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Ratlarda Gece-Giindiiz Desfluran Uygulamasinin Melatonin

Diizeyi Uzerine Etkisi

Effect of Day and Night Desflurane Anaesthesia on Melatonin Levels in Rats
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Amag: Bu calismanin amaci ratlarda gece-giindiiz desfluran uygu-
lamasinin melatonin diizeyi iizerine etkisinin aragtirilmasidir.

Yontemler: Calismaya 15 giinlitk 24 adet rat alindi ve rastgele 4
gruba ayrildi. Ratlara bahar déneminde 19:00-01:00 (gece grubu)
ve 07:00-13:00 (giindiiz grubu) saatleri arasinda 6 L dk' akim
hizinda %100 oksijen icinde %5,7 desfluran uygulandi. Kontrol
gruplarina ise ayni zaman siiresince 6 L dk' akim hizinda oksijen
uygulandi. Alu saatlik siirenin sonunda kan érnekleri alindiktan
sonra ratlar sakrifiye edildi. Alinan kanlar santrifiij edildi ve elde
edilen plazmalarda melatonin diizeyleri radioimmiinoassay yon-
temi ile olcildii.

Bulgular: Tiim gruplar karsilagtirildiginda gruplar arasinda an-
lamlt fark saptand: (p=0,007). Giindiiz kontrol ve gece kontrol
gruplart karsilastrildiginda gruplar arasinda anlamlt fark oldu-
gu goriildii (p=0,042). Ayrica giindiiz kontrol ve gece desfluran
gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p=0,024). Diger gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi.

Sonug: On begs giinliik ratlarda yaptigimiz bu ¢aligma ile alt: saat-
lik %5,7 konsantrasyondaki desfluranin gece veya giindiiz uygu-
lanmasinin melatonin diizeyini etkilemedigini saptadik.

Anahtar kelimeler: Melatonin, desfluran, rat

Girig

Objective: The aim of this study is to investigate the effect of day
and night administration of desflurane anaesthesia on melatonin
levels in rats.

Methods: Twenty-four 15-day-old rats were included in the study
and were divided into four groups. The rats were anaesthetised be-
tween 19:00-01:00 (night group) and 07:00-13:00 (day group)
with 5.7% desflurane concentration in 6 L min™ 100% oxygen.
6 L min™' oxygen was administered to the control groups. At the
end of 6 h of anaesthesia, blood samples were taken, and rats were
sacrificed. Blood samples were centrifuged and melatonin levels
from plasma samples were measured with radioimmunoassay.

Results: There was a statistically significant difference between the
groups (p=0.007). Between group day control and group night
control there was a statistically significant difference (p=0.042).
Further, there was a significant difference between group day con-
trol and night desflurane (p=0.024). We could not find any differ-

ence between other groups.

Conclusion: This study showed that 6 hours of 5.7% desflu-
rane anaesthesia during day and night hours did not significantly
change melatonin levels.
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Prematiire bebeklere ve ¢ok kiiciik ¢ocuklara degisik nedenlerle yapilan operasyonlarda genel anestezi siklikla kullanilmak-
tadir. Geng/yavru hayvan modelleriyle yapilan deneysel caligmalarda sedasyon ve anestezide kullanilan bazi ilaglarin santral
sinir sisteminde (SSS) histopatolojik degisiklikler olusturdugu ayrica 6grenme bellek fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi
bildirilmistir (1-3). Istaphanous ve ark. (4) ve Kodama ve ark. (5) neonatal farelerde volatil anesteziklerin nérotoksik etkileri
oldugunu géstermislerdir.

Melatonin antiinflamatuvar, onkostatik, antioksidan ve antikonviilzan etkileri olan ve sirkadiyan ritimlerin ve reprodiiktif
aksin diizenlenmesi gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip bir hormondur (6). Melatonin sentezi ve salinimi karanlikta
uyarilirken, 1sik ile baskilanmaktadir (7). Melatoninin eksojen uygulanmasinin, gelismekte olan rat beyninde ézellikle sereb-
ral korteks ve anteriyor talamusta, anesteziyle indiiklenen apopitotik nérodejenerasyona karst koruyucu oldugu ve apopitozis
regiilatorii olan Bcl-x proteinlerinin seviyesini artrdigi gdsterilmistir (8).

Anestezi ve cerrahi uygulamalar, melatonin salinimini ve endokrin fonksiyonlar: etkilemektedir. Melatonin iiretimini uyku,
agri, ilaclar ve stres de etkilemektedir (9). Giintimiize kadar yapilan klinik ¢aligmalarda genel anestezi ve cerrahi uygulamalari
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giindiiz saatlerinde yapilmis ve kan melatonin konsantrasyo-
nu lzerine farkl etkileri oldugu gosterilmistir (9-11).

Gece ve giindiiz anestezi uygulamasinin etkilerini yaptiklari
calima ile gosteren Ozkaya ve ark. (12); on bes giinliik rat-
larda izofluran anestezisinin, giindiiz uygulanmasinda mela-
tonin diizeyini arttrdigi ve gece uygulanmasinda ise diizeyi
etkilemedigi belirtilmistir. Dispersyn ve ark. (13) ratlara giin-
diiz uyguladiklari propofol anestezisinin melatoninin sirkadi-
yan ritimde kaymaya neden oldugunu bildirmiglerdir.

Gece desfluran anestezisi uygulamasini melatonin diizeyine
etkisini gosteren ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢a-
lismamizda, 15 giinlitk ratlarda gece ve giindiiz uygulanan
desfluran anestezisinin, melatonin diizeyi iizerine olan etkisi-
ni aragtirmak amaclanmuigtir.

Yontemler

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onayr alindiktan sonra (protokol no:08/2013)
Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvarrnda yapil-
di. Calismaya postnatal 15. giinde (P15) olan Wistar cinsi,
agirliklar1 15-20 gr arasinda degisen 26 rat alindi. Ratlar do-
gumlarindan itibaren 12 saat aydinlik (07:00-19:00), 12 saat
karanlik (19:00-07:00) ortamda izlendi.

Caligma gruplar

Ratlar rastgele 4 gruba ayrildy;

*  Gece kontrol grubu (Grup GC-K) (n:6): Denekle-
re 19:00-01:00 saatleri arasinda 6 L dk' akim hizinda
%100 oksijen uygulandi.

*  Gece desfluran grubu (Grup GC-D) (n:7): Deneklere
19:00-01:00 saatleri arasinda 6 L dk* %100 oksijen i¢in-
de %5,7 konsantrasyonda desfluran uyguland:.

*  Giindiiz kontrol grubu (Grup GN-K) (n:6): Denekle-
re 07:00-13:00 saatleri arasinda 6 L dk' akim hizinda
%100 oksijen uygulandi.

*  Giindiiz desfluran grubu (Grup GN-D) (n:7): Deneklere
07:00-13:00 saatleri arasinda 6 L dk* %100 oksijen i¢in-
de %5,7 konsantrasyonda desfluran uyguland:.

Anestezi diizenegi ve baslangici: Her deney hayvani icin ayri
olmak tizere 450 mL hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan
cam kavanozlar kullanildi. Cam kavanozlara vaporizatér ile
6 L dk' akim hizinda oksijen icinde %5,7 konsantrasyon-
da desfluran (Desfluran, Abbott Lab. Istanbul/Tiirkiye) girisi
saglandi (14). Gaz karisiminin monitorizasyonu, ortak giris
hattina baglanan anestezik gaz monitorii (Anesthesia Gas
Monitoring 1304, Danimarka) ile izlenerek sabit tutuldu.
Tiim kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlesti-
rildi. Deney hayvanlarinin alu saat siire ile bu kavanozlarda
gaz karigimi solumalari saglandi. Gece gruplarindaki denekle-
rin 1g1ktan etkilenmemesi igin ratlar deney siiresince karanlik
ortamda tutuldular. Ratlar kirmizi 1181 goremediklerinden
kan alim agamalarinda kirmiz1 1sik kullanildi.

Datli Ozer ve ark. Desfluran ve Melatonin

Alu saatlik siirenin sonunda desfluran kesildikten sonra hizla
deneklerin gdgiis kafesi agild: ve sol ventrikiil icinden 1-3 mL
arasinda kan Eppendorf tiiplerine alindi. Soguk zincirle labo-
ratuvara ulagtirildi.

Kontrol grubundaki denekler alt1 saatlik siirenin sonunda ser-
vikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi, deneklerin go-
giis kafesi acildi ve melatonin diizeyini saptamak amaciyla sol
ventrikiil icinden 1-3 mL arasinda kan Eppendorff tiiplerine
alindi, soguk zincirle laboratuvara ulagtirildi.

Melatonin diizeyinin 8l¢iilmesi: Laboratuvara ulastirilan kanlar
+4°Cde (1000 g) soguk santrifiijde (Hettich Zentrifugen Mikro
22 R, Tutdingen, Almanya) 15 dakika siire ile santriftj edildi.
Elde edilen plazmalar Eppendorff tiiplerine alindi ve -80°C'de
saklandt. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Ana-
bilim Dali Laboratuvarlar’'nda melatonin diizeyi Rat Melatonin
Radioimmunoassay (RIA) Kit (Melatonin Research RIA, Labor
Diagnostica Nord GMBH, Ingiltere) kullanilarak slgiildii.

Istatistiksel analiz

[statiksel analiz, IBM SPSS istatistik programinin 22.0 versi-
yonu (IBM Statistical Package for the Social Sciences Statis-
tics; Armonk, New York, USA) kullanilarak yapildi. Sonuglar
medyan (min-maks) bi¢iminde verildi. Melatonin degerle-
rinin istatistiksel analizinde; gruplar Kruskal-Wallis testi ile
kargilastirildi. Gruplar arast karsilagtirmalarda Bonferoni di-
zeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0,05 istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular
Calismaya alinan tiim ratlar deney protokoliinii tamamladi.

Gruplarin melatonin degerleri Tablo 1’de medyan (min-max)
olarak verildi.

Tiim gruplar Kruskal-Wallis testi ile kargilastirildiginda grup-
lar arasinda anlamli fark saptand: (p=0,007).

GN-K ve GC-K gruplar kargilagtirildiginda gruplar arasin-
da anlamli fark oldugu gériildii (p=0,042). Ayrica GN-K ve
GC-D gruplari arasinda anlaml fark saptandi (p=0,024).

Diger gruplar arasinda anlamli fark saptanmad: (GN-K x
GN-D p=0,066; GC-K x GN-D p=0,629; GC-K x GC-D
p=0,652; GN-D x GC-D p=0,684).

Tablo 1. Gruplarin melatonin degerleri (pg mL"). * Gruplar,
giindiiz kontrol grubuyla kargilagtirildiginda p<0,05

Melatonin medyan (min-maks)
891 (617-1193)
2127 (1193-3000)*

Grup

Giindiiz kontrol

Gece kontrol

1314 (1011- 1581)

Giindiiz desfluran

Gece desfluran 2001 ( 1227-3000)*

Min: minimum; maks: maksimum
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Tartisma

Caligmamizda, 15 giinlitk ratlarda alt saatlik %5,7 konsant-
rasyondaki desfluranin giindiiz ve gece uygulamasinin plazma
melatonin diizeyinde anlamli bir fark olusturmadigin: saptadik.

Melatonin tiretimini uyku bozukluklari, agri, ilaclar, stres,
cerrahi girisimler ve anestezi uygulamasi etkilemektedir (9).
Castro ve ark. (15) melatonin saliniminin propofol infiizyo-
nu siiresince artugini, Reber ve ark. (16) ise 60-90 dk izof-
luran uygulamasi sonra 8. saate kadar melatonin artisinin
devam ettigini bildirmiglerdir. Arai ve ark. (17) kadinlarda
anestezi indiiksiyonunda izofluran kullaniminin melatonin
diizeylerinde artisa, sevofluran kullaniminin ise diisiise neden
oldugunu bildirmislerdir. Caligmacilar bu sonugclarinin, izof-
luranin sevoflurandan farkli olarak GABAerjik iletiyi degistir-
mesine, ayrica hepatik kan akimini azaltarak melatonin kli-
rensini azaltmasina, kan basinct ve kalp atim hizinin artigina,
sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile melatonin sentez ve sa-
linimini artirmasina bagli olabilecegini belirtmislerdir. Yagar
ve ark. (18) giiniin farkl: saatlerinde kalp cerrahisi uygulanan
hastalarin melatonin diizeylerinde farklilik saptayamamuglar-
dir. Ancak bu ¢alismada zaman araliklari 08:00-09:00, 11:00-
13:00 ve 16:00-19:00 olarak secilmistir.

Melatonin sekresyonu sempatik stimiilasyonla norepinefrinin
o ve B reseptorlerini uyarmasi ile gerceklesir (19). Karanlik,
hipofizdeki B, adrenerjik reseptorleri aktive eden norepinef-
rinin retinal fotoreseptorden salinimint uyarir, siklik AMP’yi
arttirir ve enzimle katalizlenen melatonin sentezini uyarir.
Desfluran ise sempatik sistem aktivasyonu ile kalp hizinda
artisa ve tasikardiye neden olur (20). Desfluranin sempatik
aktivasyon etkisiyle hipofizdeki [, adrenerjik reseptorleri
uyarmasi sonucu melatonin artisi beklenebilir. Ancak ¢alig-
mamizda bunu gdsterecek bir bulgu saptamadik.

Genel anestezi sirkadiyan ritimleri bozdugu disiiniilen bir
uyku-uyaniklik durumudur. Farkli ¢alismalarda anestezinin
ve cerrahinin melatonin diizeylerini farkl: gekilde etkiledigi
gosterilmigtir (9-11). Caligmalarda saptanan farkli melato-
nin diizeyleri anestezi uygulamasi, ek bagka ilag kullanilma-
s1, cerrahi ve melatonin diizeyinin 6l¢lim zamani arasindaki
farkliliklarla agiklanabilir. Tiim bu caligmalardaki sonuglara
gdre melatonin salinimina anestezinin etkisi kesin olarak be-
lirlenememis, cerrahinin etkisi ekarte edilememistir. Bu calis-
mada cerrahi veya herhangi bir agrili uyaran uygulanmadan
sadece anestezinin melatonin iizerindeki etkisine bakilmis
olmast desfluranin tek bagina melatonin diizeylerinde neden
olabilecegi degisikligin anlagilabilmesi agisindan 6nemlidir.

Melatonin salinimi ig1k siddetine baglidir (21) ve belirgin bir
sitkadiyan ritmi vardir (22). Reber ve ark. (16) giindiiz anes-
tezi uygulanmasiyla karanlik ortam olusturmanin melatonin
diizeyinde artis olusturdugunu bildirmiglerdir. Caligmamizda
farkli olarak melatonin diizeyinde giindiiz desfluran uygula-
masi sonrasi artis gozlenmedi. Bizim bu sonucumuzdan farkls
olarak Ozkaya ve ark. (12) giindiiz izofluran uygulamasinin

melatoninin plazma konsantrasyonu arttirdigini gdstermis-
lerdir. Caligmacilar bulgularini glindiiz anestezi uygulamasty-
la olusturulan karanlik ortamin melatoninin salgilanmasin:
artirarak plazma diizeyinde artuga neden olmasi ile agikla-
miglardir. Bu farkli sonuglarin uygulanan degisik dozlardaki
inhalasyon ajanlarinin GABA ve NMDA reseptérleri, dola-
yistyla melatonin salinimi tizerindeki farkl etkileri nedeniyle
olabilecegini distiniiyoruz.

Desfluranin GABA reseptorleri araciligiyla. GABA'in inhi-
bitér fonksiyonunu artirarak etki ettigi bildirilmistir (23).
Ayrica GABA reseptorleri, suprakiazmatik ¢ekirdek (SKC)
ile baglanusinin oldugu beyinin birgok alaninda saptanmus-
tr (24). Muscimol, triazolam ve fenobarbital gibi GABAer-
jik agonistlerin, SKC’teki perl ve per2 gibi CLOCK genlerin
ekspresyonunu degistirerek sirkadiyan ritmin faz kaymasini
uyardigy gosterilmistir (25, 26). Cheeseman ve ark. (27) bal
arilarinda giindiiz uygulanan izofluran anestezisinin per, cry
ve CLOCK genlerini etkileyerek deneklerin zaman algilarinda
sapmaya neden oldugunu gostermislerdir. SKC’teki GABA
reseptorlerinin aktivasyonu ile CLOCK genlerin ekspresyonu
baskilanabilir ve bu baskilanma anesteziklerin olusturdugu
sirkadiyan ritimdeki faz kaymast olusumu icin bir mekaniz-
ma olabilir. Ayrica Dispersyn ve ark. (13) caligmasinda rat-
lara uyguladiklar1 30 dakikalik propofol anestezisinden son-
ra, melatonin salinimindaki ilk 3 saatteki azalmayi, anestezi
sonlanmasindan 20 saat sonraki artig takip etmis ve bunun
melatoninin sirkadiyan ritmindeki kaymaya bagli olabilece-
gi belirtilmistir. Ancak ¢alismamizda anestezinin bu etkisini
saptayamadik.

Gece desfluran uygulamasinin anlamli bir melatonin artigina
neden olmamasi melatonin metabolizmasinda yer alan en-
zimlerin fonksiyonunun karanlik dénemde artmasiyla mela-
tonin ytkiminin hizli olmasina (28) ve/veya gece saatlerinde
anestezi uygulamasinin daha az faz kaymasina neden olmasi
ile de meydana gelmis olabilir.

Bu ¢aligmay: sinirlayan faktorler; plazma melatonin diizeyinin
24 saat veya daha uzun siire izlenememesi sayilabilir. Caligmaya
dahil ettigimiz yavru ratlarin agirliklart 15-20 gr arasindadir ve
yavru ratlarda tekrarlayan melatonin ol¢timi icin yeterli kan
miktart bulunmamakeadir (54-70 mL kg') (29). Bu nedenle
plazma melatonin diizeyindeki degisikligi tek dl¢iimle deger-
lendirmek zorunda kaldik. Melatonin pineal bezde depolan-
mamakta, sentezlendikten sonra hemen dolasima karigmakta-
dir (7). Ancak anestezinin indiikledigi melatonin saliniminin
anestezinin kaginc saatinde oldugu ve bunun ne kadar zaman
sonra kanda saptanabilecegi kesin olarak bilinmemektedir. Ay-
rica bu etkinin anestezi sonlandiktan sonra daha fazla arup art-
madig1 ve ne kadar siirdiigiinii gostermek agisindan tekrarlayan
ol¢timler yapmamis olmamiz bu ¢aligmanin kisitlamalarindan
biridir. Ozkaya ve ark. (12) izofluran anestezisi sonrast hemen
aldiklar1 6rneklerde giindiiz anestezisi sonrasi melatonin ar-
tisin1 gostermis olsalar da bu ¢alismada desfluranin boyle bir
etkisini saptayamadik. Desfluran melatonin diizeyini etkilemi-



yor olabilecegi gibi daha gec bir yiikselmeye de neden oluyor
olabilir. Anestezi bitiminde tek 6rnek aldigimiz icin bu etkiyi
saptayamamis olabiliriz.

Desfluranin olusturdugu sempatik yanitin 8lgiilememesi de
calismamizi sinrlayan bir diger fakeordiir. Giindiiz saatlerinde
uygulanan desfluran anestezisinin neden oldugu uykunun veya
desfluranin bagka nedenlerle (GABA reseptorlerileri, sempatik
aktivasyon gibi) melatoninin sirkadiyan ritminde bir faz kayma-
sina neden olup olmadig ve bunun per, Bmal veya Clock gibi
saat genleriyle iligkisinin gosterilebilmesi icin yeni ¢aligmalara
ihtiyag vardir. Calismamizda, aydinlik-karanlik (12 saat/12 saat)
dongiisti olan 15 giinliik ratlarda, gece ve giindiiz uygulanan
desfluran anestezisinin, melatonin salinimini etkilemedigi gos-
terilmigtir. Klinik acidan bakildiginda; melatoninin, sirkadiyan
ritminin desfluran anestezisi nedeniyle bozulmadig ve cerrahi
islemlerden bagimsiz olarak anestezi uygulamasinin plazma me-
latonin diizeyini yiikseltmesine bagli olusabilecek postoperatif
kognitif disfonksiyon (30) ve uyku diizensizlikleri gibi degisik-

liklerden sorumlu olamayacag; diisiinebilir.
Sonug

On bes giinliik ratlarda yapugimiz bu ¢alisma ile alt saatlik
%35,7 konsantrasyondaki desfluranin gece veya giindiiz uygu-
lanmasinin melatonin diizeyini etkilemedigini saptadik. Ge-
nel anestezik ajanlar ile ilgili kronofarmakolojik calismalar
anestezi pratigine uyarlamadan 6nce daha ileri aragtirmalara
gereksinim vardir.
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