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Sıçan kardiyak miyositlerinde kasılmanın ve iyonik akımların 
sodyum metabisülfit tarafından modülasyonu

Modulation of contraction and ionic currents by sodium metabisulfite in 
rat cardiac myocytes

Nihal ÖZTÜRK1 (ID), Nazmi YARAŞ1 (ID), Semir ÖZDEMIR1 (ID)

ÖZET

Amaç: Sülfür dioksit (SO2) ve bileşikleri  özellikle 

gelişmekte olan ülkelerde solunum ve beslenme 

yoluyla vücuda giren önemli toksik ajanlardır. SO2 

bileşiği olan sodyum metabisülfit (SMB; Na2S2O5)’in 

gıda, içecek ve ilaçlarda yaygın şekilde koruyucu 

madde olarak kullanılması nedeniyle belirlenen 

günlük güvenli dozun üzerinde tüketildiği ve zararlı 

etkilere yol açtığı bildirilmiştir. Ancak SMB’nin uzun 

süreli tüketiminin kalbin fonksiyonu üzerine olan 

etkisi bilinmezliğini korumaktadır. Çalışmamızda, 

kronik SMB uygulamasının kardiyomiyositlerde 

kasılma ve iyonik akımlar üzerine etkilerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır.

Yöntem: Hücre izolasyonu Langendorff sistemi 

aracığıyla gerçekleştirilmiştir. Kanüle edilmiş 

kalplerdeki kanın tamamının uzaklaştırılabilmesi için 

3-5 dakika Ca-free solüsyonu ile perfüzyon yapıldıktan 

sonra dakika kollejenaz (0,7 mg/ml) ve proteaz (0,06 

mg/ml) karışımı içeren Ca-free solüsyonu ile perfüzyona 

devam edilmiştir. Tüm kayıtlar, sıçan kalbinin taze 

izole edilmiş sol ventriküler miyositlerinden alınmıştır. 

Kardiyomiyositlerin kasılma ve gevşeme kinetiği, alan 

uyarımı altında sarkomer uzunluğundaki değişiklik 

kaydedilerek değerlendirilmiştir. Aksiyon potansiyeli 

ABSTRACT

Objective: Sulfur dioxide (SO2) and derivatives are 

major toxic agents that enters the body by inhalation 

and nutrition especially in developing countries. Sodium 

metabisulphite (SMB; Na2S2O5), which is a SO2 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 

determine the effects of chronic SMB administration on 

cardiomyocyte contraction and ionic currents.

Methods: For this purpose, 3-month-old male rats 

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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Sülfür dioksit (SO2) bileşikleri olan sodyum 

metabisülfit (SMB; Na2S2O5) veya sodyum pirosülfit 

çeşitli gıda ürünlerinde ve birçok içecekte koruyucu 

olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. Bunun yanında 

ilaçlarda ve parenteral amino asit solüsyonlarında 

da SO2 bileşikleri kullanılmaktadır (1). Ayrıca, SO2 

fosil yakıtların yanması ile atmosfere salınan önemli 

bir hava kirleticisidir. Solunan SO2, solunum yolunda 

sülfürik asit üretmek için kolaylıkla hidratlanabilir 

ve sonrasında bileşikleri olan bisülfit ve sülfiti (nötr 

sıvıda 1: 3 M/M) oluşturmak üzere ayrışmaktadır 

(2). Üretilmiş olan bisülfit ve sülfit, kan veya diğer 

vücut sıvılarında absorbe edilebilir. Diğer yandan SO2, 

kardiyovasküler sistemde endojen olarak üretilen 

biyolojik bir gazdır (3). Nitrik oksit, karbon monoksit 

ve hidrojen sülfür gibi diğer endojen gazlı moleküllere 

benzer şekilde, SO2’nin toksik etkilerinden farklı olarak 

kardiyovasküler fonksiyonların düzenlenmesinde 

fizyolojik bir rol üstlendiği de öngörülmektedir (4). 

Ancak canlı sistemin farklı yollardan toksik dozda 

SO2’ye maruz kalması ve bunun sonucunda çeşitli 

biyolojik etkilerin oluşması muhtemeldir (5,6). 

GIRIŞ

SODYUM METABISÜLFIT VE IYONIK AKIMLAR

shortening, action potential (AP), potassium currents 

and L-type Ca2+ 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

(AP), potasyum akımları ve L-tipi Ca2+ akımları (ICaL) 

voltaj clamp tekniği ile kaydedilmiştir.

Bulgular: SMB uygulaması kasılma genliğinde 

azalmaya sebep olurken,  AP’nin repolarizasyon fazlarında 

uzamaya ve genliğinde azalmaya neden olmuştur ancak 

kasılma kinetikleri üzerinde değişiklik gözlenmemiştir. 

Bununla birlikte, dinlenim membran potansiyelinin 

daha pozitif değerlere kaydığı gözlenmiştir. Kronik SMB 

uygulaması miyositlerde transient outward potasyum 

akımlarının baskılanmasına sebep olurken kuyruk 

akımlarını ve inward rectifier potasyum akımlarını 

etkilememiştir. Ek olarak SMB, ICaL’nin yoğunluğunda 

değişikliğe sebep olmamıştır ancak aktivasyon eğrisini 

daha pozitif potansiyellere kaydırmıştır.

Sonuç: Çalışmamızda, elde edilen sonuçlara göre 

ve günlük tüketiminin toksik dozlara ulaşabileceği göz 

önünde bulundurulduğunda, SMB’nin kalpte voltaja 

duyarlı iyonik akımları modüle ederek kardiyak 

fonksiyonlarda anormal değişikliklere sebep olabileceği 

gösterilmiştir. SMB ile indüklenen negatif inotropik 

etkinin moleküler mekanizmaları, SMB ile ilişkili 

kardiyovasküler hastalıkların patogenezine katkıda 

bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Aksiyon potansiyeli, iyonik 

akımlar, kasılma, sodyum metabisülfit



Turk Hij Den Biyol Derg 89

Cilt 78  Sayı 1 2021N. ÖZTÜRK, N. YARAŞ ve S. ÖZDEMIR

Birçok epidemiyolojik çalışma, SO2 bileşiklerinin 

kardiyovasküler hastalık riskini ve kardiyovasküler 

hastalığa bağlı mortaliteyi artırdığını göstermiştir 

(7–9). Örneğin, SO2 bileşiklerinin eksojen uygulaması 

hem spontan hipertansif sıçanlarda hem de normal 

sıçanlarda kan basıncını düşürmüştür (5). Hem SO2 

hem de SO2 bileşiklerinin izole aort dokularında 

konsantrasyona bağlı vazodilatasyona sebep olduğu 

gösterilmiştir (6). Akut SO2 uygulamasının aynı 

zamanda hemodinamik parametreler ve miyokardiyal 

kontraktilite üzerine doz bağımlı olarak negatif 

inotropik etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir (10).

Kardiyak elektrofizyolojik uyarım ve geri dönüşün 

düzenli olarak yayılması, miyositler aracılığıyla 

normal bir kardiyak aksiyon potansiyeli (AP) 

oluşumuna bağlıdır. AP’nin depolarizasyonuna ve 

repolarizasyonuna, spesifik membran iyon kanallarının 

etkisine bağlı olarak farklı iyon yükü taşıyıcılarının 

aracılık ettiği çoklu, etkileşen, içe ve dışa akımlar 

aracılık eder (11). Başlangıç depolarizasyon fazı hızlı 

bir yukarı çıkış (upstroke) şeklinde gerçekleşir ve esas 

olarak voltaja duyarlı sodyum kanalları yoluyla içeriye 

doğru Na+ akımı (INa) oluşturularak meydana getirilir. 

Bunu izleyen plato fazına içe doğru Ca2+ akımı (L-tipi 

Ca2+ kanal akımı; ICaL) ve potasyum akımları hakimdir 

(12). Sonuçta hücre içine Ca2+ girişi sarkoplazmik 

retikulumdan Ca2+ salınımını indükler, böylece uyarılma-

kasılma çiftlenimi aktive olur. Membranı nihai olarak 

dinlenim potansiyeline döndüren repolarizasyon, 

esas olarak voltaj kapılı K+ kanallarından dışarı doğru 

oluşan akım tarafından yönlendirilir (13). K+ kanalı 

aktivitesi, depolarizasyon süresini ve dolayısıyla Ca2+ 

aracılı kasılmanın zaman sürecini ve refrakter periyodu 

sınırladığı için AP süresinin (APD) temel belirleyicisidir. 

Ayrıca içeri doğrultucu potasyum akımları (inward 

rectifier potassium currens; IK1), repolarizasyonun 

terminal fazında büyük öneme sahiptir ve 

kardiyomiyositlerin dinlenim membran potansiyelini 

(DMP) sürdürmesi için gereklidir (14,15). Bu akımlar, 

AP’nin geliştirilmesi, sürdürülmesi ve sonlandırılmasına 

kesin olarak zamanlanmış ve düzenlenmiş bir şekilde 

katkıda bulunur (11).

SO2  bileşiklerinin sıçanların hipokampal CA1 ve 

dorsal kök ganglion nöronlarında Na+ ve K+ akımlarında 

değişikliklere neden olabileceği gösterilmiştir (16–

18). Kardiyomiyosit hücrelerinde yapılan çalışmalarda 

SO2 bileşiklerinin doz bağımlı olarak geçici dışarı 

potasyum akımları (transient outward potassium 

currents; Ito) ve IK1’i artırdığı, ancak kuyruk akım 

değerlerini (steady-state potassium currents; Iss) 

etkilemediği ve aynı şekilde INa’yı da doz bağımlı 

olarak artırdığı sonucuna varılmıştır (19,20). Bununla 

birlikte, SO2  bileşiklerinin memeli hücrelerinin ICaL 

akımları üzerindeki akut etkileri hakkında çelişkili 

sonuçlar elde edilmiştir. Zhang ve ark. (21) yapmış 

oldukları çalışmada; miyositler üzerine uygulanan 

SO2  bileşiklerinin doz bağımlı olarak Ca2+ akımlarını 

baskıladığını ileri sürerken Meng ve ark. (22), SO2 

bileşiklerinin ICaL’yi konsantrasyona bağlı bir şekilde 

artırdığını göstermiştir. Ayrıca yakın dönemde yapılan 

bir başka çalışmada da yine AP süresinin (APD) uzadığı 

gösterilmiştir (23).

Birleşmiş Milletler Gıda Katkı Maddeleri Birliği 

FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of 

the United Nations - Amerika Gıda ve Tarım Örgütü 

(GTÖ)) / (World Health Organization) 1974 yılında 

günlük kabul edilebilir SO2  bileşiklerinin dozunu 100 

katlık güvenlik faktörü de ekleyerek 0,7 mg/kg/gün 

olarak belirlemiş ve 2000 yılında da bu doz tekrar 

teyit edilmiştir (24). Ancak insanların, metiyonin ve 

sistein gibi sülfür içeren aminoasitlerin metabolizması 

sırasında endojen sülfite, katkı maddesi olarak 

eklendiği ürünlerin tüketilmesi ve hava kirliliğinin 

artması sonucu ise ekzojen SO2 ve bileşiklerine maruz 

kalması sonucu günlük kabul edilebilir dozun aşılması 

çok muhtemel bir durumdur (25). Kardiyomiyositlerde 

SO2 bileşiklerinin oluşturduğu değişikliklerin 

incelendiği çalışmalarda, genellikle akut etkiler 

üzerine odaklanılmıştır. Bu bilgiler doğrultusunda 

çalışmamızda; altı hafta boyunca kronik olarak 

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

edilen kardiyomiyositlerde kasılma ve iyonik akımlar 
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üzerine olan etkileri incelenmiştir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda; üç aylık genç erişkin Wistar cinsi 

toplam 20 adet erkek sıçan kullanılmıştır. Akdeniz 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul 

onayı ile Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları Bakım ve Üretim Ünitesi’nden temin 

edilen sıçanlar, sıcaklığı 22±2°C olan ve 12 saat gün 

ışığı ile 12 saat karanlık periyodu uygulanan bir odada 

tutulmuş ve ticari sıçan yemi ile suya herhangi bir 

kısıtlama olmaksızın ulaşmaları sağlanmıştır. Sıçanlar 

çalışmanın başlangıcında rastgele olmak üzere iki 

gruba ayrılmıştır: Kontrol grubu (KON, n=10) ve SMB 

grubu (n= 10).  SMB grubuna altı hafta boyunca günlük 

100 mg/kg SMB gavaj yoluyla verilerek kronik hayvan 

modeli oluşturulurken KON hayvanlarına da aynı 

oranda distile su verilmiştir.

Altı haftanın sonunda deney gruplarında bulunan 

hayvanlar hafif anestezi altındayken (50 mg/kg 

sodyum pentobarbital) kalpler hızlı bir şekilde 

çıkarılmış ve Langendorff sistemine bağlanmıştır. 

Asılı kalpler önce içeriği (mM): 137 NaCl; 5,4 KCl; 

1,2 MgSO4; 1,2 KH2PO4; 5,8 HEPES; 20 glikoz olan ve 

pH 7,2 dengesinin sağlanması için %5 CO2 -%95 O2 

ile gazlanan, kalsiyumsuz perfüzyon solüsyonu ile 5 

dakika yıkanmıştır. Arkasından, kalbin üzerinden 20-

25 dakika süresince aynı solüsyon içinde hazırlanmış 

kollajenaz (Roche, Collagenase A type) (0,7 mg/mL) 

ve proteaz (0,06 mg/mL) karışımı enzim geçirilip 

uygun kıvama ulaşıldığında, kalp küçük bir kabın 

içine alınmış ve sol ventrikülü ayrıştırılarak, makasla 

ince bir şekilde dilimlenmiştir. Daha sonra, ince bir 

filtreden geçirilen hücreler birkaç yıkama işleminden 

geçirilmiştir. Ortamdaki hücrelerin Ca2+ adaptasyonu 

kademeli olarak sağlanmıştır (26). 

Kontraktil Parametreler

İzole edilen hücreler, içinden Tyrode solüsyonu 

[(mM): 137 NaCI, 5,4 KCI, 0,5 MgCI2, 1,8 CaCI2, 11,8 

Na-Hepes, 10 glikoz, pH:7,35)] geçen ve iki ucunda 

elektrot yerleştirilmiş küvet içine alınmıştır. Bu 

hücrelerden uyarılabilir olanlar seçilerek 5-10 V 

genliğindeki 0,5 Hz frekanslı pulsların oluşturduğu 

kasılma miktarları kaydedilmiştir (Şekil 3a) (IonOptix 

LLC, Milton USA). Alınan kayıtların, IonWizard 

(IonOptix, USA) programı aracılığıyla % kasılma 

oranı (L/L0), gerimin tepesine çıkış süresi (TP) ve 

gevşemenin %50’sine (RT50), gevşemenin %75’ine 

(RT75), gevşemenin %90’nına (RT90) iniş süreleri 

hesaplanmıştır.

Aksiyon Potansiyeli ve Potasyum Akımlarının 
Kaydı

Çalışmamızda, sol ventrikül miyositlerinden AP 

kayıtları da alınmıştır. Tüm kayıtlar direnci 2-2,5 

MΩ’luk elektrotlar yardımıyla 1 Hz’lik frekansta 

yapılmıştır. Pipet içi solüsyon içeriği (mM): 120 

K-aspartat; 20 KCl; 6,8 MgCl2; 5 Na2ATP; 5; 0,4 

Na2GTP; 10 EGTA; 4,7 CaCl2; 20 HEPES (pH=7,4) 

olacak şekilde hazırlanmıştır. AP için akım kenetleme 

konfigurasyonunda; hücre içine küçük depolarize edici 

akım pulsları enjekte edilerek hücrenin uyarılmasıyla 

membranda oluşan potansiyel değişimleri 

kaydedilmiştir. Elde edilen AP’nin repolarizasyon 

fazlarının %25, 50, 75, 90 (APD25, 50, 75, 90) süreleri 

değerlendirilmiştir (26).

Potasyum Akımlarının Kaydı

Bütün kanal akımları voltaj kenetleme yönteminin 

tüm-hücre konfigürasyonunda alınmıştır. Bunun için 

hücrenin GΩ düzeyinde direnç oluşturacak şekilde 

elektrot ucuna yapışması sağlandıktan sonra elektrik 

pulsu uygulanarak hücre zarı kırılmıştır. 

Kayıt için, –70 mV düzeyinde kenetlenmiş 

hücrelere 600 ms’lik –40 mV’luk ön-puls uygulanarak 

sodyum (Na+) akımları inaktif duruma getirilmiştir. 

Sonra hücrelere 3 sn’lik pulslar 4 s’lik aralıklarla ve 

10 mV’luk basamaklar şeklinde -120 mV’tan +60 mV’a 

kadar 19 defa uygulanarak total potasyum akımları 

kaydedilmiştir. Patch- clamp amplifikatörünün (Axon 

200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme 

modunda 3 kHz’lik filtreden geçirilen potasyum 

akımları, Digidata 1200’ün 5 kHz’lik örnekleme 

SODYUM METABISÜLFIT VE IYONIK AKIMLAR
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hızında pClamp 10 yazılımı (Axon Instrument, Foster 

City CA, USA) ile kaydedilmiştir.

Kayıt için 1,5-2,5 MΩ’luk elektrodlar kullanılırken, 

kenetleme sonrası giriş direncinin 4 MΩ ve altında 

olması sağlanmıştır. Akım kayıtları için gerekli hücre 

dışı ortam, solüsyonların kapiller borular aracılığıyla 

ve yer çekimi yardımıyla direkt hücre üzerine 

uygulanması aracılığıyla sağlanmıştır. Bu akımlar 

için kullanılan çözeltiler banyo için (mM): 137 NaCl; 

5,4 KCl;1,5 CaCl2; 0,5 MgCl2; 10 Glikoz; 11,8 HEPES 

(pH=7,35), pipet için ise (mM): 120 K-aspartat; 20 KCl; 

10 NaCl; 5 MgATP; 10 K-HEPES (pH=7,2) olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Ayrıca Ca2+ akımlarını bloke etmek için 

kapiller içi ortama CaCl2 (250 μM) eklenmiştir. Geçici 

Ito, -60 mV ile +60 mV arasında kaydedilen akımların 

tepe değerlerinden 3 sn’lik pulsun son bölümündeki 

Iss değerleri çıkarılarak hesaplanmıştır. IK1 akımları  

ise -120 mV ile +10 mV potansiyel basamaklarında 

elde edilen akım kayıtlarının kuyruk kısımları 

analiz edilerek elde edilmiştir.  Daha sonra, ölçülen 

değerlerde hücreler arası büyüklük değişiminden 

kaynaklanabilecek sapmaları önlemek amacıyla 

hücre sığasına bölünerek akım yoğunluğu cinsinden 

değerlendirilmiştir (26).

Kalsiyum Akımlarının Kaydı

ICaL akımları tüm hücre voltaj kenetleme 

konfigürasyonunda 1-1,5 MΩ’luk elektrotlar 

kullanılarak kaydedilmiştir. Ölçümler için pipet 

solüsyonu olarak (mM): 120 L-aspartate, 20 CsCl, 10 

NaCl2, 5 MgATP, 10 HEPES ve 10 EGTA (pH = 7,2) ve 

banyo solüsyonu olarak (mM): 137 NaCl; 5,4 KCl;1,5 

CaCl2; 0,5 MgCl2; 10 Glikoz; 11,8 HEPES (pH=7,35) 

içeren solüsyonlar kullanılmıştır. Ölçümler için voltaj 

kenetlemenin tüm hücre konfigürasyonu kullanılmıştır. 

Kayıt için, –70 mV düzeyinde kenetlenmiş hücrelere 

–40 mV’luk ön-puls uygulanarak bu seviyede bir süre 

tutulmuş ve sodyum (Na+) akımları bloke edilmiştir. 

Sonra –50 mV’tan 10 mV’luk artışlarla +60 mV’a 300 

ms’lik depolarize edici pulslar uygulanarak 12 farklı 

voltaj seviyesinde akım kayıtları alınmıştır. Patch-

clamp amplifikatörünün (Axon 200B, Molecular 

Devices, USA) voltaj kenetleme modunda 3 kHz’lik 

filtreden geçirilen kalsiyum akımları, Digidata 1200’ün 

5 kHz’lik örnekleme hızında pClamp 10 yazılımı (Axon 

Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedilmiş 

ve Clampfit 11.0.3 yazılımı ile analiz edilmişlerdir. 

Tepe değerleri ölçülüp 300 ms’nin sonundaki kuyruk 

akımlarından çıkarılmıştır. Her potansiyel için elde 

edilen akım değeri ölçüm yapılan hücrenin sığasına 

bölünerek değerlendirilmiş ve tüm akım değerleri 

akım yoğunluğunun voltaja göre değişimi olarak 

verilmiştir (26).

Kararlı durum aktivasyonunu tahmin etmek için, 

test potansiyellerine karşı Ca2+ kanalı iletkenliklerinin 

grafiği çizdirilmiştir. Sürücü kuvvet göz önünde 

bulundurularak elde edilen akım değerleri Boltzmann 

denklemine: G/Gmaks = {1+exp[(V1/2-V)/k]}-1 fit 

edilerek aktivasyon eğrisi elde edilmiştir. Denklemde 

G/Gmaks, maksimum iletkenlik ile normalize edilen 

bağıl iletkenliği, V1/2 yarı aktivasyon potansiyelini ve 

k Boltzmann katsayısını temsil etmektedir.

Istatistiksel Analiz

İstatistiksel değerlendirme, Clapmfit11.0.3 

programı kullanılarak yapılmıştır. Sonuçlar ortalama 

± SEM (standart hata) olarak verilmiştir. Her değişken 

için Shapiro–Wilk normallik testi sonrasında da 

Student’s t-testi uygulanmıştır. P<0,05’i sağlayan 

değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir

BULGULAR

SMB Uygulamasının Fraksiyonel Kısalma Üzerine 
Etkileri

SMB’nin sıçan kalbinde yol açtığı değişikliklerin 

fonksiyonel parametrelere etkisini belirlemek 

amacıyla kasılma cevaplarına bakılmıştır. Bunun için 

alan uyarısı altında 0,5 Hz’lik uyaranlar gönderilerek 

kardiyomiyosit boyundaki kısalmanın başlangıç boyuna 

oranı (fraksiyonel kısalma) ölçülmüştür ve Şekil 1A’da 

örnek kayıtlar verilmiştir. Kalbin mekanik aktivitesine 

bakıldığında, SMB uygulamasının miyositin fraksiyonel 

kısalma miktarını anlamlı düzeyde azalttığı 
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belirlenmiştir (Şekil 1B). Aynı kayıtların TP ve RT50, 

RT75, RT90 süreleri karşılaştırıldığında gruplar arasında 

anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür (Şekil 1C, D, E). 

SMB uygulaması % kasılma oranında azalmaya sebep 

olmasına karşın relaksasyon kinetikleri üzerinde etkili 

olmamıştır. 

SMB Uygulamasının Aksiyon Potansiyeli Üzerine 
Etkileri

Aksiyon potansiyeli analizlerinde DMP, AP tepe 

değeri ve repolarizasyonun fazları incelenmiştir. 

Gruplardan elde edilen AP’lere ilişkin örnek kayıtlar 

Şekil 2.A’da verilmiştir.  Analizlerin sonucunda SMB 

grubunun repolarizasyon sürelerinin (22,45 ± 4,11 

ms; 39,10 ± 6,74 ms; 67,06 ± 11,05 ms; 95,71 ± 13,68 

ms), kontrol değerlerine (8,12 ± 2,35 ms; 18,69 

± 4,53 ms; 37,63 ± 6,92 ms; 53,02 ± 7,5 ms) göre 

anlamlı düzeyde uzun olduğu görülmüştür (Şekil 2B). 

Ayrıca AP genliği incelendiğinde KON grubuna göre 

SMB grubunda genliğin anlamlı düzeyde düştüğü 

belirlenmiştir (101,99 ± 3,45 mV; 80,62± 1,67 mV, 

KON ve SMB grupları sırasıyla) (Şekil 2C). Diğer 

yandan altı haftalık deney sürecinin sonunda SMB 

grubu sıçanlarından izole edilen miyositlerden elde 

edilen AP kayıtlarında DMP değerlerinin de daha 

pozitif olduğu görülmüştür (KON: -70,86 ± 0,77 mV; S: 

-66,52 ± 1,55 mV) (Şekil 2D).

Kardiyak elektrofizyolojik uyarım ve geri dönüşün 

düzenli olarak yayılması, miyositler aracılığıyla 

normal bir kardiyak AP oluşumuna bağlıdır. AP’nin 

depolarizasyon ve repolarizasyon evreleri ise voltaja 

duyarlı iyon kanalları aracılığıyla oluşturulan akımlar 

aracılığıyla sürdürülür. Bu nedenle, çalışmamızda 

elde edilen kasılma ve AP’lerde oluşan değişikliklerin 

altında yatan iyonik mekanizmaları açığa çıkarmak 

Şekil 1. 0,5 Hz frekansta uygulanan elektrik alan uyarısı ile uyarılan kardiyomiyositlerde elde edilen kasılma yanıtları. A. 
0,5 Hz frekanslı uyarı için miyosit kasılma örneği, B. Miyosit % kısalma oranı, C. Tepeden relaksasyonun %50’sine iniş zamanı, 
D. Tepeden relaksasyonun %75’ine iniş zamanı, E. Tepeden relaksasyonun %90’ına iniş zamanı. Değerler ortalama±SEM olarak 
verilmiştir. KON grubu n= 22, SMB grubu n= 29, KON grubundan fark *p<0,05.
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amacıyla miyosit hücrelerinde Ito, Iss, IK1 ve ICaL akımları 

incelenmiştir.

SMB Uygulamasının K+ Akımları Üzerine Etkisi

Potasyum akımları AP’nin erken ve geç 

repolarizasyon fazlarının oluşmasında ve DMP’nin 

stabilizasyonunda görev olan iyonik akımlardır. Bu 

nedenle çalışmamızda, öncelikli olarak repolarizasyon 

sürecinin en önemli belirleyicilerinden olan Ito, Iss 
akımları analiz edilmiştir. Gruplara ait ortalama akım 

yoğunluklarının zar potansiyeline göre değişim eğrileri 

ve örnek akım kayıtları Şekil 3’te gösterilmiştir. 

Sonuçlar incelendiğinde, KON grubuna kıyasla 

SMB grubunda Ito tepe değerinin anlamlı seviyede 

baskılandığı gözlenmiştir (KON: 17,14 ± 1,97 pA/pF; S: 

11,91 ± 1,20 pA/pF, +60 mV için elde edilen değerler). 

SMB uygulaması Iss akımları üzerinde anlamlı bir etki 

oluşturmamıştır (KON: 8,93 ± 1,56 pA/pF; S: 10,43 

± 0,83 pA/pF, +60 mV için elde edilen değerler). 

Öte yandan dinlenim membran potansiyelinin stabil 

olmasını sağlayan IK1 akımları SMB uygulaması ile 

değişim göstermemiştir (Şekil 4A, B).

SMB Uygulamasının Ca2+ Akımları Üzerine Etkisi

L-tipi Ca2+ kanal akımları AP’nin oluşumunda etkili 

olmanın yanında, SR’dan RyR aracılığıyla Ca2+ salınımını 

tetikleyerek uyarılma-kasılma çiftlenimini düzenleyen 

primer hücresel mekanizmaların başında gelir. Bu 

nedenle çalışmamızda, SMB’in ICaL akımları üzerine 

olan etkileri araştırılmıştır. Şekil 5A’da örnek akım 

kayıtları verilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde, kronik 

SMB uygulamasının ICaL genlikleri üzerinde anlamlı 

Şekil 2. Gruplara ait örnek aksiyon potansiyeli kayıtları ve AP analiz parametreleri. A. Gruplar için örnek AP kayıtları, B. 
Miyosit hücresi AP repolarizasyon evresinin %25, 50, 75 ve 90 (APD25, APD50, APD75, APD90)’ne inme süreleri, C. Aksiyon potan-
siyeli genliği, D. Dinlenim membran potansiyeli. Değerler ortalama ± SEM olarak verilmiştir. KON grubu n= 15, SMB grubu n= 
10, KON grubundan fark *p<0,05.
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Şekil 3. Gruplara ait Ito-Iss akımları ve I-V değişim eğrileri. A. Gruplara ait örnek potasyum akımları, B. Ito için I-V grafiği, 
C. Iss için I-V grafiği. K+ akımları -120 mV ile +60 mV arasında 10 mV’luk artışlarla 3 s süreli test pulsları uygulanarak elde 
edilen kayıtların -60 mV ile +60 mV arasında kalan kısımlarının analizi ile elde edilmiştir. Ito, K+ akımının tepe değerlerinden 
kuyruk kısmının (Iss) çıkarılması ile elde edilmiştir. Değerler ortalama ± SEM olarak verilmiştir. KON grubu n= 19, SMB grubu 
n= 16, KON grubundan fark *p<0,05.

Şekil 4. Gruplara ait IK1 akımları ve I-V değişim eğrisi. A. Gruplara ait örnek IK1 akımları, B. IK1 için I-V grafiği. IK1 akımları 
-120 mV ile +60 mV arasında 10 mV’luk artışlarla 3 s süreli test pulsları uygulanarak elde edilen kayıtların -120 mV ile +10 
mV potansiyelleri arasında kalan kayıtların kuyruk kısımlarının analizi ile elde edilmiştir. Değerler ortalama ± SEM olarak 
verilmiştir. KON grubu n= 19, SMB grubu n= 16, KON grubundan fark *p<0,05.

SODYUM METABISÜLFIT VE IYONIK AKIMLAR
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etki oluşturmadığı (KON: -10,10 ± 1,47 pA/pF; S: 

-10,36 ± 0,85 pA/pF, 0 mV için elde edilen değerler) 

belirlenmiştir (Şekil 5B). Diğer yandan, SMB uygulaması 

ICaL akımlarının kararlı durum aktivasyon dinamiklerinde 

(G/Gmaks) anlamlı değişikliğe sebep olmuştur (Şekil 5C). 

ICaL akımlarının kondüktans-voltaj eğrisi incelendiğinde 

V50 değeri KON grubu için -28,45 mV (k=4,88) ve SMB 

grubu için -16,51 mV (k=4,99) elde edilmiştir. Sonuç 

olarak SMB uygulamasının aktivasyon potansiyelini 

daha pozitif potansiyellere kaydırdığı bulunmuştur.

Şekil 5. Gruplara ait ICa,L akımları A. Gruplara ait örnek ICa,L akımları, B. ICa,L için I-V grafiği, C. Ca akımlarının kararlı durum 
aktivasyon dinamiği (G/Gmak). Kayıtlar –50 mV’tan 10 mV’luk artışlarla +60 mV’a kadar 300 ms’lik depolarize edici pulslar 
uygulanarak 12 farklı voltaj seviyesinde alınmıştır. Değerler ortalama ± SEM olarak verilmiştir. KON grubu n= 14, SMB grubu 
n= 19, KON grubundan fark *p<0,05.

TARTIŞMA

İnsanlar hem eksojen hem de endojen olarak 

SO2 ve bileşiklerine maruz kalırlar. Endojen sülfitler, 

vücudun sülfür içeren amino asitlerinin normal 

işleyişinin bir sonucu olarak üretilir (27). Öte 

yandan eksojen SO2 bileşikleri, bazı yiyecek ve 

içeceklerde koruyucu olarak veya bir fermantasyon 

ürünü olarak bulunur (28). SMB’ nin asitler ve suyla 

reaksiyona girerek toksik SO2 gazı açığa çıkardığı 

ve sodyum bisülfit ile karşılaştırıldığında asitler 

ve suyla reaksiyona girmeye daha yatkın olduğu 

bilinmektedir (29). Daha önce yapılan çalışmalar, 

SO2’ye maruz kalmanın birçok kardiyovasküler 

hastalık, nörotoksisite, genotoksisite ve ölüm oranı 

ile ilişkili olabileceğini göstermiştir (30). Bu nedenle 

çalışmamızda, gereksiz morbidite ve mortaliteyi 

ortadan kaldırmak için kronik olarak uygulanmış 
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olan SMB’nin sıçan kardiyomiyositlerinde kasılma ve 

iyonik akımlar üzerine olan etkileri incelenmiştir. 

Elde ettiğimiz sonuçlar: 1) SMB uygulanan sıçan 

kardiyomisitlerinde fraksiyonel kasılma azalmış ancak 

relaksasyon zamanları etkilenmemiştir. 2) Uyarılma 

kasılma çiftleniminin temelini oluşturan AP’nin 

analizleri sonucunda APD’nin tüm fazlarda uzadığı, 

genliğinin azaldığı ve DMP’nin’nin ise daha pozitif 

değerlere kaydığı gözlenmiştir. 3) AP oluşumunda 

görev alan K+ akımlarından Ito önemli düzeyde 

baskılanırken Iss ve IK1 akımları etkilenmemiştir. 4) 

Kasılmanın düzenli sürdürülmesinde çok önemli 

bir yere sahip olan Ca2+ akımlarının yoğunluğunun 

değişmediği ancak kondüktans-voltaj ilişkisinin 

önemli düzeyde pozitife kaydığı tespit edilmiştir.

İnsanlar, metiyonin ve sistein gibi sülfür içeren 

aminoasitlerin metabolizması sırasında endojen 

sülfite, katkı maddesi olarak eklendiği ürünlerin 

tüketilmesi (25) ve hava kirliliği sonucu ise 

ekzojen SO2 bileşiklerine maruz kalmaktadırlar. 

SO2 bileşiklerin1959 yılından beri FDA onayıyla 

gıda katkı maddeleri olarak sofralarımızda yer 

almaktadır (31). Yapılan bir çalışmada, 72 mg/kg/

gün dozunda alınan SO2 bileşiklerinin zararlı bir 

etkisi olmadığı bildirilmiştir (32). Bu çalışmaya 

dayanarak WHO, 100 katlık güvenlik faktörünü de 

ekleyerek günlük 0,7 mg/kg sülfit dozunun zararlı 

etkisinin olmayacağını açıklamıştır. Ancak, SO2 ve 

bileşiklerini içeren ürünlerin tüketilme oranları ve 

sıklığına bağlı olarak bu dozun üzerine çıkılabileceği 

pek çok araştırma ile ortaya konmuş, hatta toksik 

etkilerinin olduğu vurgulanmıştır (28,33). Gerek ani 

anaflaktik reaksiyonlar gerekse solunum yollarındaki 

ve ciltteki iritan etkileri sebebiyle SO2 bileşiklerinin 

diyet yoluyla alımı bilim camiası tarafından 

inceleme altına alınmıştır. Bu nedenle bir yandan 

deneysel araştırmalarla SO2 bileşiklerinin alımının 

çeşitli sistemler üzerindeki doz bağımlı etkileri 

incelenirken, diğer yandan halk sağlığı taramaları ile 

farklı popülasyonlarda SO2 bileşiklerine maruziyetin 

maruziyetinin belirlenmesine yönelik çalışmalar 

devam etmektedir (34,35). SMB’nin doz bağımlı 

etkileri incelenen çalışmada, beyin dokusunda 

100 mg/kg/gün dozunun toksik etki oluşturduğunu 

gösterilmiştir (36). Bu nedenle çalışmamızda daha 

önce toksik etkileri saptanan 100 mg/kg/gün SMB 

dozunun kardiyomiyositler üzerine olan etkilerinin 

çalışılması uygun bulunmuştur.

Hayvan deneylerinde ve klinik araştırmalarda, 

SO2’nin kalp atım hızını değiştirmek, hipertansiyonu 

azaltmak ve enflamatuar reaksiyonlara katılmak 

gibi çeşitli kardiyovasküler fonksiyonlara sahip 

olduğu bulunmuştur (10,37). SO2 bileşiklerinin 

(Na2SO3 ⁄ NaHSO3) fizyolojik bir dozunun izole 

arterlerde hafifçe gevşemeye sebep olduğu ve 

etkinin konsantrasyon bağımlı (1-12 mmol/L) bir 

etki olduğu gözlenmiştir (38). Ayrıca yapılan bir 

çalışmada eksojen SO2 bileşiklerinin miyokard 

üzerinde negatif bir inotropik etkiye sahip olduğu 

ileri sürülmüştür (10). Toksik doz olan 100 mg/

kg SMB’nin kasılmayı baskılayıcı bir etkiye sahip 

olduğunu ancak relaksasyon zamanları üzerinde etki 

oluşturmadığı gözlemlenmiştir. Ayrıca miyositlerde 

uyarılma-kasılma çiftlenimini büyük oranda kontrol 

eden AP’nin süresinin uzadığını gösterdik. Lai ve 

ark. (23) yapmış oldukları çalışmada; HL-1 atriyum 

miyositler üzerine uyguladıkları 30 µM SMB’nin 

bizim sonuçlarımızla benzer şekilde APD90’ı önemli 

ölçüde uzattığını ancak DMP’yi etkilemediğini 

göstermişlerdir. Çalışmamızda ise hem DMP’de 

hem de AP genliğinde değişim elde edilmiştir. Elde 

edilen sonuçların farklılığı çalışılan hücre tipinin 

farklı olması ya da SO2 bileşiklerinin kronik ve akut 

etkilerinin farklı olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

Çalışmamızda; kronik olarak uygulanmış olan 

SMB’nin AP’de neden olduğu değişimlerin altında 

yatan mekanizmayı açıklayabilmek amacıyla ilk 

olarak APD’nin temel belirleyicisi olan K+ akımları 

incelenmiştir. APD’nin uzaması ile tutarlı olarak Ito 

baskılanmıştır ancak SMB uygulaması Iss’ler üzerinde 

etkili olmamıştır. Önceki çalışmalar, SMB’nin farklı K+ 

akımlarının genliğini arttırdığını bildirmiştir (19,39). 
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Ancak yakın dönemde yapılan bir çalışmada, delayed 

rectifier K+ akımlarının SMB uygulaması ile azaldığı 

gösterilmiştir. SMB uygulamasının Iss üzerinde etkili 

olmaması yapılan çalışmalarda ortak sonuç gibi 

görünmektedir. Ribera ve ark. (40) 10 mg SO2/kg veya 

25 mg/kg/gün ile 28 günlük pişmiş bisküvi diyetinden 

sonra sıçanlarda hiçbir yan etki gözlemlenmediğini 

bildirmiştir. Elde edilen çelişkili bulgular SMB’nin yan 

etkilerinin doz ve maruz kalınan süre ile doğrudan 

ilişkili olabileceğini göstermektedir. 

SMB’in AP’nin genliği üzerine olan etkilerine 

dair direkt yapılan analiz yoktur ancak AP’nin 

tetiklenmesinden ve genliğin büyüklüğünden 

sorumlu olan INa ile ilgili değişimler incelenmiştir. 

Yapılan çalışmalarda, perfüzyonla hücre üzerine 

uygulanan farklı dozlarda SO2 bileşiklerinin doz 

bağımlı olarak INa akımlarını artırdığı, inaktivasyon 

eğrisininde pozitife kaymaya neden olduğu (23), 

iletkenlik-voltaj ilişkisini hiperpolarizasyon yönünde 

kaydırdığı gösterilmiştir (19). Ancak bizim AP 

genliğinde anlamlı bir azalma olmuştur ve bu INa 

baskılanması ile ilişkili olabilir. Uygulamış olduğumuz 

doz toksik seviye olarak kabul edilmektedir ve 

uzun süreli sistemik maruziyet söz konusudur. 

Dolayısıyla K+ akımlarında farklı dozlarda elde edilen 

farklı sonuçlar göz önünde bulundurulduğunda 

daha önce yapılan çalışmalardan farklı olarak AP 

genliğindeki azalmanın INa’daki azalma ile ilişkili 

olduğunu söyleyebiliriz. Ayrıca negatif membran 

potansiyellerinde, IK1 iletkenliği diğer herhangi bir 

akımdan çok daha büyüktür ve DMP’nin K+ denge 

potansiyeline yakın bir değerde sürdürülmesinde çok 

önemli bir role sahiptir. Bu nedenle IK1’in fizyolojik 

modülasyonunun uyarılabilirlik üzerinde önemli 

etkileri olması muhtemeldir. Çalışmamızda, IK1 

akımlarında bir değişim elde edilmemiştir ancak DMP 

değerlerinde pozitife kayma gözlenmiştir. Bu sonuç 

SMB’nin DMP’nin oluşumunda ve korunmasında görev 

alan asetilkolin ile aktive olan K+ kanalları, büyük 

kondüktanslı Ca2+ ile aktive olan K+ kanalları ya da 

klorür akımları gibi diğer bazı yapılar üzerinde etkili 

olabileceğini düşündürmektedir. SMB’in DMP’de 

meydana getirdiği değişimler ve IK1 üzerinde etkili 

olmaması bu olayların daha detaylı çalışılması 

gerektiğini göstermektedir. 

Kardiyak AP süresinin uzamasına neden olabilecek 

bir diğer iyon akımı da ICaL akımıdır. Eksojen SO2 

bileşiklerinin, ICaL ile ilişkili bir mekanizma yoluyla 

miyokard üzerinde negatif bir inotropik etkiye 

sahip olduğu ileri sürülmüştür (10). Zhang ve ark. 

(21), yapmış oldukları çalışmalarda; SO2 ve SO2 

bileşiklerinin sıçan kardiyomiyositlerindeki ICaL’yi 

baskılayabileceğini doğrulamıştır (21). Ancak bazı 

sonuçlar bu bulgulardan farklıdır. İlk çalışmalarında 

Nie ve Meng (22), SO2 bileşiklerinin doz bağımlı 

olarak izole sıçan ventriküler miyositlerinde ICaL’yi 

artırdığını göstermiştir. Diğer yandan 30µM SMB 

uygulanan bir çalışmada ise ICaL’nin değişmediği 

gösterilmiştir. Çalışmamızda; SMB’in uzun süreli 

uygulamasının sonucunda ICaL akım yoğunluğunun 

değişmediğini ancak kondüktans-voltaj ilişkisinin 

pozitife kaydığı gösterilmiştir. Bu sonuç ICaL’nin de APD 

uzamasına katkı sağlayabileceğini göstermektedir. 

Ancak SO2 ve bileşiklerinin L-tipi Ca2+ kanallarının 

özelliği üzerindeki etkisini açıklığa kavuşturmak için 

daha fazla araştırmaya ihtiyaç duyulmaktadır.

Sonuç olarak çalışmamızda, kronik olarak 

uygulanan SO2 ve türevlerinin sıçan kardiyak 

miyositlerinde voltaj kapılı iyon kanallarını 

modüle edebileceği ve bu modülasyonu Ito’nun 

akım yoğunluğunu baskılayarak ve ICaL akımının 

aktivasyon kinetiğini değiştirerek meydana 

getirdiği ortaya konulmuştur. İyonik akımlarda 

meydana gelen bu değişimler AP ve kasılma 

üzerinde önemli değişikliklere sebep olmuştur. Bu 

nedenle çalışmamız, inhalasyon ile alınan SO2 veya 

bileşiklerini içeren besinlerin (bisülfit, metabisülfit 

vb.) alımının kardiyak miyositlerde voltaja duyarlı 

iyon kanalları üzerinde etkili olarak aritmilere yol 

açabileceğini öne sürmektedir.
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