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OZET
RATLARDA GECE-GUNDUZ SEVOFLURAN UYGULAMASININ
MELATONIN DUZEYi UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI
VOLKAN ONAY, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltes
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dal1, iZMIR

Amag: Bu calismanin amaci ratlarda gece-glindiiz sevofluran uygulamasinin melatonin

duizeyi Uzerine etkisinin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 15 gunlik 24 adet rat aindi ve rastgele 4 gruba ayrildi.
Ratlara bahar doneminde 19:00-01:00 (gece grubu) ve 07:00-13:00 (gunduz grubu) saatleri
arasinda %2,6 sevofluran ve 6 L-dk* akim hizinda oksijen uygulandi. Kontrol gruplarina
ise ayn1 zaman siiresince 6 L-dk™* akim hizinda oksijen uygulandi. Alti saatlik siirenin
sonunda kan ornekleri alindiktan sonra ratlar sakrifiye edildi. Alinan kanlardan santrifuj
edilerek elde edilen plazmalarda melatonin dizeyleri radioimmino assay yontemi ile

8liildil.

Bulgular: Grup gece sevofluran (Grup GC-S) ile Grup gece kontrol (Grup GC-K) plazma
melatonin duzeyleri karsilastirildiginda; Grup GC-S plazma melatonin diizeyi anlamli
yuksek bulunmustur (p=0,002). Grup gundiz sevofluran (Grup GN-S) ile grup gindiiz
kontrol (GN-K) plazma meatonin dizeyleri karsilastirildiginda; Grup GN-S plazma
melatonin diizeyi anlamli yiksek saptanmistir (p=0,002). Grup GC-K ile GN-K plazma
melatonin duzeyleri karsilastirildiginda Grup GC-K plazma melatonin diizeyi anlamli
yuksek bulunmustur (p=0,002).

Sonug: Caligmamizda 15 gunlik ratlarda alti saatlik % 2,6 konsantrasyonda uygulanan
sevofluranin glindiiz ve gece uygulamasinin plazma melatonin dizeyini artirdigin,

saptadik

Anahtar Kelimeler: Sevofluran, rat, plazma melatonin



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SEVOFLURANE ADMINISTERATION
DURING DAY AND NIGHT PERIOD ON MELATONIN LEVELSIN RATS
Volkan ONAY, Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine
Department of Anesthesiology and Reanimation, IZMIR
Aim: The aim of this study is to investigate the effects of night-day on melatonin level

under sevoflurane administration in rats.

Material and Methods: 15 days old 24 rats were included and divided into 4 groups by
randomisation. 2,6 % sevoflurane and 6 L-min™ of oxygen was administered to rats
between 07:00 pm-01:00 am (night group) and 07:00 am-01:00 pm (day group) in spring
was administered to control groups during the same time periods. At the end of 6 hours rats
were sacrified after blood samples were taken. Blood samples were centrifuged and plasma

melatonin levels were measured by radioimmuno assay.

Results: When Group night sevoflurane (N-S) was compared with Group night control (N-
K), significant difference was found on melatonin levels (p=0,002). When plasma
melatonin levels compared between Group day sevofluran (D-S) and Group day control
(D-K) , melatonin level of Group Day sevoflurane was found significantly high (p=0,002).
Similarly, when plasma melatonin levels compared between (N-K) and (D-K), melatonin

level of N-K wasfound significantly high (p=0,002).

Conclusion: In this study, it has been ascertained that 2.6% sevoflurane administered for
six hours during the day and night period increased melatonin levels significantly in 15
daysold rats.

Keywords: Sevoflurane, rat, melatonin



GIRIS ve AMAC

Anesteziklerin laboratuvar hayvanlarinin beyinlerinde néroapoptoz ve ndrokognitif
fonksiyon bozuklugu olusturdugu bilinmektedir (1). Jevtovic-Todorovic ve ark.’mn (2) 7
gunluk ratlarda 6 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda veya kombinasyonlarda azot
protoksit (N2O), izofluran ve midazolam uyguladiklar1 galismalarinda, izofluramin tek
basina (% 0.75, 1 veya 1.5) konsantrasyon bagimli ndrodejenerasyona neden oldugu
saptanmistir. Anestezik ilag kombinasyonun yenidogan ratlarin 6grenme ve bellek
fonksiyonlarinda anlamli  azalma oldugunu ve hipokampa sinaptik fonksiyonu

bozduklarin gostermiglerdir.

Dogan ve ark (3) mun anabilim daimizda yaptiklari c¢alismada; apoptotik
ndrodejenerasyonu tetiklemek igin 7 guinltik rat yavrularina 07:00-13:00 (gunduz grubu) ve
19:00-01:00 (gece grubu) saatleri arasinda, 6 saat stireyle % 1.5 izofluran uygulanmis ve
gelismekte olan rat beyninde gece ve gunduz gruplarinda olusan ndroapoptotik etki
gosterilmistir. Noroapoptotik yanitin, gindiz izofluran uygulanan grupta, gece izofluran
uygulanan gruba gore daha fazla oldugu saptanmis, gece daha az etkilenmenin nedeninin

melatonin diizeylerindeki artis ileiliskili olabilecegi belirtilmistir.

Meéeaonin antioksidan, onkostatik, antiinflamatuvar, ve antikonvilzan etkilere ve
sirkadiyan ritimlerin diizenlenmesi, reprodiktif aksin dizenlenmesi gibi 6nemli fizyolojik
fonsiyonlara sahip bir hormondur (5). Melatonin salinimi, canli turlerine gore farkliliklar
gosteren sirkadiyan bir ritme sahiptir. Bu farklilik, hormonun gece pikinin meydana geldigi
saatler ve sirelerle ilgilidir (4). Melatonin sentezi ve salimmi karanlikta uyarilirken,, 1s1k
ile baskilamr (4). Meatoninin eksojen uygulanmasinin, gelismekte olan rat beyninde
Ozellikle serebral korteks ve anteriyor talamusta, anesteziyle indiklenen apopitotik
norodejenerasyona karsit koruyucu oldugu ve apopitozis regulatdrii olan bcl-x  protein

lerinin seviyesini artirdigi - gosterilmistir (6).

Anestezi ve cerrahi uygulamalar, melatonin salimmini ve endokrin fonksiyonunu
etkilemektedir (7). Genel anestezi ve cerrahi uygulamalar melatonin konsantrasyonunu
azatmaktadir (7, 8). Melatonin Uretimi uyku, agri, ilaglardan ve stresten etkilenmektedir
(7). Gunduz saatlerinde gergeklestirilen ve tiyopental, izofluran anestezis uygulanan iki

operasyonla ilgili yapilan calismaarda, anestezi sonrasi ilk gece melatonin diizeylerinin
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dusttigt gosterilmistir (7, 10). Diger bir ¢calismada, mindr cerrahi girisimlerin anestezisinde
kullanilan sevofluran, desfluran ve izofluramn kan melatonin dizeyini etkilemedigi
belirtilmistir (11).

Ozkaya ve ark (12) tarafindan anabilim dalimizda yapilan ¢alismada; on bes ginluk
ratlarda alti saatlik uygulanan % 1,5 konsantrasyondaki izofluramn, gundiiz
uygulanmasinda melatonin dizeyini artircigi ve gece uygulanmasinda ise dizeyi
etkilemedigi saptanmugstir. Arai ve ark. (14) kadinlarda anestezi induks yonunda izofluran
kullammimin melatonin dizeylerinde artisa, sevofluramin ise dustse neden oldugunu
bildirmislerdir. Dispersyn ve ark.(15) ratlara uyguladiklart otuz dakikalik propofol
anestezisinden sonra, melatonin salimmindaki ilk 3 saatteki azalmayi, anestezi
sonlanmasindan 20 saat sonraki artisin takip ettigini ve bunun melatoninin sirkadiyan

ritmindeki kaymaya bagl1 olabilecegini belirtmiglerdir.

Bu calismada, sevofluran anestezisinin ratlarda, gece ve gundiz uygulanmasinin

melatonin diizeyi Uzerine olan etkisi arastirilmistir.



GENEL BILGILER

KRONOBIYOLOJi VE ANESTEZi

Canlilarin biyolojik faaliyetlerinin biyik bir bolimdnun belirli bir ritim ile
duzenlendigi bilinmektedir. Ancak biyolojik ritimlerin bir bilim dali olmas: 19. yizyilin
sonlarinda gerceklestirilmistir. Biyolojik ritimleri ve onlar1 yoneten etkenleri arastiran
bilim dal1 “kronobiyoloji” olarak isimlendirilmektedir (16).

Periyodik olaylarin biyik bolimi zaman iginde biyolojik ritimlerle duzenlenir
a7). Biyolojik fonksiyonlarin ritimleri, gevre sartlarinin dongisel 6zelligine uyum
gosterir. Bir canli dis ortamla serbest bir sekilde iliskide ise ve dis dinyadan gelen
uyarilarla ritmini duzenleyebiliyorsa, bu tip ritimler ‘bagli (entrained) ritimler” olarak
adlandirilirlar. Eger canli, gevresel kosullardan yalitilmus laboratuvar ortaminda ise,
cevresel kosullara tam olarak uyumlu olmasa da, bir i¢ ritim sirdurtr. Bu ritimler ise

“serbest (free—running) ritimler” dir (18).

Cevreden alinan sinyallerin bir kismi, canlida ritimlerin diizenlenmes igin bir
isarettir. Ornegin, aydinlik ve karanlik, gece ve giindlz, yurGtiilecek biyolojik faaliyetler
icin gerekli olan gevresel uyaranlardir. Bu uyaranlara “ritim verici “ denir. Ritim verici
faktorlere mevsimler, ayin devri, giinesin durumu 6rnek verilebilir. En 6nemli ritim verici
faktorin 1s1k oldugu belirtilmektedir (19, 20).

Biyolojik Saat Cesitleri

Senkronize edici faktorler olarak tammlanan aydinlik-karanlik, dinlenme-aktivite,
aclik-tokluk ve diger cevresel kosullarin dongulerine gegici isaretler verirler ve bdylece
kendi donemlerini bu ritimlere kabul ettirirler (21). Insan viicudunda giin boyunca, kan
basinci, immun sistem aktivitesi, kamn koagulasyonu, gastrik ve renal fonksiyonlar bu
ritimlerle degisiklige ugrarlar (17, 22, 23). Vucuttaki hormonlar da sirkadiyan ritimlerle

duzenlenirler (23). Temel biyolojik saat gesitleri olarak simflandirilan bu ritimler sunlardur:

» Sirkadiyen (Sirkadian: Dinyanmn donustl): 24 saat (22-26 saat)
* Ultradiyen: <20 saat

« Infradiyen: >28 saat (haftalar, aylar veya mevsimler siiren bir dénem)



* Sirkaseptan: 7+3 gin

* Sirkadiseptan: 14+3 gun
* Sirkavijintan: 21+3 gln

* Sirkatrivijintan: 30£5 gun
* Sirkatidal: 11-14 saat

* Sirkalunar: 26-30 gin
*Sirannual :330-400gun

Tablo 1.insanlarda gbzlenen ritim ornekleri

Ritim Sikhig1 Fizyolojik Davramssal Osilasyon
Ultradiyen Ritim

Saniyede birden fazla dongi Gorme ve isitme sistemleri, EEG dalgalar

Dakikada birden fazla dongu Kalp hizi, solunum sayisi, mide hareketleri

Saette birden fazla dongu Kan dolasim, gesitli enzim aktiviteleri

Giinde birden fazla dongu Yeme-icme, idrar ¢cikarma, digkilama,

REM/nonREM uyku basamaklari

Sirkadiyen Ritim

Gunde yaklasik bir dongu Uyku-uyaniklik, vicut 1s1 dalgalanmalari,
kan basinci, yorgunluk-dinglik, ruh durumu,
stres, fiziksel ve zihinsel performans

Infradiyen Ritim

Her ay dongusiinde bir dongu Menstruel dongu, insan ve primatlarda ayin
evrelerine menstrue dongunin kilitlenmesi,
memeli gebelik stiresinde 30 glinluk ortak
carpanlar, erkeklerde yaklasik 21-28 gunlik
testosteron salimm déngusii

Yilda yaklasik bir dongu Insan ve memeli hayvan dogumlar,
mevamsda affektif bozukluk sendromu,
serebrovaskiler  olaylar  ve  solunum
kaynakli olumler, ani bebek olumleri,
kazalar, hastaliklar, cinayet, intihar

(EEG: elektroensefalogram, REM: rapid eye movement)

Ritim mekanizmasinin bir i¢ kaynaktan yonetildigi ilk defa Jan-Jagues d’ Ortous de
Martin adli arastirictmin deneysel calismalar: ile 1700°'1U yillarda gosterilmistir (25).
Arastirici, heliotropik (guneste yapraklarim veya gigeklerini agip karanlikta kapatan)
bitkilerde yaptigi calismalarla bu bitkilerin ritimlerinin, 151k olmadan da faaliyet
gosterdigini saptamistir. Heliotrop bir bitkinin iki drneginden birinin karanlikta, digerinin
gunes gbren bir yerde muhafaza edilen calismada, bir sire sonra, karanlikta yetisen
bitkinin de gunese maruz kalan bitki gibi gindiz cigeklerini agip, gece kapattig




saptanmustir. Birgok canlinin i¢ ve dis kaynakl1 ritimlere sahip oldugu belirtilmektedir (25).
Ornegin bazal gastrik asit sekresyonu ve TSH sekresyonunun pik yaptigi zaman dilimi
gece uyku esnasindadir (28).

Birgok faktor biyolojik ritimleri etkilemektedir. Bunlar; hastalik, ilaglarin yan: sira
mesai saatleri ve jat lag gibi sosyoekolojik faktorler de olabilir. Eldeki klinik verilere gore
belirti ve bulgular zaman iginde tekrarlayan bir yapiya sahiptir. Mesela inme ve kalp
krizleri daha c¢ok sabahlari olusmaktadir. Osteoartritte agri daha cok geceleri
olmaktadir(26, 27). Kemotergpi, astim ve osteoartrit tedavilerinde ilag uygulamalar:
dikkatlice secilmis zamanlarda yapildiginda daha etkili ve daha az toksik oldugu
gosterilmistir (28, 29).

Sirkadiyan Ritmin Anatomik Temelleri

Sirkadiyan ritimlerin fonksiyonu, viicudun belli bdlgelerinin kontroltindedir ve bu
ritimlerin tek hicreli canlilarda bile olmasi, biyolojik ritimlerin hiicre dizeyindeki
salinimlarla dizenlendigini gostermektedir. Hiicre fonksiyonu Uzerinde etkis olan birgok
faktor ritimlere direkt etki edebilir. Bu faktorlerin en énemlileri, basta potasyum (K*) ve
kalsyum (Ca*®) olmak iizere, hiicredeki temel fonsiyonlar: yiriiten iyon dengeleri ve
hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eden 6nemli birimlerden olan hiicre zarimin yapisindaki
degisikliklerdir (25).

Ritmin dizenlenmesi igin, santra bir merkeze ve bu merkezi dis gevreye baglayan
giris ve c¢ikis yolaklarina (senkronize ediciler) gereksinim vardir. Memelilerde, santral
sirkadiyen pacemaker, hipotalamusun suprakiazmatik gekirdeginde (SKC) yer alir ve ana
senkronizer 11k olarak adlandirilir (Sekil 1) (25, 30).

SKC, fotik uzantilar igerirler. Retinada yer alan fotoreseptorler retinotalamik yol ile
dogrudan SKC'e uzanmrlar. Glutamat bu sinaptik baglantida yer aan temel sinyal
molekultdur. Fotik bilgi ayrica dolayli olarak da genikulohipotalamik yolaktan daha fazla
intergenikulat yaprak yoluyla SKC' e ulasabilir. Gama amino butirik asit (GABA) tip A ve
noropeptid Y bu sinaptik baglantida sinyal molekil olarak islev gordrler (31). Sirkadiyen
pacemaker ayrica l6komotor aktivite, ilaglar ve beslenme gibi non-fotik senkronize
edicilerle de ayarlanabilir. Raphe nikleustan seratoninerjik afferent aktivite ve
intergenikulat yapraktan noropeptid Y-GABA erjik girdiler bu yolaklarda yer alirlar.

Asetilkolin, histamin ve seratonin SKC’in kontroltinde gorevlidirler (24).



Baska ritim Ureten bolgeler olmakla birlikte, SKC bir "Ust saat" gibi is gorur ve
diger ritmik fonksiyon gosteren hiicrelerin faaliyetlerini dizenler. SKC'nin ritimleri
duzenledigine dair kamtlar asagidaki gibi siralanabilir:

In vitro (vicut dis1) SKC hicre kultirleri, sirkadiyen bir elektriksel ritme

sahiptirler.

SKC nakli (transplantasyonu) sonrasi, aicinin ritmi, vericinin ritmine uyar.

SKCin metabolik aktivitesi Uzerine yapilan calismalarda, 2-deoksiglukoz

enjeksiyonu ile bu bdlgenin glikoz kullanma miktar: 6l¢ulmastir. Glikoz kullanma,

metabolik olarak aktif olmayla esdeger oldugundan, bu veriler, SKCin hangi
durumlarda daha fazla aktif oldugunu gostermek bakimindan Onemlidir. Bu
caligmalar sonucunda; SKC'in, aydinlikta (1s1k varhiginda) metabolik olarak aktif,

karanliktaise goreceli olarak aktif olmadig: anlasilmistir (18, 32).

SKC uzerinde yapilan diger calismalarda, bu bolgenin ¢ok sayida sinir ileti maddesi
icerdigi belirtilmistir. Bunlardan en Onemlileri: ndropeptid Y, vazopressin, vazoaktif
intestinal polipeptid (VIP), gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) ve somatostatindir
(20, 33).
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Sekil 1.Retina-suprakiazmatik ¢ekirdek yolu

Sonug olarak memeli sirkadiyen ritimlerin, hipotalamik SKC'teki sinyal yolaklarim
hedef alan senkronize ediciler tarafindan duzenlendigi belirtilmistir. Sirkadiyen ritimlerin
genetik temelleri tammlanmis, organlar ve hiicrelerdeki biyolojik streglerin neredeyse
tamaminin herhangi bir diizeyde sirkadiyen saat tarafindan etkilendigi agiklanmistir (Sekil

2) (24).
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Sekil 2. Meméi sirkadiyen ritminin semast (GABA: y-amino-butirik asid, 5-HT: 5-
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SEVOFLURAN

Sevofluran, 1970'te izole edilmis, 1975'te ilk klinik uygulamas: bildirilmis bir
metil propil eter dir (34). Kimyasal yamsi 1, 1, 1, 3, 3, 3- hexafluoro -2- propane’ dir (Sekil
3).

CF3 F
N |
H—C—0—C—H
/7 [
CF3 H
Sevoflurane

Sekil 3. Sevofluramin kimyasal formala.

Kaynama noktasi 58.5 °C, buhar basinci (20 °C'de)160 mmHg, partisyon
katsayilari, kan:gaz igin 0.69, yag:gaz icgin 47.2°dir. Minimum alveoler konsantrasyon
(MAK) degeri oksijen icinde 2, % 60 azot protoksit iginde 0.66 olarak belirtilmistir (34).
Deney hayvanlarinda soda lime ve bardyme ile etkilesmesi sonucu renal, pulmoner ve
serebral tokgsitesi olan yikim Urdnleri ortaya cikar. Ancak insanda kullanildig:
yogunluklarda hentiz bu tir toksik etkiler bildirilmemistir. Hizl1 etkili, kardiyovaskiler ve
solunum sistemine istenmeyen yan etkileri daha az bir gandir. Hos kokulu ve irritan
olmamasi sebebiyle cocuk ve eriskinlerde indiiks yonu iyi tolore edilir (34).

Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Sevofluran serebra kan akimi ve intrakraniyal basincta hafif ylkselmelere neden
olabilir. Yuksek yogunlukta otoregilasyonu bozabilir. Serebral metabolik oksijen

tuketimini azdtur.

MELATONIN

Insanlarda pineal bez beynin merkezinde, Uglincli ventrikilin arkasinda uzanir.
Pineal bez biyolojik olarak birgok aktif bilesik salgilar, en 6nemli salgisal Urind
melatonindir. Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk kez 1958 yilinda Lerner
tarafindan kurbaga ve baliklarin melanositlerinde bulunan bir renk pigmenti olarak
tanimlanmistir (35). Melatonin ismini, kurbaga derisinde pigment hticrelerindeki melanin

granullerinin agregasyonuna neden olmasi sebebiyle amistir (36). Molekdl agirligr 232
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olan, ilkel canlidan gelismis tim aerobik canliya kadar bulunan ve evrim boyunca

korunmus olan bir molekaldur (37).

Sekil 4. N-asetil-5-metoksitriptamin (Melatonin)

Melatonin Sentezinin Kontroll

Sirkadiyan bir ritme sahip olan melatonin, salimm agisindan canli tirlerine gore
farklilik gosterir. Bu farklilik, hormonun gece pikinin meydana geldigi saatler ve sirelerle
ilgilidir. Geceleri melatonin konsantrasyonu, guindiize gore 3-10 kat daha fazladir. Hormon
salintminin sirkadiyan ritmi endojen kokenlidir ve uyarilar SKC'ten ¢ikar (4). Melatonin
hormonunun sentezlenmesi ve salimmu karanlik periyotta uyarilirken, aydinlik ile
baskilanmaktadir. Retinadaki fotoreseptorler giin 1siginda hiperpolarize haldedir. Bu durum
noradrenalin salgilanmasim baskilar. Karanlikta ise polarize olan fotoreseptor hiicreler
noradrenalin salgilarlar. Noradrenalin triptofamin dolasimdan beze girisini artirmakta
pinealosit membramndaki B, reseptorleri vasitasiyla membrandaki adenilat siklazi aktive
ederek ,hicre icindeki siklik adenozin monofosfat (CAMP ) seviyelerini yukseltmektedir.
CAMP etkis ile melatonin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan N-asetil transferaz (NAT)
aktivitesi artmakta, sonugta melatonin sentez ve salimimi baglamaktadir. Sentez ve salimmu

artan hormon, pasif diftizyonla dolasima gegmektedir (Sekil 5)(4, 38).
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Sekil 5. Melatonin sentezinin kontroli®® (SKC: Suprakiazmatik cekirdek, RT:
Retinotalamik, PVC: Paraventrikuler gekirdek, SSG: Superiyor servikal ganglion, NA:
noradrenalin, NAT: N-asetil transferaz, HHOMT: Hidroksiindol-O-metiltranseferaz)

M elatoninin Etki Mekanizmaa ve Inaktivasyonu

Meatonin hormonu seviyesi, saat 20:00 ile gece yarisi arasinda bir yukselme
gosterirken, 02:00-04:00 arasinda pik yapar (38). Lipofilik bir yapisi olan melatonin direkt
ya da 6ze reseptorler vasitasiyla hedef hiicrelere ulasir (4). Melatonin reseptérlerinin
varligi, barsaklarda, overlerde, kan damarlarinda, beynin gesitli bolgelerinde, karacigerde
gosterilmistir. Farmakolojik ve kinetik gruplara ait, zara bagli iki melatonin baglanma yeri
tanimlanmigtir. Bunlar: Mdatonin 1 (MT1) [(yuksek afinite (pikomolar)] ve (MT2)
[(dusuk afinite (nanomolar)] (39, 40). MT1 reseptorlerinin aktivasyonu hedef hiicrelerde
adenilat siklaz aktivitesinin baskilanmasina neden olur. Melatonin; MT1 reseptori araciligi
ile  termoregilasyonda,  arteriyel  vazokonstriksiyonda,  kanser  hicrelerinin
proliferasyonunda, Ureme ve metabolik fonksiyonlarda rol alirken, MT2 reseptori
araciligiyla SKC'teki  norona  termoregilasyonda, retinada dopamin salgisinin
inhibisyonunda, vazodilatasyonun indiklenmesinde, arteriyel yatakta l|okosit rulo
formasyonunun olusumunun engellenmesinde ve immun cevabin artirilmasinda rol

oynadigi belirtilmektedir (41). Melatonin, lipofilik yapisi nedeniyle hicrenin tim
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fraksiyonlarina kolaylikla girebilen bir hormondur. Hiicrede sitozolik ve niikleer baglanma
yerleri tanimlanmistir. Sitozolik kalmoduline baglanarak adenilat siklaz fosfodiesteraz gibi
hedef enzimlerle oldugu kadar yapisal proteinlerle de etkilesip dogrudan kalsiyum gegisini
etkiler (42).

Meatoninin inaktivasyonu karacigerde gerceklesir. Indol halkasimin 6.
konumundan hidroksile olan melatonin, daha sonra gllfat ve glukronik asitle konjuge
edilerek idrarla atilir. Meatoninin idrardaki baglica metaboliti 6-slilfatoksimelatonin olup
plazma melatonin duzeyinin iyi bir gostergesidir. Diger 6nemli metaboliti ise; N1-asetil-
N2-formil-5-metoksikinuramin (AFMK) molekaludir (36).

Melatoninin Biyolojik Etkileri

M e atonin, antiinflamatuvar, antikonviilzan, antioksidan, onkostatik etkileri yamnda
sirkadiyan ritim ve reproduktif aksin diizenlenmesi gibi dnemli fizyolojik fonksiyonlar
olan bir hormondur (5).

Melatoninin eksojen uygulanmasinin, beyin elektriksel aktivitelerinin dengeleyici
etkisiyle (alfa beyin dalgasi olusumunu artirarak ) uykuya dalma stresini kisalttigi, total
uyku periyodu sirasinda uykudan uyams sayisim azalttigi, uyku kalitesini artirdigi ve
hipnotik etkiler gosterdigi  bildirilmistir. Melatonin ayrica, beyinde monoamin
norotransmitter duzeylerini etkileyerek uyku mekanizmalarim aktive etmektedir (43).
Melatoninin REM ve nonREM uyku kalitesi tzerine etkilerinin, birgok parametrenin rol
aldig1 cok karmagik bir mekanizma ile oldugu gosterilmistir (41). Bu mekanizmada SKC
basta olmak Uizere biyolojik osilatorler olarak adlandirilan yapilar 6nemli rol oynamaktadir
(20). Melatonin, uyku apnesi, insomi ve jat lag gibi uykuyla iliskili problemlerin
tedavisinde kullamlmaktadir. Melatoninin, anestezik bir ilag gibi uykuyu etkiledigi
belirtilmektedir (44). Antik ¢aglardan beri hekimler, hastalarin geceleri daha az agrisi
oldugunu ve daha az analjezik ilaca ihtiyaglarimn oldugunu beirtmiglerdir. Melatoninin
maksimum analjezik etkisi gece ortaya ¢ikmaktadir. Pinealektominin bu andjezik etkiyi
ortadan kaldirdigi vurgulanmaktadir. Opioid reseptorlerinin blokaji nosisepsiyondaki
sirkadiyan ritmi engellemektedir (45). Farelerde morfin toleranst ve bagimliligi melatonin
ile geri gevrilebilmektedir (46).

Méeatoninin, iskemik strok gegiren hastalarda hicresel imminiteyi etkiledigi
gosterilmistir (47). Melatonin, kan basinci ve vicut 1sisinin dizenlenmesi gibi santral

fizyolojik olaylarda ve istah, hafiza ve duygudurum gibi bazi norofizyolojik
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fonksiyonlarda rol aan kuvvetli bir nbrotransmitter olan serotonin ile birlikte fonksiyon
gormektedir (48, 49).

Melatoninin ekzojen uygulamasinin, gelismekte olan rat beyninde, 0Ozellikle
serebral korteks ve anterior talamusta kaskadda gorevli B cell lymphoma extra large
(bclXL) protein diizeylerinin up-regilasyonu, sitokrom ¢ salimminin azalmasi ve kaspaz-3
aktivasyonunun inhibisyonu gibi belirli anahtar elemanlari inhibe ederek anesteziyle
induiklenen apoptotik ndrodejenerasyona karsi koruyucu goérev adig: gosterilmistir (6).

Anestezinin ve Cerrahinin Melatonin Dlzeyi Uzerine Etkisi

Anestezi ve cerrahi uygulamalar, agri, ilaglar, uyku bozukluklari melatonin
salinimim  ve endokrin  fonksiyonlart  etkilemektedir (7). Plazma melatonin
konsantrasyonunun, genel anestezi ve cerrahi atinda ilk saatlerde degismeyip daha sonra
azadig1 gosterilmistir (7-9). Melatonin dizeyini, benzodiyazepinler, kortikosteroidler,
Ca'? kanal blokerleri, lokal anestezikler, beta blokerler, non-steroid antiinflamatuvar

ilaglar, klonidin, sodyum valproat azaltirken, opioidler arttirmaktadirlar (Tablo 2) (50).

Tablo 2. ilaglarin melatonin diizeyi tizerindeki etkileri

Ilaclar Olas mekanizma Serum melatonin
diuzeyi
Lokal anestezikler Protein kinaz C baskilamasi !
Opioidler NAT aktivitesinin artmasi )
Beta blokerler SSS B4 reseptor blokaj !
Benzodiyazepinler GABA resepttr agonist etki !
Kortikosteroidler NAT aktivitesinin azalmasi !
Kalsiyum kanal blokerleri NAT aktivitesinin azalmasi !
NSAT ilaglar Prostaglandin sentezi !
inhibisyonu
Klonidin a, reseptor agonist etki !
Sodyum valproat GABA seviyesinin arttirilmas !

(SSS: santral sinir sistemi; GABA: gama amino butirik asit; NAT: N-asetil transferaz;
NSAI: non-steroid antiinflamatuvar)

14




Iki farkli calismada gundiiz saatlerindeki ameliyatlarda tiyopental, izofluran
anestezis uygulanmis ve anestezi sonrasi ilk gece melatonin dizeylerinin distugl
gosterilmistir (7, 10). Diger bir calismada, mindr cerrahi operasyonlarda kullamlan
sevofluran, izofluran ve desfluranin kan melatonin diizeyini etkilemedigi saptanmstir (11).
Reber ve ark.(13) ise yaptiklar: ¢aligmalarinda ameliyat sonrasi melatonin dizeylerinde 8
saat boyunca devam eden artis saptamiglardir. Aym calismada derlenme sirecinde,
izofluramin propofole oranla melatonin dizeyinde daha az disise neden oldugunu
vurgularken bu fark: iki aanin hepatik kan akimi Uzerine olan etkilerinin farkli olmasina
baglamislardir. Bourne ve ark.(50) calismalarinda melatoninin orta derecede hepatik
ekskresyona sahip oldugunu ve sonugta melatonin klirensinin biylik oranda hepatik kan
akimina bagli olmasinin beklenilmemesi gerektigini savunmaktadirlar. Ayrica kullamlan
anestezik gjanlarin gastrointestinal sistemde Uretilen melatoninin sistemik dagilimim nasil
etkilediginin bilinmedigi belirtilmektedir (51). Propofol inflzyonu siiresince melatonin
saliniminin arttigr gosterilmistir (52). Cocuklarda tiyopental veya midazolam uygulanmasi
sonrast plazma melatonin konsantrasyonunun degismedigi bildirilmistir (53). Ara ve
ark.(14) kadinlarda anestezi indiiksiyonunda izofluran kullamminin melatonin diizeylerinde
artisa, sevofluranin ise distise neden oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuclarin, izofluramn
sevoflurandan farkli olarak GABA erjik iletiyi degistirmesine, hepatik kan akimim
azdtarak melatonin klirensini azaltmasina, kan basinci ve kalp aim hizim artirmasina,
sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile melatonin sentez ve salimmim tetiklemesine bagl
olabilecegini belirtmislerdir. Dispersyn ve ark.nin (15) ¢alismasinda ratlara uyguladiklar:
30 dakikalik propofol anestezisinden sonra, melatonin salimiminda ilk 3 saatteki azalmayi
anestezi sonlanmasindan 20 saat sonraki artisin izledigi ve bunun melatoninin sirkadiyan
ritmindeki kaymaya bagl olabilecegi belirtilmistir.

Ileri yastaki hastalarin aindigi bir calismada, ameliyat sonrasi komplikasyon
olusmayan ancak deliryum gorulenlerde melatonin diizeyinin ameliyat dncesi doneme gore
azadigi, komplikasyonlarin eslik ettigi  hastalarda ise nokturnal  melatonin
konsantrasyonlarimin belirgin olarak arttigi saptanmustir (54).
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GEREC VE YONTEM
Calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu onay: alindiktan sonra (Ek-1) Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvar:t’ nda
yapildi. Calismaya postnatal 15. gunde (P15) olan, Wistar cinsi, agirliklart 15-20 gr
arasinda degisen, 24 rat aindi. Ratlar dogumlarindan itibaren 12 saat aydinlhik (07:00-
19:00), 12 saat karanlik (19:00-07:00) ortamda izlendi.
Calisma Gruplari
Ratlar rastgele 4 gruba ayrilds;
Gece kontrol grubu (Grup Ge-K) (n:6):
Deneklere 19:00-01:00 saatleri arasinda 6 L-dk™ akim hizinda oksijen uyguland.
Gece sevofluran grubu (Grup Ge-I) (n:6):
Deneklere 19:00-01:00 saatleri arasinda 6 L-dk™* oksijen icinde % 2,6 sevofluran
uygulandi.
Gunduz kontrol grubu (Grup Gn-K) (n:6):
Deneklere 07:00-13:00 saatleri arasinda 6 L-dk™ akim hizinda oksijen uyguland.
Giindiiz sevofluran grubu (Grup Gn-i) (n:6):
Deneklere 07:00-13:00 saatleri arasinda 6 L-dk™* oksijen icinde % 2,6 sevofluran
uygulandi.

VOLATIL ANESTEZiIK AJAN UYGULANMASI

Anestezi Duzenegi ve Baslangict: Her deney hayvan igin ayri1 olmak tzere 450
mL hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlar kullamldi. Cam kavanozlara
vaporizator ile 6 L-dk™* akim hizinda oksijen icinde bu yas grubu ratlar icin 0.70 MAK’a
denk gelen % 2,6 konsantrasyonda sevofluran (Sevorane, Abbott Lab. England) girisi
saglandi (59). Gaz karisimimin monitorizasyonu, ortak giris hattina baglanan anestezik gaz
monitdri (Anesthesia Gas Monitoring 1304, Denmark) ile izlenerek sabit tutuldu, tim
kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirildi (Resim 1). Deney hayvanlarinin
alt1 saat sure ile bu kavanozlarda gaz karisimi solumalari sagland.

Gece gruplarindaki deneklerin 1siktan etkilenmemesi igin ratlar deney slresince
karanlik ortamda tutuldular. Ratlar kirmizi 15181 goremediklerinden dolayr kan alim

asamalarinda kirmizi 1s1k kullanildi.
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Resm 1. Anestezi uygulama diizenegi

Anestezi idamesi: Inspire edilen oksijen ve uygulanan volatil ajanin konsantrasyon

diizeyleri anestezik gaz monitériinden izlenerek sabit tutuldu.

Anestezi Sonlandirilmas::

Sevofluran grubu: Alti saatlik stirenin sonunda sevofluran kesildikten sonra hizla
deneklerin gogus kafesi agildi ve sol ventrikll icinden 1-3 mL arasinda kan eppendorff
tuplerine aindi. Soguk zincirle laboratuvara ulastirildi

Kontrol grubu: Kontrol grubundaki deneklere alti saat siresince bulunduklar
cam kavanozlarin icine 6 L-dk* akim hizinda oksijen uygulandi. Alt1 saatlik siirenin
sonunda servikal dislokasyon yontemi ile ratlar sakrifiye edildi, deneklerin gogus kafesi
acildi ve melatonin diizeyini saptamak amaciyla sol ventrikdl icinden 1-3 mL arasinda kan
eppendorff tlplerine alindi, soguk zincirle laboratuvara ulastirild.

TUm ratlar kan drnekleri alindiktan sonra sakrifiye edildi.
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MELATONIN DUZEYLERININ OLCULMESI

Laboratuara ulastirllan kanlar +4°C de (1000 g) soguk santrifijde (Hettich
Zentrifugen Mikro 22 R, Tuttlingen ,Germany) 15 dakika sire ile santriftj edildi. Elde
edilen plazmalar Eppendorf tuplerine alindi ve -80°C de saklandi. Dokuz Eylul
Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 Laboratuvarlar’ nda melatonin diizeyi
Rat Melatonin radioimmunoassay (R/A) Kit (Melatonin Research RIA, Labor Diagnostica
Nord GMBH, Ingiltere) kullanilarak radio immun assay (RIA) yontemi ile 6lgldu.

ISTATIKTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analiz SPSS for Windows istatistik programimin 15.0 versiyonu
kullanillarak yapildi. Sonuclar ortalama + standart hata bigiminde verildi. Melatonin
degerlerinin istatistiksel analizinde; grup varyansarinin esitligi (homojenligi) igin Levene's
testi kullanildi ve p>0,05 oldugunda dagilimin esit (homojen) oldugu kabul edildi. Gruplar
aras karsilastirmalarda t-testi ve dag:l:mun esit olmadig: durumda Mann Whitney U testi
kullan:ld:..p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya post natal 15. giinde (P15) olan Wistar cins agirliklar1 15-20 g arasinda
degisen 24 adet rat alind.

PLAZMA MELATONIN DUZEYLERI
Melatonin duizeyleri Tablo 3 ve Sekil 6'da gosterilmistir.

Tablo 3. Ortalama Plazma Melatonin Duizeyleri (pg/ml)

Grup GC-S GC-K GN-S GN-K

Melatonin 1064.2 + 2476 | 164.8+314 | 906.8 +272.7 17.8+5.8

PLAZMA MELATONIN DUZEY1

1400

1200 4

1000

800 -

pg/mL

600 -

400 -

200 -

Grup GC-S Grup GC-K Grup GN-S Grup GN-K

Sekil 6. Plazma melatonin duizeyleri (* p<0,05 Mann Whitney U testi)

Grup GC-S ile Grup GC-K plazma melatonin duzeyleri karsilastirildiginda; Grup
GC-S plazma melatonin duzeyi anlamli yuksek bulunmustur (p=0,002). Grup GN-S ile
GN-K plazma melatonin dizeyleri karsilastinldiginda; Grup GN-S plazma melatonin
diizeyi anlamli yuksek saptanmistir (p=0,002). Grup GC-K ile GN-K plazma melatonin
dizeyleri karsilastirldiginda Grup GC-K plazma melatonin dizeyi anlamli  yiksek
bulunmustur (p=0,002). Grup GC-S ile Grup GN-S plazma melatonin dizeyleri
karsilastirildiginda; anlaml: fark saptanmamistir (p=0.678) (Sekil 6).

19



TARTISMA

Calismamizda 15 gunlik ratlarda alt1 saatlik gece ve glindliz zaman diliminde %
2,6 konsantrasyonda uygulachigimiz sevofluranin, plazma melatonin dizeyini artirdiginm
saptadik. Bu sonucumuz gece ve gunduz sevofluran ile anestezi uygulamasinin plazma
melatonin diizeyinde oldukca yiiksek artisa neden olabilecegini gostermistir.

Calismamizda saptadigimiz hem gece hem de gundiiz sevofluran uygulamasinin
plazma melatonin duzeyinde gosterdigi artis, Reber ve ark ile Castro ve ark min
calismalarina benzer bulunmustur. Castro ve ark®® melatonin salimiminin  propofol
inflizyonu siiresince arttigimi, Reber ve ark™® ise 60-90 dk izofluran uygulamas: sonrasi 8.
saate kadar melatonin artisimin devam ettigini bildirmislerdir. Diger bir calismada, cerrahi
ve anestezi uygulamasi sonrasinda 2. ve 3. gunlerdeki serum melatonin diizeylerinin, 1.
giindeki serum melatonin diizeylerine gore daha yilksek oldugu saptanmistir.™ Ancak
histerektomi igin genel anestezi uygulanan hastalarda, anestezi sonrasi ilk gece melatonin
salimminin ~ azaldigi  gosterilmistir.?  Melatoninin  Griner  metaboliti  olan  6-
sulfatoksmelatoninin miktarinin, ortopedik cerrahi igin tiyopental-izofluran anestezisi
sonrasinda operasyondan onceki gece dulzeyi ile karsilastirildiginda postoperatif birinci
gece anlaml olarak azaldig: bildirilmistir.*> Plazma melatonin konsantrasyonunun genel
anestezi ve cerrahi ile azaldigi”® ve ilk saatlerde degismedigi gosterilmistir.’ Cocuklardaise
tiyopental veya midazolam uygulamas: sonrasi plazma melatonin konsantrasyonunun
degismedigi bildirilmistir.>® Diger calismalarda saptanan farkli melatonin diizeyleri,
anestezi uygulamas, ilave ilaglarin uygulanmasi, cerrahi ve melatonin diizeyinin 6lgiim
zamam arasindaki farkliliklarla agiklanabilir.

Meéatonin salimminin, ortamdaki 11310 varligindan ve siddetinden etkilendigi®® ve
beirgin bir sirkadiyan ritminin oldugu belirtilmektedir.*® Ayrica melatonin retimi ve
salintminin, uyku bozukluklari, agri, ilaglar, stres, cerrahi girisimler ve anestezi
uygulamasindan etkilendigi vurgulanmaktadir.” Caismamizda sadece gece-giindiiz
anestezi uygulamasinin plazma melatonin diizeyine olan etkisi arastirilmak istenmistir. Bu
nedenle ratlara gece ve gundiuz doneminde herhangi bir cerrahi islem yapiimaksizin
spontan solunumda sevofluran uygulanmustir.

Reber ve ark.’® giindiiz anestezi uygulamasiyla olusturulan karanlik ortamin
melatonin dizeyinde artisa sebep oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda da gundiiz

periyodunda sevofluran uygulamasiyla olusan melatonin dizeyindeki artisi, gundiiz
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anestezisi uygulamasiyla olusan karanlik ortamin, melatoninin salimim ve plazma diizeyini
artrmas: ile agiklayabiliriz. Benzer sekilde bdlumimtzde yapilan bir tez ¢alismasinda
gece ve gundiz izofluran uygulamasinin gundiiz grubunda melatonin salimmin artirdigi
bu sonuglarimin ise gindlz anestezi uygulamasiyla olusturulan karanlik ortamin
melatoninin salimim artirarak plazma diizeyinde artisa neden olabilecegini ve ayrica
melatonin metabolizmasinin guindiiz saatlerinde aktif olmamasina baglamiglardir.

Calismamizda gece ve gundiz sevofluran uygulamast ile plazma melatonin
diizeyinde artis saptandi. Bu bulgumuz, Arai ve ark.** nin kadinlarda uyguladiklar: anestezi
indiksiyonunda, izofluran kullammimn melatonin dizeylerinde artisa, sevofluran
kullanmmimin  ise dusiise neden oldugunu bildirdikleri calismadaki sonuclar ile
celismektedir. Bunun nedeninin, sevofluramn sadece indiksiyonda toplam 5 dk siire ile
kullamlmasina, bizim calismamizda ise %2,6 sevofluramn 6 saat slre boyunca
kullanilmasina bagli olabilecegini distunuyoruz. Arai ve ark ise, ¢alismalarindan gikan
sonuclarin, izofluramn sevoflurandan farkli olarak GABAerjik iletiyi degistirmesine,
ayrica hepatik kan akimint azaltarak melatonin klirensini azaltmasina, kan basinci ve kalp
atlim hizinin artigina, sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile melatonin sentez ve salimmin
artirmasina bagl1 olabilecegini belirtmislerdir.

Calismamizda gece sevofluran uygulamasinin, gece kontrol grubuna gore plazma
melatonin dizeyini yukseltigini ve bu yikselmenin anlamli oldugunu ssptadik. Bu
sonucumuz, sevofluramn melatonin salimmin artirdigim gostermektedir.

Calismamizda kontrol grubu ratlarin serum melatonin diizeyi ortalamasi, gece
grubunda 164,8+ 31,41 pgmL™, giindiiz grubunda ise 17,83+ 5,83 pgmL™ bulundu.
Giindiiz grubunda dogal olarak daha az olmasi gereken melatonin diizeyi, Nowak ve ark.>’
nin rat larla yaptiklar: ¢calismada da oldugu gibi ortalama serum melatonin diizeyinin 1g1gin
oldugu dénemde 6 pgmL™, karanlik doénemde 75 pg-mL™ degerleri ile benzer
bulunmustur. Diger bir 12 saat aydinlik/12 saat karanlik siklusu uygulanan c¢aligsmada kan
alinma saati net olarak bildirilmemesine ragmen melatonin diizeyi 1s1g1in oldugu donemde
10 pg-mL™, karanligin oldugu dénemde 45 pg:mL™ bulunmustur®. Ratlarda (19 saat
gunduz/5 saat gece sikluslu) serum melatonin duzeyi karanligin tam ortasinda (saat
01:30'da) ise 60 pg-mL™ olarak bildirilmistir®® Tiim bu sonuglar calismamizin sonuclari
ile benzerdir.

Ratlar nokturnal hayvanlardir. Yani aktivite donemleri karanlik periyoda denk
gelmektedir ve melatoninin pik yaptigi zaman dilimi aktivasyonlarimin en fazla oldugu

zaman dilimidir. Insanlarda bu zaman dilimi uyku donemine rastgelmektedir.
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Calismamizda kullandigimiz ratlarda buldugumuz bulgularin insan plazma melatonini igin
de gecerli olacag: sbylenebilir®

Calismamizda gunin aydinlik ve karanlik epizotlarinda yer alan altisar saatlik
uygulama strelerini, aralarinda 12 saat fark olacak sekilde, gece grubu igin 19:00-01:00 ve
gunduiz grubu igin 07:00-13:00 saatleri olarak segtik.

Calismamizda bazi kisithiliklar bulunmaktadir. Bu kisithiklar iginde; plazma
melatonin dizeyinin daha uzun sire ile izlenememesi, stres hormonu olarak bilinen
kortizollin 6l¢ulmemesi sayilabilir.

Aydinlik-karanlik (12 saat/12 saat) dongusu olan ratlarda, gece ve guindiiz uygulanan
sevofluran anestezisinin, melatonin - salimminm  etkiledigi  ilk kez calismamizda
gosterilmistir. Klinik agidan bakildiginda; melatoninin, sirkadiyan ritminin sevofluran
anestezis nedeniyle bozulmasina ve cerrahi islemlerden bagimsiz olarak anestezi
uygulamasinin plazma melatonin duizeyini yukseltmesine, olusabilecek fizyopatolojik

degisikliklerin sorumlu olabilecegi dustnulebilir.
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SONUC ve ONERILER

On bes gunlik ratlarda yaptigimiz bu ¢aisma ile alti saatlik periyodda uygulanan
%?2,6 konsantrasyonda sevofluranin, gece ve gundiz uygulamasinin melatonin diizeyini
arttirdigini saptadik.

Genel anesteziklerin melatonin seviyeleri ve bunun diger organlar tzerine etkilerini

ortaya gikarmak igin dahaileri arastirmalara gereksinim vardir.
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