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ABSTRAKT: Woltamperometryczne oznaczanie melatoniny przeprowadzono z wykorzystaniem elektrody z
wegla szklistego modyfikowanej warstwa nanosadzy. Pomiary wykonywane byly za pomoca woltamperometrii
impulsowej réoznicowej w elektrolicie podstawowym skladajacym sie z 0,75 ml 1M KH,PO, i 9,25 ml wody
destylowanej. Poprzez opracowanie woltamperometrycznego sensora melatoniny opartego na warstwie
nanosadzy, mozliwe jest uzyskiwanie sygnaléw melatoniny na zmodyfikowanej elektrodzie z wegla szklistego.
W zoptymalizowanych warunkach oznaczania, granica wykrywalno$ci na sensorze z warstwa sadzy wynosila
0,08 yM .W wyniku oznaczania melatoniny w preparatach farmaceutycznych: Melatonina Lek Am oraz
Zdrowosen Melatonina, stwierdzono iz metode mozna z powodzeniem stosowa¢ do oznaczania hormonu w
lekach.

ABSTRACT: Voltammetric determination of melatonin was carried out using the glassy carbon electrode
modified with a layer of nano- carbon black. The measurements were made by means of differential pulse
voltammetry in the electrolyte consisting of : 0,75 ml of 1M KH,P0, and 9,25 ml of distilled water. By developing
of the melatonin-based voltammetric sensor, it is possible to obtain signals of melatonin on the modified glassy
carbon electrode in the optimized conditions for determining and the limit of quantification of the analyte on
the sensor with a layer of soot was 0,08uM. In result of the of the performed determinations of melatonin in the
chosen pharmaceutical preparations: Melatonin drug Am and Zdrowosen melatonin, it was found that the
method can be successfully applied in determination of the hormone in drugs.

Slowa kluczowe: algorytmy genetyczne, funkcje sklejane, woltamperometria, funkcje sklejane

1. Melatonina

Hormon posiadajacy forme indoloaminy, ktéra produkowana jest w szyszynce, czyli gromadzie
komoérek znajdujacych sie w glebi mdézgu. Syntetyzowana jest réwniez w tkankach czy narzadach
takich jak: siatkdwka oka, gruczoly lzowe, szpik kostny czy przewdd pokarmowy. Posiada wplyw
przede wszystkim na stabilizacje cyklow biologiczny - calodobowego oraz sezonowego. Reguluje
rytmy funkcji fizjologicznych. Melatoninie przydziela sie¢ réwniez pomoc w leczeniu u 0séb ze
schorzeniami neurodegeneracyjnymi w chorobie Alzhaimera i Parkinsona badz immunomodulatora
w leczeniu u o0s6b chorych na nowotwory. Jednak szczegdlnie odznaczajaca sie cechg
charakterystyczng jest neutralizowanie wolnych rodnikdw, czyli dzialanie antyoksydantéw..

1.1. Wiadomosci wstepne

Melatonina( N-acetylo-5-metoksytryptamina) jest pochodna tryptofanu, o masie czasteczkowej
232,28 g/mol. Ma posta¢ krystaliczng, jasnozolta barwe i temperature topnienia w zakresie od 116,5
do 118 °C. Bardzo dobrze rozpuszczalna w tluszczach. Na rysunkach 1 i 2 przedstawiono wzor
strukturalny melatoniny, oraz jej projekcje przestrzenna.
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Po raz pierwszy melatonina odkryta zostala w 1958 roku przez dermatologa z Yale Aarona
Lernera. Doprowadzil on do oddzielenia hormonu z bydlecej szyszynki. W roku 1959 sprecyzowano
budowe chemiczng, natomiast w kolejnych latach Lerner udoskonalil swoje badania o metoda
prowadzaca do okreslania stezenia w plynach ustrojowych danego inkretu. Kolejnymi
odkrywcami byli Raikhlin i Kretnowy, ktorzy w roku 1974 udowodnili zawarto$¢ melatoniny w
blonie Sluzowej wyrostka robaczkowego.

1.1.1. Biosynteza i metabolizm

Produktem wyjSciowym dla syntezy melatoniny jest tryptofan. Pobierany jest z krwi przez
pinealocyty.  Kolejno nastepuje  hydroksylacja tryptofanu do  5-hydroksytryptofanu,
przeksztalcajacego sie w wyniku dekarboksylazy aminokwaséw aromatycznych w serotonine, czyli
5-hydroksytryptamina. Kolejna faza polega na zamianie N-acetylotransferazy serotoninowej na N-
acetyloserotoning, poprzez dzialanie acetylacji. W finalnym stadium N-acetyloserotonina droga
transferazy hydroksyindolo-O-metylowej ustepuje metylacji przy czym powstaje N-acetylo-5-
metoksytryptamina - czyli oczekiwana melatonina.

TRYPTOFAN
l 5-hydroksylaza tryptofanu

5-HYDROKSYTRYPTOFAN
l dekarboksylaza aminokwaséw aromatycznych
SEROTONINA
l N-acetylotransferaza serotoniny
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Rys.1 Wzor strukturalny melatoniny.
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1.1.2. Mechanizm dziatania

W tym kontekscie warto podkreslié, ze nie istnieje wylacznie jeden mechanizm. W odniesieniu do
problemu mozemy mowic¢ o dzialaniu endokrynnym, wystepujacym w obecnos$ci receptoréow, oraz
takim ktoére nastepuje bez ich udzialu. Nalezy jeszcze uwzgledni¢ funkcjonowanie parakrynne oraz
autokrynne, a takze ,,zmiatacza wolnych rodnikéw” i przeciwutleniacza. Przedstawione wyzej opinie
wskazujg na kluczowe dzialania takie jak:

1) Wiazanie z biatkami (np. kalmoduling),

2) Wigzanie z receptorami sierocymi - jadrowymi ( ktére nie posiadajg endogennego liganda),
3) Wigzanie z receptorami melatoninowymi,

4) Dzialanie przeciwutleniacza.

1.2. Rola w funkcji systemu okotodobowego

Jak juz wczesniej wspomniano melatonina jest waznym hormonem wplywajacym na rytmike
okolodobowa i sezonowa, dlatego tez czesto nazywana jest hormonem snu. Uwaza sie, zZe
mechanizm wydzielania hormonu powiazany jest z cyklem $wiatlo — ciemno$¢é. Najwyzsze
zawarto$ci melatoniny produkowane sa3 w okresie nocny, a jako stadium najwyzsze szacuje sie
godziny od 24 do 3, w ktdrych osiaga sie stezenie 80-120 pg/ml. W porze dziennej natomiast wartosci
siegaja od 5 do 20 pg/ml, wiec zakres jest niewielki. Szacuje sie, ze okres péltrwania melatoniny we
krwi wynosi 10-40 min, podczas gdy produkowane jest od 12,3 do 28,8 ug/24h melatoniny.
Koncentrujac sie nadal na danych stezenia hormonu we krwi, w przypadku ludzi starszych mieszcza
sie one w pulapie 18-40pg/ml, za$ dla ludzi mlodszych 54-75pg/ml. Na rysunku 4 przedstawiono
dobowy rytm wydzielania melatoniny.

5-10 lat
20 - 40 lat
140 41 -50 lat
51 - 60 lat
120 4 65 + lat

Melatonina [pg/mL]

Rys .4 Rytm dobowy wydzielania melatoniny.

Nalezy takze uwzgledni¢ rytm sezonowy, ktory jest $cisle uzalezniony od por roku. Wskazano na
znacznie wyzsze zawartosci hormonu zimag i latem, a nizsze wiosng i jesienig, co jest przyczyna
zroznicowanej porcji Swiatla w danych porach. Jak sie okazuje wystepuje rowniez powigzanie
stezenia melatoniny z wiekiem. Chodzi o to, ze zawarto$¢ zwigzku w plynie ustrojowym, a
mianowicie we krwi jest silnie uwarunkowana od wieku, jednak jego stezenie podczas dnia nie
wykazuje zasadniczej modyfikacji acznie z dlugoscig zycia. Zaczynajac od okresu niemowlecego
dobowy rytm wydzielania hormonu inicjuje sie posrod 6 a 9 tygodniem, mimo to w peli
funkcjonuje w 6 miesiacu zycia. Z biegiem czasu gwaltownie wzrasta stezenie melatoniny w fazie
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ciemnej (nocy), a maksymalny poziom nastepuje pomiedzy 3 - 6 rokiem. W okresie dojrzewania
zauwaza sie widoczny spadek zawartosci hormonu, miarowo obnizajacy sie¢ do 40 roku zycia
ulegajac dalszemu pomniejszeniu w pozniejszym stadium. Wynika z tego, iz osoby doroste posiadaja
w porze nocnej nieduzg obecnos¢ melatoniny i dobowy rytm wydzielania praktycznie przemija, co
przedstawiono na rysunku 5.

140 Maksymalne stezenie melatoniny wystepuje w okresie wczesnego dziecifistwa

obniZenie poziomu melatoniny

wystepuje w okresie dojrzewania
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meiatoniny wystepuje
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Melatonina (pg/mi

60 niewielki poziom
melatoniny w wieku
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4 Melatoniny u noworod kow
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Rys.5 Uwalnianie melatoniny w zalezno$ci od wieku.

1.3. Objawy niedoboru

Niedobdr melatoniny przyczynia sie do dysfunkcji rytmoéw dobowych, prowadzac do bezsennos$ci
i trudnosci z zasypianiem, co w konsekwencji wplywa na ogoélne pogorszenie samopoczucia oraz
zdrowia ludzi.Z powyzszym problemem zwigzany jest efekt ,jet lag”, choroba pracownikéw
posiadajacych zmianowy czas pracy, przewlekly cykl opdznionego zasypiania, badz dolegliwosci
wystepujace u oso6b niewidomych. W odniesieniu do zjawiska ,jet lag” jest to ogél objawow
ukazujacych sie na skutek nieprzystosowania si¢ do zmiany stref czasowych wynikajacych z podrdzy
samolotem wzdluz rownoleznika. Rytm wytwarzania melatoniny podczas podrézowania w kierunku
zachodnim jest opdzniony, natomiast u podrozujacych w Kkierunku przeciwnym zwiekszony.
Przyczynia sie to do zaburzenia rytmiki snu, ostabienia organizmu a takze pogorszenia nastroju.
Dolegliwos$ci zwigzane ze zmiang stref czasowych moga by¢ skutecznie lagodzone poprzez
przyjmowanie odpowiednich dawek melatoniny. Aplikowanie hormonu u ludzi z zespolem
opoznionej fazy snu przyspiesza usypianie o okolo 2-3h. Dzieki temu osoba cierpigca na dane
schorzenie pozbywa sie probleméw z zasypianiem i zbyt p6Zznym wybudzaniem, spowodowanym
obnizeniem poziomu wydzielania melatoniny. Problem ten dotyka réwniez osoby zamieszkujace
rejony kola podbiegunowego. Ze wzgledu na niedobdér wzmozonego $wiatla, mieszkancy popadaja w
depresje, ktéra szczegdlnie nasila sie w porze zimowej. Niedobdér melatoniny dotyczy réwniez
pracownikow zmianowych. Badania wskazuja u nich na rozregulowanie dobowego procesu
produkowania, objawiajacego sie zakldceniami ze snem. Stwierdzono réwniez, ze zaburzenia te
spowodowane s3g zbyt dlugim czasem kontaktu czlowieka ze sztucznym oswietleniem podczas pracy
w nocy. W celu uregulowania poziomu hormonu nalezy przyjmowac go w porze nocnej, doprowadzi
to do zniwelowania uczucia sennosci w ciggu dnia i poprawy kondycji snu.
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Rozregulowanie wydzielania hormonu objawia sie takze u oséb niewidomych. Rytm dobowy
siegal od okoto 24 do 25h. Dozowanie melatoniny pozwala ustabilizowac cykl dzien-noc, od ktérego
nie jest w tym przypadku uzaleznione wydzielanie zwigzku.

1.4. Dzialanie lecznicze
1.4.1. Przeciwutleniacz i ,,zmiatacz” wolnych rodnikow

Jedna z najbardziej kontrowersyjnych wlasciwosci melatoniny jest jej dzialanie jako
przeciwutleniacza oraz ,zmiatacza” wolnych rodnikow. Zanim przejde do omawiania powyzszej
problematyki nawiaze najpierw do wyjasnienia pojecia wolnych rodnikéw. Wolne rodniki sa to
reaktywne czasteczki, ktére na swojej zewnetrznej orbicie zawieraja pojedynczy elektron. W
organizmie ludzkim istnieje wiele ich form. Stwierdzono zobojetniajgce dzialanie pochodne;j
tryptofanu na rodniki wystepujace w reaktywnej formie tlenu takie jak: rodnik hydroksylowy ('OH),
tlen singletowy (10,), kwas podchlorawy (HClO), anion kwasu nadtlenoazotawego (ONOO~) oraz
kwas nadtlenoazotowy (ONOOH). Nalezy rdwniez wspomnie¢, iz melatonina jest dobrze
rozpuszczalna w lipidach jak i wodzie, wiec moze odgrywaé funkcje przeciwutleniacza
hydrofilowego jak i hydrofobowego. Dotychczasowe badania wskazujg na kilkukrotnie wieksza
niezawodno$¢ indoloaminy w usuwaniu wolnych rodnikéw w przeciwienstwie do dotychczas
przyjetego pierwszorzednego przeciwutleniacza hydrofilowego o nazwie glutation, oraz
hydrofobowego — witaminy E. Jak sie okazuje melatonina jest rowniez lepszym antyoksydantem
przez wzglad na jej wzorowa umiejetno$¢ penetracji komdrki.Prace badawcze wskazuja na fakt
powiekszajacej sie aktywnosci najistotniejszych enzymatycznych mechanizméw antyoksydacyjnych:
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), reduktaza glutationowa (GR), peroksydaza glutationowa
(GPx). Dotychczasowa analiza pozwala wskaza¢ na obronne oddzialywanie hormonu w
mechanizmie powstawania choréb. Nawigzujac do wypowiedzi sa to m.in.: dzialanie na leki i metale
ciezkie, wstrzgs endotoksyczny, zaburzenia powigzane z niedokrwisto$cig i inne.

1.4.2. Choroby nowotworowe

Obecnie istnieje wiele poglosek dotyczacych uzdrawiajacego wpltywu melatoniny w chorobach
nowotworowych. Wykonano wiele badan i analiz, z ktérych duza cze$¢ przeprowadzona zostata na
zwierzetach. Z powyzszym problemem laczy sie efekt zmniejszania stezenia melatoniny wraz z
wiekiem u o0s6b starszych. Badacze wskazuja na wiekszg ilo$¢ zachorowan w tej czesci populacji.
Kolejnym istotnym czynnikiem wigzgcym schorzenie z hormonem jest jego wzrost jego stezenia w
poczatkowym stadium choroby, a nastepnie jego zmniejszanie sie wraz z czasem jej trwania.

Przeprowadzono réwniez badania melatoniny w powiazaniu z jedna z metod leczacych
nowotwory — chemioterapia. Okazalo sie, ze znacznie perspektywistyczne wyniki ta metoda
uzyskiwaty osoby, u ktérych po jej przeprowadzeniu podwyzszal chorobach neurodegeneracyjnych.
Jak sie okazuje osoby dotkniete schorzeniem Alzheimera, posiadaja niedobory melatoniny i maja
problemy z zaburzeniami cyklu sen-czuwanie. Kolejnym problemem jest upo$ledzenie funkcji
poznawczych. Przedstawione dolegliwosci znacznie wustepuja po zazyciu melatoniny.
Prawdopodobnie hormon ma rdéwniez swoj udzial w neutralizowaniu uszkodzen komorek
nerwowych. Obecnie prowadzi sie rowniez badania w przypadku choroby Parkinsona. Wstepne
raporty dowodza, ze hormon ma swdj udzial w neutralizowaniu uszkodzen komdrek nerwowych
podczas procesu autooksydacji dopaminy, ktory czesto wystepuje w chorobie Parkinsona.

1.4.3. Uktad immunologiczny i uktad krqzenia

Swoje lecznicze dzialanie melatonina wykazuje rdédwniez w oddzialywaniu na uklad
immunologiczny. Udowodniono zZe wykazuje on zblizony dobowy rytm wydzielania. Szacuje sie
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wplyw pochodnej tryptofanu na wzrost ilosci komdrek NK, wydzielanych przez wymieniony uklad,
ktére chronig przed patogenami i komdrkami nowotworowymi. Zapobiega réwniez apoptozie
komorek ukladu. W przypadku ukladu krwionosnego melatonina reguluje nadmiar cholesterolu we
krwi, oraz wyrownuje ci$nienie. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze oddzialuje korzystnie na chorobe
niedokrwienng serca.

1.4.4. Procesy starzenia

Proces starzenia niewatpliwie wzbudzil wiele kontrowersji odnoszacych sie¢ do melatoniny.
Prowadzi sie coraz wiecej badan aby okresli¢ jej wplyw na ten nieunikniony w zyciu kazdego
czlowieka etap. Méwi sie ,Ze na proces starzenia moze mie¢ wplyw niedobdr melatoniny, a takze jej
spadek wraz z wiekiem. Osoby w podesztym wieku sa bardziej narazone na wystepowanie
wszelakich choréb, w tym nowotworowych czy neurodegeneracyjnych oraz probleméw z
zasypianiem. Z tego powodu zaleca sie im stosowanie indoloaminy.

1.5. Zastosowanie

Wyrdznia sie trzy podstawowe wzgledy do zastosowania melatoniny ktére sa Kklinicznie
udowodnione: zaburzenia snu u o0sob starszych, regulacja cyklu sen-czuwanie u 0s6b
przekraczajacych strefy czasowe oraz zaburzenia rytmoéw dobowych u niewidomych. Najnowsze
badania, cho¢ jeszcze nie kompletne i w pelni nie potwierdzone wskazuja, ze melatonina z
powodzeniem moze by¢ stosowana takze w procesach fizjologicznych, neurologicznych czy
psychiatrycznych. Jak wcze$niej wspomniano wykorzystywana jest przy chorobie Alzheimera,
Parkinsona, oraz jako immunomodulator w terapii nowotworowej. Najnowszym zastosowaniem jest
usuwanie wolnych rodnikow.

1.5.1. Dawkowanie

Dawkowanie hormonu oraz czas przyjmowania uwarunkowane sg od przyczyn stosowania i
dobierane indywidualnie dla kazdej osoby. Standardowa dawka leku miesci sie w zakresie od 1 do 6
mg.

Dla przyktadu w zaburzeniach rytmu dobowego u oséb niewidomych:

o 1-6 mgraz dziennie przed snem ok. godziny 21-22.

W zaburzeniach snu zwiazanych ze zmiang stref czasowych:

o loty na wschdd - 2 dni przed planowanym wylotem 1-6 mg ok. godziny 19, a nastepnie przez 4 dni

1-6 mg godzine przed snem
o loty na zachdd - 1-6 mg godzine przed snem przez 4 dni po przylocie.

W zaburzeniach snu zwigzanych z zaburzeniami rytmu snu i czuwania:
o 1-6 mg godzine przed snem.

2. Przeglad metod oznaczanie melatoniny

2.1. Chromatografia cieczowa i woltamperometria

Do ilosciowego oznaczania melatoniny w lekach wykorzystano dwie metody analityczne -
chromatografie cieczowa (HPLC) oraz woltamperometrie. Jako elektrolit podstawowy wykorzystano
bufor fosforanowy o pH 3,0. W przypadku chromatografii cieczowej liniowo$¢ uzyskano w zakresie
stezen pomiedzy 0,125 i 1,0 pg/ml, a granica wykrywalnos$ci wynosita 0,065 ug/ml. Natomiast dla
woltamperometrii zakres liniowo$ci obejmowal od 6,25 do 50 ug/ml, a granica oznaczalno$ci
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wynosita 2,5 pg/ml. Obie metody okazaly sie odpowiednie do oznaczania melatoniny w preparatach
farmaceutycznych.

2.2 Oznaczanie woltamperometryczne z wykorzystaniem elektrod modyfikowanych nanorurkami
weglowymi i grafenem

Elektrochemiczne oznaczanie melatoniny zrealizowano przy uzyciu elektrod modyfikowanych
nanorurkami weglowymi i grafenem. Pomiary wykonano technika woltamperometrii cyklicznej
oraz impulsowej roznicowej. Jako elektrolit podstawowy zastosowano bufor fosforanowy o pH 7,6.
Wyznaczono zakres liniowosci zawierajacy sie w przedziale 0,005 - 3 mM. Najnizsza osiagnieta
granica wykrywalnos$ci wyniosta 1,1 uM. Wykazano, ze elektrody modyfikowane nanomaterialami
weglowymi sg niezawodne do wykrywania i oznaczania melatoniny.

2.3 Oznaczanie woltamperometryczne z wykorzystaniem elektrody weglowej

Oznaczanie melatoniny przeprowadzono technika woltamperometrii cyklicznej w 0,02 M kwasie
nadchlorowym. Jako elektrode pracujaca wykorzystano elektrode z pasty weglowej. Zaleznosc
liniowa metody osiggnieto w zakresie stezern od 310-6 M do 5.510* M. Granica wykrywalnosci
wyniosta 2,3 pM. Metoda okazala sie czula, szybka, prosta i niezawodna do analizy melatoniny w
lekach.

2.2. Wstrzykowa analiza przeptywowa wolamperometria cykliczna

Detekcje melatoniny w farmaceutykach przeprowadzono przy uzyciu dwoch metod
elektrochemicznych: woltamperometrii cyklicznej oraz wstrzykowej analizy przeplywowe;j.
Odpowiednie przygotowanie elektrody z pasty weglowej w pierwszym przypadku oraz zastosowanie
duzej szybkosci przeplywu w drugim umozliwito osiggniecie bardzo dobrej powtarzalnosci. Dla FIA-
ED zalezno$¢ liniowa uzyskano w zakresie stezeri 10® - 10° M, a granica wykrywalnosci wynosila
8-10° M. Dla CV liniowo$¢ obejmowata od 6-10® do 8107 M, a granica wykrywalnosci réwna byla
3-10° M.
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