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Ratlarda Gece veya Gündüz İzofluran Uygulaması Plazma Melatonin 
Düzeyini Etkiler
Day vs. Night Administration of Isoflurane Affects Plasma Melatonin Levels in Rats

Giriş

Anestezi ve cerrahi uygulamaları fizyolojik sirkadiyen ritimleri bozabilmekte ve uyku bozuklukları, yorgunluk ve delirium gibi 
komplikasyonlara neden olabilmektedir (1). Sirkadiyen ritmin düzenlenmesinde görevli hormonlardan biri melatonindir (2). 
Melatoninin ayrıca antioksidan, onkostatik, antiinflamatuar ve antikonvülzan etkileri ve reprodüktif aksın düzenlenmesi gibi 

önemli fizyolojik işlevleri de bulunmaktadır (2, 3). Melatonin sentezi ve salınımı karanlıkta uyarılırken, ışık ile baskılanmaktadır (2). 

Yapılan iki farklı çalışmada, gündüz saatlerindeki ameliyatlarda anestezi sonrası ilk gece melatonin düzeylerinin düştüğü gösterilmiştir (4-
6). Arai ve ark. (7) izofluran kullanımının melatonin düzeylerinde artışa, sevofluranın ise düşüşe neden olduğunu bildirmişlerdir. Gündüz 
saatlerinde uygulanan propofol anestezisinin melatoninin sirkadiyen ritminde kaymaya neden olduğu saptanmıştır (8). Ketaminin gece ve 
gündüz uygulanmasının, veriliş zamanına göre melatoninin sirkadiyen ritminde faz kaymasına neden olduğu, pentobarbitalin ise böyle bir 
etkisinin gösterilemediği bildirilmiştir (1). 

İnhalasyon ajanlarının gece veya gündüz uygulanmasının melatonin düzeylerine etkisi bilinmemektedir. Bu çalışmada, izofluranın yavru 
ratlarda gece-gündüz uygulamasının plazma melatonin düzeyi üzerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.
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Objective: Melatonin synthesis in the pineal gland shows a circadian 
rhythm and reaches its maximum level during the phase of darkness. Sur-
gery and anaesthesia affect melatonin secretion and endocrine function. 
The aim of this study was to investigate the effects of isoflurane anaesthesia 
during night vs. day on plasma melatonin level in rats.

Methods: Twenty–six 15-day-old male rats were included and divided 
into 4 groups by randomization. Isoflurane (1.5%) was administered be-
tween 07:00 pm and 01:00 am (night group) or 07:00 am and 01:00 pm 
(day group) in winter; 6 L min-1 of oxygen was administered to control 
groups during the same time periods. At the end of 6 hours the rats were 
sacrificed and blood samples were taken. Blood samples were centrifuged 
and plasma melatonin levels were measured by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA).

Results: When Group Gc-I (night-isoflurane) was compared with Group 
Gc-K (night-control), Group Gc-I with Group Gn-I (day-isoflurane), and 
Group Gc-K with Group Gn-K (day-control), no significant differences 
were found in plasma melatonin levels (p=0.132, p=0.180 and p=0.065, 
respectively). When Group Gn-I was compared with Group Gn-K, plasma 
melatonin levels were significantly increased in Group Gn-I (p=0.009).

Conclusion: It was concluded that 1.5% isoflurane administered over 6 
hours in 15 day old rats increases plasma melatonin levels significantly in 
the daytime but does not affect them at night. 

Key Words: Isoflurane, rat, circadian rhythm, melatonin 

Amaç: Pineal bezde melatonin sentezi sirkadiyen bir ritim gösterir ve ka-
ranlık faz boyunca maksimum düzeyine ulaşır. Anestezi ve cerrahi uygu-
lamalar, melatonin salgısını ve endokrin fonksiyonunu etkilemektedir. Bu 
çalışmanın amacı ratlarda gece-gündüz izofluran uygulamasının plazma 
melatonin düzeyi üzerine etkisinin araştırılmasıdır. 

Yöntemler: Çalışmaya 15 günlük erkek cinsiyette 26 adet rat alındı ve 
rastgele 4 gruba ayrıldı. Ratlara kış döneminde 19:00-01:00 (gece grubu) 
ve 07:00-13:00 (gündüz grubu) saatleri arasında %1,5 izofluran ile anes-
tezi uygulandı ve kontrol gruplarına aynı zaman süresince 6 L dk-1 akım 
hızında oksijen uygulandı. Altı saatlik sürenin sonunda kan örnekleri alın-
dıktan sonra ratlar sakrifiye edildi. Alınan kanlardan santrifüj edilerek elde 
edilen plazmalarda melatonin düzeyleri enzim ilintili immün test (ELISA) 
yöntemi ile ölçüldü.

Bulgular: Grup Gc-İ (gece-izofluran) ile Grup Gc-K (gece-kontrol), Grup 
Gc-İ ile Grup Gn-İ (gündüz-izofluran), Grup Gc-K ile Grup Gn-K (gün-
düz-kontrol) karşılaştırıldığında plazma melatonin düzeyleri açısından an-
lamlı fark saptanmadı (sırasıyla p=0,132, p=0,180, p=0,065). Grup Gn-İ 
ile Grup Gn-K karşılaştırıldığında plazma melatonin düzeyi Grup Gn-İ’de 
anlamlı olarak daha yüksek saptandı (p=0,009). 

Sonuç: On beş günlük ratlarda altı saatlik %1,5 konsantrasyonda uygula-
nan izofluranın, gündüz uygulamasında plazma melatonin düzeyini artır-
dığı, gece uygulamasında ise etkilemediği saptandı. 

Anahtar Kelimeler: İzofluran, rat, sirkadiyen ritim, melatonin
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Yöntemler

Çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 
Kurulu onayı (protokol no: 76/2009, tarih: 20.11.2009) alındıktan 
sonra Multidisipliner Deney Hayvanları Laboratuvarı’nda, kış dö-
neminde yapıldı. Çalışmaya doğum sonrası 15. günde (P15) olan, 
Wistar cinsi, ağırlıkları 15-20 g arasında değişen, 26 adet erkek 
rat alındı. Ratlar doğumlarından itibaren 12 saat aydınlık (07:00-
19:00), 12 saat karanlık (19:00-07:00) ortamda izlendi. 

Ratlar rastgele 4 gruba ayrıldı:

Gece kontrol grubu (Grup Gc-K) (n:6): Ratlara 19:00-01:00 saatleri 
arasında 6 L dk-1 akım hızında O2 uygulandı.

Gece izofluran grubu (Grup Gc-İ) (n:7): Ratlara 19:00-01:00 saatle-
ri arasında 6 L dk-1 O2 içinde %1,5 izofluran (9) uygulandı.

Gündüz kontrol grubu (Grup Gn-K) (n:6): Ratlara 07:00-13:00 sa-
atleri arasında 6 L dk-1 akım hızında O2 uygulandı.

Gündüz izofluran grubu (Grup Gn-İ) (n:7): Ratlara 07:00-13:00 
saatleri arasında 6 L dk-1 O2 içinde %1,5 izofluran uygulandı.

Anestezi Düzeneği ve Başlangıcı: Her rat için ayrı olmak üzere, 
450 mL hacimli gaz giriş ve çıkış sistemi bulunan cam kavanozlar 
kullanıldı. Cam kavanozlara vaporizatör (Isoflurane, Vapor 19,1, 
Abbott Lab, Germany) ile 6 L dk-1 akım hızında O2 içinde %1,5 
konsantrasyonda izofluran (Forane, Abbott Lab, England) girişi 
sağlandı. Gaz karışımının monitörizasyonu, ortak giriş hattına bağ-
lanan anestetik gaz monitörü (Anesthesia Gas Monitoring 1304, 
Denmark) ile izlenerek sabit tutuldu, tüm kavanozlar 37°C sabit 
sıcaklıkta su banyosuna yerleştirildi. Ratların altı saat süre ile bu ka-
vanozlarda gaz karışımı solumaları sağlandı.

Gece gruplarındaki ratların (Kontrol ve İzofluran) ışıktan etkilen-
memesi için, ratlar deney süresince karanlık (kırmızı ışıkla aydınlatı-
lan (1)) ortamda tutuldular.

İzofluran grubu: Altı saatlik sürenin sonunda izofluran kesildikten 
sonra, kırmızı ışıkla aydınlatılan odada, ratların göğüs kafesi hızla 
açıldı ve sol ventrikül içinden 1-3 mL arasında kan K3-etilen diamin 
tetra asetikasit (K3-EDTA) içeren mor kapaklı tüplere alındı, soğuk 
zincirle laboratuvara ulaştırıldı, santrifüj için +4ºC’de saklandı. Kan 
örnekleri alındıktan sonra ratlar sakrifiye edildi. 

Kontrol grubu: Kontrol grubunda altı saat süresince ratların bulun-
dukları cam kavanozların içine 6 L dk-1 akım hızında O2 uygulandı. 
Tüm kavanozlar 37°C sabit sıcaklıkta su banyosuna yerleştirildi. Altı 
saatlik sürenin sonunda servikal dislokasyon yöntemi ile ratlar sakrifi-
ye edildi, ratların göğüs kafesi açıldı ve melatonin düzeyini saptamak 
amacıyla sol ventrikül içinden 1-3 mL arasında kan K3-EDTA içeren 
mor kapaklı tüplere alındı, soğuk zincirle laboratuvara ulaştırıldı. 

Alınan kanlar, +4°C’de (1000 g) soğuk santrifüjde (Hettich Zent-
rifugen Mikro 22 R, Tuttlingen, Germany) 15 dakika süre ile 
santrifüj edildi. Elde edilen plazmalar Eppendorf tüplerine alındı 
ve örnekler -80°C’de saklandı. Üniversitemiz Biyokimya Anabilim 
Dalı Laboratuvarları’nda, inceleme öncesinde örneklerin oda sıcak-
lığına gelmesi sağlanıp melatonin düzeyleri, Rat Melatonin ELISA 
Kit (Katalog No: E0908Ra, Uscn Life Science Inc, Wuhan, China) 
kullanılarak enzim ilintili immün test (ELISA) yöntemi ile ölçüldü.

Anestezi uygulamasının neden olabileceği solunumsal veya metabo-
lik bozuklukları saptamak için, anestezi uygulaması yapılan gruplar-

dan altı saatin sonunda rastgele seçilen birer rata, 6 L dk-1 O2 içinde 
%1,5 izofluran uygulaması altında laparotomi yapıldı, bağırsaklar 
karın boşluğunun dışına çıkarılarak vena cava inferior görünür hale 
getirildi ve 26 Gauge iğne ile 0,20 mL ven kanı örneği alındı. Alınan 
ven kanı örnekleri, ölçümler yapılana kadar buz dolu bir kap içine 
konularak saklandı. Ratların ven kanı örneklerinde pH, pCO2, PO2 
ve glukoz düzeyleri Stat Profil Phox Plus L cihazı (Nova Biyome-
dikal Corp, Waltham, USA) ile ölçüldü. Kan örneği alınan ratlar 
anestezi altında sakrifiye edildi.

İstatistiksel analiz
Verilerin tanımlayıcı analizinde, dağılımlar değerlendirildi 
(ortalama±standart sapma, min-max değerleri kontrol edildi). Grup-
lar arasında melotoninin analitik karşılaştırması için, verinin her grup 
için normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-
Wilk testleri ile değerlendirildi. Varyansların homojenliği Levene Test 
ile kontrol edildi. Verinin normal dağılıma uygun olduğu saptandı-
ğında (yukarıdaki testlerin sonucu p>0,05) parametrik test koşullarını 
sağladığı için, One-Way Anova testi ve gruplar arası çoklu karşılaştır-
malarda Bonferoni düzeltmesi kullanıldı. Karşılaştırmalar için p<0,05 
istatistik olarak anlamlı kabul edildi. İncelemeler, SPSS for Windows 
istatistik programının 18.0 versiyonu kullanılarak yapıldı.

Bulgular 

Çalışmaya kontrol gruplarında altışar, izofluran gruplarında yedişer 
rat olmak üzere dört grupta toplam 26 rat alındı. Ratların tümü ça-
lışma protokolünü tamamladı. İzofluran gruplarından birer rat kan 
gazları analizi amacıyla kullanıldı. Melatonin düzeyi ölçümü toplam 
24 rattan alınan kan örneklerinde yapıldı. 

Grup Gc-İ ve Grup Gn-İ gruplarındaki iki rattan alınan ven kan 
gazları incelemelerinde, pH, PCO2, PO2 değerlerinde metabolizma 
veya solunum bozukluğu görülmedi, kan glukoz değerleri normal 
sınırlarda bulundu (Tablo 1).

Grup Gc-İ ile Grup Gc-K, Grup Gc-İ ile Grup Gn-İ, Grup Gc-K 
ve Grup Gn-K karşılaştırıldığında kan melatonin düzeyleri açısından 
anlamlı fark saptanmadı (sırasıyla p=0,132, p=0,180, p=0,065). Grup 
Gn-İ ile Grup Gn-K karşılaştırıldığında, kan melatonin düzeyi Grup 
Gn-İ’da anlamlı olarak daha yüksek saptandı (p=0,009) (Tablo 2). 

Tartışma

Çalışmamızda 15 günlük ratlarda, altı saatlik gündüz %1,5 konsant-
rasyonda uygulanan izofluranın plazma melatonin düzeyini artırdı-
ğını, gece izofluran uygulamasının ise plazma melatonin düzeyini 
yükseltmesine rağmen bu yükselmenin anlamlı olmadığını saptadık. 
Bu sonuç, gece ve gündüz izofluran ile anestezi uygulamasının plaz-
ma melatonin düzeyinde farklılık oluşturduğunu göstermiştir. 
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Tablo 1. Ven kan gazları sonuçları
 pH pO2 pCO2 Glukoz
  (mmHg) (mmHg)  (mg dL-1)

Grup Gc-İ (n:1) 7,26 25,7 41,4 112

Grup Gn-İ (n:1) 7,25 34,5 49,6 111

Tablo 2. Kan melatonin düzeyleri, ortalama±standart sapma 
 Grup Gc-İ Grup Gc-K Grup Gn-İ Grup Gn-K

Kan Melatonin  7,96±1,63 6,28±0,83 10,19±3,02* 3,57±2,18 
Düzeyi (pg mL-1) 

* Grup Gn-İ ile Grup Gn-K karşılaştırıldığında p<0,05 saptanmıştır.



Melatonin üretimini uyku bozuklukları, ağrı, ilaçlar, stres, cerrahi 
girişimler ve anestezi uygulaması etkilemektedir (4). Arai ve ark. (7) 
kadınlarda, anestezi indüksiyonunda izofluran kullanımının mela-
tonin düzeylerinde artışa, sevofluran kullanımının ise düşüşe neden 
olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmacılar bu sonuçlarının, izofluranın 
sevoflurandan farklı olarak GABAerjik iletiyi değiştirmesine, ayrıca 
karaciğer kan akımını azaltarak melatonin klirensini azaltmasına, 
kan basıncı ve kalp atım hızının artışına, sempatik sinir sistemi ak-
tivasyonu ile melatonin sentez ve salınımını artırmasına bağlı olabi-
leceğini belirtmişlerdir. İntravenöz anestetik ajanların da melatonin 
düzeylerinde değişikliklere neden olabildiğini gösteren çalışmalar 
bulunmaktadır (1, 10). Histerektomi için genel anestezi uygulanan 
hastalarda, anestezi sonrası ilk gece melatonin salınımının azaldığı 
gösterilmiştir (11). Melatoninin üriner metaboliti olan 6-sulfatoksi-
melatoninin miktarının, ortopedik cerrahi için tiyopental-izofluran 
anestezisi sonrasında operasyondan önceki gece düzeyi ile karşılaş-
tırıldığında, postoperatif birinci gece anlamlı olarak azaldığı bildi-
rilmiştir (5). Çalışmamızda da gündüz izofluran uygulanan grup-
ta plazma melatonin düzeyinde artış gözlendi. Diğer çalışmalarda 
saptanan farklı melatonin düzeyleri anestezi uygulaması, ek başka 
ilaç kullanılması, cerrahi ve melatonin düzeyinin ölçüm zamanı ara-
sındaki farklılıklarla açıklanabilir. Tüm bu çalışmalardaki sonuçlara 
göre melatonin salınımına anestezinin etkisi kesin olarak belirlene-
memiştir. 

Anestezinin melatonin sekresyonu üzerine etkisini açıklamaya çalı-
şan hipotezlerden biri suprakiazmatik nukleusta bulunan NMDA 
ve GABAA reseptörlerinin anestezi için kullanılan ilaçlardan etkilen-
mesi ve ilaçların etki mekanizmalarına ve veriliş zamanlarına göre 
melatonin düzeylerinin değişmesidir. Çalışmacılar bu hipotezden 
yola çıkarak bir NMDA antagonisti olan ketamin ve GABAA ago-
nisti olan pentobarbitalin melatonin salınımı üzerine farklı etkileri 
olabildiğini göstermişlerdir (1). Hollmann ve ark. (12) sevofluran, 
izofluran ve desfluranın NMDA reseptör sinyallerini doz bağımlı 
ve geri dönüşümlü olarak inhibe ettiğini saptamışlardır. Yakın za-
manda yapılan çalışmalarda halotan ve izofluranın 1 MAK değerle-
rinde %350’den fazla GABAA reseptörlerini potansiyalize ederken, 
NMDA reseptörlerini %30’dan daha az inhibe ettiği yayınlanmıştır 
(13, 14). Bu bilgiler farklı zamanlarda uygulanan değişik dozlardaki 
inhalasyon ajanlarının melatonin salınımı üzerindeki farklı etkilerini 
açıklamaktadır. 

Melatonin salınımı ışık şiddetine bağlıdır ve belirgin bir sirkadiyen 
ritmi vardır (15). Reber ve ark. (16) gündüz anestezi uygulamasıyla 
karanlık ortam oluşturmanın melatonin düzeyinde artış oluşturdu-
ğunu bildirmişlerdir. Çalışmamızda plazma melatonin düzeyinde 
artış sadece gündüz izofluran uygulanan grupta gözlendi. Bu bilgiler 
ışığında gündüz anestezi uygulamasıyla oluşturulan karanlık orta-
mın melatoninin salgılanmasını artırarak plazma düzeyinde artışa 
neden olabileceğini düşünüyoruz. Martin ve ark. (17) hem izoflu-
ran hem de melatonin metabolizmasında yer alan sitokrom P450 
enzimlerinin karanlığın başlangıcından saatler sonra işlev gösterdi-
ğini bildirmişlerdir. Buldukları bu sonuç bizim görüşümüzü des-
teklemektedir. Hem izofluran hem de melatonin metabolizmasında 
sitokrom P450 enzim ailesi aktif rol oynamaktadır. İzofluranın si-
tokrom P450 enzim ailesinden CYP2E1, melatonin ise CYP1A1, 
CYP1A2 ve CYP1B1 enzimleri ile metabolize olduğu bilinmektedir 
(18, 19). Ayrıca sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesi sirkadiyen 
bir ritim göstermektedir (20). Elde ettiğimiz sonuçlar bize izofluran 
ve melatonin metabolizmasının gündüz saatlerinde aktif olmadığını 
düşündürmektedir.

İzofluranın GABA reseptörleri aracılığıyla GABA’nın inhibitör 
fonksiyonunu arttırarak etki ettiği bildirilmiştir (21). GABA in-

füzyonunun aktif dönemde melatonin salınımını inhibe ederken, 
dinlenme döneminde melatonin yapımını azalttığı gösterilmiştir 
(22). Ancak GABAerjik agonistlerin, suprakiazmatik çekirdekteki 
(SKÇ) per1 ve per2 gibi CLOCK genlerin ekspresyonunu değiştire-
rek sirkadiyen ritmin faz kaymasını uyardığı gösterilmiştir (23, 24). 
Suprakiazmatik çekirdekteki GABA reseptörlerinin aktivasyonu 
ile CLOCK genlerin ekspresyonu baskılanabilir ve bu baskılanma 
anestetiklerin oluşturduğu sirkadiyen ritimdeki faz kayması oluşu-
mu için bir mekanizma olabilir. Bu görüşü Kobayashi ve ark. (25) 
sevofluranın beyinde sirkadiyen gen ekspresyonunu (per2) baskıla-
dığını ve bu baskılamanın 24 saat süresince olduğunu bildirmeleri 
ile desteklemektedir. Bu mekanizma ile izofluranın, sirkadiyen ritim 
faz geçişlerini uyaran SKÇ’teki CLOCK genlerin ekspresyonuna di-
rekt etkisiyle melatonin salınımını artırarak plazma düzeyini artır-
mış olabileceğini düşünmekteyiz. 

Çalışmamızda gece izofluran uygulamasının, gece kontrol grubuna 
göre plazma melatonin düzeyini yükseltmesine rağmen bu yüksel-
menin anlamlı olmadığını saptadık. Bu sonucumuzu, melatonin 
metabolizmasında yer alan enzimlerin fonksiyonunun karanlık dö-
nemde artmasıyla melatonin yıkımının hızlı olmasına bağladık (17). 
Ayrıca elde ettiğimiz bu sonuç gece saatlerinde anestezi uygulama-
sının daha az faz kaymasına neden olması ile de meydana gelmiş 
olabilir.

Ratlar noktürnal hayvanlardır. Dolayısıyla melatoninin pik yaptığı 
zaman dilimi aktivite dönemleri içindedir, oysaki insanlarda bu za-
man dilimi dinlenme dönemine rast gelmektedir. Ancak hem ratlar-
da hem de insanlarda melatonin gece yarısında en yüksek seviyesine 
çıkmaktadır (2). 

Bu çalışmada altı saatlik anestezi uygulaması için anestetik gerek-
siniminin en fazla değişkenlik gösterdiği zaman dilimlerini içeren 
ve günün aydınlık ve karanlık dönemlerinde yer alan altışar saatlik 
uygulama süreleri, aralarında 12 saat fark olacak şekilde, gece grubu 
için 19:00-01:00 ve gündüz grubu için 07:00-13:00 saatleri olarak 
seçilmiştir. 

Çalışmamızda bazı kısıtlılıklar bulunmaktadır. Bu kısıtlılıklar için-
de; plazma melatonin düzeyinin 24 saat veya daha uzun süre ile iz-
lenememesi, stres hormonu olarak bilinen kortizolün ölçülmemesi, 
beyinde CLOCK genlerin ekspresyonlarının ve bu ekspresyonların 
melatonin ile ilişkisinin gösterilememesi sayılabilir. Ayrıca, izoflura-
nın oluşturduğu sempatik sinir sistemi aktivasyonunun ölçülmemesi 
de kısıtlılıklar içinde sayılabilir.

Aydınlık-karanlık (12 saat/12 saat) döngüsü olan ratlarda, gece ve 
gündüz uygulanan izofluran anestezisinin, melatonin salınımını et-
kilediği ilk kez çalışmamızda gösterilmiştir. Klinik açıdan bakılırsa; 
melatoninin, sirkadiyen ritminin izofluran anestezisi nedeniyle bo-
zulmasına ve cerrahi işlemlerden bağımsız olarak anestezi uygulama-
sının plazma melatonin düzeyini yükseltmesine bağlı oluşabilecek 
fizyopatolojik değişikliklerde sorumlu olabileceği düşünebilir.

Sonuç

On beş günlük ratlarda yaptığımız bu çalışma ile altı saatlik %1,5 
konsantrasyonda uygulanan izofluranın, gündüz uygulamasının 
plazma melatonin düzeyini arttırdığını, gece ise etkilemediğini sap-
tadık.
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