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Ratlarda Gece veya Giindiiz Izofluran Uygulamasi Plazma Melatonin

Diizeyini Etkiler

Day vs. Night Administration of Isoflurane Affects Plasma Melatonin Levels in Rats
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Amag: Pineal bezde melatonin sentezi sirkadiyen bir ritim gdsterir ve ka-
ranhk faz boyunca maksimum diizeyine ulagir. Anestezi ve cerrahi uygu-
lamalar, melatonin salgisini ve endokrin fonksiyonunu etkilemektedir. Bu
caligmanin amact ratlarda gece-giindiiz izofluran uygulamasinin plazma
melatonin diizeyi iizerine etkisinin aragtirilmasidir.

Yontemler: Caligmaya 15 giinliik erkek cinsiyette 26 adet rat alindi ve
rastgele 4 gruba ayrildi. Ratlara kig doneminde 19:00-01:00 (gece grubu)
ve 07:00-13:00 (giindiiz grubu) saatleri arasinda %]1,5 izofluran ile anes-
tezi uyguland: ve kontrol gruplarina ayni zaman siiresince 6 L dk* akim
hizinda oksijen uygulandi. Alu saatlik siirenin sonunda kan érnekleri alin-
diktan sonra ratlar sakrifiye edildi. Alinan kanlardan santrifiij edilerek elde
edilen plazmalarda melatonin diizeyleri enzim ilintili immiin test (ELISA)
yontemi ile dl¢iildii.

Bulgular: Grup Ge-I (gece-izofluran) ile Grup Ge-K (gece-kontrol), Grup
Ge- ile Grup Gn-I (giindiiz-izofluran), Grup Ge-K ile Grup Gn-K (giin-
diiz-kontrol) kargilagtinldiginda plazma melatonin diizeyleri agisindan an-
lamls fark saptanmadi (sirastyla p=0,132, p=0,180, p=0,065). Grup Gn-I
ile Grup Gn-K karslastirildiginda plazma melatonin diizeyi Grup Gn-I'de
anlamli olarak daha yiiksek saptand (p=0,009).

Sonug: On bes giinliik ratlarda alu saatlik %1,5 konsantrasyonda uygula-
nan izofluranin, giindiiz uygulamasinda plazma melatonin diizeyini artir-
digy, gece uygulamasinda ise etkilemedigi saptand..

Anahtar Kelimeler: {zofluran, rat, sirkadiyen ritim, melatonin

Giris

Objective: Melatonin synthesis in the pineal gland shows a circadian
rthythm 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 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 Ge-I (night-isoflurane) was compared with Group
Ge-K (night-control), Group Ge-I with Group Gn-I (day-isoflurane), and
Group Ge-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.
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nestezi ve cerrahi uygulamalar: fizyolojik sirkadiyen ritimleri bozabilmekte ve uyku bozukluklari, yorgunluk ve delirium gibi
komplikasyonlara neden olabilmektedir (1). Sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde gdrevli hormonlardan biri melatonindir (2).
Melatoninin ayrica antioksidan, onkostatik, antiinflamatuar ve antikonviilzan etkileri ve reprodiiktif aksin diizenlenmesi gibi

Snemli fizyolojik islevleri de bulunmaktadir (2, 3). Melatonin sentezi ve salinimi karanlikta uyarilirken, 151k ile baskilanmakeadir (2).

Yapilan iki farkli calismada, giindiiz saatlerindeki ameliyatlarda anestezi sonrast ilk gece melatonin diizeylerinin diistiigii gosterilmistir (4-

6). Arai ve ark. (7) izofluran kullaniminin melatonin diizeylerinde artisa, sevofluranin ise diisiise neden oldugunu bildirmislerdir. Giindiiz

saatlerinde uygulanan propofol anestezisinin melatoninin sirkadiyen ritminde kaymaya neden oldugu saptanmustir (8). Ketaminin gece ve

giindiiz uygulanmasinin, verilis zamanina gére melatoninin sirkadiyen ritminde faz kaymasina neden oldugu, pentobarbitalin ise boyle bir

etkisinin gdsterilemedigi bildirilmistir (1).

Inhalasyon ajanlarinin gece veya giindiiz uygulanmasinin melatonin diizeylerine etkisi bilinmemekrtedir. Bu ¢aligmada, izofluranin yavru

ratlarda gece-giindiiz uygulamasinin plazma melatonin diizeyi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir.
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Yontemler

Caligma, Dokuz Eyliill Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onay:1 (protokol no: 76/2009, tarih: 20.11.2009) alindiktan
sonra Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvarr’'nda, kis do-
neminde yapildi. Calismaya dogum sonrasi 15. giinde (P15) olan,
Wistar cinsi, agirliklart 15-20 g arasinda degisen, 26 adet erkek
rat alindi. Ratlar dogumlarindan itibaren 12 saat aydinlik (07:00-
19:00), 12 saat karanlik (19:00-07:00) ortamda izlendi.

Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi:

Gece kontrol grubu (Grup Ge-K) (n:6): Ratlara 19:00-01:00 saatleri
arasinda 6 L dk' akim hizinda O, uygulandi.

Gece izofluran grubu (Grup Ge-I) (n:7): Ratlara 19:00-01:00 saatle-
ri arasinda 6 L dk' O, iginde %1,5 izofluran (9) uyguland:.

Giindiiz kontrol grubu (Grup Gn-K) (n:6): Ratlara 07:00-13:00 sa-
atleri arasinda 6 L dk™' akim hizinda O, uyguland..

Giindiiz izofluran grubu (Grup Gn-I) (n:7): Ratlara 07:00-13:00
saatleri arasinda 6 L dk’! 0, icinde %1,5 izofluran uygulandu.

Anestezi Diizenegi ve Baglangicr: Her rat icin ayr1 olmak {izere,
450 mL hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlar
kullanildi. Cam kavanozlara vaporizatér (Isoflurane, Vapor 19,1,
Abbott Lab, Germany) ile 6 L dk' akim hizinda 0, icinde %1,5
konsantrasyonda izofluran (Forane, Abbott Lab, England) girisi
saglandi. Gaz karigiminin monitdrizasyonu, ortak giris hattina bag-
lanan anestetik gaz monitérii (Anesthesia Gas Monitoring 1304,
Denmark) ile izlenerek sabit tutuldu, tiim kavanozlar 37°C sabit
sicaklikta su banyosuna yerlestirildi. Ratlarin alt1 saat siire ile bu ka-
vanozlarda gaz karisim1 solumalari saglandi.

Gece gruplarindaki ratlarin (Kontrol ve Izofluran) igiktan etkilen-
memesi i¢in, ratlar deney siiresince karanlik (kirmizi 1gikla aydinlati-
lan (1)) ortamda tutuldular.

Izofluran grubu: Alu saatlik siirenin sonunda izofluran kesildikten
sonra, kirmizi 1sikla aydinlatilan odada, ratlarin gdgiis kafesi hizla
acildi ve sol ventrikiil icinden 1-3 mL arasinda kan K3-etilen diamin
tetra asetikasit (K3-EDTA) igeren mor kapakli tiiplere alindi, soguk
zincirle laboratuvara ulasgturldy, santrifiij icin +4°C'de saklandi. Kan
ornekleri alindiktan sonra ratlar sakrifiye edildi.

Kontrol grubu: Kontrol grubunda alu saat siiresince ratlarin bulun-
duklart cam kavanozlarin igine 6 L dk” akim hizinda O, uygulandi.
Tiim kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirildi. Alt
saatlik stirenin sonunda servikal dislokasyon ydntemi ile ratlar sakrifi-
ye edildi, ratlarin gogiis kafesi agild1 ve melatonin diizeyini saptamak
amactyla sol ventrikiil icinden 1-3 mL arasinda kan K3-EDTA iceren
mor kapakli tiiplere alinds, soguk zincirle laboratuvara ulagtirilds.

Alinan kanlar, +4°C'de (1000 g) soguk santrifiijde (Hettich Zent-
rifugen Mikro 22 R, Tuttdingen, Germany) 15 dakika siire ile
santrifiyj edildi. Elde edilen plazmalar Eppendorf tiiplerine alind:
ve rnekler -80°C'de sakland1. Universitemiz Biyokimya Anabilim
Dali Laboratuvarlarr’'nda, inceleme 6ncesinde drneklerin oda sicak-
ligina gelmesi saglanip melatonin diizeyleri, Rat Melatonin ELISA
Kit (Katalog No: E0908Ra, Uscn Life Science Inc, Wuhan, China)

kullanilarak enzim ilintili immiin test (ELISA) ydntemi ile ol¢iildii.

Anestezi uygulamasinin neden olabilecegi solunumsal veya metabo-
lik bozukluklart saptamak i¢in, anestezi uygulamasi yapilan gruplar-

dan alu saatin sonunda rastgele segilen birer rata, 6 L dk! 0, icinde
%1,5 izofluran uygulamas: altinda laparotomi yapildi, bagirsaklar
karin boglugunun digina ¢ikarilarak vena cava inferior goriniir hale
getirildi ve 26 Gauge igne ile 0,20 mL ven kani rnegi alindi. Alinan
ven kani 6rnekleri, 8l¢iimler yapilana kadar buz dolu bir kap igine
konularak saklandi. Ratlarin ven kani 6rneklerinde pH, pCO,, PO,
ve glukoz diizeyleri Stat Profil Phox Plus L cihazt (Nova Biyome-
dikal Corp, Waltham, USA) ile ol¢iildii. Kan 6rnegi alinan ratlar
anestezi altinda sakrifiye edildi.

Istatistiksel analiz

Verilerin =~ tanimlayict  analizinde,  dagilimlar  degerlendirildi
(ortalamatstandart sapma, min-max degerleri kontrol edildi). Grup-
lar arasinda melotoninin analitik karsilastirmast icin, verinin her grup
icin normal dagillima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-
Wilk testleri ile degerlendirildi. Varyanslarin homojenligi Levene Test
ile kontrol edildi. Verinin normal dagilima uygun oldugu saptandi-
ginda (yukaridaki testlerin sonucu p>0,05) parametrik test kosullarini
sagladig1 icin, One-Way Anova testi ve gruplar arast coklu kargilagtir-
malarda Bonferoni diizeltmesi kullanildi. Kargilagtirmalar icin p<0,05
istatistik olarak anlamli kabul edildi. Incelemeler, SPSS for Windows

istatistik programinin 18.0 versiyonu kullanilarak yapildi.
Bulgular

Caligmaya kontrol gruplarinda alusar, izofluran gruplarinda yediser
rat olmak tizere dort grupta toplam 26 rat alindi. Ratlarin timii ¢a-
lisma protokoliinii tamamladi. {zofluran gruplarindan birer rat kan
gazlari analizi amaciyla kullanildi. Melatonin diizeyi 6l¢iimii toplam
24 rattan alinan kan 6rneklerinde yapildi.

Grup Ge-I ve Grup Gn-I gruplarindaki iki rattan alinan ven kan
gazlari incelemelerinde, pH, PCO,, PO, degerlerinde metabolizma
veya solunum bozuklugu gériilmedi, kan glukoz degerleri normal

sintrlarda bulundu (Tablo 1).

Grup G-l ile Grup Ge-K, Grup Ge-l ile Grup Gn-I, Grup Ge-K
ve Grup Gn-K kargilastirildiginda kan melatonin diizeyleri agisindan
anlamli fark saptanmadi (strasiyla p=0,132, p=0,180, p=0,065). Grup
Gn-{ ile Grup Gn-K karsilagtirildiginda, kan melatonin diizeyi Grup
Gn-'da anlamli olarak daha yiiksek saptandi (p=0,009) (Tablo 2).

Tartigma

Calismamizda 15 giinliik ratlarda, alu saatik giindiiz %1,5 konsant-
rasyonda uygulanan izofluranin plazma melatonin diizeyini artirdi-
gini, gece izofluran uygulamasinin ise plazma melatonin diizeyini
yiikseltmesine ragmen bu yiikselmenin anlamli olmadigini saptadik.
Bu sonug, gece ve giindiiz izofluran ile anestezi uygulamasinin plaz-
ma melatonin diizeyinde farklilik olusturdugunu gostermistir.

ITablo 1. Ven kan gazlar1 sonuglari

pH pO, pCO, Glukoz
(mmH; (mmHg) (mgdL")
Grup Ge (n:1) 7,26 25,7 41,4 112
Grup Gn-I (n:1) 725 34,5 49,6 111

ITablo 2. Kan melatonin diizeyleri, ortalamatstandart sapma
GrupGel  GrupGeK  Grup Gn-I  Grup Gn-K
7,96+1,63 6,28+0,83  10,19+3,02* 3,57+2,18

Kan Melatonin
Diizeyi (pg mL™")
* Grup Gn-l ile Grup Gn-K karstlastrildiginda p<0,05 saptanmustur.




Melatonin iiretimini uyku bozukluklari, agri, ilaglar, stres, cerrahi
girisimler ve anestezi uygulamasi etkilemektedir (4). Arai ve ark. (7)
kadinlarda, anestezi indiiksiyonunda izofluran kullaniminin mela-
tonin diizeylerinde artisa, sevofluran kullaniminin ise diisiise neden
oldugunu bildirmiglerdir. Calismacilar bu sonuglarinin, izofluranin
sevoflurandan farkls olarak GABAerjik iletiyi degistirmesine, ayrica
karaciger kan akimini azaltarak melatonin klirensini azaltmasina,
kan basinct ve kalp atim hizinin artisina, sempatik sinir sistemi ak-
tivasyonu ile melatonin sentez ve salinimini artirmasina bagls olabi-
lecegini belirtmiglerdir. Intravendz anestetik ajanlarin da melatonin
diizeylerinde degisikliklere neden olabildigini gdsteren calismalar
bulunmaktadir (1, 10). Histerektomi icin genel anestezi uygulanan
hastalarda, anestezi sonrasi ilk gece melatonin saliniminin azaldig
gosterilmistir (11). Melatoninin iriner metaboliti olan 6-sulfatoksi-
melatoninin miktarinin, ortopedik cerrahi icin tiyopental-izofluran
anestezisi sonrasinda operasyondan énceki gece diizeyi ile kargilas-
urildiginda, postoperatif birinci gece anlamli olarak azaldig: bildi-
rilmistir (5). Calismamizda da giindiiz izofluran uygulanan grup-
ta plazma melatonin diizeyinde artig gozlendi. Diger calismalarda
saptanan farkli melatonin diizeyleri anestezi uygulamasi, ek baska
ilag kullanilmasi, cerrahi ve melatonin diizeyinin dl¢tim zamani ara-
sindaki farkliliklarla agiklanabilir. Tiim bu ¢alismalardaki sonuglara
gdre melatonin salinimina anestezinin etkisi kesin olarak belirlene-
memistir.

Anestezinin melatonin sekresyonu tizerine etkisini agiklamaya cali-
san hipotezlerden biri suprakiazmatik nukleusta bulunan NMDA
ve GABA, reseptorlerinin anestezi i¢in kullanilan ilaglardan etkilen-
mesi ve ilaglarin etki mekanizmalarina ve verilis zamanlarina gore
melatonin diizeylerinin degismesidir. Calismacilar bu hipotezden
yola ¢ikarak bir NMDA antagonisti olan ketamin ve GABA, ago-
nisti olan pentobarbitalin melatonin salinimi {izerine farkli etkileri
olabildigini gostermislerdir (1). Hollmann ve ark. (12) sevofluran,
izofluran ve desfluranin NMDA reseptér sinyallerini doz bagimli
ve geri doniisiimlii olarak inhibe ettigini saptamiglardir. Yakin za-
manda yapilan ¢aligmalarda halotan ve izofluranin 1 MAK degetle-
rinde %350den fazla GABA, reseptorlerini potansiyalize ederken,
NMDA reseptorlerini %30°dan daha az inhibe ettigi yayinlanmustir
(13, 14). Bu bilgiler farkli zamanlarda uygulanan degisik dozlardaki
inhalasyon ajanlarinin melatonin salinimi tizerindeki farkli etkilerini
agiklamaktadir.

Melatonin salinimu 151k siddetine baglidir ve belirgin bir sirkadiyen
ritmi vardir (15). Reber ve ark. (16) giindiiz anestezi uygulamasiyla
karanlik ortam olugturmanin melatonin diizeyinde arus olusturdu-
gunu bildirmislerdir. Calismamizda plazma melatonin diizeyinde
artis sadece giindiiz izofluran uygulanan grupta gézlendi. Bu bilgiler
iiginda giindiiz anestezi uygulamasiyla olusturulan karanlik orta-
min melatoninin salgilanmasini artrarak plazma diizeyinde artisa
neden olabilecegini diisiiniiyoruz. Martin ve ark. (17) hem izoflu-
ran hem de melatonin metabolizmasinda yer alan sitokrom P450
enzimlerinin karanligin baslangicindan saatler sonra islev gosterdi-
gini bildirmislerdir. Bulduklari bu sonug bizim gdriisiimiizii des-
teklemektedir. Hem izofluran hem de melatonin metabolizmasinda
sitokrom P450 enzim ailesi aktif rol oynamakeadir. [zofluranin si-
tokrom P450 enzim ailesinden CYP2E1, melatonin ise CYP1A1l,
CYP1A2 ve CYP1B1 enzimleri ile metabolize oldugu bilinmektedir
(18, 19). Ayrica sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesi sirkadiyen
bir ritim gostermektedir (20). Elde ettigimiz sonuglar bize izofluran
ve melatonin metabolizmasinin giindiiz saatlerinde aktif olmadigini
diisiindiirmektedir.

[zofluranin GABA reseptorleri araciligiyla GABA'nin inhibitor
fonksiyonunu arttirarak etki ettigi bildirilmistir (21). GABA in-

Ozkaya ve ark. Gece/Giindiiz Izofluran ve Melatonin

fiizyonunun aktif ddnemde melatonin salinimini inhibe ederken,
dinlenme déneminde melatonin yapimini azalttigi gosterilmisti
(22). Ancak GABAerjik agonistlerin, suprakiazmatik ¢ekirdekteki
(SKC) perl ve per2 gibi CLOCK genlerin ekspresyonunu degistire-
rek sirkadiyen ritmin faz kaymasini uyardigs gosterilmistir (23, 24).
Suprakiazmatik ¢ekirdekeeki GABA reseptorlerinin  aktivasyonu
ile CLOCK genlerin ekspresyonu baskilanabilir ve bu baskilanma
anestetiklerin olusturdugu sirkadiyen ritimdeki faz kaymast olusu-
mu i¢in bir mekanizma olabilir. Bu gériisii Kobayashi ve ark. (25)
sevofluranin beyinde sirkadiyen gen ekspresyonunu (per2) baskila-
digini ve bu baskilamanin 24 saat siiresince oldugunu bildirmeleri
ile desteklemektedir. Bu mekanizma ile izofluranin, sirkadiyen ritim
faz gegiglerini uyaran SKCteki CLOCK genlerin ekspresyonuna di-
reke etkisiyle melatonin salinimini artirarak plazma diizeyini artir-
mis olabilecegini diigiinmekeeyiz.

Calismamizda gece izofluran uygulamasinin, gece kontrol grubuna
gdre plazma melatonin diizeyini yiikseltmesine ragmen bu yiiksel-
menin anlamli olmadigini saptadik. Bu sonucumuzu, melatonin
metabolizmasinda yer alan enzimlerin fonksiyonunun karanlik dé-
nemde artmastyla melatonin yikiminin hizli olmasina bagladik (17).
Ayrica elde ettigimiz bu sonug gece saatlerinde anestezi uygulama-
sinin daha az faz kaymasina neden olmast ile de meydana gelmis
olabilir.

Ratlar noktiirnal hayvanlardir. Dolayisiyla melatoninin pik yaptig:
zaman dilimi aktivite donemleri i¢indedir, oysaki insanlarda bu za-
man dilimi dinlenme dénemine rast gelmekeedir. Ancak hem ratlar-
da hem de insanlarda melatonin gece yarisinda en yiiksek seviyesine
cikmaktadir (2).

Bu ¢alismada alu saatlik anestezi uygulamast icin anestetik gerek-
siniminin en fazla degiskenlik gosterdigi zaman dilimlerini iceren
ve giiniin aydinlik ve karanlik dénemlerinde yer alan alugar saatlik
uygulama siireleri, aralarinda 12 saat fark olacak sekilde, gece grubu
icin 19:00-01:00 ve giindiiz grubu icin 07:00-13:00 saatleri olarak
secilmisgtir.

Calismamizda bazi kisttliliklar bulunmaktadir. Bu kisitliliklar igin-
de; plazma melatonin diizeyinin 24 saat veya daha uzun siire ile iz-
lenememesi, stres hormonu olarak bilinen kortizoliin élciilmemesi,
beyinde CLOCK genlerin ekspresyonlarinin ve bu ekspresyonlarin
melatonin ile iligkisinin gdsterilememesi sayilabilir. Ayrica, izoflura-
nin olusturdugu sempatik sinir sistemi aktivasyonunun él¢tilmemesi
de kisieliliklar icinde sayilabilir.

Aydinlik-karanlik (12 saat/12 saat) dongiisii olan ratlarda, gece ve
giindiiz uygulanan izofluran anestezisinin, melatonin salinimini et-
kiledigi ilk kez calijmamizda gosterilmistir. Klinik agidan bakilirsa;
melatoninin, sirkadiyen ritminin izofluran anestezisi nedeniyle bo-
zulmasina ve cerrahi islemlerden bagimsiz olarak anestezi uygulama-
sinin plazma melatonin diizeyini yiikseltmesine bagli olusabilecek
fizyopatolojik degisikliklerde sorumlu olabilecegi diisiinebilir.

Sonug

On bes giinliik ratlarda yapugimiz bu ¢alisma ile alu saatlik %1,5
konsantrasyonda uygulanan izofluranin, giindiiz uygulamasinin
plazma melatonin diizeyini artturdigini, gece ise etkilemedigini sap-

tadik.

Cikar Catigmast
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catigmasi bildirmemislerdir.
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