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Sican kardiyak miyositlerinde kasilmanin ve iyonik akimlarin
sodyum metabisiilfit tarafindan modiilasyonu
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gisi

OZET

Amag: Sulfur dioksit (SO,) ve bilesikleri ozellikle
gelismekte olan Ulkelerde solunum ve beslenme
yoluyla viicuda giren 6nemli toksik ajanlardir. SO,
bilesigi olan sodyum metabisiilfit (SMB; Na,S,0;)’in
gida, icecek ve ilaclarda yaygin sekilde koruyucu
madde olarak kullanilmas1 nedeniyle belirlenen
giinliik glivenli dozun Uzerinde tiiketildigi ve zararl
etkilere yol actigr bildirilmistir. Ancak SMB’nin uzun

sireli tiketiminin kalbin fonksiyonu iizerine olan

ABSTRACT

Objective: Sulfur dioxide (SO,) and derivatives are
major toxic agents that enters the body by inhalation
and nutrition especially in developing countries. Sodium
metabisulphite (SMB; Na,S,0;), which is a SO, derivative,
is a widely used preservative in food, beverages and
medicines, has been reported to exert toxic effects
when it is consumed above the daily safe dose. However,
the effect of long-term consumption of SMB on heart

function remains unknown. In our study, we aimed to

etkisi bilinmezligini korumaktadir. Calismamizda, determine the effects of chronic SMB administration on
kronik SMB  uygulamasinin  kardiyomiyositlerde  cardiomyocyte contraction and ionic currents.
kasilma ve iyonik akimlar iizerine etkilerinin Methods: For this purpose, 3-month-old male rats

belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Hicre izolasyonu Langendorff sistemi

aracigiyla  gerceklestirilmistir.  Kaniile  edilmis
kalplerdeki kanin tamaminin uzaklastirilabilmesi icin
3-5 dakika Ca-free soliisyonu ile perfiizyon yapildiktan
sonra dakika kollejenaz (0,7 mg/ml) ve proteaz (0,06
mg/ml) karisimiiceren Ca-freesolusyonuile perfiizyona
devam edilmistir. Tum kayitlar, sican kalbinin taze
izole edilmis sol ventrikiiler miyositlerinden alinmistir.
Kardiyomiyositlerin kasilma ve gevseme kinetigi, alan
uyarimi altinda sarkomer uzunlugundaki degisiklik

kaydedilerek degerlendirilmistir. Aksiyon potansiyeli

were used and divided into two groups: control (KON)
and SMB. SMB (100 mg / kg / day) was administered
for 6 weeks by gavage. Cell isolation was performed by
Langendorff apparatus. Cannulated hearts were perfused
for 3-5 min to remove the remaining blood with Ca2+
free solution and this was followed by perfusion with the
Tyrode’s solution containing 0,7 mg/ml collagenase and
0,06 mg/ml protease for 20-25 min. All recordings were
taken from freshly isolated left ventricular myocytes of
a rat heart. The contraction and relaxation kinetics of
cardiomyocytes were evaluated by recording the change

in sarcomere length under field stimulation. Myocyte
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(AP), potasyum akimlari ve L-tipi Ca?* akimlar1 (ICaL)
voltaj clamp teknigi ile kaydedilmistir.
SMB

azalmayasebepolurken, AP’ninrepolarizasyon fazlarinda

Bulgular: uygulamasi kasilma genliginde
uzamaya ve genliginde azalmaya neden olmustur ancak
kasilma kinetikleri iizerinde degisiklik gézlenmemistir.
Bununla birlikte, dinlenim membran potansiyelinin
daha pozitif degerlere kaydig1 gozlenmistir. Kronik SMB
uygulamas1 miyositlerde transient outward potasyum
akimlarinin  baskilanmasina

sebep olurken kuyruk

akimlarint ve inward rectifier potasyum akimlarin
etkilememistir. Ek olarak SMB, ICal’nin yogunlugunda
degisiklige sebep olmamstir ancak aktivasyon egrisini

daha pozitif potansiyellere kaydirmistir.

Sonug: Calismamizda, elde edilen sonuclara gore
ve giinliik tiketiminin toksik dozlara ulasabilecegi goz
oniinde bulunduruldugunda, SMB’nin kalpte voltaja

duyarli iyonik akimlari modile ederek kardiyak
fonksiyonlarda anormal degisikliklere sebep olabilecegi
gosterilmistir. SMB ile indilklenen negatif inotropik
SMB ile iliskili

patogenezine katkida

etkinin molekiiler mekanizmalari,

kardiyovaskiiler hastaliklarin

bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Aksiyon potansiyeli, iyonik

akimlar, kasilma, sodyum metabisuilfit

shortening, action potential (AP), potassium currents
and L-type Ca? currents (ICaL) were recorded via voltage

clamp technique.

Results: Chronic SMB administration caused a
significant decrease in the contraction of myocytes
along with prolongation in the repolarization phase of
AP and decrease in the amplitude but no change was
observed in the contraction kinetics. However, the
resting membrane potential shifted to more positive
values. Chronic SMB application significantly reduced
the transient outward potassium currents of ventricular
myocytes, but did not affect the tail currents and
inward rectifier potassium currents. In addition, SMB did
not change the density of ICaL althoug it elicited a shift

to more positive potentials in the activation curve.

Conclusion: According to the results obtained in
our study and considering that its daily consumption can
reach toxic doses, it has been shown that SMB can cause
abnormal changes in cardiac functions by modulating
voltage-sensitive ionic currents in the heart. Molecular
mechanisms of SMB-induced negative inotropic effect
may contribute to the pathogenesis of SMB-associated

cardiovascular diseases.

Key Words: Action potential, ionic currents,

contraction, sodium metabisulphite

GIRIS

Sulfur dioksit (SO,) bilesikleri olan sodyum
metabisilfit (SMB; Na,5,0,) veya sodyum pirosiilfit
cesitli gida Uriinlerinde ve bircok icecekte koruyucu
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunun yaninda
ilaclarda ve parenteral amino asit solusyonlarinda
da SO, bilesikleri kullanilmaktadir (1). Ayrica, SO,
fosil yakitlarin yanmasi ile atmosfere salinan onemli
bir hava kirleticisidir. Solunan SO,, solunum yolunda
slfurik asit Uretmek icin kolaylikla hidratlanabilir
ve sonrasinda bilesikleri olan bisulfit ve sulfiti (notr

sivida 1: 3 M/M) olusturmak uzere ayrismaktadir
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(2). Uretilmis olan bisiilfit ve siilfit, kan veya diger
viicut sivilarinda absorbe edilebilir. Diger yandan SO,,
kardiyovaskiiler sistemde endojen olarak dretilen
biyolojik bir gazdir (3). Nitrik oksit, karbon monoksit
ve hidrojen siilfiir gibi diger endojen gazli molekiillere
benzer sekilde, SO, nin toksik etkilerinden farkliolarak
kardiyovaskiiler  fonksiyonlarin  dizenlenmesinde
fizyolojik bir rol Ustlendigi de ongorilmektedir (4).
Ancak canli sistemin farkli yollardan toksik dozda
SO,’ye maruz kalmasi ve bunun sonucunda cesitli

biyolojik etkilerin olusmas1 muhtemeldir (5,6).



Bircok epidemiyolojik calisma, SO, bilesiklerinin
kardiyovaskiiler hastalik riskini ve kardiyovaskiler
hastaliga bagli mortaliteyi artirdigini gostermistir
(7-9). Ornegin, SO, bilesiklerinin eksojen uygulamasi
hem spontan hipertansif sicanlarda hem de normal
sicanlarda kan basincim dustrmustir (5). Hem SO,
hem de SO, bilesiklerinin izole aort dokularinda
konsantrasyona bagli vazodilatasyona sebep oldugu
gosterilmistir  (6). Akut SO, uygulamasinin aym
zamanda hemodinamik parametreler ve miyokardiyal
kontraktilite lizerine doz bagimli olarak negatif
inotropik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (10).

Kardiyak elektrofizyolojik uyarim ve geri donusiin

diizenli olarak yayilmasi, miyositler araciligiyla

(AP)
olusumuna baglidi. AP’nin depolarizasyonuna ve

normal bir kardiyak aksiyon potansiyeli
repolarizasyonuna, spesifik membran iyon kanallarinin
etkisine bagh olarak farkli iyon yiikii tasiyicilarinin
aracilik ettigi coklu, etkilesen, ice ve disa akimlar
aracilik eder (11). Baslangic depolarizasyon fazi hizli
bir yukar1 ¢ikis (upstroke) seklinde gerceklesir ve esas
olarak voltaja duyarli sodyum kanallar yoluyla iceriye
dogru Na* akimi (INa) olusturularak meydana getirilir.
Bunu izleyen plato fazina ice dogru Ca?* akimi (L-tipi

Ca* kanal akimi; I_ ) ve potasyum akimlar hakimdir

cat)
(12). Sonucta hucre icine Ca?" girisi sarkoplazmik
retikulumdan Ca?* salimmini indiikler, boylece uyarilma-
kasilma ciftlenimi aktive olur. Membrani nihai olarak
dinlenim potansiyeline dondiren repolarizasyon,
esas olarak voltaj kapili K* kanallarindan disar1 dogru
K- kanali

aktivitesi, depolarizasyon siiresini ve dolayisiyla Ca?

olusan akim tarafindan yonlendirilir (13).

aracili kasilmanin zaman siirecini ve refrakter periyodu
simrladigi icin AP siiresinin (APD) temel belirleyicisidir.
Ayrica iceri dogrultucu potasyum akimlar (inward
rectifier potassium currens; |), repolarizasyonun
terminal fazinda buyik oOneme sahiptir ve
kardiyomiyositlerin dinlenim membran potansiyelini
(DMP) surdurmesi icin gereklidir (14,15). Bu akimlar,
AP’nin gelistirilmesi, stirduriilmesi ve sonlandirilmasina

kesin olarak zamanlanmis ve dizenlenmis bir sekilde

katkida bulunur (11).

SO, bilesiklerinin sicanlarin hipokampal CA1 ve
dorsal kok ganglion noronlarinda Na* ve K* akimlarinda
degisikliklere neden olabilecegi gosterilmistir (16-
18). Kardiyomiyosit hucrelerinde yapilan calismalarda
SO, bilesiklerinin doz bagimli olarak gegici disan
potasyum akimlarn (transient outward potassium

currents; 1)

) ve L,’i artirdig1, ancak kuyruk akim

degerlerini (steady-state potassium currents; |_)
etkilemedigi ve aym sekilde | 'y1 da doz bagiml
olarak artirdigr sonucuna varilmistir (19,20). Bununla
birlikte, SO, bilesiklerinin memeli hiicrelerinin I_
akimlan iizerindeki akut etkileri hakkinda celiskili
sonuclar elde edilmistir. Zhang ve ark. (21) yapmis
olduklarn calismada; miyositler Uzerine uygulanan
SO, bilesiklerinin doz bagimli olarak Ca* akimlarim
baskiladigin ileri sirerken Meng ve ark. (22), SO,
bilesiklerinin I_ yi konsantrasyona bagli bir sekilde
artirdigin1 gostermistir. Ayrica yakin donemde yapilan
bir baska calismada da yine AP siiresinin (APD) uzadig
gosterilmistir (23).

Birlesmis Milletler Gida Katki Maddeleri Birligi
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations - Amerika Gida ve Tarim Orgiitii
(GTO)) / (World Health Organization) 1974 yilinda
giinliik kabul edilebilir SO, bilesiklerinin dozunu 100
katlik glivenlik faktori de ekleyerek 0,7 mg/kg/gun
olarak belirlemis ve 2000 yilinda da bu doz tekrar
teyit edilmistir (24). Ancak insanlarin, metiyonin ve
sistein gibi suilfur iceren aminoasitlerin metabolizmasi
katki
eklendigi Urilinlerin tiketilmesi ve hava kirliliginin

sirasinda endojen siilfite, maddesi olarak
artmasi sonucu ise ekzojen SO, ve bilesiklerine maruz
kalmasi sonucu giinliik kabul edilebilir dozun asilmasi
¢ok muhtemel bir durumdur (25). Kardiyomiyositlerde
SO,

incelendigi

bilesiklerinin  olusturdugu  degisikliklerin

calismalarda, genellikle akut etkiler
tizerine odaklamlmistir. Bu bilgiler dogrultusunda
altr

uygulanan 100 mg/kg/giin dozundaki SMB’nin izole

calismamizda; hafta boyunca kronik olarak

edilen kardiyomiyositlerde kasilma ve iyonik akimlar
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uzerine olan etkileri incelenmistir.
GEREC ve YONTEM

Calismamizda; Uc aylik genc eriskin Wistar cinsi
toplam 20 adet erkek sican kullanmilmistir. Akdeniz
Etik Kurul
onay1 ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesi’nden temin
edilen sicanlar, sicakligi 22+2°C olan ve 12 saat giin
15181 ile 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada
tutulmus ve ticari sican yemi ile suya herhangi bir
kisitlama olmaksizin ulasmalar saglanmistir. Sicanlar
calismanin baslangicinda rastgele olmak Uzere iki
gruba ayrilmistir: Kontrol grubu (KON, n=10) ve SMB
grubu (n=10). SMB grubuna alt1 hafta boyunca guinliik
100 mg/kg SMB gavaj yoluyla verilerek kronik hayvan
modeli olusturulurken KON hayvanlarina da ayni
oranda distile su verilmistir.

Alt1 haftanin sonunda deney gruplarinda bulunan
hayvanlar hafif anestezi altindayken (50 mg/kg
sodyum pentobarbital) kalpler hizli bir sekilde
cikanlmis ve Langendorff sistemine baglanmistir.
Asili kalpler once icerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCl;
1,2 MgSO,; 1,2 KH,PO,; 5,8 HEPES; 20 glikoz olan ve
pH 7,2 dengesinin saglanmasi icin %5 CO, -%95 O,
ile gazlanan, kalsiyumsuz perfiizyon sollisyonu ile 5
dakika yikanmistir. Arkasindan, kalbin uzerinden 20-
25 dakika suiresince ayni soliisyon icinde hazirlanmis
kollajenaz (Roche, Collagenase A type) (0,7 mg/mL)
ve proteaz (0,06 mg/mL) karsim enzim gecirilip
uygun kivama ulasildiginda, kalp kiiclik bir kabin
icine alinmis ve sol ventrikulu aynistinlarak, makasla
ince bir sekilde dilimlenmistir. Daha sonra, ince bir
filtreden gecirilen hiicreler birkac yikama isleminden
gecirilmistir. Ortamdaki hiicrelerin Ca?* adaptasyonu
kademeli olarak saglanmistir (26).

Kontraktil Parametreler

izole edilen hiicreler, icinden Tyrode soliisyonu
[(mM): 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl,, 1,8 CaCl,, 11,8
Na-Hepes, 10 glikoz, pH:7,35)] gecen ve iki ucunda
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elektrot yerlestirilmis kivet icine alinmistir. Bu
hiicrelerden uyanlabilir olanlar secilerek 5-10 V
genligindeki 0,5 Hz frekansli pulslarin olusturdugu
kasilma miktarlan kaydedilmistir (Sekil 3a) (lonOptix
LLC, Milton USA).
(lonOptix,

Alinan kayitlarin, lonWizard
USA) programi araciigiyla % kasilma
oram (L/L,), gerimin tepesine cikis siiresi (TP) ve
gevsemenin %50’sine (RT,)), gevsemenin %75’ine
(RT,y),

hesaplanmistir.

evsemenin %90’nmna (RT, inis sureleri
5 90 5

Aksiyon
Kaydi

Potansiyeli ve Potasyum Akimlarinin

Calismamizda, sol ventrikiil miyositlerinden AP
kayitlarn da alinmistir. Tum kayitlar direnci 2-2,5
Hz’lik frekansta
yapilmistir. Pipet ici sollisyon icerigi (mM): 120
K-aspartat; 20 KCl; 6,8 MgCl,; 5 Na,ATP; 5; 0,4
Na,GTP; 10 EGTA; 4,7 CaCl,; 20 HEPES (pH=7,4)
olacak sekilde hazirlanmistir. AP icin akim kenetleme

MQ’luk elektrotlar yardimiyla 1

konfigurasyonunda; hucre icine kiiclik depolarize edici
akim pulslar1 enjekte edilerek hiicrenin uyarilmasiyla
membranda olusan potansiyel degisimleri
kaydedilmistir. Elde edilen AP’nin repolarizasyon
fazlarinin %25, 50, 75, 90 (APD

degerlendirilmistir (26).

25, 50, 75, %) sureleri

Potasyum Akimlarinin Kaydi

Butun kanal akimlar voltaj kenetleme yonteminin
tim-hucre konfigirasyonunda alinmistir. Bunun icin
hiicrenin GQ diizeyinde direnc olusturacak sekilde
elektrot ucuna yapismasi saglandiktan sonra elektrik
pulsu uygulanarak hucre zar kirntmistir.

Kayit icin, -70 mV duzeyinde kenetlenmis
hiicrelere 600 ms’lik -40 mV’luk on-puls uygulanarak
sodyum (Na*) akimlar inaktif duruma getirilmistir.
Sonra hiicrelere 3 sn’lik pulslar 4 s’lik araliklarla ve
10 mV’luk basamaklar seklinde -120 mV’tan +60 mV’a
kadar 19 defa uygulanarak total potasyum akimlan
kaydedilmistir. Patch- clamp amplifikatorinin (Axon
200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme
modunda 3 kHz’lik filtreden gecirilen potasyum

akimlari, Digidata 1200°’in 5 kHz’lik ornekleme



hizinda pClamp 10 yaziim (Axon Instrument, Foster
City CA, USA) ile kaydedilmistir.

Kayit icin 1,5-2,5 MQ’luk elektrodlar kullanilirken,
kenetleme sonrasi giris direncinin 4 MQ ve altinda
olmas1 saglanmistir. Akim kayitlan icin gerekli hiicre
dis1 ortam, sollisyonlarin kapiller borular araciligiyla
ve yer cekimi yardimiyla direkt hiicre Uzerine
uygulanmasi araciligiyla saglanmistir. Bu akimlar
icin kullanilan cozeltiler banyo icin (mM): 137 NaCl;
5,4 KCl;1,5 CaCl,; 0,5 MgCL,; 10 Glikoz; 11,8 HEPES
(pH=7,35), pipet icin ise (mM): 120 K-aspartat; 20 KCl;
10 NaCl; 5 MgATP; 10 K-HEPES (pH=7,2) olacak sekilde
hazirlanmistir. Ayrica Ca?* akimlarini bloke etmek icin
kapiller ici ortama CaCl, (250 pM) eklenmistir. Gegici
Ito, -60 mV ile +60 mV arasinda kaydedilen akimlarin
tepe degerlerinden 3 sn’lik pulsun son boliimiindeki

|, degerleri cikarilarak hesaplanmistir. |, akimlar

K1
ise -120 mV ile +10 mV potansiyel basamaklarinda
elde edilen akim kayitlarinin  kuyruk kisimlan
analiz edilerek elde edilmistir. Daha sonra, olculen
degerlerde hiicreler aras1 biyiiklik degisiminden
kaynaklanabilecek sapmalarn onlemek amaciyla
hiicre sigasina boliinerek akim yogunlugu cinsinden
degerlendirilmistir (26).

Kalsiyum Akimlarinin Kaydi

| akimlan kenetleme

CalL
konfiglrasyonunda

tim hicre voltaj
1-1,5  MQ’luk
kullanlarak kaydedilmistir. Olciimler icin pipet

elektrotlar

soluisyonu olarak (mM): 120 L-aspartate, 20 CsCl, 10
NaCl,, 5 MgATP, 10 HEPES ve 10 EGTA (pH = 7,2) ve
banyo soliisyonu olarak (mM): 137 NaCl; 5,4 KCl;1,5
CaCl,; 0,5 MgCl,; 10 Glikoz; 11,8 HEPES (pH=7,35)
iceren soliisyonlar kullamlmistir. Olciimler icin voltaj
kenetlemenin tum hiicre konfigurasyonu kullanilmistir.
Kayit icin, -70 mV diizeyinde kenetlenmis hiicrelere
-40 mV’luk on-puls uygulanarak bu seviyede bir stire
tutulmus ve sodyum (Na*) akimlar bloke edilmistir.
Sonra -50 mV’tan 10 mV’luk artislarla +60 mV’a 300
ms’lik depolarize edici pulslar uygulanarak 12 farkli
voltaj seviyesinde akim kayitlann alinmistir. Patch-
(Axon 200B,

clamp amplifikatoriiniin Molecular

Devices, USA) voltaj kenetleme modunda 3 kHz’lik
filtreden gecirilen kalsiyum akimlari, Digidata 1200’in
5 kHz’lik ornekleme hizinda pClamp 10 yazilimi (Axon
Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedilmis
ve Clampfit 11.0.3 yaziimi ile analiz edilmislerdir.
Tepe degerleri 6lcilip 300 ms’nin sonundaki kuyruk
akimlarindan cikanlmistir. Her potansiyel icin elde
edilen akim degeri ol¢iim yapilan hiicrenin sigasina
boliinerek degerlendirilmis ve tim akim degerleri
akim yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak
verilmistir (26).

Kararli durum aktivasyonunu tahmin etmek icin,
test potansiyellerine karsi Ca?* kanali iletkenliklerinin
grafigi cizdirilmistir. Surlici kuvvet goz o©niinde
bulundurularak elde edilen akim degerleri Boltzmann
denklemine: G/G_, = {1+exp[(V1/2-V)/k]}" fit
edilerek aktivasyon egrisi elde edilmistir. Denklemde
G/G, .
bagil iletkenligi, V, ,
k Boltzmann katsayisin1 temsil etmektedir.

maksimum iletkenlik ile normalize edilen
yar aktivasyon potansiyelini ve

istatistiksel Analiz

istatistiksel Clapmfit11.0.3
programi kullanmlarak yapilmistir. Sonuglar ortalama

degerlendirme,

+ SEM (standart hata) olarak verilmistir. Her degisken
icin Shapiro-Wilk normallik testi sonrasinda da
Student’s t-testi uygulanmistir. P<0,05’i saglayan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
BULGULAR

SMB Uygulamasimin Fraksiyonel Kisalma Uzerine
Etkileri

SMB’nin sican kalbinde yol actig1 degisikliklerin

fonksiyonel parametrelere etkisini  belirlemek
amaciyla kasilma cevaplarina bakilmistir. Bunun i¢in
alan uyaris1 altinda 0,5 Hz’lik uyaranlar gonderilerek
kardiyomiyosit boyundaki kisalmanin baslangic boyuna
oran (fraksiyonel kisalma) olculmustir ve Sekil 1A’da
ornek kayitlar verilmistir. Kalbin mekanik aktivitesine
bakildiginda, SMB uygulamasinin miyositin fraksiyonel
miktarin1  anlamli azalttig

kisalma diizeyde
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belirlenmistir (Sekil 1B). Aym kayitlarin TP ve RT
RT,,
anlamli bir fark olmadigi goriilmustir (Sekil 1C, D, E).

507
RT,, stireleri karsilastinldiginda gruplar arasinda

SMB uygulamasi % kasilma oraninda azalmaya sebep
olmasina karsin relaksasyon kinetikleri Gizerinde etkili
olmamuistir.

SMB Uygulamasinin Aksiyon Potansiyeli Uzerine
Etkileri

Aksiyon potansiyeli analizlerinde DMP, AP tepe
degeri ve repolarizasyonun fazlar1 incelenmistir.
Gruplardan elde edilen AP’lere iliskin ornek kayitlar
Sekil 2.A’da verilmistir. Analizlerin sonucunda SMB
grubunun repolarizasyon sirelerinin (22,45 + 4,11
ms; 39,10 + 6,74 ms; 67,06 + 11,05 ms; 95,71 + 13,68
ms), kontrol degerlerine (8,12 + 2,35 ms; 18,69
+ 4,53 ms; 37,63 + 6,92 ms; 53,02 + 7,5 ms) gore
anlamli diizeyde uzun oldugu goriilmdistiir (Sekil 2B).

Ayrica AP genligi incelendiginde KON grubuna gore
SMB grubunda genligin anlamli diizeyde diistiigii
belirlenmistir (101,99 + 3,45 mV; 80,62+ 1,67 mV,
KON ve SMB gruplan sirasiyla) (Sekil 2C). Diger
yandan alt1 haftalik deney sirecinin sonunda SMB
grubu sicanlarindan izole edilen miyositlerden elde
edilen AP kayitlarinda DMP degerlerinin de daha
pozitif oldugu goriilmistir (KON: -70,86 + 0,77 mV; S:
-66,52 + 1,55 mV) (Sekil 2D).

Kardiyak elektrofizyolojik uyarim ve geri doniisiin

diizenli olarak yayilmasi, miyositler araciligiyla
normal bir kardiyak AP olusumuna baglidir. AP’nin
depolarizasyon ve repolarizasyon evreleri ise voltaja
duyarli iyon kanallar araciligiyla olusturulan akimlar
araciigiyla siirdiiriilii. Bu nedenle, calismamizda
elde edilen kasilma ve AP’lerde olusan degisikliklerin

altinda yatan iyonik mekanizmalari aciga c¢ikarmak

A B 154
—_ 1
(=)
g *
= 10
<
E
b
2 5T
°\°
0 T
KON SMB
C D E
0.4 0.5 0.6
0.3 —_ 0.4 —— i [
—_ . ~ 0.4
) 2 0.3 =
@ 0.2 oy s
= 2 0.2 =~
0.2
0.1 0.1-
0.0 T 0.0 I 0.0 T
KON SMB KON SMB KON SMB

Sekil 1. 0,5 Hz frekansta uygulanan elektrik alan uyaris ile uyarilan kardiyomiyositlerde elde edilen kasilma yanitlar. A.
0,5 Hz frekansli uyar icin miyosit kasilma 6rnegi, B. Miyosit % kisalma orani, C. Tepeden relaksasyonun %50’sine inis zamani,
D. Tepeden relaksasyonun %75’ine inis zamani, E. Tepeden relaksasyonun %90’1na inis zamani. Degerler ortalama+SEM olarak
verilmistir. KON grubu n= 22, SMB grubu n= 29, KON grubundan fark *p<0,05.
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Sekil 2. Gruplara ait ornek aksiyon potansiyeli kayitlar1 ve AP analiz parametreleri. A. Gruplar icin ornek AP kayitlari, B.

Miyosit hiicresi AP repolarizasyon evresinin %25, 50, 75 ve 90 (

APD,., APD,;, APD.,, APD, )’ne inme siireleri, C. Aksiyon potan-

25 507

siyeli genligi, D. Dinlenim membran potansiyeli. Degerler ortalama + SEM olarak verllml$tir. KON grubu n= 15, SMB grubu n=

10, KON grubundan fark *p<0,05.

amaciyla miyosit hiicrelerinde | akimlan

incelenmistir.

to? ss’ IK1 ve ICaL
SMB Uygulamasinin K* Akimlar1 Uzerine Etkisi
AP’nin
repolarizasyon fazlarinin olusmasinda ve DMP’nin

Potasyum akimlan erken ve gec
stabilizasyonunda gorev olan iyonik akimlardir. Bu
nedenle calismamizda, oncelikli olarak repolarizasyon
surecinin en onemli belirleyicilerinden olan |, I
akimlan analiz edilmistir. Gruplara ait ortalama akim
yogunluklarinin zar potansiyeline gore degisim egrileri
ve ornek akim kayitlari Sekil 3’te gosterilmistir.
Sonuglar incelendiginde, KON grubuna kiyasla
SMB grubunda | tepe degerinin anlamli seviyede
baskilandig1 gbzlenmistir (KON: 17,14 + 1,97 pA/pF; S:

11,91 £ 1,20 pA/pF, +60 mV icin elde edilen degerler).

SMB uygulamast | akimlan lzerinde anlamli bir etki
olusturmamistir (KON: 8,93 + 1,56 pA/pF; S: 10,43
+ 0,83 pA/pF, +60 mV icin elde edilen degerler).
Ote yandan dinlenim membran potansiyelinin stabil
olmasim saglayan |, akimlari SMB uygulamas ile
degisim gostermemistir (Sekil 4A, B).

SMB Uygulamasinin Ca?* Akimlar1 Uzerine Etkisi

L-tipi Ca?* kanal akimlar1 AP’nin olusumunda etkili
olmanin yaninda, SR’dan RyR araciligiyla Ca? saliniminm
tetikleyerek uyanlma-kasilma ciftlenimini diizenleyen
Bu
akimlan Uzerine

primer hicresel mekanizmalarin basinda gelir.
nedenle calismamizda, SMB’in I
olan etkileri arastinlmistir. Sekil 5A’da ornek akim
kayitlan verilmistir. Sonuclar incelendiginde, kronik

SMB uygulamasinin |, genlikleri Uzerinde anlambl
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sekil 3. Gruplara ait | -l akimlan ve |-V degisim egrileri. A. Gruplara ait 6rnek potasyum akimlan, B. | icin |-V grafigi,

C. 1 icin I-V grafigi. K* akimlar1 -120 mV ile +60 mV arasinda 10 mV’luk artislarla 3 s siireli test pulslar uygulanarak elde
edilen kayitlarin -60 mV ile +60 mV arasinda kalan kisimlarinin analizi ile elde edilmistir. Ito, K* akiminin tepe degerlerinden
kuyruk kisminin (1) ¢ikarilmasi ile elde edilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. KON grubu n= 19, SMB grubu

|
ss

n= 16, KON grubundan fark *p<0,05.
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Sekil 4. Gruplara ait |, akimlan ve |-V degisim egrisi. A. Gruplara ait 6rnek |, akimlari, B. 1, icin |-V grafigi. | , akimlan
-120 mV ile +60 mV arasinda 10 mV’luk artislarla 3 s sireli test pulslar uygulanarak elde edilen kayitlarin -120 mV ile +10
mV potansiyelleri arasinda kalan kayitlarin kuyruk kisimlarinin analizi ile elde edilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. KON grubu n= 19, SMB grubu n= 16, KON grubundan fark *p<0,05.
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etki olusturmadigi (KON: -10,10 + 1,47 pA/pF; S:
-10,36 + 0,85 pA/pF, 0 mV icin elde edilen degerler)
belirlenmistir (Sekil 5B). Diger yandan, SMB uygulamasi
I, akimlarimin kararli durum aktivasyon dinamiklerinde

(G/G anlamli degisiklige sebep olmustur (Sekil 5C).

maks)

I, akimlarimin kondiiktans-voltaj egrisi incelendiginde
V,, degeri KON grubu icin -28,45 mV (k=4,88) ve SMB
grubu icin -16,51 mV (k=4,99) elde edilmistir. Sonuc
olarak SMB uygulamasinin aktivasyon potansiyelini
daha pozitif potansiyellere kaydirdigi bulunmustur.

A
e
KON — 50 ms SOmv SMB
-40 mV
-70 mV| L
B
¢ 1.0
09 - KON - SMB
- 0.8-
g O vso=-16.51 m
= 3 0.4
3
7 0.2
0.0
-12- -60 40 20 0
Voltage (mV)

Sekil 5. Gruplara ait |

Ca,L

akimlan A. Gruplara ait ornek ICa,L akimlan, B. Ica,L icin I-V grafigi, C. Ca akimlarinin kararli durum

aktivasyon dinamigi (G/G_ ). Kayitlar -50 mV’tan 10 mV’luk artislarla +60 mV’a kadar 300 ms’lik depolarize edici pulslar
uygulanarak 12 farkli voltaj seviyesinde alinmistir. Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. KON grubu n= 14, SMB grubu

n= 19, KON grubundan fark *p<0,05.

TARTISMA

insanlar hem eksojen hem de endojen olarak
SO, ve bilesiklerine maruz kalirlar. Endojen siilfitler,
vicudun sulfur iceren amino asitlerinin normal
isleyisinin bir sonucu olarak dretilir (27). Ote
yandan eksojen SO, bilesikleri, baz1 yiyecek ve
iceceklerde koruyucu olarak veya bir fermantasyon
urini olarak bulunur (28). SMB’ nin asitler ve suyla

reaksiyona girerek toksik SO, gazi agiga ¢ikardig
ve sodyum bisiilfit ile karsilastirildiginda asitler
ve suyla reaksiyona girmeye daha yatkin oldugu
bilinmektedir (29). Daha once yapilan calismalar,
SO,’ye maruz kalmanin bircok kardiyovaskiiler
hastalik, norotoksisite, genotoksisite ve olim orani
ile iliskili olabilecegini gostermistir (30). Bu nedenle
calismamizda, gereksiz morbidite ve mortaliteyi

ortadan kaldirmak icin kronik olarak uygulanmis
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olan SMB’nin sican kardiyomiyositlerinde kasilma ve
iyonik akimlar Uzerine olan etkileri incelenmistir.
Elde ettigimiz sonuclar: 1) SMB uygulanan sican
kardiyomisitlerinde fraksiyonel kasilmaazalmisancak
relaksasyon zamanlar etkilenmemistir. 2) Uyarilma
kasilma ciftleniminin temelini olusturan AP’nin
analizleri sonucunda APD’nin tim fazlarda uzadig,
genliginin azaldig1 ve DMP’nin’nin ise daha pozitif
degerlere kaydig1 gozlenmistir. 3) AP olusumunda
gorev alan K+ akimlarindan
baskilanirken I* ve I¥' akimlan etkilenmemistir. 4)

I* onemli duzeyde

Kasilmanin duzenli surdirulmesinde cok onemli
bir yere sahip olan Ca% akimlarinin yogunlugunun
degismedigi ancak kondiktans-voltaj iliskisinin
onemli diizeyde pozitife kaydigi tespit edilmistir.
insanlar, metiyonin ve sistein gibi siilfiir iceren
aminoasitlerin metabolizmas1 sirasinda endojen
silfite, katki maddesi olarak eklendigi Uriinlerin
(25)

ekzojen SO, bilesiklerine maruz kalmaktadirlar.

tiketilmesi ve hava Kkirliligi sonucu ise
SO, bilesiklerin1959 yilindan beri FDA onayyla
gida katki

almaktadir (31). Yapilan bir calismada, 72 mg/kg/

maddeleri olarak sofralarimizda yer
giin dozunda alinan SO2 bilesiklerinin zararli bir
etkisi olmadig1 bildirilmistir (32). Bu calismaya
dayanarak WHO, 100 katlik guivenlik faktoriinu de
ekleyerek gunlik 0,7 mg/kg sulfit dozunun zararl
etkisinin olmayacagini agiklamistir. Ancak, SO, ve
bilesiklerini iceren urunlerin tiketilme oranlarn ve
sikligina bagli olarak bu dozun tizerine cikilabilecegi
pek cok arastirma ile ortaya konmus, hatta toksik
etkilerinin oldugu vurgulanmistir (28,33). Gerek ani
anaflaktik reaksiyonlar gerekse solunum yollarindaki
ve ciltteki iritan etkileri sebebiyle SO, bilesiklerinin
diyet yoluyla alim1 bilim camias1 tarafindan
inceleme altina alinmistir. Bu nedenle bir yandan
deneysel arastirmalarla SO, bilesiklerinin aliminin
cesitli sistemler (lizerindeki doz bagimli etkileri
incelenirken, diger yandan halk sagligi taramalari ile
farkli populasyonlarda SO, bilesiklerine maruziyetin

maruziyetinin belirlenmesine yonelik calismalar
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devam etmektedir (34,35). SMB’nin doz bagimli

etkileri incelenen calismada, beyin dokusunda
100 mg/kg/giin dozunun toksik etki olusturdugunu
gosterilmistir (36). Bu nedenle calismamizda daha
once toksik etkileri saptanan 100 mg/kg/gilin SMB
dozunun kardiyomiyositler lizerine olan etkilerinin
calisilmast uygun bulunmustur.

Hayvan deneylerinde ve klinik arastirmalarda,
SO,’nin kalp atim hizin1 degistirmek, hipertansiyonu
azaltmak ve enflamatuar reaksiyonlara katilmak
gibi kardiyovaskiiler fonksiyonlara sahip
oldugu bulunmustur (10,37). SO, bilesiklerinin
(Na,SO, / NaHSO,) fizyolojik bir dozunun izole

arterlerde hafifce gevsemeye sebep oldugu ve

cesitli

etkinin konsantrasyon bagimli (1-12 mmol/L) bir
etki oldugu gozlenmistir (38). Ayrica yapilan bir

calismada eksojen SO, bilesiklerinin miyokard
lizerinde negatif bir inotropik etkiye sahip oldugu
ileri surulmustir (10). Toksik doz olan 100 mg/
kg SMB’nin kasilmayi1 baskilayici bir etkiye sahip
oldugunu ancak relaksasyon zamanlari lizerinde etki
olusturmadigr gozlemlenmistir. Ayrica miyositlerde
uyarilma-kasilma ciftlenimini buyik oranda kontrol
eden AP’nin siiresinin uzadigim gosterdik. Lai ve
ark. (23) yapmis olduklarn calismada; HL-1 atriyum
miyositler uzerine uyguladiklarn 30 pM SMB’nin
bizim sonuclanimizla benzer sekilde APD 1 dnemli
ancak DMP’yi etkilemedigini
ise hem DMP’de

hem de AP genliginde degisim elde edilmistir. Elde

Olciide uzattigim
gostermislerdir. Calismamizda
edilen sonuglarin farkliig1 calisilan hiicre tipinin
farkli olmasi ya da SO, bilesiklerinin kronik ve akut
etkilerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Calismamizda; kronik olarak uygulanmis olan
SMB’nin AP’de neden oldugu degisimlerin altinda
yatan mekanizmay1 aciklayabilmek amaciyla ilk
olarak APD’nin temel belirleyicisi olan K* akimlan
incelenmistir. APD’nin uzamas: ile tutarli olarak I
baskilanmistir ancak SMB uygulamasi | ’ler tzerinde
etkili olmamstir. Onceki calismalar, SMB’nin farkli K
akimlarinin genligini arttirdigini bildirmistir (19,39).



Ancak yakin donemde yapilan bir calismada, delayed
rectifier K* akimlarinin SMB uygulamasi ile azaldig
gosterilmistir. SMB uygulamasinin | tzerinde etkili
olmamasi yapilan calismalarda ortak sonuc gibi
goriinmektedir. Ribera ve ark. (40) 10 mg SO,/kg veya
25 mg/kg/gun ile 28 gunliik pismis biskivi diyetinden
sonra sicanlarda hicbir yan etki gézlemlenmedigini
bildirmistir. Elde edilen celiskili bulgular SMB’nin yan
etkilerinin doz ve maruz kalinan siire ile dogrudan
iliskili olabilecegini gostermektedir.

SMB’in AP’nin genligi lizerine olan etkilerine
dair direkt yapilan analiz yoktur ancak AP’nin
tetiklenmesinden ve  genligin  biyiikliglinden
sorumlu olan | ile ilgili degisimler incelenmistir.
Yapilan calismalarda, perflizyonla hiicre uzerine
uygulanan farkli dozlarda SO, bilesiklerinin doz
bagimli olarak I akimlarim artirdigi, inaktivasyon
egrisininde pozitife kaymaya neden oldugu (23),
iletkenlik-voltaj iliskisini hiperpolarizasyon yoniuinde
(19). Ancak bizim AP
genliginde anlamli bir azalma olmustur ve bu INa

kaydirdig1  gosterilmistir
baskilanmast ile iliskili olabilir. Uygulamis oldugumuz
doz toksik seviye olarak kabul edilmektedir ve
uzun sireli sistemik maruziyet soz konusudur.
Dolayisiyla K* akimlarinda farkli dozlarda elde edilen
farkli

daha once yapilan calismalardan farkli olarak AP

sonuclar goz onilinde bulunduruldugunda
genligindeki azalmanin | ’daki azalma ile iliskili
oldugunu sodyleyebiliriz. Ayrica negatif membran
potansiyellerinde, |, iletkenligi diger herhangi bir
akimdan cok daha buyuktur ve DMP’nin K* denge
potansiyeline yakin bir degerde siirdiiriilmesinde cok
onemli bir role sahiptir. Bu nedenle | ,’in fizyolojik
modiilasyonunun uyarilabilirlik Uzerinde onemli
olmast muhtemeldir.

etkileri Calismamizda, |

K1
akimlarinda bir degisim elde edilmemistir ancak DMP
degerlerinde pozitife kayma gozlenmistir. Bu sonuc
SMB’nin DMP’nin olusumunda ve korunmasinda gorev
alan asetilkolin ile aktive olan K* kanallar, buyuk

konduktansli Ca* ile aktive olan K* kanallar ya da

klorlir akimlan gibi diger baz1 yapilar tizerinde etkili
SMB’in DMP’de
meydana getirdigi degisimler ve |, lizerinde etkili

olabilecegini dustindirmektedir.

olmamasi bu olaylarin daha detayli calisilmasi
gerektigini gostermektedir.
Kardiyak AP siiresinin uzamasina neden olabilecek

bir diger iyon akimi da I_, akimidir. Eksojen SO,

CaL
bilesiklerinin, |, ile iliskili bir mekanizma yoluyla
miyokard Uzerinde negatif bir inotropik etkiye
sahip oldugu ileri siriilmistiir (10). Zhang ve ark.
(21), yapms olduklar calismalarda; SO, ve SO,
bilesiklerinin sican kardiyomiyositlerindeki |1_,’yi
baskilayabilecegini dogrulamistir (21). Ancak baz
sonuclar bu bulgulardan farklidir. ilk calismalarinda
Nie ve Meng (22), SO, bilesiklerinin doz bagimli
olarak izole sican ventrikiiler miyositlerinde |_,’yi
artirdigin1  gostermistir. Diger yandan 30pM SMB
uygulanan bir calismada ise |

. Nin  degismedigi

gosterilmistir. Calismamizda; SMB’in uzun sireli
uygulamasinin sonucunda |, akim yogunlugunun
degismedigini ancak kondiiktans-voltaj iliskisinin
pozitife kaydig1 gosterilmistir. Bu sonug |, 'nin de APD
uzamasina katki saglayabilecegini gostermektedir.
Ancak SO, ve bilesiklerinin L-tipi Ca? kanallarinin
ozelligi Uzerindeki etkisini acikliga kavusturmak icin

daha fazla arastirmaya ihtiyac duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak calismamizda, kronik olarak
uygulanan SO, ve tlrevlerinin sican Kkardiyak
miyositlerinde voltaj kapii iyon kanallarini

modiile edebilecegi ve bu modiilasyonu | ’nun

akim yogunlugunu baskilayarak ve I akiminin
aktivasyon  kinetigini  degistirerek  meydana
getirdigi ortaya konulmustur. Iyonik akimlarda

meydana gelen bu degisimler AP ve kasilma
tizerinde onemli degisikliklere sebep olmustur. Bu
nedenle calismamiz, inhalasyon ile alinan SO, veya
bilesiklerini iceren besinlerin (bisulfit, metabisulfit
vb.) aliminin kardiyak miyositlerde voltaja duyarli
iyon kanallar1 Uzerinde etkili olarak aritmilere yol
acabilecegini one slirmektedir.
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