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Abstract. Objectives: It is very well known from experimental as well as clinical studies that the pineal hor-
mone, melatonin, which regulates circadian rhythms, exhibits cardioprotective effects.

The goal of the study was to confirm our hypothesis and to explore the antiarrhythmic effects of the
supplementation of melatonin in hypertensive and normotensive rats. Additionally, we aimed to dis-
cover the supposed mechanisms of these effects, i.e. the cooperation of cardiac connexin-43 (Cx43),
which provides electrical signal transmission, and the effect of protein kinase C epsilon (PKCg), which
modulates Cx43.

Methods: We used spontaneously hypertensive rats (SHR, n=24) and normotensive Wistar rats (n=24) fed with
a standard laboratory diet and situated in standard laboratory light conditions (12 hours light/12 hours dark).
Melatonin (40 pg/mL) was administered daily to drinking water during the night phase for a duration of five
weeks to both hypertensive (n=12) and normotensive (n=12) rats. Systolic blood pressure, biometrical and
biochemical parameters were registered at the beginning and at the end of the experiment. The tissue from
the left ventricle was used for the analysis of Cx43 and PKCe. The threshold to induce ventricular fibrillation
(VF) was tested on an isolated pefused heart setup.

Results: At the onset, plasma levels of melatonin were lower in hypertensive compared to normo-
tensive rats. The exogenous supplementation of melatonin to hypertensive rats resulted in increased
plasma levels of melatonin. Moreover, melatonin decreased blood pressure and normalized the level
of triglycerides in hypertensive rats, while it decreased body weight and visceral fat in normotensive
rats. Heart and left ventricular weight were not affected by melatonin in any of the rat groups. The
threshold to induce VF was significantly lower in hypertensive compared to the normotensive rats and
significantly increased after the treatment with melatonin. Increased gene expression of Cx43 as well
as the expression of Cx43 protein and that of its phosphorylated (functional) forms in the heart of rats
exposed to melatonin were also found. Furthermore, the application of melatonin reduced abnormal
(proarrythmogenic) myocardial localization of Cx43 in hypertensive rats and increased the expression
of PKCe in both groups.
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Conclusions: Our findings reveal clear antiarrhythmic effects of melatonin supplementation in normotensive
and, even more so, in hypertensive rats. Melatonin induced up-regulation of cardiac Cx43 could lead to
protection against malignant arrhythmias, especially in individuals with melatonin deficiency. Fig. 6, Tab. 2,
Ref. 47, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Zdmer: Z experimentalnych a klinickych studii je zname, Ze epifyzarny hormén melatonin, regulujici
cirkadianne rytmy, mé kardioprotektivne tcinky.

Ciel’ Cielom studie bolo overit nasu hypotézu a preskimat antiarytmické Gcinky suplementacie melatoninom
u hypertenznych a normotenznych potkanov. Okrem toho bolo cielom zistit predpokladané mechanizmy
tychto Ucinkov, t. j. Ucast srdcového konexinu-43 (Cx43), ktory zabezpecuje prenos elektrického signalu
a Ucast proteinkindzy C epsilon (PKCe), ktord moduluje Cx43.

Metddy: V experimente boli pouzité spontdnne hypertenzné potkany (SHR, n = 24) a normotenzné Wistar
(WIS) potkany (n = 24), ktoré boli kimené Standardnou laboratérnou stravou a situované pri standardnych
laboratérnych svetelnych podmienkach (12 h svetlo/12 h tma). Melatonin (40 pg/mL) sa aplikoval v pitnej
vode pocas tmavej fazy diia pocas piatich tyzdiiov hypertenznym (n = 12) a normotenznym (n = 12) pot-
kanom. Tlak krvi, biometrické a biochemické parametre sa registrovali na zaciatku a na konci experimentu.
Tkanivo z lavej komory srdca sa pouZilo na analyzy Cx43 a PKCe. Prah na vyvolanie komorovej fibrilacie (KF)
sa testoval na izolovanom perfundovanom srdci.

Vysledky: Plazmatické hladiny melatoninu boli niZsie u hypertenznych v porovnani s normotenznymi potkanmi
a suplementécia melatoninom ich zvysila. Melatonin znizil tlak krvi a normalizoval hladinu triacylglycerolov
u hypertenznych potkanov, kym u normotenznych potkanov znizil hmotnost tela a viscerdlny tuk. Hmot-
nost srdca a hmotnost lavej komory neboli melatoninom ovplyvnené v zZiadnej skupine. Prah na vyvolanie
KF bol vyznamne nizsi u hypertenznych v porovnani s normotenznymi potkanmi a vyznamne zvyseny po
suplementdcii melatoninom. V srdci potkanov ovplyvnenych melatoninom sa zistila zvy3end expresia Cx43
tak na Urovni génovej, ako aj proteinovej a taktiez zvy$ené hladiny fosforylovanych (funkénych) foriem Cx43.
Okrem toho aplikdcia melatoninu zmiernila abnormélnu (proarytmogénnu) myokardidlnu lokalizaciu Cx43
u hypertenznych potkanov a zvysila expresiu PKCe u oboch skupin.

Zdvery: Nase zistenia poukazuju na antiarytmické ucinky suplementacie melatoninom u normotenznych,
a eSte vyraznejsie u hypertenznych potkanov. Melatoninom indukovanad ,up-regulacia” srdcového Cx43 by
mohla vyznamne prispievat k ochrane pred malignymi arytmiami, najma u jedincov s deficienciou melato-
ninu. Obr. 6, Tab. 2, Lit. 47, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Medzibunkova komunikacia tvori zaklad pre spravnu funkciu
véetkych organov. Priamu medzibunkovi komunikéciu, t. j.
prenos elektrického impulzu a molekulovych signalov medzi
susediacimi kardiomyocytmi zabezpecuju proteinové kandly
lokalizované v $pecializovanych tsekoch interkalarneho disku,
v tzv. gap junctions (GJ) (1, 2). V starSej literature sa tieto
spojenia nazyvali nexy a boli povazované za nizkoodporové
miesta pre prenos elektrického vzruchu. Az neskor sa zistilo, Ze
v GJ sa nachdadzaja aj pocetné medzibunkové kanaly tvorené
proteinmi nazyvanymi konexiny (Cx). V srdci je dominantny
Cx43, ktory je exprimovany v komorach a predsienach. Cx40
sa nachadza v predsienach a Cx45 je v Specializovanom pre-
vodovom systéme srdca. Klinické aj experimentalne $tudie,
vratane naSich pric, poukazuji na skuto¢nost, Ze zmeny
v Struktire myokardu vyvolané systémovym ochorenim,
hemodynamickou zatazou, ale aj vekom su sprevadzané
zmenami Cx43, ktoré sa vyznamne podielaju na tvorbe
arytmogénneho substratu (2 - 11). Takymto substratom je
narus$ena komunikacia medzi jednotlivymi kardiomyocytmi

spdsobena dysfunkciou Cx43 kanalov v dosledku zmien v ex-
presii (znizena tvorba alebo zvysSena degradacia Cx43) a loka-
lizécii Cx43 (redistribucia z interkaldrneho disku na laterdlne
steny kardiomyocytu). Tieto zmeny sa prejavia spomalenim
(az blokom) $irenia elektrického vzruchu v postihnutych
oblastiach, ¢im sa podporuje vznik malignych arytmii (2, 3,
12). Na zaklade tychto poznatkov bola vyslovena hypotéza,
ze Cx43 kandly by mohli byt cielové $truktary v prevencii
malignych arytmii (6, 13).

V stvislosti s ochranou voci zivot ohrozujucim arytmiam
je potrebné spomenut skuto¢nost pozorovanu u viacerych
cicavcov, ale aj u ¢loveka, a to schopnost srdca spontanne
konvertovat malignu arytmiu do sinusového rytmu (14).
Dal$ou zaujimavostou je, ze u hibernujucich zvierat (pred
alebo pocas prebudenia sa z hiberndcie) zmeny v teplote tela
neindukuju vznik malignej arytmie, ku ktorej dochadza pri
teplotnych zmendach u nehibernujicich jedincov (vratane
¢loveka) (15). Na uvedenych vlastnostiach srdca sa moze
okrem inych faktorov podielat aj troven medzibunkovej ko-
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munikacie sprostredkovanej Cx43 (15, 16). U hibernujtcich
zvierat bola v obdobi spanku zistend zyS$end expresia Cx43
v srdci (17). Vzhladom na tento poznatok sme vyslovili pred-
poklad, ze melatonin (hormoén produkovany najma epifyzou
pocas tmavej fazy dna) by mohol hrat alohu v ,,endogénnej*
ochrane srdca pred malignou arytmiou.

Melatonin sa uvolfuje v zavislosti od cirkadidnneho rytmu.
Svetlo (prirodzené aj umelé) jeho tvorbu inhibuje. Biosyntéza
melatoninu vyrazne klesa po 40. roku Zivota cloveka a viaceré
prace poukazali na to, Ze pacienti s koronarnou chorobou maju
znizené hladiny melatoninu (18, 19). Hypertenzni pacienti
»non-dipperi“ sa odliSuju od ,dipperov* znizenou sekréciou
melatoninu (20, 21). Pretrvévajica deficiencia melatoninu sa
spaja s chronodisrupciou, ¢im sa zavazne narusuje homeostaza
organizmu najmd v dosledku zmien v metabolizme, vnutro-
bunkej a medzibunkovej signalizacii, humoralnej regulacii,
zvy$enej tvorbe reaktivnych foriem kyslika (ROS) a inicia-
ciou zapalového procesu. Zapal a ROS st dolezité faktory,
ktoré ohrozuju medzibunkovi komunikaciu v srdci tym, ze
zvy$uju degradaciu Cx43 a mozu tiez ovplyvnit jeho expresiu
tak na génovej, ako i proteinovej trovni. Na druhej strane
sa preukazal benefit suplementdcie melatoninom u jedincov
s hypertenziou, pricom jeho kardioprotektivne ué¢inky sa pri-
pisuju najma jeho antioxida¢nym a radikaly vychytavajucim
vlastnostiam (22, 23).

Hlavnym cielom tejto $tudie bolo zistit a preskumat
ucinky suplementdcie hypertenznych potkanov melatoninom
na expresiu a distribuciu Cx43 v myokarde lavej komory
a na citlivost sfdc na vznik komorovej fibrilacie.

Material a metody

V experimente boli pouzité dospelé (patmesacné) samce
spontanne hypertenznych potkanov, predstavujice najcastejsie
pouzivany model imitujuci esencidlnu hypertenziu u fudi. Za-
roven sa pouzili rovnako staré normotenzné Wistar potkany.
SHR aj WIS potkany sa rozdelili do styroch skupin. V kazdej
skupine bolo 12 jedincov: 1. kontrolné SHR a WIS potkany,
oznacené SHRc a WISc; 2. potkany, ktorym sa v pitnej vode
a pocas tmavej fazy dna podaval melatonin (Sigma) v dav-
ke 40 ug/ml/den, pocas piatich tyzdnov, ozna¢ené SHRm
a WISm. Melatonin sa rozpustil v etanole a pripravil sa
zdsobny roztok, ktory sa udrziaval v tme pri 4 °C.

Zvieratam sa v priebehu experimentu registroval systolicky
tlak krvi manzetovou pletyzmografickou metédou a hmotnost
tela. Na konci pittyzdnového pokusu sa potkanom v cel-
kovej anestéze odobrali krvné vzorky na stanovenie hladin
melatoninu (RIA metédou) (24), glukézy (glukomerom),
triacylglycerolov (TAG), cholesterolu (CHOL), trijédtyroninu
(T3) a tetrajodtyroninu (L-tyroxinu, T4) pouzitim komerc-
nych kitov. Po otvoreni hrudnika sa srdce rychlo excidovalo
a vlozilo do ladového fyziologické roztoku (aby sa urychlila
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asystolia), nésledne sa odvazilo, rozdelilo na jednotlivé casti,
ktoré sa pred zamrazenim v tekutom dusiku tiez odvazili.
Na konci experimentu sme taktiez zaznamenali hmotnost
epididymaélneho a retroperitonealneho tuku u jednotlivych
potkanov a vyhodnocovali adipozitu (pomer hmotnosti tuku
ku hmotnosti tela). Tkanivo z lavej komory srdca sa pouzilo
na nasledovné analyzy: 1. stanovenie expresie Cx43 na turovni
mRNA pomocou metddy real-time PCR; 2. stanovenie expre-
sie Cx43 na arovni proteinu pomocou Western blot metddy;
3. stanovenie expresie protein kinazy C epsilon (PKCe), ktora
fosforyluje Cx43, pomocou Western blot metddy; 4. topologiu
Cx43 pomocou in situ imunofluorescen¢nej metédy na kryo-
statovych rezoch a intezitu fluorescen¢ného signalu pomocou
kvantitativnej analyzy mikroskopického obrazu.

Funk¢né parametre a citlivost srdca na elektricky indu-
kovanu komorovu fibrilaciu sa registrovali na izolovanom
preparite srdca pouzitim Langendorffovej metody perfizie
okysli¢ovanym Krebs-Henseleitovym roztokom.Vsetky po-
uzité metddy st podrobne opisané v pdvodnej publikdcii
(11). Namerané hodnoty sme vyhodnotili ako aritmeticky
priemer *+ smerodajna odchylka (SD). Neparovy Studentov
t-test sme pouzili na vyhodnotenie signifikantnych rozdielov
medzi sledovanymi skupinami potkanov. Chi-kvadrat test sme
pouzili na vyhodnotenie percenta fibrilujticich stdc. Statisticky
signifikantné rozdiely su: *, p < 0,05 v porovnani s WISc; %,
p < 0,05 v porovnani SHRc. Normalita rozdelenia udajov
bola overend pouzitim Shapiro-Wilk(ovho) testu.

Vysledky

Biometrické a biochemické parametre u sledovanych
potkanov

Plazmatickd hladina melatoninu bola signifikantne niz$ia
u hyperteznych v porovnani s nehypertenznymi potkanmi
a suplementacia melatoninom jeho hladinu vyznamne zvysila
u hypertenznych potkanov. Melatonin spdsobil mierny, ale
signifikantny pokles systolického tlaku krvi (TK) u hyper-
tenznych potkanov (obrazok 1A), neovplyvnil v§ak u nich
zvy$ent hmotnost srdca (tabulka 1) a hmotnost lavej komory
(obrazok 1B), ale vyznamne zvysil, respektive normalizoval
nizsie hladiny triacylglycerolov (tabulka 1). Aplikicia melato-
ninu nehypertenznym potkanom mala za ndsledok vyznamné
znizenie hmotnosti tela a visceralneho tuku. Vysledky st
zhrnuté v tabulke 1.

Funk¢né parametre srdca a indukovatelnost komorovej
fibrilacie u experimentalnych potkanov

Pocas perfuizie srdca sa registrovali jeho funkéné para-
metre monitorovanim korondrneho prietoku, EKG a tlaku
v Tavej komore. Hodnoty pozitivnej a negativnej deriva-
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Obrazok 1A, 1B Systolicky tlak krvi a hmotnost lavej komory kon-
trolnych a melatoninom suplementovanych samcov SHR a WIS
Figure 1A, 1B Systolic blood pressure and left ventricular weight in untreated and
melatonin-treated spontaneously hypertensive (SHR) and Wistar (WIS) rat hearts
WISc - kontrolna skupina Wistar potkanov; WISm - Wistar potkany,
ktorym sa podaval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne
hypertenznych potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melatonin.
Vysledky predstavuji priemerné hodnoty + SD zo Siestich stdc. Statistic-
ka vyznamnost *, p < 0,05 v porovnani s WISc; a %, p < 0,05 v porovnani
s SHRc. (WISc - untreated WIS rats; WISm — WIS rats treated with melatonin; SHRc
- untreated SHR; and SHRm - SHR treated with melatonin. Results are the mean + SD
of 6 hearts. *, p < 0.05 compared with WISc; #, p < 0.05 compared with SHRc).
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Obrazok 2 Prah na vyvolanie pretrvavajicej komorove;j fibrilacie
(pKF) u kontrolnych a melatoninom suplementovanych samcov
SHR a WIS

Figure 2 Threshold to induce sustained ventricular fibrillation (sVE) in untreated and
melatonin-treated spontaneously hypertensive (SHR) and Wistar (WIS) rat hearts
WISc - kontrolna skupina Wistar potkanov; WISm — Wistar potkany,
ktorym sa podaval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne
hypertenznych potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melatonin.
Vysledky predstavuji priemerné hodnoty + SD zo Siestich stdc. Statistic-
ka vyznamnost *, p < 0,05 v porovnani s WISc; a %, p < 0,05 v porovnani
s SHRc. (WISc - untreated WIS rats; WISm — WIS rats treated with melatonin; SHRc
- untreated SHR; and SHRm - SHR treated with melatonin. Results are the mean + SD
of 6 hearts. *, p < 0.05 compared with WISc; #, p < 0.05 compared with SHRc).

cie tlaku lavej komory, t. j. +dP/dt (mm Hg/s) a —dP/dt
(mm Hg/s) predstavuju ukazovatele kontrakénej a relaxacnej
schopnosti srdca. Nezistili sme signifikantné rozdiely bazal-
nych hodnoét registrovanych funkénych parametrov medzi
hypertenznymi a nehypertenznymi potkanmi. Pozorovala
sa v8ak tendencia k poklesu frekvencie srdca a kontraktility

po suplementacii hypertenznych potkanov melatoninom
(tabulka 2).

Tabulka 1 Vybrané biometrické a biochemické parametre kontrolnych a melatoninom suplementovanych samcov SHR a WIS
Table 1 Main characteristics of melatonin-treated and untreated SHR and Wistar rats

WISc WISm SHRc SHRm

MEL (pg/ml) 22,26 £ 3,4 24,08 +3,9 11,42 +3,5% 18,57 + 3,9
BW (g) 329,2+8,95 306,2 + 5,7% 336,3+9,4 3283+11,3
HW (g) 0,85 + 0,04 0,82 £0,05 1,35 £ 0,04* 1,38 £ 0,03
HW/BW (mg/g) 2,58 £ 0,09 2,67 £ 0,17 4,02 £ 0,164* 4,2+0,17
LVW/BW (mg/g) 1,82 £ 0,074 1,93+ 0,16 3,36 + 0,145 3,3+0,18
BG (mmol/l) 59+0,6 6,4+0,7 5,07 +0,21* 5,1+0,99
TG (mmol/l) 0,604 + 0,09 0,51+0,13 0,39 £ 0,02* 0,56 + 0,09*
CHOL (mmol/l) 1,11 +£0,34 1,27 £ 0,34 0,95+ 0,19 1,05 £ 0,27
T3 (ng/ml) 0,4+0,1 0,33 £ 0,09 0,41 £ 0,12 0,44 £ 0,12
T4 (ng/ml) 21,8+5,8 18,24 £ 5,4 18,19 £ 3,2 17,06 £ 2,5
EPI/BW 1,31 +0,17 1,05+ 0,19* 0,97 + 0,09* 0,93 +0,1
RET/BW 0,896 + 0,32 0,91 £ 0,31 0,99 £ 0,13 0,94 +£0,12

MEL - melatonin; WISc - kontrolna skupina Wistar potkanov; WISm - Wistar potkany, ktorym sa podéval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne hypertenznych
potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melatonin; BW - hmotnost tela; HW - hmotnost srdca; LVW - hmotnost lavej komory srdca; BG - hladina glukdzy v krvi;
TG - triacylglyceroly v plazme; CHOL - celkova hladina cholesterolu v plazme; T3 - trijédtyronin; T4 - tetrajodtyronin; EPI - epididymalny tuk; RET - retroperitonedlny
tuk. Vysledky predstavujti priemerné hodnoty + SD z dvanéstich potkanov v kazdej skupine. Statistickd vyznamnost*, p < 0,05 v porovnani s WISc; a %, p < 0,05 v porovnani
s SHRc. (MEL - melatonin; WISc - control group of Wistar rats; WISm - Wistar rats supplemented with melatonin; SHRc - control group of spontaneously hypertensive rats; SHRm - SHR supple-
mented with melatonin; BW - body weight; HW - heart weight; LVW - left ventricular weight; BG - blood glucose; TG - triglycerides; CHOL - cholesterol; T3 - triiodothyronine; T4 - thyroxine; EPI
~epididymal adipose tissue; and RET - retroperitoneal adipose tissue. Values are the mean + SD of 12 rats in each group. *, p < 0.05 compared with WISc; and #, p < 0.05 compared with SHRc).



Cardiology Lett. 2015;24(2):60-69

#

c
£
gzsf
3 204 *
X
SRR *
%107
1 -

0 T

WiSc WISm SHRc SHRm

Obrazok 3 Expresia Cx43 na trovni mRNA normalizovana ku
B-aktinu v myokarde lavej komory kontrolnych a melatoninom
suplementovanych samcov SHR a WIS

Figure 3 Connexin-43 (Cx43) mRNA expression normalized to 3-actin in the left
ventricles of untreated and melatonin-treated spontaneously hypertensive (SHR)
and Wistar (WIS) rat hearts

WISc - kontrolna skupina Wistar potkanov; WISm — Wistar potkany,
ktorym sa podaval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne
hypertenznych potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melatonin.
Vysledky predstavuji priemerné hodnoty + SD zo Siestich stdc. Statistic-
ka vyznamnost *, p < 0,05 v porovnani s WISc; a %, p < 0,05 v porovnani
s SHRc. (WISc - untreated WIS rats; WISm — WIS rats treated with melatonin; SHRc
- untreated SHR; and SHRm - SHR treated with melatonin. Results are the mean + SD
of 6 hearts. *, p < 0.05 compared with WISc; #, p < 0.05 compared with SHRc).

V porovnani s nehypertenznymi potkanmi bol prah na
vyvolanie komorovej fibrilacie vyznamne niz$i v srdciach
hypertenznych zvierat (29,2 + 5 mA vs. 18,3 + 2,6 mA).
V protiklade s tym, suplementacia tychto potkanov melato-
ninom signifikantne zvysila fibrila¢ny prah. Zvysené hodnoty
fibrilacného prahu v dosledku aplikdcie melatoninu u ne-
hypertenznych potkanov nedosiahli $tatisticki vyznamnost
(obrazok 2).

Expresia a distribucia Cx43 v myokarde lavej komory
srdca

Expresia mRNA pre Cx43 v lavej komore srdca u hyper-
tenznych potkanov bola vyssia v porovnani s nehypertenznymi
(obrazok 3). Na rozdiel od toho expresia Cx43 na Grovni pro-
teinu bola signifikantne zniZena (obrazok 4). Okrem toho boli

znizené aj fosforylované (funk¢né) formy Cx43 v myokarde
hypertenznych potkanov (obrazok 4). Suplementacia potkanov
melatoninom mala za ndsledok zvySenie tak mRNA, ako aj
hladin proteinu a fosforylovanych foriem pre Cx43 (obrazky
3, 4). Toto zvySenie bolo zjavné u hypertenznych a v mensej,
ale signifikantnej miere u nehypertenznych potkanov. Imu-
nofluorescen¢na detekcia odhalila uniformnu distribiciu Cx43
v lavej komore srdca nehypertenznych potkanov (obrazok 5).
Cx43-pozitivny signal bol viditelny najmé v oblasti interka-
larnych diskov kardiomyocytov a zriedkavo na laterdlnych
stendch kardiomyocytov. V protiklade s touto normélnou
lokalizaciou Cx43 sa pozorovali r6zne abnormality v srdciach
hypertenznych potkanov (obrazok 5). Tieto abnormality boli
charakterizované zvySenym vyskytom Cx43 na lateralnych
stenach kardiomyocytov a neusporiadanou lokalizaciou Cx43
v ohniskach zacdinajucich fibrotickych zmien. Suplementdcia
hypertenznych potkanov melatoninom tieto abnormality vy-
razne potlacila (obrazok 5). Kvantitativna analyza intenzity
imunofluorescen¢ného signalu poukdzala na signifikantné
znizenie expresie Cx43 v lavej komore srdca hypertenznych
potkanov v porovnani s nehyperteznymi a na tendenciu jej
zvy$enia po aplikdcii melatoninu (11).

Expresia PKCe v myokarde lavej komory srdca

V lavej komore srdca hypertenznych potkanov bola
expresia PKCe signifikantne zniZzena v porovnani s jej
expresiou u normotenznych zvierat. Suplementdcia pot-
kanov melatoninom expresiu PKCe signifikantne zvysila
u nehypertenznych a normalizovala u hypertenznych zvierat
(obrazok 6).

Diskusia
V tejto stadii sme ako prvi zistili antiarytmické ucinky

melatoninu u spontdnne hypertenznych potkanov, o ktorych
je zname, Ze s nachylné na vyskyt malignych arytmii (10, 11,

Tabulka 2 Funk¢né parametre izolovanych perfundovanych stdc kontrolnych a melatoninom suplementovanych samcov SHR a WIS
Table 2 Baseline values of isolated perfused heart of melatonin-treated and untreated SHR and Wistar rats

WISc WISm SHRc SHRm
HR (tepova frekvencia/min) 248 +£20 254 + 46 216 + 31 205 +22
CF (ml/min) 11,5+27 11,9+238 115+24 8,615
LVP (mmHg) 97,1 £12,1 72,1 £15,9 1139+ 17,3 80,1 £ 15,5
+dP/dt 2035 + 551 1924 + 451 2050 + 364,6 1632 + 2443
-dP/dt 1204 + 264 1047 + 244 1225+ 163 1012 + 168

HR - tepova frekvencia; CF - korondrny prietok; LVP - tlak v favej komore; +dP/dfmax - index kontraktility; —dP/dfmax - index relaxacie; WISc - kontrolna
skupina Wistar potkanov; WISm — Wistar potkany, ktorym sa podaval melatonin; SHRc - kontrolnd skupina spontanne hypertenznych potkanov; SHRm - SHR,
ktorym sa poddval melatonin. 1 mmHg = 133.322 Pa. Priemerné hodnoty + SEM zo $iestich potkanov v kazdej skupine. Ziadne signifikantné rozdiely neboli medzi
skupinami zistené. (HR - heart rate; CF - coronary flow; LVP - left ventricular pressure; +dP/dtmax, index of contractility; —dP/dtmax - index of relaxation; WISc - control group of Wistar
rats; WISm - Wistar rats supplemented with melatonin; SHRc - control group of spontaneously hypertensive rats; and SHRm — SHR supplemented with melatonin. 1 mmHg = 133.322 Pa.

Values are the mean + SD of 6 rats in each group There were no significant differences among the groups).
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25). Tiez sme ukazali, ze maju znizené plazmatické hladiny
melatoninu v porovnani s nehyperteznymi potkanmi. Zvy-
$ené riziko vzniku malignej arytmie dokumentované v tejto
studii sa prejavilo znizenim stimula¢ného prahu na vyvolanie
komorovej fibrilacie v porovnani so zdravymi potkanmi. Na-
opak, viactyzdnova suplementacia hypertenznych potkanov
melatoninom vyznamne znizovala toto riziko v désledku
zvysenia fibrila¢ného prahu.

Pozoruhodna je skuto¢nost, zZe antiarytmické ucinky
melatoninu sa spajali so zvy$enou expresiou Cx43 v lavej
komore srdca, a to tak na trovni génovej, ako aj proteinove;j.
Okrem toho aplikdcia melatoninu mala za nasledok vyrazné
zvysenie fosforylovanych foriem Cx43. Tie si potrebné pre
funk¢nost komunika¢nych kandlov tvorenych Cx43, t. j. pre
prenos elektrického vzruchu. Tymito mechanizmami by sa
mohlo vysvetlit zvySenie fibrila¢ného prahu u melatoninom
suplementovanych potkanov. Tuto domnienku podporuje aj
skuto¢nost, Ze zniZend expresia a fosforylacia Cx43, zistend
u nelie¢enych hypertenznych potkanov aj v predchadzaju-
cich stadiach (10, 26), sa velmi pravdepodobne podiela na
poruchach prenosu elektrického impulzu, a tym na zvysenej
nachylnosti (preukazanej aj znizenim fibrilacného prahu)
k malignej arytmii. Jednou z proteinkinaz, ktora fosforyluje
Cx43, je PKCe a jej expresia bola v srdci melatoninom sup-
lementovanych hyperteznych potkanov vyznamne zvysena.
Domnievame sa, Ze prave tato PKC by sa mohla podielat na
zlepSeni fosforylacie Cx43.

ZvySenu expresiu myokardidlneho Cx43 sme zistili
u melatoninom suplementovanych hypertenznych potkanov
aj kvantitativnou analyzou mikroskopického obrazu. Fluo-
rescen¢nd mikroskopia okrem toho odhalila menej abnor-
malit v lokalizacii (distribucii) Cx43 pozitivnych GJ, tzn.
zaznamenali sme zniZeny vyskyt Cx43 na lateralnych stenach
kardiomyocytov a menej Casty vyskyt vyrazne neusporiadanej
lokalizacie Cx43, najma v oblastiach fibréz. V tejto stuvislosti
je potrebné poznamenat, ze abnormadlna distribucia Cx43
v myokarde taktiez ovplyviuje elektrické vlastnosti srdca,
najmi zvy$enim anizotropie (27), a tym vyznamne prispieva
k tvorbe arytmogénneho substratu.

Vzhladom na skuto¢nost, Ze hypertenzia je sprevadzana
oxida¢nym stresom, predpokladiame, Ze proces hypertenzie
a jej dosledkov mohol byt ovplyvneny antioxidaénymi a ra-
dikaly vychytavajucimi u¢inkami melatoninu. Tieto tG¢inky
by mohli zabranit zvy$enej degradacii Cx43 a jeho zniZenej
fosforylécii, a tym aj jeho abnormélenej lokalizacii. Na zvySent
degradaciu proteinu Cx43 v srdci neliecenych hypertenznych
potkanov (v porovnani s potkanmi normotenzného kmena
Wistar) poukazuji vysledky dokumentujice znizené hladiny
proteinu (obrazok 4), a to aj napriek zvysenej expresii mRNA
pre Cx43 (obrazok 3). Znizend fosforylacia by tiez mohla
stivisiet so znizZenou expresiou PKCe zistenej u neliecenych
hypertenznych potkanov v tejto aj predchadzajucich $tadiach
(11, 25, 28).
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Obrazok 4 Reprezentativny imunoblot ukazujuci tri formy
konexinu-43 (Cx43) (A) a denzitometricku kvantifikaciu celko-
vej expresie Cx43 (B), jeho fosforylovanej formy (C) a pomeru
fosforylovanych ku nefosforylovanej podobe Cx43 (D) norma-
lizovanych ku GAPDH v myokarde lavej komory kontrolnych
a melatoninom suplementovanych samcov SHR a WIS

Figure 4 Representative immunoblot showing 3 forms of connexin-43 (Cx43) (A)
and densitometric quantification of total Cx43 expression (B), its phosphorylated
form (C), and the ratio of phosphorylated to unphosphorylated forms of Cx43 (D)
normalized to GAPDH in the left ventricles of untreated and melatonin-treated
spontaneously hypertensive (SHR) and Wistar (WIS) rat hearts

PO - nefosforylovana forma Cx43; P1 a P2 - fosforylované formy Cx43;
WISc - kontrolna skupina Wistar potkanov; WISm - Wistar potkany, ktorym
sa podaval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne hypertenznych
potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melatonin. Vysledky predstavuju
priemerné hodnoty + SD zo $iestich stdc. Statisticka vyznamnost*, p < 0,05
v porovnani s WISc; a#, p < 0,05 v porovnani s SHRc. (P0 - unphosphorylated
form of Cx43; P1 and P2 - phosphorylated forms of Cx43; WISc - untreated WIS rats;
WISm - WIS rats treated with melatonin; SHRc - untreated SHR; and SHRm, SHR treated
with melatonin. Results are the mean + SD of 6 hearts. *, p < 0.05 compared with WISc;

#, p < 0.05 compared with SHRc).

Antioxida¢né a reaktivne volné radikaly vychytavajice
vlastnosti melatoninu velmi pravdepodobne zohravaju hlavnu
ulohu v antiarytmickych u¢inkoch melatoninu v podmienkach
ischemicko-reperfuzneho poskodenia srdca in vivo alebo na
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Obrazok 5 Reprezentativne obrazky imunofluorescencnej detekcie Cx43 v myokarde lavej komory kontrolnych a melatoninom suple-
mentovanych SHR a WIS. Bezna distribucia Cx43 u WIS (WISc a WISm) je najmi v oblastiach interkalarnych diskov kardiomyocytov
(oznadené dlhymi Sipkami) a sporadicky aj na lateralnych stenach kardiomyocytov (oznacené kratkymi $ipkami), pricom v myokarde
lavej komory SHRc je zvyseny vyskyt Cx43 na lateralnych stenach kardiomyocytov. Okrem toho mézeme u SHRc pozorovat aj neor-
ganizovani lokalizaciu Cx43 v miestach fibrozy (F). Podavanie melatoninu eliminovalo abnormalnu distribuciu Cx43 v srdciach SHR.
Zvicsenie, pri ktorom boli zhotovené jednotlivé snimky x40.

Figure 5 Representative images of connexin-43 (Cx43) immunolabelling in the left ventricles of untreated (WISc and SHRc) and melatonin treated (WISm and SHRm) Wistar
(WIS) and spontaneously hypertensive (SHR) rats. Note the conventional distribution of Cx43-positive gap junctions predominantly at the intercalated discs (long arrows) and
sporadically on lateral surfaces (short arrows) of the cardiomyocytes in both groups of WIS. The lateralization is enhanced in SHR hearts that, in addition, exhibit disordered
localization of Cx43 at the area of fibrosis (F). Treatment with melatonin apparently eliminated abnormal Cx43 distribution in SHR hearts. Magnification x40.

WISc - kontrolnd skupina Wistar potkanov; WISm - Wistar potkany, ktorym sa podéval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne hypertenznych
potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melatonin (WISc - untreated WIS rats, WISm — WIS rats treated with melatonin, SHRc — untreated SHR; and SHRm — SHR

treated with melatonin)

modeli izolovaného perfundovaného srdca (29 - 34). Aplikdcia
melatoninu znizila tiez mortalitu spdsobent komorovou fib-
rilaciou, ktora bola indukovand post-ischemickou reperfiziou
u pinealektomizovanych potkanov zo 63 % na 25 % (35).
Tieto uc¢inky su velmi pravdepodobne nezavislé od melato-
ninovych receptorov. Doposial sa vSeobecne akceptuje, Ze tak
fyziologické, ako aj farmakologické koncentracie melatoninu
vychytavaju reaktivne formy kyslika a dusika, a ze melatonin
taktiez reguluje antioxida¢né a proinflama¢né gény epigene-
tickou ,,on-off“ cestou (36).

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze efekt suplementdcie melato-
ninu na expresiu mRNA Cx43 bol vyraznejsi u potkanov s de-
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ficitom melatoninu, t. j. u spontdnne hypertenznych potkanov
v porovnani s nehypertenznymi potkanmi. Predpokladame,
Ze v tom moze zohravat ulohu mnozstvo alebo dostupnost
melatoninovych receptorov (MT1 a MT2), prostrednictvom
ktorych melatonin taktiez pdsobi. Mechanizmy t¢inku mela-
toninu na molekuldrnej Grovni nie su dostato¢ne objasnené
a prave preto su potrebné dalsie experimentdlne $tudie na
objasnenie viacerych nezodpovedanych otazok. Neddvno
publikované vysledky dokumentujii melatoninom indukovana
»up-regulaciu® Cx43 a zvy$enie medzibunkového ,couplingu®
v Tudskych hladkosvalovych bunkach myometria cez MT2
receptory a za tucasti PKC (37). Autori predpokladaju, Ze



naviazany melatonin aktivuje fosfolipazu-C a nasledne zvysi
tvorbu inozitoltrifosfatu (IP3) a diacylglycerolu. Tymto sa
aktivuje PKC, ktord mdze ovplyvnit transkripéné faktory
c-fos a c-jun, dolezité v reguldcii expresie Cx43 v bunkach
myometria (38). Bolo by zaujimavé zistit, ¢i je tato signalna
draha zakomponovana do ,up-reguldcie® Cx43 v srdcovom
svale.

V suvislosti s kardioprotektivnymi a antiarytmickymi
ucinkami melatoninu je potrebné brat do uvahy aj jeho lipo-
filné vlastnosti a interakcie so $pecifickymi membranovymi
a intracelularnymi proteinmi alebo jadrovymi receptormi
(39). Melatonin moéze primarne regulovat permeabilitu nie-
len Cx43 kanalov, ale i Ca** kandlov a Ca?* influx (40), a to
pravdepodobne prostrednictvom modulacie jeho fosforylo-
vaného a defosforylovaného stavu. Okrem toho, melatonin
zvy$uje cGMP a znizuje cAMP hladiny, inhibuje syntézu
prostaglandinov a reguluje metabolizmus fosfolipidov (39).
Vsetky tieto faktory moézu vplyvat aj na funkciu a bunkovu
distribiciu Cx43 kanalov (13).

Aplikacia melatoninu zvysila jeho plazmatické hladiny, ¢o
malo za nasledok pokles zvyseného tlaku krvi a normalizaciu
znizenych hladin triacylglycerolov, ale neovplyvnila funkciu
izolovaného perfundovaného srdca za bazalnych podmienok.
Vplyv melatoninu na zniZovanie tlaku krvi bol rozoberany
vo viacerych experimentalnych pracach a tiez klinickych
stadiach (41 - 44). Mierny pokles tlaku v$ak nebol spreva-
dzany znizenim hmotnosti srdca a lavej komory, ani pomeru
hmotnosti favej komory k hmotnosti tela. Toto zistenie sa
zhoduje s viacerymi $tidiami podporujiacimi tvrdenia, Ze
melatonin pravdepodobne nespdsobuje regresiu hypertrofie
lavej komory, ale podiela sa na potlacani fibrozy myokardu
(22, 45). V nasom experimente sme v$ak vyraznejsiu fibrozu
v srdci nelieenych hypertenznych potkanov nepozorovali.
Pozorovali sme iba ojedinelé difizne lokalizované zmeny
v intersticiu, ktoré poukazuji na zvy$enie proteinov medzi-
bunkovej matrix.

Na zaver mozno zhrnut, Ze vysledky tejto $tidie podporuju
nasu hypotézu a dokumentuju melatoninom vyvolanu ,,up-re-
gulaciu® myokardialneho Cx43, pricom poukazuju na dolezitu
ulohu tohto horménu v modulacii citlivosti srdca vzhladom
na letalne arytmie. Na zdklade nasich vysledkov pripisujeme
antiarytmické a¢inky melatoninu zvy$eniu expresie Cx43 tak
na génovej urovni, ako aj zvySeniu celkovej hladiny Cx43 na
urovni proteinu a jeho funkénych fosforylovanych foriem.
Tieto tGcinky boli zistené velmi vyrazne u spontanne hyper-
tenznych a v mensej miere u normotenznych potkanov. Treba
zdoraznit, Ze suplementacia melatoninom vyrazne zmiernila
negativne dosledky hypertenzie na kluc¢ovy protein v srdci,
Cx43, ktory je dolezity pre zachovanie elektrickych vlastnosti
srdca a jeho funkciu.

Z Klinického pohladu je potrebné poukazat aj na to, Ze
syntéza melatoninu je zniZend u pacientov s ischemickou cho-
robou srdca (46, 47). Ak berieme do uvahy tieto skuto¢nosti
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Obrazok 6 Expresia proteinkinazy C & (PKCe) normalizovana
ku GAPDH v lavej komore kontrolnych a melatoninom suple-

mentovanych SHR a WIS.

Figure 6 Protein kinase C ¢ (PKCe) expression normalized to GAPDH in the left
ventricles of untreated and melatonin-treated spontaneously hypertensive (SHR)
and Wistar (WIS) rats

WISc - kontrolna skupina Wistar potkanov; WISm - Wistar potkany,
ktorym sa podaval melatonin; SHRc - kontrolna skupina spontanne
hypertenznych potkanov; SHRm - SHR, ktorym sa podaval melato-
nin. Vysledky predstavuju priemerné hodnoty + SD zo Siestich stdc.
Statistickd vyznamnost *, p < 0,05 v porovnani s WISc; a %, p < 0,05
v porovnani s SHRc. (WIS - untreated WIS rats; WISm — WIS rats treated
with melatonin; SHRc - untreated SHR; and SHRm - SHR treated with melatonin.
Results are the mean + SD of 6 hearts. %, p < 0.05 compared with WISc; #, p < 0.05
compared with SHRc).

a antiarytmické vlastnosti melatoninu, vac¢siu pozornost by
bolo potrebné venovat prevencii deficiencie melatoninu, a to
najmé doslednym dodrziavanim tmavej no¢nej fazy dna.

Prdca bola podporend VEGA 2/0046/12, APVV-SK-CZ-
2013-0256 a SKS grantom.
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