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Ozet

Silfit, vicutta kukart iceren amino asitlerin metabolizmasi sirasinda endojen olarak Uretilen, ayrica
koruyucu amagcla besin ve ila¢ endustrisinde yaygin sekilde kullanilan bir bilesiktir. Eritrositlerin
vicutta sulfitin etkilerine en fazla maruz kalan hicreler arasinda oldugu dustndlir. Bu calismada
sulfit donoru sodyum metabisilfitin ortalama eritrosit hacmi, ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu ve hicre ici serbest kalsiyum konsantrasyonu Uzerine etkisinin aragtiriimasi
amaclanmistir. Saglkl, 10 erkek denekden alinan kan drnekleri 1 saat suresince 5, 10 ve 20 mM
sodyum metabisUlfitle inkibe edilmigtir. Ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu elektronik bir hematoloji analizérii kullanilarak saptanmisg, eritrosit sitozolik kalsiyum
konsantrasyonu David Dufilho ve arkadaglarinin metoduna goére belirlenmigti. 5 mM sodyum
metabisulfitte inklbasyon Ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonunda bir degisiklige sebep olmamistir. 10 ve 20 mM sodyum metabisulfit Ortalama
eritrosit hacminde kontrol grubuna gére doz bagimli bir artisa, ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonunda ise azalmaya sebep olmustur. sodyum metabisilfitle inkiibasyon herhangi bir
dozda eritrosit i¢i kalsiyum konsantrasyonunu etkilememistir. Bu bulgular, sodyum metabistilfitle
inkiibasyonun Ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonunda yol agtigi
degisikliklerde kalsiyum iyonunun roli olmadigini dustndirmektedir. (Pamukkale Tip Dergisi,
2008;1:21-25).

Abstract

Sulfites are continuously formed in the body during metabolism of sulfur-containing aminoacids.
Erythrocytes may be considered to be among the most susceptible cells to sulfite’s effects. This study
aimed at investigating the effect of sulfite on mean corpuscular volume, hemoglobin concentration and
intraerytrocytic calcium concentration. Erythrocytes were incubated with 5, 10 and 20 mM sodium
metabisulfite. Mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin concentration were
measured using an electronic hematology analyzer and cytosolic calcium concentration in RBC was
determined using a method modified from David-Dufilho et al. While incubation with 5 mM sodium
metabisulfite did not cause any alteration in Mean corpuscular volume and mean corpuscular
hemoglobin concentration, 10 and 20 mM sodium metabisulfite resulted in an increase in mean
corpuscular volume and a decrease in mean corpuscular hemoglobin concentration in a dose-
dependent manner. Sodium metabisulfite used in the concentrations here, did not affect
intraerytrocytic calcium concentration. The results of this study indicate that, Ca++ ion may not take
part in the alterations in mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin concentration
caused by sodium metabisulfite. (Pamukkale Medical Journal,2008;1:21-25).

Girig

Hava kirliliginin dnemli bir bileseni olarak bilinen
ve besinlerle stlfit (SO7) tuzlar seklinde alinan
kikart  dioksitin  (SOy), cesiti  amaglarla
kullaniminin - antik devirlere kadar dayandigi
goruldr [1]. Gunumuizde ise SO, ve onun cesitli
iyonlarla yaptigi tuzlar gida ve ila¢ endustrisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir [1,2]. SO, vicutta
kikurt iceren amino asitlerin katabolizmasi
esnasinda endojen olarak da Uretilmektedir [2-4].
Gerek endojen Uretilen gerekse de eksojen yolla

alinan SO, viicutta SO 3’e déonmektedir [1,2,5-7].
Toksik bir molekil olan SO73'in viicutta etkin bir
sekilde metabolize edilmesi gerekir. Bu iglem,
mitokondrial bir molibdohemoprotein olan Siilfit
oksidaz (SOX) enziminin SO zararsiz bir
bilesik olan  inorganik  sllfata  (SO7,)
donastirmesi yoluyla gerceklesir [8-10]. SOX'In
yasamsal 6nemi, 1967 yilinda Mudd ve arkadas-
lari tarafindan g0sterilmigtir. Bu arastiricilar
genetik SOX enzim eksikligi olan vakalarda
artmis endojen SO7; Uretimi nedeniyle siddetli
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norolojik disfonksiyon, mental gerilik ve hayatin
erken doneminde olumle karakterize bir Klinik
tablonun meydana geldigini gostermislerdir. [11].
Bu sekilde artmis endojen SO7i'e maruz
kalmanin yani sira, hava kirliligi ve besinler gibi
eksojen yolla maruziyetin toksik etkileri de
gosterilmigtir [12-15]. Eksojen SO7; aliminin
zararh etkileri ilk olarak 1973 vyilinda rapor
edilmistir [16]. Bu tarihten simdiye dek, daha ¢ok
allerjik ve astimli bireylerde olmak lzere SO 3
hipersensitivitesi  bildirilmistir  [1,2,17-19]. Ek
olarak, SO73'in dzellikle yuksek dozlarda, pek cok
hiicresel yapi ile etkilesebildigi de gosterilmistir.
Genetik materyalle reaksiyona girerek hasar ve
mutasyonlara sebep olabildigi, lipit ve proteinler
ile etkileserek hlcrenin yapisal butinlagini
bozabildigi [20-24], a;-antiproteinaz ve glutamat
dehidrogenaz gibi cesitli enzimleri inhibe ederek
[25,26] toksik etkilerini  olusturdugu ileri
surtlmektedir.

¥g.jsaretli SO7; kullanilarak yapilan calismalar,
®S'in - %70-90'InIn gastrointestinal sistemden
kan akimina absorbe oldugunu ve dokulara kan
yoluyla tagindigini gostermistir [27]. Boylece
eritrositler viicutta SO75in etkilerine en fazla
maruz kalan hucreler arasinda sayilabilirler.
SO7; tuzlarinin eritrositte 2-3 difosfogliserat (2,3-
DPG) seviyesini azalttigi [28], Kalsiyum ATPazi
(Ca""-ATPaz) aktive ettigi [29] gosterilmistir.
Laboratuarimizda yapilan bir galismada SO~;
donoru sodyum metabistlfit (Na,S,0s)’e 5, 10 ve
20 mM dozlarda maruz kalmanin insan
eritrositlerinin -~ sekil  degdistirme  yetenegini
(deformabilite) etkilemedigi gosterilmigtir.
Na,S,;0s'in in vivo 25 mg/kg/giin  dozda
uygulanmasi SOX aktivitesi insana gore 20 kat
fazla olan sicanlarda eritrosit deformabilitesinin
artmasina neden olmustur [30]. Yukaridaki
bilgiler 1s1ginda, bu calismada farkh dozlardaki
Na,S,0s'in eritrosit hiicre ic¢i serbest kalsiyum
(Ca™) konsantrasyonu ve ortalama eritrosit

hacmi (OEH), ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (OEHK) gibi eritrosite ait
parametreler Uzerine etkisinin  arastiriimasi

amaclanmistir.

Gerecg ve Yontemler

Deney Protokolli, Hematolojik Parametreler
Haricen saglikh olan, gondllt, erigkin 10 erkek
denegin 6n kol venlerinden heparinize (15 1U/ml)
kan drnekleri alinmistir. Santrifllj edilerek (1400 x
g, 6 dakika; Jouan CT 422) plazmanin
ayrilmasini takiben eritrositler, iki kez izotonik
fosfat tamponu (FT, pH: 7.4, 10mM) ile yikanmig
ve izotonik fosfat tamponu icinde hematokrit
(Htc) %40 olacak sekilde yeniden siispanse
edilmistir.  Eritrosit sUspansiyonlari 1 saat
siiresince oda isisinda 5, 10 ve 20 mM Na,S,05
varliginda inkibe edilmigtir. Kan &rneklerinde
OEH ve OEHK elektronik bir hematoloji analizort
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(Cell-Dyn 3500R, Abbott Diagnostic Division,
USA) kullanilarak saptanmistir.

Eritrosit Sitozolik Serbest Kalsiyum Konsan-
trasyonu Olgiimii

Hiicre ici Ca™" konsantrasyonlari yikanmig intakt
eritrositlerde Fura2-AM (Sigma, St. Louis, MO,
USA) floresan probu kullanilarak David Dufilho
ve arkadaglarinin  bildirdigi metoda goére
belirlenmistir [31]. Eritrositler polisiikroz dansite
gradienti kullanilarak (Histopaque-1077, Sigma,
St. Louis, MO, USA) I6kositlerden arindinimig ve
iki kez izotonik fosfat tamponu ile bir kez de
HEPES tamponu (123 mM NaCl, 5 mM KClI,
1mM MgCl,6H,0, 1.3 mM CaCl,, 10 mM Glukoz,
25 mM HEPES, pH:7.4) ile yikanmistir. Daha
sonra eritrositler HEPES tamponu ile Htc'i %40
olacak sekilde dilie edilmis, 3 gruba ayrilarak
Uzerlerine sirasiyla 5, 10 and 20 mM Na,S,05
eklenmistir. Bunu takiben Htc yine HEPES
tamponu ile %2l'e getirilmis ve eritrosit
stispansiyonlari oda isisinda 30 dakika inkibe
edilmistir.  Bu  sUrenin  sonunda eritrosit
stispansiyonlarina 10 nM Fura2-AM eklenerek
37°C’da 30 dakika karanhk bir ortamda inkiibe
edilmistir. Boylece toplam inkibasyon siresi 1
saat olmaktadir. Ekstraseliler Fura2-AMyi
uzaklastirmak icin siispansiyon 5 dakika sureyle
350 x g'de (Heraeus Labofuge 200 Sepatech)
santriflij edilmig, santrifij sonunda suUpernatant
atildiktan sonra hiicre stispansiyonlarinin tizerine
T'er ml fosfat tamponu eklenmistir. Bu
stispansiyondan spektrofotometrik (Shimadzu
UV 1601, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan)
olarak 546 nm’de Hemoglobin (Hb) tayini
yapilmis ve Hb miktari FT ile %0.05 gr/dl olacak
sekilde  ayarlanmistir. Daha sonra  bir
spektrofluorometre cihazi (Shimadzu RF-5000,
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan)
kullanilarak 335-385 nm eksitasyon araliinda,
510 nm emisyon dalga boyunda floresans
olctlmiigtiir. Fura 2-Ca™ kompleksi ve selat
olusturmamis Fura 2'nin floresans yogdunluklari
arasindaki oran (F335/F385) eritrositte sitozolik
Ca"" konsantrasyonlarini yansitmaktadir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Sonuclar ortalama + standart hata olarak
verilmistir.  Gruplar  arasindaki  istatistiksel
karsilastirmalar “repeated measures ANOVA” ve
onu izleyen "Newman-Keuls” testi ile
degerlendirilmistir. P<0.05 Uzerindeki degerler
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmigstir.

Bulgular

Hematolojik Parametreler

5, 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonda Na,S,0s
inkiibasyon OEH'nde doz bagimh bir artisa
sebep olmustur (Sekil 1).
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Sekil 1. SO7; donoru Na,S;0s (5, 10 ve 20 mM)‘in
OEH Uzerine etkisi. Ortalama + standart hata; n=10, *:
Kontrolden fark, p<0,001.

5 mM Na,S,0s5 inklibasyonun olusturdugu artis
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
bulunmazken, 10 ve 20 mM’'lik dozlar OEH'nde
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
artisa sebep olmustur (p<0,001). Zit olarak, artan
dozlarda Na,S,0Osle inkiibasyon OEHK’'nda doz
bagimh bir azalmaya sebep olmustur. 5mM’lik
Na,S,0sle inkiibasyonun olusturdugu azalma
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
degilken, 10 ve 20 mM’lik dozlarda Na,S,0s
varhiginda OEHK kontrole gére énemli diizeyde
disuk bulun-mustur (Sekil 2).
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Sekil 2. SO7; donoru Na;S;0s (5, 10 ve 20 mMY'in
OEHK (zerine etkisi. Ortalama + standart hata; n=10,
Kontrolden fark *: p<0,05; #: P<0,01.

Eritrosit Sitozolik Serbest Kalsiyum Degerleri
Eritrosit  sUspansiyonlarinin ~ 5mM’lik  dozda
Na,S,0sle inklbasyonlari  eritrosit  sitozolik
serbest Ca™ degerlerinde kontrol grubuna goére
azalmaya sebep olmus ancak bu azalma istatis-
tiksel olarak 6nemli diizeyde bulunmamigtir. 10
ve 20 mM’lik Na,S,0s5 dozlari da eritrosit sitozolik
Ca'" degerlerinde kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli bir degisiklige sebep olmamistir
(Sekil 3).
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Sekil 3. SO7; donoru NayS;0s (5, 10 ve 20 mMY'in
eritrosit sitozolik serbest Ca*™ konsantrasyonu iizerine
etkisi. Ortalama * standart hata; n=10.

Tartigma

Bu calismada eritrositlerin 1 saat slresince oda
Isisinda 5 mM Na,S,0sle inklibasyonunun
OEH’de bir degisiklige sebep olmazken, 10 ve 20
mM Na,S,0s'le inkibasyonlarinin OEH'de doz
bagimh bir artisa sebep oldugu gosterilmistir.
Benzer sekilde, 5 mM’lik Na,S,05 OEHK'nu
etkilememistir. 10 ve 20 mM Na,S,05'le
inkilbasyon ise OEHK'da doz badimh bir
azalmaya sebep olmustur. 3 degisik dozda
Na,S,0s, F335/F385 seklinde verilen eritrosit
sitozolik serbest Ca'™ konsantrasyonunda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir degisiklik
olugsturmamistir.

Oldukga reaktif bir molekiil olan SO74'in, niikleik
asitler, lipitler ve proteinler gibi pek ¢ok biyolojik
molekille reaksiyona girerek toksik  etki
gosterdigi bildirilmigtir [20-24]. Bu verilerin dog-
rultusunda SO73‘e maruz kalmanin yarata-cag
toksik etkilerden korunmak icin hava ve
besindeki miktarlari igin limitler konmustur. Bu
limitlere goére, SO, ile kirli havanin gunin
herhangi bir diliminde 0.14 ppm’i, is yerlerinde
ise 2 ppm’i gegcmesi [32], besinlerle alinimi duru-
munda ise, Diinya Saghk Orgiutii Besin Katki
Maddeleri Komitesince (FAO/WHO) belirlenen
0.7 mg SO,/kg dizeyinin Uzerine ¢ikmasi toksik
olarak kabul edilmistir [33]. Cesitli deneysel ve
klinik arastirmalar sonucu ortaya konan bu
rakamlarin dogrultusunda, besin katki maddesi
olarak SO7s'ler genellikle Guvenli Olarak Kabul
Edilen (Generally Recognized as Safe-GRAS)
maddeler arasinda siniflandirilir. Bununla bera-
ber, SO 5lerin guvenli katki maddeleri arasinda
sayllmasina bir takim elegtiriler yapiimaktadir.
Soyle ki, gunlik SO~3 alimi her zaman yukarida
verilen rakamlarla uyumlu olamamaktadir. Besin
aligkanliklarinin ~ farklihgindan dolayr SO7s'e
maruz kalmanin bireyden bireye degisebilecegi
ve normal bir restoran 06giunindeki SO7;
dizeyinin bile 25 ile 100 mg arasinda farkllik
gosterebilecegdi bildirilmigtir. [1,17]. Ayrica FAO /
WHO'ca belirlenen 0.7 mg SO./kg gunlik kabul
edilebilir SO™; duizeyinin insanlar icin toksik etkili
olabilecegi ileri surdlmustir. Bu deger insana
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gore hayli yiksek SOX aktivite dizeyine sahip
sican calismalarinin  sonuglarina goére belir-
lenmigtir. Dolayisiyla siganlar igin toksik olmayan
bu dozun insanlar igin Ozellikle beslenme
aliskanligina  bagh  olarak  kronik  olarak
tuketilmesinin insan saghgi acisindan ciddi teh-
likeler yaratacagi ileri strimusgtur.

Olgun eritrositlerde Hb sentez ve yikimi
olmadigindan Hb konsantrasyon degisimleri
biytk oranda hiicrenin su ve iyon kapsamindaki
degisikliklere baghdir [34,35]. Eritrosit ici sivi
iceriginin artmasinin OEH'de artisa ve OEHK’da
azalmaya sebep oldudu bilinmektedir [36-38].
Eritrosit membraninda bulunan iki énemli enzim
olan Sodyum-Potasyum ATPaz (Na'-K'-ATPaz)
ve Ca"-ATPaz eritrosit katyon ve su igeriginin
korunmasi ve degistiriimesinde 6nemli rol oynar
[35]. Meltzer ve Kassir eritrositlerin 25 mM
Na,S,0s5'le 30 dakika inkiibasyonunun
kalmodulin varliginda Ca™-ATPaz aktivitesinde
istatistiksel olarak 6nemli dizeyde artisa sebep
oldugunu ve Na,S,0sin bu etkisinin eritrositlerin
15-60 dakika Na,S,0s'siz ortamda yeniden
inkube edilmeleriyle geri cevrildigini
gostermiglerdir [29].

Eritrosit icinde Ca™ konsantrasyonunun dar
sinirlar icinde sabit tutulmasi fizyolojik acidan
onemlidir. Hiicre i¢ci Ca’" konsantrasyonu
artiginin  Ca™ bagimli potasyum kanallarinin
aktivasyonu yoluyla eritrosit disina potasyum ve
buna baglh sivi sizmasina neden oldugu
bilinmektedir (Gardos etkisi). Bu durum OEH'nin
azalmasina ve OEHK’nun artmasina sebep olur
[35-37,39]. Bizim calismamizda, Na,S,0s ile
inkibasyon OEH'de doz bagimli bir artis ve
OEHK'da doz bagmli bir azalmaya sebep
olmustur. Ancak her ne kadar bu calismada
eritrosit membraninda Ca™-ATPaz  enzim
aktivitesi o6lcilmemisse de, 5, 10 ve 20 mM
Na,S,0s'le  inklbasyonun  eritrosit  sitozolik
serbest Ca™ konsantrasyonunu istatistiksel
olarak 6nemli duzeyde etkilemedigi gosterilmigtir.
Bu bulgu Meltzer ve Kassir'in sonuglari ile
uyumlu degil gibi gérinmektedir. Ancak burada
dikkat edilmesi gereken nokta, calismamizda
OEH’deki artisin 10 ve 20 mM gibi kullanilan en
yuksek iki Na,S,0s5  konsantrasyonunda
go6zlenmis olmasidir. OEH'deki degisiklik (pompa
aktivitelerine ek olarak ve onlardan badimsiz
olarak) Ca™" konsantrasyonunu etkiliyor olabilir.
Bagka bir deyigle, eritrosit sitozolik serbest Ca"™
konsantrasyonu sadece Ca'-ATPaz aktivitesini
yansitmiyor olabilir.

Sonug

Bu calismada SO73in OEHnde doz bagimih
artisa OEHK’'nda ise azalmaya sebep oldugu
gosterilmistir, ancak bu c¢alismanin bulgular bu
degisimlerin ortaya cikmasinda Ca’™ iyonunun
olasi rolind acgiklamak hususunda yeterli
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olmamistir. Bu konuda daha ileri calismalara
gereksinim vardir.
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