluje se na serotonin. Aminokyselina tryptofan je v reakci s enzymem
tryptofanhydroxyldzou pfeménéna na aminokyselinu 5-hydroxytryptofan, ze které se
dekarboxylaci vznikd serotonin. Serotonin se déale pfeméinuje na melatonin dvoustupfiovym
procesem, ktery zahrnuje sekvenc¢ni aktivitu dvou enzymu. Prvnim enzymem pro syntézu
melatoninu je serotonin-N-acetyl transferdza, tento enzym pfeméiiuje serotonin na

N-acetylserotonin. Druhy enzym zastoupeny v této reakci je
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hydroxyindol-o-methyltransferdza. (obrdzek 1). Syntéza melatoninu je pfimo zavisla na

tryptofanu a jeho dostupnosti (Cardinali et al., 1981).

) Oxe /CH3ﬁ
l
> B HO@(CHE)Z-NHz
S | NH| NH; ; NH
Serotonin
Tryptofan 5-hydroxytryptofan
lc
H3C_0©U»<CH2)2-NH—COCH3 .‘D_ Ho@(CHz)g-NH—COCH3
NH NH
Melatonin N-acetylserotonin
Obrazek 1: Metabolismus melatoninu. (A - enzym tryptofan  hydroxyldza,
B - enzym aminokyselinovda dekarboxyldza, C — enzym N-acetyltransferdza,

D — enzym 5-hydroxyindol-O-methyltransferaza) upraveno dle (Cardinali et al., 1981).
2.1.2 Metabolismus melatoninu

Melatonin je lipofilni latka, to zapficifiuje vysokou rozpustnosti v tucich. Tento stav
umoznuje melatoninu prochdzet pies bunééné membrany a po uvolnéni do obéhu prostupuje do
tkani, napf. mozkomis$ni mok, mo¢, sliny. V mozku je hormon melatonin oxidovan na latku
zvanou Nl-acetyl-N2-formyl-methoxykynuramin (AFMK), melatoninovy metabolit, ktery
vznikd reakci melatoninu a reaktivnich forem kysliku (ROS; Reactive oxygen species).
Oxidovana forma melatoninu, AFMK uplatiiuje antioxida¢ni kapacitu, diky tomu je spolecné s
melatoninem inkludovédna do procesu vychytavani ROS. Tato reakce je oznafena jako
vychytavani volnych radikali. Primarnim metabolismem melatoninu jsou jatra, ktera odstraiuji
cirkulujici melatonin z vice jak 90 % (Claustrat et al., 2015).

V jatrech je melatonin jako prvni hydrolyzovdn na 6-hydroxymelatonin za pomoci
cytochromu, konkrétné jednoho z enzymi této skupiny CYP1A2. Enzym CYP1A2 usnadiiuje
oxidaci latek a zvysuje jejich rozpustnost ve vode, tak dojde ke snadnéjSimu vylucovani latek
z t¢la ven. Cytochrom CYP1A2 je nedilnou soucasti pro metabolismus vétsi skupiny 1é€iv, které
jsou bézné v populaci vyuzivané. Interakce melatoninu se substratovymi slou¢eninami v mnoha
ptipadech vede k biologické dostupnosti melatoninu. Pfikladem tohoto tvrzeni miiZze byt kofein.
Pti poziti kofeinu se dramaticky zvySuje biologicka dostupnost melatoninu, diisledkem inhibice
jaterniho metabolismu. Neoxidovany 6-hydroxymelatonin je vylu¢ovan moci, a to ve formeé
sulfatu nebo jako glukuronidové konjugaty, ty se ale vylucuji v mensi mife. VyluCovani
6-sulfatomelatoninu  mo¢i odpovida profilu vylucovani melatoninu v krevni plazmé

(Claustrat et al., 2015).
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2.1.3 U¢inek melatoninu

Uginek melatoninu diky regulatoru biologickych rytmt na SCN podporuje spanek. Tento
hormon ma4 ale i vliv na termoregulaéni a kardiovaskularni centra. Cirkadianni cyklus, ktery je
tedy regulovan SCN, synchronizuje syntézu melatoninu. Pokud je v krvi zvySena hladina
melatoninu, je to signal pro organy a tkan¢, ze je noc. Tento proces pomaha regulovat
homeostazu. Funkce melatoninu v organismu neni pouze urcena pro spanek, ale melatonin se
také podili na sexualnim dospivani, kdy rapidné klesa hladina melatoninu v krevni plazmé u
dospivajicich jedinct (Poza et al., 2022).
kappa B (NF-«xB; nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Jahanban-
Esfahlan et al., 2018). Za patologickych podminek NF-«B spousti tvorbu zanétlivych latek
a proto, aby zanétlivé procesy probéhli, musi se NF-«kB piesunout z cytoplazmy do jadra buiky
(Cho et al., 2021). Inhibice NF-xB drahy siln¢ ovliviiuje zanétlivé signalni molekuly, hlavné
cytokiny, a tak tlumit zdnét i pfi chronickych a autoimunitnich procesech v organismu
(Jahanban-Esfahlan et al., 2018). Melatonin na genetické irovni brani translokaci NF-kB do
jadra, a tak brani zvysené regulaci transkripce a translace zanétlivych cytokind, vcéetné
interleukinu (IL) IL-1 a IL-6 a faktoru nekrozy nadorti (Cho et al., 2021)

Rozséhlé melatoninové ucinky zasahuji také do energetického metabolismu, kde plisobi
v kazdém kroku energetické bilance. Ovliviiuje télesnou hmotnost, citlivost na inzulin
a toleranci na gluk6zu. Melatonin se podili na fizeni pfijmu potravy, ukladani energie a zaroven
synchronizuje metabolismus s cirkadiannimi rytmy. Cilovym mistem v regulaci metabolismu
melatoninem je v hypotalamu, kde ovliviluje rovnovahu mezi signaly hladu a sytosti. Melatonin
tak miiZze vést 1 ke sniZeni tukové hmoty také hraje dileZitou roli pii udrzovani funkce
beta-bunck pankreatu. Naopak snizend syntéza melatoninu v no¢nich hodindch mé za nésledek
zvySené riziko vzniku inzulinové rezistence, coZ mizZe byt pfi¢inou diabetu 2. typu. Melatonin
tedy vykazuje potenciondlni terapeutické ucinky pii  metabolickych poruchach
(Cipolla-Neto et al., 2018).

Dalsi fyziologicky vliv melatoninu je ovliviiovani imunitni odpovédi, ktera je
zprostiedkovand T-lymfocyty. Melatonin hraje dlleZitou roli v aktivaci a proliferaci
T-lymfocytd. Jejich aktivace zacind pii setkani se specifickym antigenem a po aktivaci se
zac¢inaji rychle mnozit a produkovat IL-2, ktery podporuje jejich funkci. Melatonin tuto aktivaci
podporuje zvySenim poctu T-lymfocytl, protoze produkuje molekuly, které jsou s aktivaci

spojené¢ a hojn€ podporuje jejich déleni. Z klinickych studii vyplyva, Zze koncentrace melatoninu
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znacén€ ovliviiuje hladiny T-lymfocytl v krvi. To zji$téni naznacuje, Ze melatonin je nezbytny
pro aktivaci T-lymfocytii a ze ma stimulujici vliv na imunitni odpovéd’ (Ren et al., 2017).
Dalsi dilezitou funkci melatoninu je ochrana bunck. Melatonin ma vy vysoké

antioxidac¢ni uc¢inky (obrazek 2) (Poza et al., 2022).

Silnd antioxida¢ni
obrana

Uprava imunitni odpovédi Ochrana nervového systému

Regulace uvolnovani

) Rizeni cirkadidlnich
hormon

rytma
Potlaceni nadorového
rdstu

Kardioprotekce

Regulace

Potlaceni zanétu .
metabolismu

Potla¢eni mitochondrialni
dysfunkce

Termoregulace

Modulace odpovédi na stres
endoplazmatického retikula

Obrizek 2: U¢inky melatoninu. (upraveno dle Kopustinskiene, 2021).

Melatonin chrani buiky tim, ze dokédze snizovat peroxidaci lipidi (Garcia et al., 2014).
Tato schopnost byla prokazana jak v rostlinnych, tak i v zivociSnych tkéanich pii riznych
oxida¢nich podminkéch, kterymi je napiiklad ionizujici zafeni, toxicita tézkych kovl anebo
intenzivni fyzicka aktivita. K peroxidaci lipidi dochdzi v disledku oxida¢niho rozkladu
polynasycenych mastnych kyselin, tedy téch uhlikovych fetézcii, které maji dvé a vice dvojnych
vazeb v fetézci mezi atomy uhliku (Dies et al., 2015).

Nejvyssi zastoupeni polynasycenych mastnych kyselin najdeme ve vnéjSich membranach
bunék, konkrétné v mitochondriich ¢i lysozomech. Melatonin se navazuje na polarni hlavicku
fosfolipidu (obrazek 3) a zabraiiuje navazani volného radikélu (Reiter et al., 2014). Pti vysSich
koncentracich melatoninu dochéazi k homogenizaci v celé membrané tak, Ze se mezi dva lipidy
ve fosfolipidové membrané navaze melatonin. Proto interakce melatoninu v membranach uzce

souvisi s jeho koncentraci (Dies et al., 2015).
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Lipidova faze Navazani melatoninu
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Obrazek 3: Rizné koncentrace melatoninu ve fosfolipidové membrané. (a) Navazani
melatoninu na lipidovou fazi pii koncentraci 2,5 mol% melatoninu, b) Rovnob&zné zarovnani
melatoninu mezi lipidovou fazi pti koncentraci 30 mol% melatoninu (mol% - molové procento)
(upraveno dle Dies et al., 2015).

2.2 Oxidacni stres

Oxidacni stres je klasifikovan jako nedostatecna rovnovaha mezi reaktivnimi formami
dusiku a kysliku a také neefektivni schopnosti organismu neutralizovat jejich uc¢inky pomoci
antioxidaénich obrannych systému (Pisoschi et al., 2015).

Utinky volnych radikalti maji nep¥iznivé nasledky a zptisobuji biologické poskozeni ve
vSech biologickych systémech (Rahal et al., 2014).

Biologické poskozeni nej€astéji postihuje ty tkané, které kyslik spotfebovavaji ve velké
mife. Obzvlast citlivy na G¢inky ROS bude piedevsim fidici centrum nervové soustavy, mozek.
Mozek ke své spravné funkci potiebuje vysSSi koncentrace kysliku a disponuje vétSim
mnozstvim lipidovych bungk, které jsou nachylné k peroxidaci. Oxidaéni stres tedy napoméaha
tvorb& neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba,
v disledku poskozeni bun€k, nebo dysfunkci mitochondrii. U Alzheimerovi choroby mizeme
pozorovat souvislost s oxidacni nerovnovéhou, diky které se mohou trvale poSkodit neurony,
coz muze vést k vzestupu nemoci (Kim et al., 2015).

2.2.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS, reactice nitrogen spieces) a kysliku zahrnuji dvé skupiny

chemicky reaktivnich molekul, které obsahuji reaktivni kyslikové a dusikové slouceniny

(tabulka 1). Tyto tfidy jsou oznacovany jako ROS a RNS a vétSina z nich nese nesparované
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elektrony, konkrétné volné radikaly. Reaktivni formy jsou tvofeny v malém mnozstvi pomoci
specializovanych enzymu a slouzi jako soucést vrozené imunity pro odstraiiovani nezadoucich
patogenti z organismu (Weidinger et al., 2015).

Tabulka 1: Typy reaktivnich forem kyslik. (upraveno dle Nene et al., 2020).

ROS RNS
Ozon (03) Kyselina dusita (HNOy)
Superoxid (O?") Oxid dusny (NO)
Peroxid vodiku (H20») Peroxynitrit (OONO")
Hydroxylovy radikal (OH ) Nitrylchlorid (NO2Cl)
Hydrogenperoxid (ROOH) Oxid dusity (N203)
Kyselina chlorna (HOCI) Nitroxylovy iont (NO")
Hydroperoxidovy radikal (HO>) Oxid dusicity (NO2)

Reaktivni kyslikové formy se podileji na tad¢ procesii, at’ uz fyziologickych nebo
patologickych (Nickel et al., 2014). Patologicky ptisobi na kardiovaskuldrni systém, ptispivaji
k rozvoji Alzheimerovy choroby, dale mohou vyvolat respiraéni onemocnéni, jako je napiiklad
astma nebo akutni plicni fibroza (Checa et al., 2020). Jejich vznik ma mnoho ptivodct, ale mezi
hlavni zdroje ROS jsou povazovany mitochondrie (Nickel et al., 2014).

Nejen v mitochondriich, ale i v Zirnych butikach jsou ROS vyplavovany jako pfirozeny
vedlejsi bunécny metabolicky produkt. V malém mnozstvi mohou fungovat jako signdlni
molekuly, ale pokud jejich hladina vzroste, dojde ke zpusténi oxidacniho stresu a k samotnému
zaniku bunky vlivem apoptézy. V prvni linii obrany jsou antioxidanty, enzymatické
1 neenzymatické, které pisobi proti volnym radikalim (He et al., 2017).

Ptikladem RNS je oxid dusnaty a spole¢n¢ s dalSimi derivaty se vyskytuji nejen v zivych
systémech, ale i1 v abiotickém prostiedi. V biologickych systémech je jejich tvorba silné
regulovdna, 1 pfestoze se reaktivni formy dusiku podileji na mnoha biologickych
mechanismech, jako jsou naptfiklad imunitni reakce. Pokud hladina RNS piekroci
fyziologickou intracelularni hladinu, mize to negativné ovlivnit organismus tim, ze dojde
k nezaddouci interakci s proteiny, sacharidy 1 s deoxyribonukleovou kyselinou (DNA)
(Alhasawi et al., 2018).

Volné radikdly nebo molekuly schopné generovat volné radikdly jsou ROS

(Herb et al., 2021). Volné radikaly jsou definované jako molekuly s vysokou reaktivitou
a sjednim nebo s vice nesparovanymi elektrony ve vnéjSim elektronovém obalu. Mohou

vznikat, kdyZ kyslik zreaguje v biologickych procesech napt. enzymatické reakce, zanétlivé
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procesy, ultrafialové zafeni, nebo nelplnd redukce kysliku béhem dychaciho ftetézce
v mitochondrialnim fetézci (obrazek 4). Tyto formy radikali mohou byt tvofeny v buiikach pfi
jiz zminéné elektronové ztrat¢ anebo elektronového piijeti. Z toho divodu se chovaji jako

reduk¢ni nebo oxidacni ¢inidla (Liguori et al., 2018).

s 2s 2p
Jednoelektronova e ) .
redukce ——P - Oé Superoxidovy
aniont
Dvouelektronova 2e” ) 02‘ Peroxidovy
redukce I 2 aniont

0 H202 Peroxid vodiku
2 Trielektronova
3e”
redukce ——— P - OH  Hydroxylovy
Hy0 radikal
3Ht

Ctyfelektronova ge-
redukce < H20 Voda

4H*

Obrazek 4: Elektronova konfigurace atomu. (H* — proton, e — elektron, O. — kyslik)
(upraveno dle Macovei et al., 2015).

Nestabilita a vysoka reaktivita volnych radikalt nastava kvuli lichému poctu elektronti
a diky tomu, volné radikaly mohou odebirat elektrony jinym slou¢enindm, pro ziskani stability.
Ta molekula, kterd ptisla o sviij elektron se naopak stava dalsim volnym radikalem, a tak se

V aerobnich organismech se stale vytvaieji mala mnoZzstvi ROS, jako je peroxid vodiku,
ale také rizné radikaly (obrazek 5). Tvofti se hydroxylové radikaly a superoxidové anionty, a to
hlavné v reakci na vnéj$i 1 vnitini podnéty v mitochondridlnim dychacim fetézci. 1 pfestoze
velka tvorba, nebo nedostatecnd eliminace ROS mé za disledek oxidaéni stres, ktery miize
zpisobit vazné metabolické poruchy, jeho mala produkce je obzvlast dilezité pro intracelularni

pienos vzruchu, metabolické procesy a déle 1 pro obranu organismu vi¢i mikroorganismim,

jako je Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus (Matés et al., 1999).
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Velmi dilezitou roli v produkci hydroxylovych radikald je Fentonova reakce. Do
Fentonovy reakce vstupuji dva druhy redoxnich kovii, které jsou obecné dilezité pro
fungovani biologickych systémii, ale pti vysSich koncentracich predstavuji velké riziko
oxida¢niho stresu. Uvniti bunék mohou tyto kovy podporovat tvorbu Skodlivych
hydroxylovych radikald, prave prostfednictvim Fentonovy reakce. Hydroxylové radikaly
zpusobuji oxidacni poSkozeni bunck, a dokonce i DNA. Do Fentonovy reakce vstupuji
redoxni kovy, vyhradné zeleznaté ionty nebo médné ionty. Metabolity melatoninu,
konkrétné 30OHM, 60HM a AFMK chelatuji tyto redoxni kovy a tim inhibuji produkeci

hydroxylovych radikalt, a tak snizuji oxidacni stres (Galano et al. 2018).

eOH ®OH ——— H,0
0, + OH Fe’* + OH
Haber-Weissova
reakce Fentonova
reakce
H,0, Fe?*
o, °0, H,0,b, ——— H,0

SOD GPX

katalaza

NO
MPO

ONOOH «T ONOO" HoCI 7-T 0,
-

H,0, H,0+Cl
Obrazek 5: Tvorba a detoxikace ROS. (O: — kyslik, C1- — chloridovy aniont, Fe*" — Zeleznaty
kationt, Fe* — Zelezity kationt, GPx — glutathionperoxidaza, H* — proton, H.O — voda,
H20: — peroxid vodiku, HOCI — kyselina chlorna, MPO — myeloperoxiddza, NO — oxid dusnaty,
O,"—  superoxidovy aniont,*OH —  hydroxylovy radikal, ONOO~ — peroxynitrit,
ONOOH - kyselina peroxydusita, SOD — superoxiddismutdza) (upraveno dle Dubois-Deruy et
al., 2020).

2.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou slouceniny, které inhibuji, zabraiiuji nebo sniZzuji oxidacni procesy.
Déli se do mnoha skupin dle zptisobu vzniku, chemickych vlastnosti a podle enzymatickych
a neenzymatickych pochodli v organismu. Antioxidanty vykazuji aktivitu zaloZenou na
hlavnich tfech mechanismech. Jsou schopny pfenaset vodik, dale ptendset elektrony a také
dokazou chelatovat kovy (Kotha et al., 2022).

Antioxidanty maji Siroké zastoupeni v rizném ovoci, zeleniné, ofiScich a v riznych
potravinach. V lidském organismu maji antioxidanty charakteristickou funkci, jako je detekce

a stabilizace vzniklého volného radikéalu, ¢imz se snizuje oxida¢ni poskozeni (Sanchez et al,

2019).
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Volné radikaly nejsou stabilni molekuly a mohou zpiisobit oxidacni stres, ktery mtize byt
doprovodnou pfic¢inou srde¢nich chorob, rakoviny a spoustu dalSich chronickych onemocnéni
(Matas et al., 1999).

2.3.1 Rozdéleni antioxidantii

Antioxidanty rozliSujeme do dvou zakladnich typl. A to na enzymové a neenzymové.
Mezi enzymatické antioxidanty patii superoxiddismutdza, glutation peroxidaza i katalaza.
Antioxidanty tohoto typu pomahaji s oxidacnim stresem. Druhym typem jsou neenzymatické
antioxidanty, konkrétn¢ kyselina askorbova (Vitamin C), a-tokoferol (Vitamin E), glutation
(GSH), karotenoidy, flavonoidy a melatonin (Valko et al., 2007).

Dale se antioxidanty déli podle rozpustnosti ve vod¢ na lipofilni (Vitamin E) a hydrofilni
(Vitamin C), podle velikosti molekul na malomolekuldrni (Glutation) a velkomolekuldrni
(superoxiddusmutaza) a podle piivodu na ptirodni antioxidanty a syntetické (Aziz et al., 2019).
2.3.1.1 Superoxiddismutaza

Superoxiddismutdza (SOD; Superoxide Dismutase) je druhem enzymatickych
antioxidanti, je to ale také metaloproteiny, které dismutuji superoxidovy radikal (O;") na
peroxid vodiku (H202) a molekularni kyslik (O2). Nasledn¢ H>O», ktery na rozdil od O, muze
snadno prochazet buné¢nymi membranami, musi byt G¢inné pieménén na vodu katalazou
(KAT), hemovym proteinem umisténym pievazné v peroxizomech a ve vnitini mitochondridlni
membrang, a glutationperoxidazami (GPx; Glutathione peroxidase) (Mruk et al., 2002).

Tento proces mé zasadni vliv pro ochranu proti poskozeni bunéénych struktur vyhradné
lipidi a proteinii. Dalsi antioxida¢ni funkci SOD je ochrana NO, ten funguje jako signalni
molekula pted reakci se superoxidem. Tato reakce vede ke vzniku ONOO", je to toxicka
molekula, ktera zplsobuje neuropatologické zmeény, které naruSuji fyziologické procesy.
Enzym SOD je povazovany za hlavni antioxidant, ktery se ti€¢astni obranné linie pfi oxida¢nim
poskozeni a udrZzovani bunééné homeostazy. Ma také protizdnétlivé U€inky a inhibuje rist
nadorovych bunék (Chidambaram at al., 2024).

Enzym SOD se rozdéluje do tii typl, a to podle toho, jaky iont kovu se nachazi na
aktivnim misté. Prvnim typem je Cu/Zn SOD, ten se nachdzi v cytosolu eukaryot,
v chloroplastech, a i u nékterych druhti bakterii. Druhym typem je MnSOD, tento typ najdeme
uvnitt mitochondrii eukaryot i prokaryot a posledni je Zelezo, tedy FeSOD, ktery se nachazi
pouze u prokaryot (Mruk et al., 2002).

Antioxida¢ni enzym Cu/Zn SOD je intracelularni enzym, ktery efektivné odstranuje

superoxidovy radikdl, ten svym plsobenim pfeménuje na H>Oz, a O,. Méd’ a zinek jsou
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dilezitymi kofaktory pro enzymatickou aktivitu SOD, hlavnim kovem je zde mé&d’, ten praveé
antioxidacéni aktivitu zajiStuje a zinek zde pisobi spiSe jako stabilizator struktury enzymt.
Enzym Cu/Zn SOD se podili mimo antioxidacni pusobeni, také pii modulaci bunécného
dychani, posttransktipcnich tprav proteint a na energetickém metabolismu (Chidambaram et
al., 2024).

Antioxida¢ni u¢inky MnSOD, ktery je manganem vazany enzym ma vliv na dychaci
fetézec mitochondrii. V mitochondriich aktivné neutralizuje superoxidy, které jsou produkty
enzyml v dychacim fetézci. Nejvyznamnéjsi roli hraje MnSOD pifi neurozénétech
(Chidambaram et al., 2024).
2.3.1.2 Glutation peroxidaza

Enzym GPx patii mezi enzymatické antioxidanty, které patii do skupiny intracelularnich
enzymu, tedy enzymdu, které jsou aktivovany uvnitf buiiky. Enzym GPx rozklada peroxid
vodiku na vodu a lipidové peroxidy na urcité alkoholy, tyto reakce se odehravaji konkrétné
v mitochondriich a v ur€itych ptipadech také v cytosolu. Tento enzym a jeho aktivita je zavisla
na prvku z fad polokovii, konkrétn€ selenu. Aktivovany enzym GPx je zdsadni pro inhibi¢ni
proces peroxiddzy lipidi, tim chrani bunky pted oxidaénim stresem. Glutation peroxiddaza ma
celkem osm forem GPx1 — GPx8, vét$ina z nich ma tetrametrickou strukturu, az na GPx4, coz
je monomer, ktery se lisi substratem a jako jediny rozkldda fosfolipidové hydroperoxidazy
(Ighodaro et al., 2018).

Kromé této schopnosti také kompletné redukuje cholesterol, cemuz dopoméaha dana
neptitomnost vnittnich 20 aminokyselin. Tyto aminokyseliny u ostatnich GPx funguji jako filtr,
ktery urcuje potadi, v jakém se substrat dostane k aktivnimu mistu enzymu. Tim, ze u GPx4
tedy aminokyseliny chybi, tak se do aktivniho mista dostanou pouze konkrétni substraty, a to
vede ke sniZeni specifity. SniZend substratova specifita soub&ézné umoziluje neutralizovat vetsi
mnozstvi peroxidovych lipidi, a to tehdy, 1 kdyZ je v okolnich bunikdm mal4 koncentrace GSH.
Takovy mechanismus neutralizace u GPx4 je dalezitym procesem, ktery chrani buiikky béhem
oxidac¢niho stresu (Cardoso et al., 2016).

NejcastejSim zastupcem je GPx1, tento enzym je pfitomen prakticky ve vSech buikach
(Ighodaro et al., 2018). Diky své redoxné citlivé aminokyseliné selenocysteinu dokéaze aktivné
vyvolat enzymatickou redukci H»O: a rozpustnych lipidovych hydroperoxidi. Dokéze
ovlivilovat redoxni stav thiolovych skupin, které jsou nékterych aminokyselin a pomaha
udrzovat redoxni rovnovahu mezi potiebnou a Skodlivou trovni oxidacnich latek v buiice

(Handy et al., 2022).
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GPx2 je nejvice zastoupen v gastrointestindlnim traktu, konkrétné ve sttevech. Nezadouci
vlastnosti GPx enzyml je vysokd nachylnost k oslabeni antioxida¢ni obrany, toto vede
k oxidacnimu poskozeni membran mastnych kyselin a funk¢énich proteinti. Oxidacni posSkozeni
ve velké mife miize vést az k neurodegenerativnim onemocnénim. (Ighodaro et al., 2018).
2.3.1.3 Vitamin E

Vitamin E a jeho vSechny formy, jsou neenzymatickymi antioxidanty, diky schopnosti
vychytavat lipidové peroxylové radikaly. Tyto radikaly se vyvazi tak, ze vitamin E je donorem
vodiku z fenolické skupiny na chromanolovém kruhu. Celé spektrum vitamini E ma podobné
fenolické skupiny a jsou povazované za latky s velice silnymi antioxidacnimi aktivitami
(Jiang, 2014).

Tokoferoly maji silny inhibi¢ni ucinek pti peroxidaci lipidd v lidskych erytrocytech.
Schopnost zachytavat peroxidové radikaly, chrani polynasycené mastné kyseliny
v membranovych fosfolipidech a plazmatickych lipoproteinech. Pfi této reakci vznikaji
tokoferolové radikdly, které mohou oxidovat jiné lipidy, produkovat nebo oxidovat
tokoferylchinony, tvofit nereaktivni dimery tokoferolu s reakei s jinym tokoferolovym
radikdlem a v posledni fadé¢ se mohou redukovat v reakci sjinymi antioxidanty zpét na
tokoferol (Rizvi et al., 2014).

Tokoferoly se vyhradné¢ redukuji pomoci vitaminu C, nebo jinymi redukénimi
slouceninami za ucelem regenerace vitaminu E (Niki, 2015).

Obnoveni antioxidacnich funkci vitaminu E pomoci vitaminu C probihd redukeci
oxidované formy a-tokoferolu (obrazek 6). Prikladem reakce je a-tokoferolového radikalu, je
redukovany zpét na a-tokoferol (Gradinaru et al., 2025). Touto reakci se minimalizuji
prooxidaéni uc€inky vitaminu E v situacich, kdy organismu chybi dal§i antioxidanty
minimalizuji prooxida¢ni U¢inky vitaminu E v situacich, kdy organismu chybi dalsi
antioxidanty (Gradinaru et al., 2025).

Vitamin E je také dualezitym antioxidantem pro ochranu mastnych kyselin
a membranovych struktur, a tak pfispiva pro udrzeni funkcni integrity bunck, a to hlavné

v tkanich bohatych na lipidy jako je nervova tkan (Gulcin, 2025).
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Obrazek 6: Revitalizace vitaminu E pomoci vitaminu C. (upraveno dle Shastak et al., 2023).
2.3.1.4 Vitamin C

Kyselina askorbova, také znama jako vitamin C je organicka slouc¢enina s antioxida¢nimi
ucinky, kterd se vyskytuje pfirozen¢ ve vSech Zivych organismech. Je dobie rozpustna ve vodé
a je dobrym zdrojem elektronti. Vitamin C ma vysokou oxida¢ni schopnost a je proto silnym
oxida¢nim ¢inidlem, tak dokdze vychytavat volné radikaly z biologickych systému a podili se
pii antioxida¢ni obranné, specificky na ochranu lipidové membrany a proteind proti
oxida¢nimu stresu. Kvili své dobré rozpustnosti ve vodé neutralizuje volné radikaly, dale
volnym radikalim poskytne volny elektron pro ziskani ztracené stability. Vysledkem celého
procesu je vytvoreni relativné stabilniho volného radikalu bez askorbylu. Kyselina askorbova
tedy sniZzuje oxidacni poSkozeni, a tak snizuje riziko nékterych chronickych onemocnéni,
napiiklad kardiovaskularni poruchy (Pehlivan, 2017).

Kromé& pfimé neutralizace volnych radikald také plsobi jako chelata¢ni ¢inidlo pro
pfechodné kovy, jako je Zelezo a méd’, a tak zabranuje vzniku nezadouciho hydroxylového
radikalu, ktery je produktem Fentonovy reakce. Také se podili na obnové ucinku dalSich
antioxidantli, a to hlavné vitaminu E. VSestrannost vitaminu C poméha chranit biologické
makromolekuly, hlavné lipidy a proteiny pfed oxidacnim poSkozenim. Dale podporuje
udrzovani redoxni rovnovahy v organismu a pomaha odstraiiovat reaktivni metabolity. Vitamin
C pfispiva k ochrané proti chronickym onemocnénim, jako je rakovina, ateroskler6za, diabetes
mellitus a neurodegenerativni onemocnéni (Gulcin, 2025).

Dusledkem nedostatku antioxidantl zvlast€¢ pak kyseliny askorbové, miize vzrlstat

1 rozvoj také neurodegenerativnich onemocnéni, protoze vitamin C je povaZzovan za
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neuronového ochrance. Vitamin C inhibuje vazbu neurotransmiteru glutamatu na synaptické
receptory, a tak i snizuje hladinu volnych radikald uvoliiovanych z glutamatu

(Kazmierczak-Baranska et al., 2020).
2.4 Prehled antioxida¢nich u¢inka melatoninu

Nejen melatonin, ale i jeho derivaty jsou silnymi antioxidanty, ktefi dokazou vychytavat
ROS, volné radikdly, nebo neutralizovat oxidacni latky, jako jsou velice nebezpecné
hydroxylové radikaly. Dokaze také odstraiiovat singletovy kyslik, superoxidovy aniont, peroxid
vodiku ¢i kyselinu chlornou. (Hacisevki et al., 2018). Jiz zminéné metabolity melatoninu,
konkrétné cyklicky 30OHM (3-hydroxymelatonin), AMK (N-acetyl-5-methoxykynuramin)
a AFMK funguji na synergickém principu antioxida¢ni melatoninové kaskady, kdy dochazi
k nepretrzité neutralizaci volnych radikala (Manchester et al., 2015). Melatonin dokaze
stimulovat antioxida¢ni enzymy, jako napiiklad SOD, GPx nebo KAT, ale také podporuje
produkci neenzymatickych antioxidant, konkrétn€ glutationu (GSH; Glutathione)
(Hacisevki et al., 2018).

Utinek melatoninového antioxidantu, je oznadovan za podstatné silngj§i nez napiiklad
vitamin E, vitamin C, a dokonce i GSH, kviili rozsahlému mnozstvi vychytavanych druh ROS.
Melatonin dokaze vyvazat az deset druhtl, zatim co klasické antioxidanty neutralizuji podstatné
mensi mnozstvi, v mnoha ptipadech pouze jeden ROS (Chrustek, 2021).

Melatonin také pisobi prostfednictvim komplexnich regula¢nich mechanismu, které
zahrnuji modulaci mitochondridlni funkce a ochranu bunécénych struktur pied poskozenim.
Melatonin diky této funkci ovliviiovat mitochondridlni membranovy potencidl podporuje
efektivni pfenos elektronil, coZ snizuje nadprodukci ROS piimo u zdroje vzniku. Jako dalsi
antioxidaéni aktivita melatoninu je fazena zprostiedkovana aktivace specifickych receptort,
kter¢ vedou k regulaci enzymatickych systémi zodpovédnych za potlaceni proxidacnich
enzymu. Tento mechanismus, ktery je zavisly na receptorech vyznamné pfispiva k celkové
rovnovaze oxidacné-redukénich procesti v buiice, kterd tak nepodlehne oxidacnimu poskozeni
(Chitimus et al., 2020).

Role ucinku melatoninu se dé&li na dva typy, na typ pifimy a nepfimy

(Monterio et al., 2024).
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2.4.1 Pfimé antioxida¢ni ucinky melatoninu

Piimy ucinek melatoninu je spojovan s vysokou schopnosti melatoninu neutralizovat
vysoce toxické hydroxylové radikdly, a to jak v fizenych a kontrolovanych podminkach, tak
1 buiikdch za béznych podminek. Béhem detoxikace hydroxylového radikalu se melatonin
syntetizuje na cyklicky 30HM, ktery je silnym lapacem radikalu a také je to intermedialni
metabolit melatoninu. Pti oxidaci 30HM vznika AFMK, nasledn¢ dochézi k deformylaci, tedy
k odstranéni formylové skupiny, a to je pfi¢inou tvorby AMK. Slouceniny jako jsou AFMK
a AMK jsou hlavnimi metabolity melatoninu a maji obdobnou uc¢innost pro odstraiiovani ROS.
Tato neutraliza¢ni reakce melatoninem, je oznacovana jako antioxidacni kaskdda melatoninu
(obrazek 7). Reakce melatoninu s volnymi radikéaly funguje na fyzikalné-chemickém principu,
pomoci tfech hlavnich mechanismt. Prvnim mechanismem je pienos jednoho elektronu,
druhym je pfenos vodikového atomu a poslednim mechanismem je tvorba radikalovych aduktd.
Pro pienos hydroxylovych radikalti se vyuziva posledni mechanismus, ktery je pro tuto reakci
primérni, a to je tvorba radikdlovych adukti. Pro peroxinitrit nebo alkoxylovy radikal se
vyuzivaji prvni dva mechanismy, které jsou také typické pro pifimé Ucinky melatoninu a pro

jeho antioxidaéni aktivitu. (Zhang et al., 2014).

MELATONIN (= [ 3-OHM [ AFMKI—»lAMK @
| |

m

Stimulace Zani snf
tioxidacnich || PTimé zachycovani Potlaeni Zachovani
antoxidacnic . i osle prooxidacni mitochondridlni
o volnych radikald A )
enzymu enzym(i homeostazy
Ochrana proteinu, lipidd a DNA @

Ochrana mitochondrii

Obrazek 7: Antioxidatni ochrana melatoninu. (A — antioxidacni kaskada,
B — mechanismus, C — bunééné uéinky, AFMK — NI-acetyl-N2-formyl-methoxykynuramin,
AMK — N-acetyl-5-methoxykynuramin, 3-OHM — 3-hydroxymelatonin) (Zhang et al., 2014).

27



2.4.1.1 Antioxida¢ni kaskada melatoninu

Antioxida¢ni kaskada pojednava o vychytavani radikdli pomoci melatoninu a jeho
metabolitd. Melatonin ma tfi hlavni metabolity, ktery mi jsou AFMK, AMK a 30HM. Tyto
metabolity, stejné jako melatonin vykazuji antioxida¢ni kapacitu. Kaskadovy proces vyrazné
zvySuje melatoninové vychytavani volnych radikald, a tak snizuje oxida¢ni poskozeni okolnich
tkani a bun¢k (Renina et al., 2018).

Hlavnim produktem melatoninu pfi reakci se dvéma hydroxylovymi radikaly je cyklicky
30HM a byl také detekovan jako prvni produkt pfi reakci melatoninu s jinymi oxidanty. Tento
melatoninovy metabolit podléhd dalsi pfeméné a vznikd AFMK a AMK. AFMK muze byt
pfimo produkovana melatoninem enzymaticky nebo dal§imi chemickymi procesy ale vzdy se
deformylaci preméni na AMK. Melatonin ma i1 jiné vyznamné metabolity, jako je
60HM (6-hydroxymelatonin), ktery je hlavnim jaternim metabolitem melatoninu, ale mtze se
tvofit také vmozku, ¢i  kizi. Nejen 60OHM, ale také 4-hydroxymelatonin
a 2-hydroxymelatonin jsou produkovdny vyhradné béhem metabolismu melatoninu
vyvolaného ultrafialovym zafenim. Nejvice vSestrannym antioxidantem melatoninového
metabolitu je 30HM, ktery vychytava hydroxylové radikdly a peroxylové radikaly.
Melatoninovy metabolit 30HM vyuziva vSechny tfi mechanismy pro odstranéni oxida¢niho
stresu, konkrétné prenos elektrond, tvorbu radikdlovych adukti a pfenos atomu vodiku
(Galano et al., 2018).

Dal$im melatoninovym metabolitem, ktery vznika ze 30HM je AFMK, ktery snizuje
oxidacni poSkozeni DNA, peroxidaci lipidil a zabranuje poskozeni neuronovych bunék. Dale
dokonale vyvazuje hydroxylové radikaly a je také rovnéz UC¢innym metabolitem pro
vychytavani halogenovych peroxylovych radikalt a hydroxyperoxylovych radikalt. Pti reakci
melatoninového metabolitu AFMK s volnymi radikély zaleZi na chemické povaze radikalt. Pti
reakci AFMK s hydroxylovym radikalem nastupuje mechanismus tvorby radikalovych adukti
a pfenosy atomi vodiku (Galano et al., 2018).

Z melatoninového metabolitu AFMK vznika dal$i metabolit, konktrétné AMK. Tento
metabolit je univerzalnim zachytdvac¢ volnych radikala a také deaktivuje vétSinu ROS a RNS.
Takeé stejné jako AFMK skvéle vyvazuje hydroxylové radikaly a také halogenové peroxylové
radikaly. Naopak AMK neni nejicinnéjsi proti hydroperoxylovym radikdlim a dalSim
nehalogenovym peroxylovym radikaliim oproti AFMK. Nejcast¢j$imi mechanismy, jak AMK

vyvazuje volné radikaly je tvorba radikalovych aduktl a ptenos elektronti (Galano et al., 2018).
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2.4.2 Neprimé antioxidac¢ni ucinky melatoninu

Melatonin je neobvykle u¢inny pfi odstrailovani molekul zptsobujici oxidacni stres, a to
nejen piimou formou, ale i nepfimou. Melatonin nepiimo stimuluje antioxida¢ni enzymy, a to
hlavné GPx. Kromé¢ aktivace enzym, také stimuluje syntézu glutationu, ktery je t¢innym
antioxidantem. Dal$im nepfimym tc¢inkem melatoninu je potlaCovani prooxidacnich enzymu
a také neutralizovat RNS, hlavné oxid dusnaty a peroxynitritovy aniont. Tyto reaktivni formy
podporuji nitrosativni poskozeni, které muze vést az k poskozeni DNA. Melatonin se také
nepiimo zapojuje do chelataci kovil, chelatuje tak prechodné kovy, které jsou potiebné pro
Fentonovy reakce a Haber-Weissovy reakce. Chelataci tak snizuje tvorbu toxickych a pro bunky
Skodlivych hydroxylovych radikalt (Reiter et al., 2016).

Mezi nepiimé antioxidacni uCinky melatoninu patii také homeostaza. Melatonin je
klicovym reguldtorem a ochrancem homeostatické rovnovahy v organismu. Mechanismus
jejiho udrzovani spociva v regulaci cirkadidlnich rytmd, tim melatonin zajistuje spravnou
synchronizaci jako metabolickych, tak i hormonalnich funkei (Chitimus at al., 2020).

2.4.3 Antioxida¢ni ochrana melatoninem, mitochondrie a geneticka
informace

2.4.3.1 Mitochondrie

Dulezitym produktem mitochondrii je ATP (Adenosintrifosfat), ktery vznika v cyklu
kyseliny trikarboxylové a oxidacni fosforylace, zndmy pod nazvem dychaci fetézec
(Bliek et al., 2017).

Melatonin 1 jeho metabolity maji silné antioxida¢ni U€inky, snizuji oxidacni stres, ktery
uzce souvisi s oxidacnim poskozenim, vlivem volnych radikald, které jsou produkované
v buiikédch, zejména v mitochondriich. Melatonin se miiZe nachazet pfimo v mitochondrii, a to
ve veétsi koncentraci, nez najdeme v jinych organelach (Reiter, 2018).

Mitochondridlni membrany jsou vybaveny transportéry peptidového charakteru,
konkrétné PEPT1 A PEPT2, které urychluji pfesuny melatoninu do dalSich organel (Reiter,
2018). Tyto oligopeptidové transportéry jsou zodpovédné za vstiebavani malych peptidi
a peptidim podobnych molekul, které jsou ve stteve, ledvindch a mozku. Tyto transportéry
PEPT1 a PEPT2 jsou zodpovédné i za pienos melatoninu do bunék, ale také ptimo do
mitochondrii, a to vyhradné pfi vysSich melatoninovych koncentracich v organismu. Tento
transportni prenos aktivné zvySuje schopnost bunék vyuzivat melatonin (Liu et al., 2019).

Melatonin ma amfifilni vlastnosti, coZ je chemicka vlastnost, ktera umoznuje melatoninu

byt hydrofobni 1 lipofilni a interagovat jak s vodou, tak i s nepolarnimi rozpoustédly. Snaze pak
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proniké pres bunééni membrany a melatonin se miize hromadit uvniti mitochondrie (Hardeland,
2017). Diky své schopnosti akumulace, melatonin efektivné snizuje tvorbu ROS ptimo v jejich
misté vzniku, tak efektivnéji zabranuje oxidacnimu poskozeni mitochondrialni struktury. Do
toho podporuje aktivitu oddélovacich proteint, které pomahaji regulovat unik elektront a tim
snizuji produkci ROS, aniz by negativné ovlivnili, nebo dokonce zastavili produkci ATP.
Melatonin, mimo jiné, dokaze stabilizovat mitochondridlni membrany, a tak zabranuje jejich
destrukci apoptickou cestou. K tomu chrani specifické mitochondrialni lipidy, které jsou
obsazeny v membran¢, jako je kardilipin, pfed peroxidaci, coz vede k zachovani integrity
mitochondrie. Tyto antioxida¢ni vlastnosti ¢ini z melatoninu vyznamnou protektivni slozku
mitochondrii, a to hlavné v energeticky naro¢nych tkénich (Tan et al., 2016).
2.4.3.2 Ochrana DNA

Oxidac¢ni poskozeni DNA mize naru$it genomickou integritu a tim muze mit zasadni
dopad na lidské zdravi (obrazek 8). Oxidac¢ni poskozeni obecné patii mezi klic¢ové faktory pii
rozvoji mnoha onemocnéni, napiiklad Alzheimerovy choroby, Parkinsonovi choroby apod.
U oxida¢niho poskozeni u DNA, kdy vzristd hladina oxida¢niho stresu, vznika rapidni
volné radikaly, které se v lidském organismu vyskytuji v mnoha formach (Galano et al., 2018).

Ke zvySeni hladin volnych radikélti dochdzi riznymi endogennimi a exogennimi vlivy,
jako je naptiklad infekce, dlouhodoby jak fyzicky, tak i psychicky stres, nezdravi Zivotni styl,
do kterého patii nadmérné poZivani alkoholu i koufeni, nebo také starnuti. Ochrana DNA pted
oxida¢nim poskozenim probihd riznymi zptsoby. Prevence zahrnuje neutralizaci a inhibici
tvorby volnych radikalt, aby se zabranilo interakci s buitkami véetné DNA. Oprava poskozené
DNA probiha enzymaticky a musi probéhnout jesté pied replikaci, aby se zachovala geneticka
integrita (Galano et al., 2018)

Potencialni ochranu DNA piedstavuji antioxidanty, které efektivné reguluji a neutralizuji
volné radikély. Takovym to antioxidantem je 1 melatonin. Melatonin mimo jiné vykazuje silné
antioxidacni U¢inky, které jsou diilezité i pro ochranu DNA. Melatonin mize chranit DNA
pfimo, a to piimou neutralizaci volnych radikalii nebo nepiimo, kdy stimuluje antioxidacni
enzymy a pomoci vlastnich metaboliti. Schopnost melatoninu prostupovat biologickymi a jeho
nizka toxicita, spolu s Sirokym spektrem ucinku, z néj ¢ini vysoce u¢innou molekulu v boji proti

oxida¢nimu poskozeni DNA (Galano et al., 2018).
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Obrazek 8: Nékteré disledky oxidacniho poSkozeni DNA pro lidské zdravi.
(upraveno dle Galano et al., 2018).

Mimo jiné se melatonin podili na reparaci molekul DNA, které jsou poskozené
fyzikalnimi nebo chemickymi faktory. Melatonin moduluje expresy kli¢ovych genii pro
reparacni drahy DNA, konkrétné zasahuje do oprav nukleotidii, homologni rekombinace a do
nehomologniho spojovani konct. Melatonin je také regulatorem pro proteiny, které se na
opravé DNA podileji pti chemickém poskozeni. Melatonin diky antioxida¢nim a repara¢nim
ucinklim snizuje miru apoptozy, oxidacni stres a cely proces poskozovani DNA a zvySuje
kapacitu buné¢k pro opraveni DNA zlomi, které jsou vyvolané genotoxickymi latkami,
ptikladem muze bat olovo nebo cytostatika (Majidinia et al., 2017).

2.4.4 Organové specificka antioxida¢ni ochrana melatoninem

2.4.4.1 Mozek

Mozek je nejkomplikovanéjsi organ a je slozen ze dvou hlavnich bunék, neuront a glii.
Glie jsou podptrné buiiky v NS (nervovém systému). Jak neurony, tak i glie pouzivaji rizné
metabolické drahy k produkci energie. Mozek, ktery je fidicim centrem nervové soustavy, fidi
mnoho procesi, které jsou nezbytn¢ dulezité nejen pro udrzeni homeostazy téla, ale i pro
udrzeni fyziologie a fizeni metabolismu. Mozek proto sdm o sobé milize podléhat starnuti.
Starnuti mozku je nevratny proces a mize byt zapti¢inén geneticky, traumatem, 1éky nebo také
vlivem neurotoxini a mizZe zde dojit k patologickym zménam na tkanové i bunécné trovni
a zpusobit kognitivni nebo motorické postiZeni ¢i ztratu paméti (Bocheva, 2024).

Béhem procesu starnuti se zvySuje pocet a velikost mikroglii a mtize tak dochazet ke

znaénym morfologickym zménam. Atypicky aktivované mikroglie produkuji nadmérné
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mnozstvi ROS a RNS. Zvysend produkce téchto reaktivnich forem podporuje poskozeni
neurond a bunécnou smrt (Bocheva, 2024).

Melatonin a jeho metabolity, jako je AMK a AFMK vykazuji vyznamnou roli jako
neuroprotektivni a antioxida¢ni molekuly. V mozku se melatonin vaze na melatoninové
receptory (MT1 a MT2), které jsou distribuovany v mnoha oblastech konkrétn€ v hypotalamu,
hipokampu a v kiife mozkové. Melatoninové receptory reguluji cirkadidlni rytmy i neurogenezi.
Jakmile dojde k aktivaci melatoninovych receptori, tak soubézné dochazi k vyrovnani
rovnovahy mezi antioxidanty a oxidanty. Mozek je velice nachylny k oxida¢nimu poskozeni
kvtli velké spottebé kysliku a velmi nizké kapacité antioxidac¢nich enzymd, ale melatonin diky
svému vyplavovani v epifyze je jeho koncentrace v mozkomisnim moku nejvyssi. Melatonin
proto nejaktivnéji chrani mozkovou tkan pfed ROS mechanismem neutralizace, déle stabilizuje
mitochondrialni funkeci a zachovéva integritu hematoencefalické bariéry (Alghamdi, 2018).
2.4.4.2 Placenta

Placenta je velice slozity organ, ktery v pritbéhu téhotenstvi zastupuje funkci plic, stfev,
ledvin i jater. Placenta ma pozoruhodné endokrinni U€inky, diky kterym poskytuje bezpecné
prostiedi, ve kterém se muze plod vyvinout (Turco et al., 2019).

I presto Ze melatonin plisobi jako regulator cirkadidlnich rytmi, ma schopnost regulovat
spanek a vychytava volné radikaly, ma také funkci jako antioxidant nezbytny pro téhotenstvi
obzvlasté v placenté. Placenta si sama zvlada syntetizovat melatonin, a to bez podpory epifyzy.
a vyvoj plodu. Melatonin udrZuje integritu placenty tim, Ze neustale eliminuje volné radikaly,
a tak snizuje oxidac¢ni stres. Melatonin mize prochéazet placentarni bariérou a projit do fetalniho
ob¢hu. Diky tomu pomahé plodu nastavovat cirkadialni rytmy (Joseph et al., 2024).

Béhem té¢hotenstvi se hladina melatoninu zvySuje a je na vrcholu v gestacnim obdobi,
toto navySeni podporuje preziti a reguluje hormonalni produkci. Melatoninovy antioxidant
s protizdnétlivymi ucinky kompenzuje ucinky volnych radikald, a tak odstrafiuje ROS.
V placenté melatonin na oxidacni stres plsobi dvéma mechanismy. Pisobi pfimo na volné
radikéaly anebo nepfimo stimuluje antioxida¢ni enzymy. Diky své hydrofobni a lipofilni povaze
velice snadno pronikd pfes bunééné membrany a snaze se dostava k ROS, které jsou
produkované mitochondriemi. Melatonin sniZzuje hladiny ROS vyhradn€ neutralizaci
a zvySenim aktivity antioxida¢nich enzymit SOD a GPx. Melatonin také chrani trofoblasty pted
apoptézou vlivem oxida¢nimu stresu (Joseph et al., 2024). Trofoblasty se tvofi pfi ranném

stadiu t€hotenstvi a kazda subpopulace ma klicovou funkci. Bud’ se diferencuji do polarnich
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bunck a maji tedy epitelovou funkci nebo také do bunék, které ptizptisobuji délozni sténu pro
téhotenstvi (Gauster et al., 2022).

Vyzkumy poukazuji, ze podavanim melatoninu béhem téhotenstvi miize byt prospésné.
Ptiklady na zvifecich modelech objasiiuji pozitivni vliv na sniZzeni krevniho tlaku, zvySeni
délozni arterialni prutok ¢i celkovou antioxidac¢ni kapacitu. Pfi poddni melatoninu by se tedy
mohlo ptedejit riznim komplikacim béhem téhotenstvi, jako je naptiklad preeklampsie, nebo
omezeni rustu plodu. Tyto dvé komplikace tzce souvisi se zvySenym oxida¢nim stresem

(Fantasia et al., 2022).
2.4.5 Biochemické mechanismy antioxida¢ni ochrany melatoninem

2.4.5.1 Lipidova peroxidace

Biosyntéza lipidovych peroxidt probihd jak enzymaticky i neenzymaticky. Mechanismus
lipidové peroxidace probiha v mnoha ptipadech podobné. Nejprve se oxiduji polynenasycené
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a s vice nez jednou dvojnou vaznou. Ptikladem takovych
mastnych kyselin je kyselina linolova a arachidonova. Pti prvni fazi oxidace dojde k tomu, Ze
volny radikal, naptiklad hydroxylovy, odtrhne atom vodiku z methylového uhliku, ktery se
nachdzi mezi dvéma dvojnymi vazbami. Tento methylovy uhlik ma pouze jednoduchou vazbu,
kterd je slabsi a tim 1 snadnéj$i k odtrzeni. Vznikly radikdl umoznuje lipidu izomerovat na
stabilnéjsi izomer za vzniku konjugovaného dimeru, ktery reaguje s molekularnim kyslikem za
vzniku lipidového peroxidu (Gaschler, 2017).

Konecnym a stabilnim produktem lipidové peroxidace je malondialdehyd, tento aldehyd
je nepiimym ukazatelem zvySené produkce ROS (Monterio et al., 2024).

Malondialdehyd se pouziva jako biomarker oxida¢niho stresu a jeho zvySené hladiny
poukazuji na zavazné poskozeni bunék. Toto poSkozeni je spojeno s naslednou bunéénou smrti,
at’ uz apoptozou nebo nekrozou (Faggiano et al., 2023).

Lipidovéaperoxidace ma také pfimy negativni dopad na funkci a celkovou strukturu
bunéénych membran. K tomuto disledku dochazi vlivem fyzikalnich a chemickych vlastnosti
fosfolipidové membrany, jako je zvySeni polarity a naruSeni jeji struktury, kdy se zvétsi povrch
membrany a dojde k jejimu ztenceni. ZhorSuje také propustnost membrany a v extrémnich
pfipadech dochazi ke ztrat¢ integrity. VSechny tyto zmény mohou vést k bunéné smrti
(Valgimigli, 2023).

Dusledky lipidové peroxidace také hraji vyznamnou roli pii vzniku a rozvoji u
nadorovych onemocnéni a u neurodegenerativnich onemocnéni. Obecné nadorové buiniky mayji

naruSenou vlastni redoxni rovnovdhu a vysoké hladiny ROS, které podporuji ke zvySené
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lipidové peroxidaci, kterd piispiva k rastu a pfeziti nddorovych bunék. Dal§im produktem
lipidové peroxidace je toxicky produkt 4-hydroxy-2nonenal (4-HNE), ktery je detekovan
u pacienti rakoviny, jako marker pro oxidacni poskozeni. Tento produkt 4-HNE miize
aktivovat programovanou bunécnou smrt, a i rozvoj nadorového onemocnéni, tyto Ucinky
poukazuji na komplexni roli v patogenezi tohoto onemocnéni (Valgimigli, 2023).

Lipidova peroxidace ma také dulezitou roli pfi rozvoji neurodegenerativnich chorob,
konkrétné u Alzheimerovy choroby, Parkinsonovi choroby a diabetu. Piimo u Alzheimerovi
choroby ptisobi lipidova peroxidace pfimo spojena s tvorbou beta-amyloidovych plakt, které
sami o sob¢ podporuji oxidaéni stres. Je prokdzano, ze antioxidacni latky poméhaji snizovat
hladiny lipidové peroxidace, a tak mirnit projevy a pribéh neurodegenerativnich onemocnéni
(Valgimigli, 2023).

Melatonin dokaze modulovat lipidovou peroxidaci a zabranit tak fizenému zaniku buiky,
protoze chrani polynasycené mastné kyseliny pfed oxidaci v riznych tkani. Melatonin snizuje
enzymatickou lipidovou peroxidaci, kdy tlumi lipidoperoxidové enzymy, a pravé tak chrani
buiiky pted apoptézou (Zhang at al., 2023).

Melatoninova antioxidacni ochrana tak vyznamné snizuje hladiny malondialdehydu tim,
ze primo neutralizuje ROS a inhibuje tak oxidac¢ni stres (Faggiano et al., 2023).
2.4.5.2 Chelatace kovii

Kovy jsou nedilnou soucasti biologickych procest, ale je zde supina toxickych kovi,
prikladem mize byt hlinik, kadmium, olovo i rtut, které nemaji v organismu patii¢éné funkce
a mohou interagovat s biologickymi makromolekulami a zptisobovat tak oxida¢ni poskozeni
bunck. Toxické kovy v organismu podporuji tvorbu ROS a RNS, coz narusSuje redoxni
rovnovahu. Tvorba ROS a RNS miiZe poskodit buné¢né struktury ¢i zahgjit aktivaci zanétlivych
procesti. Pti intoxikaci toxickymi kovy se pouziva antioxidaéni terapie, kde melatonin hraje
dilezitou roli. Jeho mechanismus plisobeni souvisi s neutralizaci volnych radikéalt a zvySeni
exprese antioxidacnich enzymii (Romero et al., 2014).

Melatoninové chelatacni vlastnosti, omezuji biologickou dostupnost toxickych kovii.
Tento proces zabranuje toxickym kovim reagovat s molekulami DNA (Romero et al., 2014).
Jeho antioxidacni aktivita prostfednictvim chelatace kovovych iontd, hlavné tedy Zelezitych
iontl a méd’nych iontl. Tato fizena chelatace je klicova pro inhibici Fentonovy reakce, jejimi
produkty jsou hydroxylové radikdly. Vazbou na kovové ionty melatonin skvéle snizuje
dostupnost kovovych iontl pro tuto reakci, a tak omezuje produkci Skodlivych radikali

a naslednou lipidovou peroxidaci (Galano et al., 2015).
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Oproti toxickym koviim i tézké kovy jako je méd’ a zinek mohou vyvolat akutni otravu,
onemocnéni nebo dokonce 1 usmrceni organismu (Hodzi¢ et al., 2021).

Melatonin i jeho metabolity (AFMK) jsou prokazatelné schopné tvofit stabilni komplexy
s méd’natymi ionty. U&inné potlatuji oxidaéni stres vyvolany smési médnatych ionti
s askorbaty. Melatonin tedy vyvazuje méd a brani v jeji dalsi Gcasti pfi oxida¢nich reakcich
(Galano et al., 2015).

Tento mechanismus nejenze snizuje poskozeni lipidl, proteini a DNA, ale také
dopomaha k detoxikaci pfebytecnych kovovych iontii, které mohou zpiisobovat, mimo jiné
1 neurodegenerativni poruchy (Reiter et al., 2016).

2.4.6 Terapeutické u¢inky melatoninu

2.4.6.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD; Alzheimer’s disease) je hlavni pfi¢inou kognitivnich poruch
a demence u starSi populace. Toto onemocnéni mé dlouhy a postupny pribéh, kdy zacina
patologickymi zménami v mozku, které jsou bez viditelnych ptiznaki a nékteré se objevuji az
ve starS$im stddiu onemocnéni. Mezi patologické zmény patii hromadéni toxickych forem
beta-amyloidu, coz miize byt disledkem nekontrolované aktivace mikroglii v mozku. Aktivace
mikroglii vedou k uvoliovani neurotoxickych latek a zanétlivych faktord. Jedinci s témito
zménami mohou byt bez ptiznakd, ale u vétSiny z nich se mohou projevit klinické symptomy,
které zahrnuji drobné vypadky paméti, zmatenost, dezorientace, zmény nalad aZ halucinace
(Monfared et al., 2022).

Hlavni pfi¢inou patogennich vlivii je oxidacni stres. Pokud dochdzi k nadprodukci
volnych radikald v mozku, kde se hromadi 1 beta-amyloid, miiZze dojit k naruseni antioxida¢ni
rovnovahy, ¢imz se vytvari kolobéh mezi oxida¢nim stresem a neurozanétem. Tyto faktory
razantng stézuji navrat k fyziologické rovnovaze (Rosales-Corral et al., 2014).

Nadmérny oxidacéni stres ma za nasledek ukladani amyloidovych plakli beta-amyloidu,
tento fakt je bran jako nejcastéjsi pti¢ina vzniku AD. Pro prokazani AD se u pacienta sleduji
markery pro oxidacni stres, které jsou vyrazné zvysené (Tchekalarova et al., 2023).

Melatonin ptfi AD vykazuje anti-amyloidogenni ucinky. Melatonin inhibuje tvorbu
amyloidového prekurzorového proteinu in vitro a tim, miize branit produkci beta-amyloidu.
antioxida¢ni aktivita melatoninu, kdy melatonin vychytdvd volné radikdly a aktivuje
antioxida¢ni enzymy. Melatonin u AD mé protizanétlivy ucinek, kdy potlacuje aktivaci

mikroglie a podporuje produkci cytokini a také interaguje s beta-amyloidem, kdy naruSuje
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konformaci tohoto peptidu a zabratiuje tak tvorbu amyloidnich plak a snizuje hladiny lipidové
peroxidace. Melatonin diky svym u¢inkiim pti AD, by mohl byt potencidlni terapeuticky nastroj
pro zpomaleni tohoto neurodegenerativniho onemocnéni (Alghamdi, 2018).

2.4.6.2 Pakinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD; Parkinson’s disease) se fadi mezi neurodegenerativni
onemocnéni s rychlim spadem. M4 snadno rozpoznatelné klinické projevy. Zhruba 5 %
populace trpi PD vlivem genetickych mutaci u konkrétnich gent. Tato forma PD se oznacuje
jako monogenni forma. Naopak forma nemonogenni, kterd se vyskytuje z 16-36 % je
zpusobena dédi¢nosti. Je zde 90 variant, které sami o sob&é onemocnéni nezplisobuji, ale jedinci
s touto formou jsou k tomuto onemocnéni nachylnéjsi vlivem prostiedi a ¢astym kontaktem
napftiklad s pesticidy (Bloem et al., 2021).

Onemocnéni PD souvisi s vlivem starnuti a znacnymi ztrdtami dopaminu. Ztraty
dopaminu vedou k deregulaci okruhti bazalnich ganglii, a tak vznikaji motorické ptiznaky, jako
je zpomaleni pohybti (bradykineze), ztuhlost svalll a poruchy stability postoje. Dal§imi projevy
mohou byt deprese ¢i poruchy spanku. Pfesné mechanismy, které vedou k rozvoji onemocnéni
nejsou zcela objasnény, existuji ale dva typy, familiarni, ten je zplsoben genetickymi
mutacemi. Druhym typem je sporadicka forma, kterd nemd stanovenou jasnou genetickou
pri¢inu. U obou forem, ale hraje roli mitochondridlni disfunkce, neurozanét a enviromentalni
faktory, které jsou spoustéem oxidacniho stresu (Tchekalarova et al., 2023).

Melatonin snizuje lipidovou peroxidaci, zvySuje hladiny antioxida¢nich enzymi napf.
SOD, také ma neuroprotektivni ti¢inek diky inhibici hydroxylovych radikal a brani poklesu
glutationu. Melatonin potlacuje ucinky oxida¢niho stresu, ptisobi jako silny antioxidant, ktery
by mohl zlepsit prognézu PD (Alghamdi, 2018).
2.4.6.3 Ateroskleroza

Ateroskleroza (AS) je zanétlivé onemocnéni, kterda postihuje velké tepny. Jednd se
o nejrozsifenéj$i formu kardiovaskularniho onemocnéni, kde pficinou zanétu je hromadéni
lipidl ve velkych tepnach a diisledkem mitize byt mrtvice, nebo infarkt myokardu (Bjorkegren
et al., 2022).

Melatonin, ktery vykazuje siln¢ antioxida¢ni u¢inky disponuje kli¢ovou roli, odstrafiuje
poskozené mitochondrie. Timto procesem melatonin snizuje ROS a omezuje oxidacni stres
v buiikdch, ktery mimo jiné napomaha i k AS. Tento pokles oxida¢niho stresu vede
k vyznamnému snizeni zanétlivé odpovédi s tvorbou aterosklerotickych lipidovych plata.

Studie, které pracovali se zvifecimi modely uvadi, Ze melatonin vede ke zmenSeni, jiz
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zminénych lipidovych plati ve sténach cév, a dokonce snizuje k jejich nachylnosti k uvolnéni
(Ma et al., 2018).

Antioxida¢ni G¢inky melatoninu vynikaji také v neutralizaci volnych radikala a zvySuje
aktivitu antioxidacnich enzymu. Tyto ucinky posiluji antioxida¢ni obranu a ochranu bun¢k.
Presnéji chrani endotelové buiiky pfed oxidacnim stresem a zachovava fyziologickou funkci
cév (Reiter et al., 2016).
2.4.6.4 Onkologické onemocnéni

Onkologické onemocnéni je zivot ohrozujici onemocnéni, které kazdorocné pfipravi
o zivot spoustu pacientii. Kvalita Zivota pacientll, ktefi se potykaji s rakovinou je stale velmi
nizkd. Mnoho vyzkumt cili v onkologickém odvéti na kontrolou ristu nadort, jejich likvidaci
nebo prevenci pied jejich vytvofenim. Mezi hlavni 1é€bu rakoviny patii chemoterapeuticka
1é¢ba, radioterapie €i chirurgické zdkroky. Chemoterapie i radioterapie maji i pres své hojné
pouzivani omezenou ucinnost a v mnoha piipadech velice zdvazné vedlejsi ucinky. Do poptedi
se postupné dostdvaji vyzkumy, které jsou zaméfené na hledani nové uéinné protinddorové
1écby zalozené na rostlinnych extraktech a pfirodnich slouceninach. Melatonin vykazuje
spoustu terapeutickych ucinkd pii 1é€bé riiznych druhli onemocnéni a prokazuje také
protinddorové uc¢inky proti rakoviné ktize, rakoviné plic, gastrointestindlnim nadortim,
gynekologickym nadorim a hematologickym malignitdm (Mehrzadi et al., 2021).

Onkologické onemocnéni je charakterizovano rychlym a nekontrolovatelnym mnoZenim
abnormalnich bunék, které vykazuji abnormaélni zmény v bunécném ristu, déleni a apoptoze.
Rakovinné buiiky se takto nekontrolovatelné Siti a napadaji sousedni tkan¢ a organy. Rakovina
ovliviiuje fyziologickou homeostdzu a spravné fungovani organismu. Uginky melatoninu
mohou fungovat jako protinaddorova cinidla, které ukazuji jeho schopnosti snizovat progresi
nadori. Melatoninové antioxidac¢ni Uc¢inky hraji dualezitou roli pfi modulaci nadorovych
onemocnéni. Pisobi pfimou neutralizaci ROS a RNS, ¢imz chrani bunééné struktury, jako je
DNA, lipidy a proteiny pfed oxida¢nim poSkozenim. Kromé¢ toho melatonin zvySuje aktivitu
dilezitych antioxida¢nich enzym, naptiklad SOD, katalazy a zaroveil podporuje tvorbu GSH.
Pisobenim  téchto ucinku pomdha snizovat oxidacni stres v mitochondriich.
Pti nadorovém bujeni melatonin vykazuje dvoji G¢inek. U zdravych bunék melatonin piisobi
jako antioxidant, kdeZto v nadorovych buiikach mize melatonin pisobit za uréitych podminek
zvySovat ROS, coz vede k apoptdze a tim pfispiva k protinadorovému bujeni. Tento selektivni

mechanismus je klicova kjeho potencidlnimu vyuziti pfi onkologické terapii

(Fernandez-Lazaro, 2024).
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2.5 Stanoveni melatoninu a jeho metaboliti

Melatonin se po svém vyplaveni z epifyzy neuklada, ale okamzité difunduje do krve a do
mozkomisniho moku. Koncentrace melatoninu je ale vyssi ve vzorcich mozkomisniho moku
nez v krvi. Melatonin diky svym amfifilnim vlastnostem snadno prochdzi pies bunécné
membrany, a proto ho mizeme detekovat i v jinych télnich tekutinach. Stanoveni koncentrace
melatoninu a jeho metabolitl se mize provadét z moci, spermatu, plodové vody, a dokonce
i ze slin. Syntéza melatoninu neprobiha pouze v epifyze, ale jeho syntéza je také detekovatelna

v gastrointestindlnim traktu, vajecnicich, lymfocytech ¢i v sitnici (Rzepka-Migut et al., 2020).

Pouzivanymi

stanovovacimi

metodami  jsou

a chromatografické (tabulka 2) (Kennaway, 2019).

imunologické,

spektrofotometrické

Tabulka 2: Rozdéleni metod dle typu bunééného vzorku. (RIA — Radioimunoanalyza,
ELISA - Enzymaticka imunoanalyza, HPLC — Vysokoucinna kapalinovd chromatografie,
LC - Kapalinova chromatografie) (upraveno dle Kennaway, 2019., Benloucif, 2008., Kennaway,

2020).
Bunéény vzorek | Metoda stanoveni Vyhody Nevyhody
Pouzivéni radioaktivné
RIA Vysoka specifita a citlivost znacenych latek, narocna
Krev manipulace
ELISA Jed,noducha-, r;tchla,’ Meéné specificka nez LC-MS/MS
vhodna pro rutinni analyzu
Dobra separace, moznost | Nutné specidlni vybaveni, nizsi
HPLC . o o wis oo
Plazma stanoveni metaboliti citlivost, slozita priprava vzorku
LC-MS/MS Vysoka citlivost a specifita Vys8i naklady na vybaveni
Vysoka citlivost, vhodna Radioaktivita, potieba
RIA gy o1y .
pro sledovani exkrece specialniho vybaveni
Snadna manipulace, Nizsi specificita, mozné
ELISA . g Lo . I
Mok nevyzaduje radioaktivitu interferyjici latky
Moznost separace Nutné specialni vybaveni, nizsi
HPLC metabolith, kvalitni . peciami vy ’
. citlivost, slozita ptiprava vzorku
kvantifikace
LC-MS/MS Vysoka citlivost a specifita Vys8i naklady na vybaveni
Vysoka citlivost, vhodna Radioaktivita, potieba
RIA . . " 1y .
pro neinvazivni odbér specialniho vybaveni
Nejvyssi citlivost a s ,
LC-MS/MS specifita, pfesna Vy$§i nklady a qaroky na
. vybaveni
Slin kvantifikace
y Dobra separace, moznost Niz8i specificita, mozné
ELISA , o . I
stanoveni metabolitl interferyjici latky
Nejvysm' ClthYOSt 2 Nutné specialni vybaveni, nizsi
HPLC specificita, pfesna oo N
. citlivost, slozita pfiprava vzorku
kvantifikace
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Kazdy bunéény vzorek pro stanovovani melatoninu a jeho metabolitlh ma jiny polocas
rozpadu, coz je doba, za kterou se melatoninova koncentrace v téle snizi na polovinu ze své
puvodni hodnoty. Melatonin se stanovuje z krve, kde se poloc¢as rozpadu pohybuje mezi 30-60
minutami. Ze vzorku krve se posuzuje aktualni syntéza hormonu a jeho mnozstvi v dob¢
odbéru. Melatonin se stanovuje také ze vzorku mozkomiSniho moku. Toto stanoveni pro
vySetfeni cirkadidnni sekrece jsou nyni pouze experimentalni, ale stanoveni, z poznatkll ze
studii, jsou velmi pfesné (Rzepka-Migut et al., 2020).

Hlavnim metabolitem, ktery se vyluc¢uje v moci je 6-sulfatoxymelatonin, ktery je skvélym
markerem plazmatické hladiny melatoninu a stejn€ jako stanoveni melatoninu ze vzorku krve
je dobrym ukazatelem cirkadiannich rytma (Rzepka-Migut et al., 2020).

2.5.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC; High performance liquid
chromatography) ma mnoho vyhod a vyuziti. Vyhodou HPLC je bezpochyby mensi spotieba
vzorku, niZ8i objem rozpoustédla a mensi spotieba mobilni faze. SniZzeni objemu urychluje
stanoveni a nutné prodlevy mezi jednotlivym métenim. Pro metodu HPLC je nejdiilezitejsi ¢asti
erpadlo, které umoziuje mobilni fazi plynuly pritok a udrzuje konstantni tlak. Cerpadel je
n¢kolik druh a nejpouzivanéjSim je pistové. Dalsi ¢asti u HPLC je vstfikovaé, kolona
a detektor. Detektory jsou navrzeny tak, aby tfidili specifické slou€eniny a nejpouzivanéjSimi
jsou absorp¢ni, elektrochemické, vodivostni detektory a mnoho dalSich (Lynch et al., 2018).

Pro stanoveni melatoninu ve vzorcich slin a plazmy se mtize pouzit HPLC s detektory
s UV, s detektory s fotodiodovym polem, nebo s fluorescencnim detektorem. Obecné metody
zalozené¢ na kapalinové chromatografii jsou nepostradatelnou soucdsti pro stanoveni
melatoninu v biologickych vzorcich (Rzepka-Migut at al., 2020).

2.5.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrofotometrii (LS-MS/MS;
Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry) je vysoce citlivd a selektivni metoda,
ktera se pouziva pro kvalifikaci a kvantifikaci (Monga et al., 2024). Tato analyticka technika
kombinuje chromatografickou separaci analytli a detekci na zéklad¢ jejich hmotnosti. Vyuziva
se pro stanoveni nanomolarnich az pikomolarnich koncentracich (Rao et al., 2024) a mizeme
stanovovat vice analytli najednou (Yu et al., 2024).

Pro stanoveni melatoninu se pouzivaji bunécné vzorky, jako jsou sliny, plazma a moc.
Metoda je kvantifikacni, a 1 pfes narocnost melatoninového stanoveni je tato metoda velice

spolehliva a pfesnd. Pro stanoveni melatoninu pomoci metody LC-MS/MS se nejcastéji
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pouzivaji vzorky slin, vyhradné kvtli neinvazivnimu a bezbolestnému odbéru. Vzorek slin ma
také prokazateln¢ stejnou hladinu melatoninu, jako vzorek séra (Monga et al., 2024).
2.5.3 Radioimunoanalyza

Radioimunoanalyza (RIA; Radioimmunoassay) je kvantitativni metoda, kterd stanovuje
mnozstvi antigent ve vzorku pacienta. Tato technika vyuziva antigeny, které jsou znacené
radioizotopy. Laboratote, které¢ vyuzivaji metodu RIA musi zajistovat vysoka bezpecnostni
opatfeni, a proto se Casto zaménuje za metodu ELISA, ktera nahrazuje znac¢eny radioizotop za
znaceny enzym (Alhabbab, 2018).

Ke stanoveni melatoninu se pouzivaji vzorky slin, krve a moci. Tato metoda umoziuje
kvantitativni stanoveni, které se vyznacuje vysokou specifitou a citlivosti. Pro stanoveni
melatoninu se pouziva znaceny radioizotop melatoninu a neznaceny melatonin. Tyto slozky
soutézi o vazebné misto protilatky. Cim vice je ve stanovovaném systému neznaéného
melatoninu, tim méné znaceného melatoninu tvoii komplex s protilatkou. Dal§im krokem je
oddélené melatoninu od komplexti pomoci druhé protilatky, kterd je navdzana na pevnou fazi.
V posledni fazi se méti radioaktivita vybrané¢ho tseku. Pokud je namétend radioaktivita vysoka,
tim je niz$i koncentrace neznac¢eného melatoninu ve vzorku a naopak (Rzepka-Migut at al.,
2020).

Pro stanoveni koncentrace melatoninu pomoci metody RIA se mohou pouzit vzorky slin.
Tato matrice je popularni alternativou vzorku krve, protoZe melatonin se v krvi vaze na protein
albumin a glykoproteiny, kdeZto ve slinach je melatonin povaZovan za odraz nenavazané¢ho
melatoninu v plazmé&. I pfestoze koncentrace melatoninu ve slinach a v plazmé jsou témét
shodné, metoda pro stanoveni musi byt velice citlivd, proto je RIA vhodnou metodou
(Rzepka-Migut at al., 2020).

2.5.4 Enzymova imunoanalyza

Enzymova imunoanalyzy (ELISA; Enzyme-linked immunosorbent assay) patii mezi
hojné pouzivané laboratorni techniky a slouzi k detekci specifickych antigenil, protilatek,
hormont, peptidi, proteini 1 glykoproteini v biologickych vzorcich. Pouzivanymi
biologickymi vzorky jsou napiiklad vzorky moci, krve a slin. Princip metody spociva
v navazani protilatky na cilovou molekulu, kterd je navazdna na pevny povrch. Po navazani se
pfida enzym, ktery je znaceny konjugatem. Dale se pfida substrat, ten zplisobi barevnou zménu,
ktera se mefi pomoci spektrofotometru. V soucasné dobé existuje n€kolik typh této metody.

ELISA mze byt heterogenni, homogenni, kompetitivni a nekompetitivni (sendvi¢ova). VSechny
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typy jsou vysoce citlivé a piesné. Aby vysledky byli kvalitni musi se pifisn¢ dodrzovat
laboratorni postupy (Aydin et al., 2025).

Heterogenni ELISA, znama také pod nazvem ,,Pfima‘“ se vyuziva pro detekci protilatek.
Jedna se o metodu, kde se testuje pfitomnost antigenu pomoci specifickych protilatek. Nepiima,
tedy homogenni ELISA se pouziva pro detekci a specifikaci rozpustnych antigenii. Homogenni
ELISA se 1iSi od heterogenni tim, ze antigen neni rozpoznan a neni zachycen na primdrni
protilatku, ale je pfichycen na protilatku sekundarni. Sekundarni protilatka se poté navaze na tu
primarni prostfednictvim enzymu. Sendvicova ELISA je skvéla metoda pro kvantitativni
stanoveni antigenu v nezndmych vzorcich. Tato ELISA vyuziva dvé rizné protilatky, které se
vazi na odlisné epitopy daného antigenu. Prvni protilatka je pfichycend na mikrotitracni
desticku a slouzi k navdzani antigenu, druha protilatka, na které je navdzany enzym, se aplikuje
az po promyti. Nasledné¢ se aplikuje substrat, ktery vyvold barevnou zménu, jejiz intenzita
odpovida mnozstvi daného antigenu (Aydin et al., 2025).

Sendvicova ELISA je vysoce citliva, specifickd a je idedlni pro detekci nizkych
koncentraci cilové latky v biologickém vzorku. Kompetitivni ELISA se pouzivd bézné pro
meéteni protilatek (Aydin et al., 2025).

Vyuziva se zde princip kompetice, nebo také soutéze, kde zndmy a znaceny antigen
enzymem, soutézi s antigenem, ktery je pfitomny ve vzorku pacienta, o vazebné misto na
specifické protilatce (obrazek 9). Pfi vyssi koncentraci antigenu ve vzorku je mensi podil
tedy nepfimé, coZ znamena, ze ¢im méng barvy se vytvofri, tim vice antigenu je ve vzorku a
naopak. Tato metoda se vyuziva vyhradné pro stanovovani nizkych koncentraci antigenu
v biologickych vzorcich. Tato metoda je principem podobnd jako RIA, je ale vice pouzivana,

diky absenci radioaktivné znacenych latek (Aydin et al., 2025).

| | | |
l ’_.l ,_,‘ N I_I J(E‘S‘
Ag prichyceni  Vzorek KonjugovanyE  Pridany S
najamce Ag s Ab a zmeéna barvy

Obrazek 9: Sendvicova ELISA. (E — enzym, Ab — protilatka, Ag — antigen, S — substrat)
(upraveno dle Boguszewska et al., 2019).
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Pro stanoveni melatoninu metodou ELISA musi vyuzivat citlivy a specificky pfistup
k detekci tohoto hormonu v biologickych tekutindch. Vhodnym biologickym materidlem pro
stanoveni melatoninu je krev a sliny. Komer¢né proddvané ELISA kity ur¢ené pro stanoveni
melatoninu jsou presné, ale velice nadkladné a omezuje to jejich vyuzivani v praxi. Vyhodnou
a levnéjsi alternativou je vlastni vyvoj testu z komeréné dostupnych komponentem jako jsou
monoklonélni protilatky proti melatoninu a konjugat, kterym je napiiklad melatonin-kifenova
peroxidaza (Li et al., 2015).

Pfi stanovovani melatoninu, z alternativné slozenych komponent, se pouziva
kompetitivni ELISA, kde protilatka proti melatoninu je imobilizovdna na dno mikrotitracni
desticky a enzymaticky znaceny melatonin soutézi se vzorkem melatoninu o navazani na
protilatku. Mnozstvi navdzaného enzymem znacené¢ho melatoninu je nésledné indikovano
intenzitou barevné reakce, kterd je nepiimo umérna koncentraci melatoninu v bunééném vzorku

(Li et al., 2015).
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3 ZAVER

Tato bakalatska prace se vénuje podrobnému piehledu antioxida¢nich u¢inkti melatoninu,
pfi¢emz jejim hlavnim cilem je zhodnotit dostupné védecké poznatky o pozitivni roli tohoto
dalezitého hormonu pfi ochrané organismu pied oxida¢nim stresem. V tivodnich kapitolach je
melatonin pfedstaven nejen jako velmi klicovy regulator cirkadiannich rytmi, ale také jako
vyznamna molekula s mnoha biologickymi funkcemi, z nichZ antioxida¢ni ptisobeni patii mezi
nejvyznamngé;jsi.

Z literarni resSerSe jednoznacné vyplyva, Zze hormon melatonin uplatiiuje obranné
antioxida¢ni mechanismy hned nékolika vyraznymi zptsoby. Pisobi piedevs§im jako pfimy a
efektivni lapac reaktivnich forem kysliku a dusiku, ¢imz G¢inné neutralizuje volné radikaly v
pocatku jejich vzniku, jesté diive, nez mohou zavazné poskodit bunky. Kromé toho melatonin
stimuluje aktivitu antioxidac¢nich enzymi, jako je superoxiddismutaza, glutationperoxidéza a
katalaza, vyznamné pfispiva tak k udrZzeni redoxni rovnovéhy v bunéénych strukturdch. Jeho
schopnost snadno pronikat bunéénymi membranami a akumulovat se v mitochondriich, které
jsou hlavnim zdrojem reaktivnich forem, z n¢j vytvaii mimotfadné Gcinny a nepostradatelny
antioxidant.

Antioxidacni ucinky melatoninu maji velky a nenahraditelny potencidl v oblasti terapie,
ktera ma za cil pozitivné vylepSit pribéh onemocnéni nebo dusevni zdravi. Na zakladé
dostupnych dajii 1ze melatonin jednoznacné povazovat za perspektivni latku vhodnou nejen k
prevenci, ale i k podpofie 1écby u celé fady zdvaznych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni
poruchy, neurodegenerativni onemocnéni, aterosklerdza i dokonce onkologické onemocnéni, u
kterych oxidacni stres hraje vyznamnou negativni roli.

Zaver prace je zaméieny piedevSim na jednotlivé védecké metody ke stanoveni
melatoninu v biologickych vzorcich. Jsou zde popsany nejCastéjs$i vyuzivané analytické
techniky, mezi které patii vysokoucinné kapalinova chromatografie a imunoanalytické metody,
jako je radioimunoanalyza a enzymatickd imunoanalyza. Tyto metody jsou klicové pro
klinickou praxi, protoZze umoznuji sledovat pfesné koncentrace melatoninu z riiznych vzorki
télnich tekutin, jako jsou sliny, moc 1 krev a ur€it tak nebezpecné patologické stavy tizce spojené

s oxidacnim poskozenim.
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