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OZET

Kalp kapaklarinda olusan yapisal bozulma ve kalsifik dejenerasyon, zaman
icerisinde klinik yetmezlige neden olan en oOnemli faktorlerden biridir. Kalp
kapaklarinda degisik etkenlere bagli olarak gelisen patolojilerde cerrahi kaginiimaz
bir sondur. Ozellikle tamirin 6n planda oldugu mitral yetmezlik patolojilerinde bile
%30 vakada kapak degisimi yapildigi géz onunde bulundurulacak olursa, nativ
kapaklardaki bozulmanin 6nlenmesinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Bizim amacimiz, in
vitro olarak gercgeklestirilen bu galismada hastalarimizdan ¢ikartilan nativ kapaklarda,
sitrik asidin (CA) olusmus olan kalsifikasyona etkisini arastirmakti. Son zamanlarda
yapilan klinik ¢aligmalarda, bobrek tasi olan hastalarda alkali sitratlarin yeni tas
olusumunu engelledigi ve kemik deminerilizasyonunu azalttigi gosterilmistir’. Alkali
sitratlar polikistik bobrekli ratlarda interstistisyel fibrozisi ve inflamasyonu azaltarak
yeni kistlerin olusumunu durdurmustur’. Diger yandan ratlarda yapilan ex vivo bir
calismada ise CA tuzlarinin ratlarin batinina vyerlestirilen rat aortalarinda
kalsifikasyona bagli dejenerasyonu onledigi gosterilmistir®. CA gibi bir selat olan
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) de periferik arter hastaligi ve/veya koroner arter
hastaligi olan hastalarin yakinmalarinda duzelme saglamis, yapilan bir diger
calismada ise koroner arterlerde kalsifikasyondaki gerileme net olarak ortaya
konmustur. Najjar ve arkadaslari da, korneasinda kalsifik band gelisen hastalarda
eksternal EDTA uygulamasini tedavi protokoliine almislardir™®.

Gunumuzde gida endustrisinde yaygin olarak kullanilan CA’in, yaptigimiz ex
vivo galisma ile nativ kapaklardaki kalsifikasyonu azalttigini gosterdik. Kalsifikasyonu
azaltici ve onleyici 6zelliginden insanlarda yararlanilabilecegine, bu konuda daha ileri
calismalar yapiimasi gerektigine karar verdik

Calisma 12 hasta Uzerinde yapildi. Calismaya alinan 12 hastanin 6’s1 erkek 6’
s kadindi. 8 adet mitral kapak eksizyonu ve 6 adet aort kapak eksizyonu yapildi. iki
hastaya hem aort hem de mitral kapak replasmani uygulandi. Bir hastaya ayni anda
koroner by-pass cerrahisi yapildi. Hastalarin genel yas dagihmi 21-65 (minimum-
maksimum), ortalama yas 44,41+7,16 (Ortalamazstandart sapma) olarak bulundu.

Kapak replasmani i¢in operasyona alinan hastalarin preoperatif
ekokardiyografik sonugclari, elde edilen doku orneklerinin peroperatif makroskopik
goéruntuleri ve postoperatif doku biyokimyasal analizlerine gore hafif, orta ve agir
derecede kalsifikasyon olarak siniflandirdik. Mitral kapak ve aort kapak degisimi



yapilan hastalarin eksize edilen kapaklari alindi. Her bir hastadan alinan kapak
ornekleri fosfat tamponlu salin solisyonu, %0,625’ lik gluteraldehit (GA) (0,1 mol pH
7.4) icine konarak +4 °C de 48 saat bekletildi. Bu doku 6rnekleri serum fizyolojik
(%0,9 NaCl) ile yikandiktan sonra Kontrol ve Calisma grubu olarak ikiye ayrildi.
Kontrol grubundaki kapak ornekleri tazelenmis %0,625 lik GA (0,1 mol pH 7.4)
soliisyonu icinde +4 °C de 5 giin daha bekletildi (toplam 7 giin). Calisma grubundaki
parcalar ise % 3,8 lik CA (pH 7.4) icine konulup 37 °C de 48 saat bekletildi. Bu doku
ornekleri tekrar serum fizyolojikte yikandiktan sonra ayni Ozellikleri tagiyan GA
soliisyonuyla 3 giin 37 °C de muamele edildi (toplam 7 giin). Her iki gruptaki parcalar
alinarak biyokimyasal inceleme igin kuru tuplere, 1Stk mikroskopik inceleme igin
formaldehid solisyonuna (%3,8) ve elektron mikroskopik inceleme igin GA
solisyonuna (%0,625) konuldu.

Bu sonuglara gore Kontrol grubunda 4 hafif, 5 orta ve 5 agir kalsifikasyon olan
kapak ornegi saptadik. Agir kalsifikasyon gosteren doku pargalarinin yuksek oranda
kalsifik gorunume sahip oldugu, asiri kirilgan ve ileri derecede dejeneratif oldugu
saptandi. Calisma grubunda ise; 6 hafif, 6 orta ve 2 agir kalsifikasyon gosteren kapak
patolojisi vardi. Kontrol grubunda 5 agir kalsifikasyon gosteren kapak patolojisi
saptanmigken, Calisma grubunda agir kalsifikasyon sinifina giren kapak patolojisi
sayisi 2 olarak bulunmustur. Ayni sekilde Kontrol grubunda 5 kapak orta derecede
kalsifikasyon gosterirken, Calisma grubunda 6 kapak, Kontrol grubunda 4 hafif
derecede kalsifikasyon gosteren kapak var iken, Calisma grubunda 6 hafif
kalsifikasyon gosteren kapak patolojisi gorulmastir. Calisma grubundaki agir
kalsifikasyon gosteren kapak sayisi azalirken, orta ve hafif kalsifikasyon sinifina giren
kapak sayisinin artmasi CA’in etkinligini kanitlamaktadir.

Total olarak butin kalp kapaklarinin (hem aort hem de mitral kapak)
biyokimyasal sonuglari incelendiginde Calisma grubunda kalsiyum (p=0,007) ve
fosfat (p=0,042) degerlerinde anlamli bir dugus oldugu goruldu. Kontrol grubu ile
Calisma grubu arasinda Malondialdehit (MDA), ATPaz ve total protein miktarlarinda
¢cok az degisim saptanmig ve bu da istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Doku
ATPaz aktivitesinin ve total protein duzeylerinin azalmamig ve MDA duzeylerinin de

yukselmemis olmasi hucre batinligunin korunduguna yonelik bulgulardir.

Buna paralel olarak isik mikroskopisi ile yapilan degerlendirmede Calisma
grubunda bag dokusu bilesenlerenin butunligunin daha az bozuldugu, Kontrol



grubunda kalsifikasyonun daha belirgin oldugu tanimlanmistir. Kontrol grubunda
kalsifik alanlarin belirgin olarak goruldugu, Calisma grubunda ise kalsifikasyon
alanlarinin gozle gorulur bigimde azaldigi tespit edilmigtir.

Elektron mikroskopik incelemelerde Kontrol ve Calisma grubu kapak
orneklerinde normal yapisal bilesenler gorulebilmektedir. Hem aort hem de mitral
kapak yapilarinda kollajen ve elastik liflerdeki artis dikkati gekmektedir. Kollajen lifler
etrafinda duzensiz ve fuziform gorinimde Kkalsifik yapilar vardir. Bu kalsifik yapilar
gerek Kontrol gerekse Calisma grubunda gortulmekle beraber Calisma grubundaki bu
kalsifik yapilar daha azdir. Kollajen lifler etrafindaki kalsifik yapilarin Calisma
grubunda azaldigi ve kollajen liflerin 6zelliklerini kaybetmedikleri dikkati cekmigtir.

Bu bulgular 1g1ginda bizim yaptigimiz bu galigmanin sonucunda CA'in (% 3,8
lik pH 7.4) icine konulup 37 °C de 48 saat bekletilerek yapilan uygulamada doku
kalsifikasyonunu azaltmasi ve doku morfolojisinde etkin bir degisiklik yapmamis
olmasi anlamhdir. Selatlarin sistemik ve lokal olarak uygulanabileceginin ve hatta
lokal uygulamalarda kalsifikasyonun ¢ok daha kisa surede ortadan kaldirilabilecegini
farkli galigmalardan anlamis bulunuyoruz. Gozden gecirdigimiz ¢alismalar ve bizim
yurutmus oldugumuz ¢alismalarin 1g1g1 altinda kapak etiyopatogenezi ne olursa olsun
cogunluk patolojilerin temeli oksidoinflamatuar hasara baglidir ve bu olaylarin
temelinde kalsiyum vardir. Dolayisiyla sitratlarla lokal olarak kalp kapagi
dokularindaki kalsifikasyonun azaltilabildiginin gosterilmesi, kapaklarda ge¢
donemde olusabilecek kalsifikasyonlarin 6nlenmesinde ve/veya geciktiriimesinde
onemli bir yeri olabilecegini digundurmekle birlikte erken donemde artan hucre igi
kalsiyumun da ortamdan uzaklastiriimasi sonucunda oksidoinflamatuar hasarin da
Onlenebilecegi fikri calisma grubumuzca benimsenmistir. Bundan sonraki agamada
yapacagimiz ¢aligmalarda ilk planda CA’in oksidoinflamatuar yanit ve kalsifikasyona
olan etkisi in vivo olarak goOsteriimeye caligilacak, sonra da sitratlarin sistemik
uygulamasinin kalp kapaklarindaki degisime olan etkisi arastirilacaktir.

Anahtar kelimeler: Kalp kapak dejenerasyonu, kalsifikasyon, sitrik asit.



INGILiZCE OZET (ABSTRACT)

The Efficacy of Citric Acid on the Removal of the Calcification that
Occures in Human Heart Valves

Structural impairment and calcific degeneration that occur in the cardiac
valves are among the most important factors which lead to the clinical valve
insufficiency. Surgery is the inevitable end point of the cardiac valve pathologies that
occur as a result of various factors. Considering that 30% of the mitral insufficiency
cases requiring repairment ends with a valve replacement, the importance of
preventing nativ cardiac valve impairment is raised. In this in vitro Study, we aimed to
investigate the effect of citric acid (CA) on the calcific degeneration in human cardiac
valves obtained from our patients. Who underwent valve replacement recent clinical
studies showed that alkali citrates prevent new urinary stone formation in the patients
with urolithiasis and reduce the bone demineralization. In the rat models with
polycystic kidney disease alkali citrates ceased new cyst formation by reducing
interstitial fibrosis and inflammation. Nevertheless, in an ex vivo Study alkali citrates
prevented calcific degeneration of the rat aortas embedded in the rats’ abdomen.
Ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA), a chelating agent like CA, improves the
symptoms of patients with peripheral arterial disease and/or coronary artery disease
and in a Study its inhibitory effect on the coronary arterial calcification has been
clearly demonstrated. Najjar et al used external EDTA application in patients with
corneal calcific bands as a treatment protocol.

In our ex vivo Study, we have showed that CA, nowadays commonly used in
food industry, reduces the calcification in native human cardiac valves. We believe
that CA can be useful in humans with its property of reducing and preventing
calcification, and suggest advanced studies to be performed in this aspect.

We have classified the valvular calcification of the patients who underwent
valve replacement as mild, moderate and severe according to their macroscopic
appearance, echocardiographic findings and tissue biochemical analyses. 12
patients participated in the Study. The excised valves from the patients who
underwent mitral and aortic valve replacement were used. The excised valve
specimens taken from each patient were treated for 48 hours in a solution composed
of phosphate tamponized saline (0,09% NaCl), 0.625% gluteraldehyde (GA) (0.1 mol
pH 7.4) at +4 °C. These tissue specimens were divided into two groups as the Study

and Control groups after washing with saline solution. The valve specimens in the



Control group were retreated with fresh 0.625% GA solution (0.1 mol pH 7.4) at +4
OC for 5 days (in total 7 days). The specimens in the Study group were treated with
3.8% CA solution (pH 7.4) at +37 °C for 48 hours. After washing with saline solution
these specimens, were retreated with the fresh 0.625% GA solution at 37 °C for 3
more days (totaly 7 days). Every specimen in each group was taken into an empty
tube for biochemical analysis, into formaldehyde solution (3.8%) for light microscopy,
and into GA (0.625%) solution for electron microscopy.

According to these results, in the Control group 4 of the patients have showed
mild, 5 of them moderate and 5 of them severe valvular calcification. The specimens
obtained from the patients having severe valvular calcification were highly calcific in
appearance, excessively fragile and degenerative. In the Study group, 6 of the
patients showed mild, 6 of them showed moderate, and 2 of them showed severe
valvular calcification. We have detected 5 severe valvular calcification in the Control
group, whereas the number of severe valvular calcification in the Study group was 2.
The number of moderate valvular calcification was 5 in the Control group, whereas
this number was 6 in the Study group and 6 mild valvular calcification were detected
in the Study group whereas the number was 4 in the Control group. Both the
decrease in the number of severe valvular calcification and increase in the number of
mild and moderate valvular calcification in the Study group indicates a proof for the
efficacy of CA.

When the biochemical results of all cardiac valves (mitral and aortic valves)
were examined, a statistically significant decrease in the calcium (P=0.007) and
phosphate (P=0.042) levels were detected in the Study group. The change in the
amount of MDA, ATPase and total protein levels differed very little between the Study
and Control group and were not found to be statistically significant. Tissue ATPase
activity and total protein levels were not decreased and the Malondialdehite (MDA)
level was not increased in the Study group. These findings indicates that the cellular
integrity was preserved.

Evaluation of the results obtained by light microscopy revealed that, the
integrity of connective tissue components in the Study group was less impaired, and
the calcification was more evident in the Control group. We noticed that in the Control
group the calcific areas were more evidently present, whereas in the Study group the
calcific areas were markedly less.



Both in the Study and Control groups, normal structural components of the
cardiac valves could be observed by the electron microscopy. Under electron
microscopy the collagen and elastic fibrils were noticeable both in the aortic and
mitral valve structures. Irregular and fusiform calcifications were observed around the
collagen fibrils. These calcific structures were present both in the Control and Study
group, but they were much more rare in the Study group. We noticed that the calcific
structures around the collagen fibrils were reduced and the properties of the collagen
fibers were preserved.

According to these findings of our Study it is clear that locally applied CA
decreases the tissue calcification and does not give nice to significant changes in the
tissue morphology. By the interpretation of many different studies, we found out that
chelating agents can both be used locally and systemically and especially the local
application is able to quickly remove the calcification. According to our present Study
and other studies, we conclude that whatever the valvular ethiopathogenesis is the
basis of most of the valvular pathology is due to the oxidoinflammatory damage in
which calcium plays a basic role. Consequently, our clinical Study group assumes
that demonstrating the reduction in the valvular calcification with locally applied
citrates proves their efficacy in the prevention of late calcification in valvular
pathologies and they remove the intracellular calcium in the early stage by the way
that they prevent the oxidoinflammatory damage. Our following studies will aim firstly
to search for the effect of CA on the cellular morphology in vivo, and then to
investigate the effect of systemically applied citrates on the heart valves.

Key Words: Calcification, Citric Acid, Heart Valve Degeneration
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1.GiRiS VE AMAC

Gunumuzde kalp ve damar hastaliklarina bagh mortalite ve morbidite ilk
siradaki yerini korumaktadir. Kalp kapak hastaliklari tim kardiyovaskuler
rahatsizliklarin 6nemli bir bolimunu olusturmakla birlikte bu hastaliklarin ortaya
cikmasina neden olan mekanizmalar karmasiktir. Kalp kapaklarindaki bu hastalik ne
tur bir hastalik olursa olsun patolojik sure¢ oksidoinflamatuar yanitla baglamakta,
kalsifik dejenerasyonla sonlanmaktadir. Kalsifik dejenerasyonun baglamasini ve/veya
ilerlemesini  Onleyecek tedavi henuz yoktur. Kapak darliklarinda ve/veya
yetmezliklerinde Ooncelikle tamir edici girisimler tercih edilmesine karsin birgok
hastada kapak degisimi kaginilmaz olmaktadir. Onarim yapilmis kapaklarda da bir
sure sonra degisim gerekmektedir. Bu da mortaliteyi, morbiditeyi ve maliyeti
arttirmaktadir. Baslangicta kapak degisiminde mekanik kapaklar tercih edilirken
1970’li yillardan itibaren biyoprostetik kalp kapaklarindaki gelismelere paralel olarak
gunumuzde biyoprostetik kapaklar vakalarin yarisindan fazlasinda kullanilir hale
gelmistir’. Mekanik kalp kapaklari uzun émiirlii olsalar da hastalarin antikoagtilan bir
ilaca bagimli hale gelmesi, tromboembolik komplikasyonlar ve kanama bu kapaklarin
kullanimina kisittama getirmektedir. Biyoprostetik kapak olarak, otogreftler,
homogreftler ve heterogreftler kulaniimaktadir. Otogreft kullaniminin ameliyati
kompleks bir hale getirmesi, homogreftlerin zor elde edilebilmeleri ve korunmalarinin
problemli olmasi sigir perikardindan ve domuz aortundan elde edilen heterogreftleri
on plana cikarmistir. Hayvansal kokenli biyoprotezlerin akim ve hemodinamik
Ozellikleri dogal kalp kapaklariyla benzerlik gostermektedir. Antikoaguilan
gerektirmez, ancak dayanikhligi, mekanik yetmezlik veya dejeneratif kalsifikasyon
nedeniyle 15-20 yil ile sinirhdir®.

Kapaklarin hemodinamik ve yapisal Ozelliklerinde ileri duzeyde iyilestirme
yapilmasina karsin, halen mekanik veya biyoprostetik kalp kapaklarinda hedeflenen
ideal kapaga ulasilamamigtir. Bu kosullar altinda nativ kapaklarda gelisen kalsifik
dejenerasyonu azaltmak veya Onlemek hastayl kapak degisiminden kurtarabilecek
veya bu degisimi geciktirerek hastaya yapay kapaklarin getirebilecegi mortalite ve
morbidite agisindan zaman kazandiracaktir.

Nativ kalp kapaklarinda; hipoksi, mikrobiyolojik etkenler, immunolojik
reaksiyonlar, kimyasal etkenler, ilaglar, serbest radikal olusumu ve yaslanma gibi
birgok nedene bagl olarak dokunun, yapisi ve iglevi degismekte, sonugta hucrenin

organellerinin yapisi bozulmakta ve kritik noktadan sonra olduricu olan membran
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zedelenmesi olugmaktadir. Butun bu olaylarin molekller duzeyde potansiyel
mediatoru kalsiyum iyonudur. Gerek membran butunliGginin bozulmasi gerekse
hidcre igi kalsiyum artisi, metalloproteinazlarin ve serbest radikallerin acgiga
cikmasiyla sonuglanmaktadir’™. Artan kalsiyum, hucre organeli membraninda bol
miktarda bulunan fosfolipidlerin bunyesindeki fosfat ile etkileserek kalsiyum fosfat
kristalleri olugtururken, proteolitik aktiviteye bagli matriksin yapi tagi olan,
glikozaminglikanlar (GAG) ortadan kaybolmaktadir. Kapaklardaki kollajen lifler doku
dayaniklihgini saglarken, GAG dokunun viskoelastisitesini korumaktadir. Sonug
olarak, hucre igi organellerde kalsiyum birikmesi kalp kapaginin dayanikhligini ve
viskoelastisitesini olumsuz etkilemekte ve zamanla fonksiyon bozukluguna yol
acmaktadir. Dolayisiyla agiga c¢ikan kalsiyumun baslangigta bloke edilmesi kapak
hasarlanmasinin 6nlenmesinde ¢ok etkili olacaktir.

Nativ kapaklarda olugan kalsifikasyonun ©Onlenmesinde kapaklardaki
kalsifikasyonun derecesinin 6nemli oldugu; cerrahi ve medikal tedavinin de buna
gére degerlendirilmesi gerektigi aciktir. Ozellikle biyoprotez materyalleri tzerinde
yapilan calismalarda, GA'in toksik etkileri giderilerek veya kapagin morfolojik ve
organik yapisi degistirilerek kalsifik dejenerasyonun azaltilabildigi gosterilmistir®. Biz
de Kalp ve Damar Cerrahisi klinigi olarak yaptigimz ve devam etmekte olan
calismalarda EDTA, CA, Tetrakis(2-piridiimetil)etilendiamin (TPEN) gibi bazi selatlar
kullanarak kalsifik dejenerasyonun biyoprostetik kapak materyali olan sigir
perikardinda kalsifikasyonu inhibe edebilecegini gosterdik®. Bu selatiardan EDTA,
ABD'’de arteriyosklerotik periferik damar hastaligi ve koroner arter hastaliginda bir
grup doktor tarafindan yaygin olarak kullaniimaktadir. Son zamanlarda yapilan klinik
calismalarda alkali sitratlarin bobrek tasi olan hastalarda yeni tas olusumunu
engelledigi, kemik deminerilizasyonunu azalttigi gdsterilmistir’. Ayni zamanda alkali
sitratlar polikistik bobrekli ratlarda interstistisyel fibrozisi ve inflamasyonu azaltarak
yeni kistlerin olusumunu durdurmustur’. Ratlarda yapilan ex vivo bir calismada,
agizdan verilen sitrat tuzlarinin ratlarin batinina yerlestirilen rat aortalarinda kalsifik
dejenerasyonu azalttigi belirtiimistir®. Bu calismamizda ise daha énceden etkinligini
goOsterdigimiz limon asidi olarak bilinen, gida endustrisi gibi birgok alanda sik
kullanilan ve kolay elde edilen CA’in kalp kapaklarindaki kalsifikasyonun ortadan
kaldinimasinda ve/veya azaltiimasindaki roli arastinldi. Bazi hastalarin cerrahi

tedaviye gitmeden ve cerrahi tedavinin risklerini tagimadan ucuz ve kolay bir yolla
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kalp kapaklarindaki dejeneratif kalsifikasyonlarinin azaltiimasinin da mumkun
olabilecegine karar verdik.
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2.GENEL BILGILER

2.1.Kalp Kapaklarinin Kisa Anatomisi:

Kalbin dort kapagi kendi anuluslarina ya da kapak halkasina yapisiktir. Bunlar
kalbin tabaninda birleserek kalbin fibroz iskeletini olustururlar. Merkezde bulunan aort
kapagi iskeletin en dnemli yapisidir ve U¢ kapakla baglantisi vardir. Kalbin iskeletini
membrandz septum, aortik intervalvuler sag ve sol fibroz trigonlar olusturur. Aort ve
mitral kapak arasindaki bu devamlilik bu trigonlar ile saglanir. Santral fibroz cisimcik
olarak bilinen sag fibroz trigon aort kapak, mitral kapak ve trikispit kapagi birbirine
baglar. Bu yakin anatomik iligkiden dolayi bir kapagi etkileyen patoloji diger kapagi
da etkiler® "%,

Mitral Kapak:

Mitral kapak anulus, 6n ve arka lifletler, komissurler, korda tendinea ve papiller
kaslardan olusur. Mitral kapagin anulusu sol atrium ve ventrikalin fibroz ve muaskuler
dokusunun karisimi ile olusmus bir birlesim alanidir. Bu yapi1 mitral kapagin anterior
ve posterior lifletlerinin temelini olugturur. Anuluste iki ana kollajen yapi vardir;

1-Sag fibroz trigon: Santral fibroz yapinin pargasidir. Atrioventrikiler septumun
mitral ve trikispit kapaklarin ve aortik kokin kavsaginda yer alir.

2-Sol fibroz trigon: Mitral kapagin ve aort kapagin sol koroner kapakgiginin
posterior birlegsim noktasidir.

Mitral anulus alani erigkinde 4-6 cm? ‘dir. Anterior kapakgigin cevresi,
posterior kapakgigin ¢evresinin 1/2 ‘sidir. Posterior anulus mitral anulusunun 2/3 ‘Gnu
olusturur. Anuler alan kardiyak siklus sirasinda degisir. Direkt olarak sol atriumun ve
sol ventrikllin ¢apindan ve basincindan etkilenir. Kardiyak siklus sirasinda posterior
kapakgiga yakin olan anuler alanlar sistolde 6ne dogru, diastolde geriye dogru
hareket ederken anterior anulUs nispeten hareketsizdir.

Sol ventrikul epikardiyal lifleri kalbin bazalinden asagi iner ve apekste iki
papiller kasi olustururlar. Bunlar vertikal yerlesimli miyokardial lifler ile karakterizedir.
Anterolateral papiller kasin genellikle bir ana kafasi vardir ve daha belirgin bir yapidir.
Posteromedial papiller kasin iki veya daha fazla bagi olabilir. Papiller kaslardan ¢ikan
korda tendinealar mitral kapakgiklara dogru devam ederek fibr6z anuler halkaya
tutunurlar. Sol ventriktl hacim yukune papiller kaslarin diastoldeki katkisi %5-8 iken,
sistolde %15-30 duzeyindedir. Anterior ve posterior papiller kaslar birlikte kasilirlar

ve her ikisinin de sempatik ve parasempatik sinir uyarisi vardir.
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Aort Kapak:

Anulus, lifletler ve komissurlerden olusur. Bu kapaklar tutan korda veya
papiller kaslari yoktur. Aort kapaginin Ug¢ lifleti vardir. Yapraklarla, aort duvari
arasindaki bolum valsalva sinusu adini alir. Nonkoroner ve sol koroner lifletlerin
yarilari mitral kapagin anterior lifleti ile komgsudur. Ayrica membrandz septum ile
komsuluklari vardir. Normal kapak alani 2,5-3 cm? dir. Her Uc lifletin ortasinda
Arantius nodilii vardir®'?. Her lifletin bitisigindeki birlesme gizgisi (komissiir) aort
duvarina uzanir. Lifletler yarim aya benzer. Koroner arter agizlari sag ve solda
sinotubuler halkanin hemen altindadir.

Aort kapagi mitral kapaktan oldukg¢a farkli pasif bir kapak mekanizmasina
sahiptir. Aortik kapagin aktif bilesenleri (korda veya papiller adale) yoktur. Mitral
kapagin aksine aortik kapagin gergek bir anulisu yoktur. Aortik kapagin cerrahi
anulusu aortik kapak lifletlerinin semilunar tutulumu ile ventrikuler arteriyel kavsak
olarak tanimlanmigtir. Yani ventrikiler bosluk ile aorta arasindaki baglanti yeri
ventrikuler arteriyel kavsak olarak belirtilmistir.

Valsalva sinusu aorta ile kapak acgildiginda kapak lifletinin kenari arasindaki
alan olarak tanimlanabilir.

Kapak lifletleri kollajen, elastin ve GAG'in bir kompozisyonudur. Bu bilesenler
lifletlerin Gg asil tabakasini olusturur. Her bir aortik kapak lifletinin ventriktler kenari
liflet serbest kenarina dik ve radiyal yonde dizili elastinden zengin lifler icerir. Kapak
lifletlerinin kenarinda fibroza Uzerinde endotelyal hicreler vardir. Akim stresinin major
stres olmasi nedeniyle arterlerde endotelyal hlcreler kan akimi yodninde
dizilmislerdir. Ancak aortik kapak lifletleri Uzerindeki endotelyal hlcreler gembersel
duzende dizilmislerdir.

Trikuspit Kapak:

Anulus, lifletler, komissurler, korda tendinea ve papiller kaslardan olusur.
Anterior liflet en buyuk ve en hareketli olanidir. Posterior kapak kuguktur. Septal liflet
ise en hareketsiz olandir. Septal lifletin 6nemi, septal ve anterior septal birlesme
yerinin iletim sistemine yakin olugudur. His demeti anteroseptal komissurun yaklagik
olarak 5 mm altindaki atrioventrikiler septumun membran6z pargasinin
interventriktler bileseninin altindaki sag trigonun icine girer ve muskuler septumun
cikintisi boyunca muskuler septuma dogru ilerler. TrikUspit septal liflet kordalarinin
tutundugu septal medial papiller kas kisminda ikiye ayrilir. Sol dal sol ventrikile
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gecer ve ventrikul apeksine, sag dali ise krista septomarginalis hizasindan gegerek
moderator bant icinde ilerler ve sag ventrikul apeksinde dagilir.

Pulmoner Kapak:

Aort kapak ile ayni yapiya sahiptir. Pulmoner kapakta tek anulus yerine
anatomik olarak ¢ok belirgin olan U¢ tane halka bulunur. TrikUspit kapak ile Pulmoner
kapagi birbirinden ayiran belirgin kas yatadir olan supraventrikiler krest vardir.
Buradan yapilan insizyonlarda insizyon hattinin tranvers septumdan gegerek sag
koroner arteri yaralayabilmesi olasidir.

2.2.Endotelyum ve Kalp Kapagi Hastaliklar::

Kalp kapag! hastaliklari, kapaklarin yapisal ve fonksiyonel bozukluklarina
neden olarak yetmezlik ve darlikla sonuglanirlar. Son 50 yil sonrasinda ABD’de
romatizmal kapak hastaliklarindan nonromatizmal kapak hastaliklarina (miksomat6z
patolojilere, senil dejenerasyona, infektif endokardite) dogru kayma olmustur. 78000
uzerinde kapak ameliyati her yil ABD’de 6nemli bir mortalite ile sonug¢lanmaktadir.
Son zamanlarda kapak hastaliklarinin birgok formunda Endotel hucresi (EH)
disfonksiyonu gosterilmigtir. EH’leri tUm kardiyovaskuler sistemi kaplar. EH'nin
normal gorevi kardiyovaskuler sistemin dengesinin devamliligini saglamakitir.
Vaskuler hucrelerin metabolik ve sentezleyici Ozellikleri, inflamasyonda, vaskuler
remodelingde, vaskuler tonda ve koagulasyonda yardimcidir. EH disfonksiyonu
ateroskleroz, strok, hipertansiyon ve trombozis ile iligkilidir. Gunumuze kadar EH
disfonksiyonu ve ateroskleroz arasindaki iliski cok net olarak bilinirken, EH ve kapak
hastaligi arasindaki iliski daha az bilinmektedir. Bununla beraber son zamanlarda
genetik ve edinsel kapak hastaliklarinda EH’nin 6nemi ¢ok daha iyi tanimlanmigtir.

2.2.1.Kalp Kapaklar:

Normal kalp kapaklarinin yapisi ince, seffaf ve ug¢ kathdir. Kalp duvarinda kan
akimi fizyolojik olacak sekilde yerlesim gosterir. Kalp kapaklar fibroza, spongiosa,
ventrikUlaris olmak Uzere 3 tabakadan olusur ve tek tabakali endotel hucreleri ile
kaphdir. Normal kalp kapagi hucreleri poligonal olup internal kollajen ile
desteklenmistir. Bu yapi akima karsi koyan serbest kenarlarda daha beIirgindir13.
Kapagin mikrovaskuler yapisi da endotelle doselidir. Saglikli kapaklarda sadece
proksimal bolimunde mikrovaskuler yapi vardir™. Kapak endotel hiicreleri ile kan
arasinda metabolik ve inflamatuar olaylari igeren bir etkilesim vardir. Bu olaylar
endotel tarafindan regule edilir. Hasta kapaklar dnemli vaskularite artisi gosterir, bu
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kalinlagsmis ve hasta kapaklarda yetersiz oksijenlenme ile ilgilidir '® Kalp kapaklari
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degisik derecelerde uyarilir'’. Sinir uglari endotele yakindir ve endotel fonksiyonu ile
ilgilidir. Bundan dolayr néromodulatorler EH’in vazoaktif faktorlerinin, buylime
faktorlerinin ve sitokinlerin saliniminda etkilidir'®. Bu sistem geri bildirim Kontrol
mekanizmasinda da etkilidir. Tum kalp kapaklari kardiyak siklusta minimal direng
olacak sekilde c¢alisir. Hastalik ile interstisyel hucrelerde, EHde ve kapak
morfolojisinde kardiyak fonksiyonu etkileyecek dedgisiklikler olur.

2.2.2.Endotel Hiicre Fonksiyonu:

Tum damarlarin ve kalbin i¢ yluzunu orten endotel tek katl olup mezoderm
kokenlidir. Sadece nontrombojenik yuzey saglamakla kalmayip ayni zamanda
hemostaz ve sirkulatuar fonksiyonu saglamaktadir. EH’ler metabolik ve sentez
Ozellikleri diginda damar gegcirgenliginin duzenlenmesinde, vaskuler tonda,
koagulasyonda, fibrinoliziste, hormonlarda, lipoprotein mekanizmasinda, diger
hdcrelerin ortaya c¢ikiginda ve inflamatuar cevapta etkilidir. Buna ek olarak EH’ler
interstisyel hucrelere donusebilir. Fonksiyon bozuklugu olan EH'i patojenik olup,
bircok vaskiiler hastalikla iligkilidir'®.

2.2.3.Endotel Hucre Disfonksiyonu, Aktivasyonu:

EH disfonksiyonu veya hasari metabolik ve sentetik olaylari aktive eder, bu
sure¢ vaskuler bozukluklarla beraberdir. Ateroskleroz, strok, hipertansiyon,
hipotansiyon bilinen bozukluklardan birkagidir. Arteryel endoteliyum bozuklugu
trombosit ve I0kosit agregasyonuna neden olmakta, bu olay da potent mitojen ve
sitokinlerin salinimina yol agmaktadir. Endotel yuzeyinin bozulmasi trombozise ve
makromolekill permeabilitesine neden olur®. Endotelyal ve interstisyel hucreler
arasinda sitokinler, matriks bilesenleri, buylime faktorleriyle iligkili oldugu gibi ayni
zamanda mekanik baglantilari da vardir. Bundan dolay1 EH disfonksiyonu interstisyel
hdcre yapisinda ve fonksiyonunda degisiklige yol agar. Vazoaktif ajanlarin salinimi,
endotel hucreleri ile vaskuler degisim olmasi kardiyak ve vaskuler kas kasilimini

etkiler?™23

. Travma ve enfeksiyon da vaskuler EH'ni tetikler. EH’ler geklini ve
fonksiyonunu degistirerek bu travmalara adapte olur. EH'in hemodinamiye
hassasiyeti aterosklerozun biiyilk damarlarin ayrim yerine yerlesmesinden bellidir®*
%8 Kalp kapagi hastaliklari EH'deki degisimle beraberdir. Hasta senil kapaklarda,
romatizmal kapaklarda, infektif endokarditte kapak ylzeyinde trombus olmasi bunun
kanitidir. Elektron mikroskopik ¢aligmalarda EH devamliliginin bozuldugu, hicrelerin
kayboldugu, hiicre seklinin degistigi, mirovilluslarin gelistigi gdzlenmistir’*='. Bu olay
trombuse yatkinligi artirdigi gibi, intraselltler gecirgenligi de artirmakta, endoteliyal
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fonksiyonunun bozukluguna yol ac¢maktadir. Endokardit, romatizmal ates,
miksomatdz dejenerasyon ve senil kapak hastaligi gibi 6zel kapak patolojileri
uzerindeki arastirmalar, kapak endotelinin aktivasyonu/yaniti arasindaki birgok
benzerligi gostermistir.

2.2.4 Non-Bakteriyel Endokardit (NBE):

NBE’de trombotik vejetasyonlar olup, mikroorganizmalar yoktur. Etiyolojide
kapak patolojisi rol oynamaz. Atom bombasi sonrasi yasayanlarda, siddetli sistemik
hastalikla beraber o6zellikle yasli erkekler ve kadinlarda NBE gérilmistir®.
Endotelyal hicrelerde ve kollajen yapida degisiklik vardir. Trombus olusumu kalbin
sol tarafinda kapak yulzeyinin kargisinda yer alir. NBE siklikla kapaklarin akim
yuzeyinde, kapanma hattinda g('jrijlijr32. Ozellikle mitral ve aort kapak gibi kuvvetli
basinca maruz kalan kapaklarda gorilmektedir. Benzer sekilde kateter travmasi da
NBE’e yol agar. Bu mekanik guclerle kapaktaki bazal membran acgiga g¢ikmakta,
endotelyal degisime bagh Von Willibirand Faktér, prostaglandin, nitrik oksit (NO)
salinmakta fibrin birikimi ve trombus olusmaktadir. Koagulasyona vyatkinlik ve
malignensiler, NBE riskini artirr. Bu lezyonlar kapak kalinlasmasina, darliga,
yetmezlige veya tromboemboliye neden olur. NBE’li hastalarda emboli %14-90
arasindadir.

2.2.5.infektif Endokardit:

Akut infektif endokardit mikroorganizmalarin neden oldugu inflamasyondur.
Vakalarin %15 inden Staphylococcus aureus sorumludur. Burda olugan vejetasyonlar
endotelyumdaki eksudatif ve proliferatif degisiklikler sonucu meydana gelir. Kalp
kapagi hasari ¢ok hizli geligir ve mortalite %40’tir*®. Subakut endokardite siklikla
Streptococcus viridans ve enterekoklar neden olur. Dis girisimleri, uyusturucu
aliskanhgi, mitral kapak prolapsusu bakteriyel endokardit i¢in zemin hazirlayan
faktorlerdir*. Mikroorganizmalar kapaga velveya vejetasyonlara yapisir, cogalir ve
sonugta inflamasyona neden olurlar. NBE ve bakteriyel endokardit kesinlikle
birbirinden ayrilmalidir. Gram (+) ve () bakterilerin direkt olarak kalp kapaklarina
invaze oldugu gosterilmistir®®. Staphylococcus aureus un baglanmasinda teikoik asit
etkilidir, ancak fibronektinin adhezyonda daha etkili oldugu son zamanlarda
gOsterilmig, biyoprostetik kapaklarin endokarditinde bunun etkili oldugu One
surdlmastur.

Bakteriyel endokardit vejetasyonlar ve hasarlanmis kalp kapagi Uzerinde
geligsebildigi gibi, direkt olarak mikroorganizmalarin kapaga infiltrasyonu s6z konusu
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olabilir. Bunun sonucunda yetmezlik veya darlik geligebilir. Bakteriyel endokarditte
kapaklarda sitokin ve adhezyon molekullerinin ileri derecede salinimi vardir. Hicre igi
adhezyon molekulleri ile monositler toplanir, monositler hicre igi adhezyon
molekullerinin Gretimini artirir. Artmis olan hicre i¢i monositler interstisyel hicre
organizasyonu ve fonksiyonunu bozar, bu da kapakta kalinlagsma ve fibrozise neden
olur. E-selectin ve hucre i¢i adhezyon molekulleri salinimi da artarak inflamatuar
yanita ve ateroskleroza eslik eder®®. Olayin kroniklesmesi kalp kapaginda yetmezlige
ve/veya darliga yol agacaktir.

2.2.6.Romatizmal Kalp Kapak Hastaliklar:

Romatizmal atesin inflamatuar hasari sonucunda olusur. Bu inflamatuar
olaylar kalp, eklemler ve cildi tutar. A grubu beta hemolitik streptokoklar bu cevabi
baglatir. Kalp dokusu antijen olarak algilanir. Akut tutulumda kapak kalinlagsmasiyla
beraber, NBE de oldugu gibi kapak kapanma hattinda kuguk vejetasyonlar vardir.
Subvalviller aparat ve endokard da etkilenmistir. inflamatuar yanit hiicrelerin
invazyonunu ve interstisyel sivi artigini tetikler. Akut lezyonun gerilemesi ile skar
dokusu olusur. Dokudaki antikor ve kompleman immunopatolojik cevabin
goOstergesidir. Kapak antijen odagi olarak gorev yapmaktadir. Antikorlarin yaptigi
saldiri endotel hasari ile birlikte oksidoinflamatuar yaniti baslatmaktadir. Romatizmal
kalp kapak hastaliklarinda CD4 ve CD8 T lenfositlerin kapak endotelyumuna yapisik
oldugu goérulmustir. Bu invazyon ve ekstravazasyon hicre igi adhezyon
molekullerinin endotelde yaptigi hasara bagI|d|r37. Kapaklarda T lenfositlerin varligi
skar dokusu olusumuna, yeni damarlanmaya ve daha fazla lenfosit infiltrasyonuna
neden olmaktadir.

2.2.7.Miksomatoz Kalp Kapak Hastaliklari:

Normal populasyonda eriskinlerin %5 inden fazlasinda miksomatoz dejeneratif
hastalik gorulmektedir. Kapakta ki miksomatbz dejenerasyon kapagi zayiflatir ve
prolapsusa yol acar®. Kapagin ve kordanin gerilmesi ve anulusun destegini yitirmesi
Mitral Valve Prolapsusu (MVP) olarak isimlendiriimektedir. Miksomat6z dejenerasyon
MVP nin en sik gorilen nedenidir ve siklikla klinik olarak 6nemli bir problem
yaratmaz. MVP, kapak yetmezligi, korda rupturu, endokardit ve tromboz riski tasir®.
Endotel disfonksiyonun miksomatdéz dejenerasyondaki rolU tam olarak
bilinmemektedir. Miksomat6z lezyon genetik olabilir veya bir patolojiye sekonder
gelisebilir’®. Etyolojide hemodinaminin &nemi vurgulanmaktadir. lyilesme yerinde
veya adaptif cevapta proteoglikan birikimi miksomatoz dejenerasyondan sorumludur.
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Fibroz yapida ve kordada kollajen kirilmasi ve kaybi olabilir. Kapakgiklarin spongiosa
tabakasinda anormal kapanmadan dolayi fibrozis gelisir.  Ayni sekilde artmig
kapakgik hareketleri ve kordal mobilite sol ventrikilin posterior yuzunde surtunme
lezyonu olusturur. Bu endokardiyal fibrozisle sonuglanir. Pulmoner hipertansiyon,
Eisenmenger sendromu ve anormal kordalar fokal miksomatoz dedgisikliklerle
beraberdir®®. Miksomatéz kapada yol acan olaylarin siralamasini aydinlatmak ok
zordur. Bazilarina gore kordal gerilmedeki degisme bunu yaratmak igin yeterlidir.
Bazilarina gore miksomatoz kapakta endotelyal sinirda bozulma ve kaybolma vardir.
Bu artmis hemodinami ve anormal kapanigla iligkili olabilir. Endotelyal hasarin nativ
damarlarda subendotelyal proliferasyonda ve migrasyonda etkili oldugu bilinmektedir.
Miksomatoz kopek mitral kapaklarinda Endotelin 1 (ET-1) reseptor artisi
saptanmistir. ET-1 fibroblastlarda, duz kas hucrelerinde artisa neden olmakta, bu
kollajen sentezinde artisla sonlanmaktadir®®. Diger biylime faktorleri ve sitokinler
miksomatoz kapak gelisiminde etkilidir, ancak yeterince aragtirimamistir.

2.2.8.Senil Kalp Kapak Hastaliklar:

Arterlere benzer sekilde kapaklarda da fibrokalsifik degisiklik olabilir. Birgok
arastirma endotelyal yanitin, aterosklerozdaki ve intimal hiperplazideki rolinu ortaya
koymustur. Nativ damarlarda aterosklerozun yerlesimi mekanik  stresin
aterosklerozdaki roliinii géstermektedir*’. Bifurkasyonda ve kurvaturda ateroskleroz
yerlesimi  hemodinami ve ateroskleroz arasindaki iliskiyi vurgulamaktadir.
Hemodinamik gugler 6rnegin; shear stress, gerilme ve basing, fibrokalsifik endotelyal
ve diiz kas hiicresi cevabini agiklamaktadir*’. Ateroskleroz ve senil dejeneratif
lezyonlar arasindaki benzerlik, birgok calismalarda gosterildigi gibi, valvuler
endotelyum ile senil kapak lezyonlar arasindaki baglantida rapor edilmistir*?,

Senil dejeneratif valvuler stenozda artmis mekanik strese kargi gelen yerlerde
kalsifikasyon goérilmesi mekanik stresin 6énemini vurgulamaktadir. Ustelik bikuspid
aorta gibi basincin kapakgiklara daha ¢ok yansidigi durumlarda dejeneratif
kalsifikasyon daha erken geligsmektedir. Ateroskleroz gibi, dejeneratif kapak hastaligi
da yaslihgin kaginilmaz bir sonucudur. Lipid birikimi, kollajen diuzensizligi, kalsifik
nodiiller kapak dejenerasyonu ile beraberdir®. Aterosklerozda oldugu gibi senil
lezyon fokaldir ve aortik taraftadir ve %54 oraninda kapakgikta gorulur. Lezyon olan
yerlerde kapagin endotelinde hasarlanmalar gorulmagtar. Ayrica bu lezyon

inflamatuar yanitin sonucudur. Bu lezyonlar, lipid birikimi, makrofaj ve T hucre
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infiltrasyonu ve endotel hasari yonunden aterosklerozla benzerlik gosterirken, duz
kas hucrelerinin az olmasi ve On planda kalsifikasyon olmasi ile benzerlik
gOstermemektedir. Senil kapak hastaliginin ilerlemis doneminde kapak dokusunda
noduler fibrozis, kalsifik noduller, makrofaj, lenfosit ve fibroblast infiltrasyonu
gorilirken, matriks metalloproteinaz (iretimi kontrolsiizdiir®®. T hiicrelerinin olayin
icinde olmasi hastaligin pasif olmasindan ziyade aktif olmasinin gostergesidir.
Endoteliyum adhezyon molekulu degisimi ile T hlcresi ve makrofaj infiltrasyonunu
tetikler.

Senil kapak hastaliginin inflamatuar 6zeliginden dolay1 C reaktif protein
(CRP) ve adhezyon molekullerinin serum duzeyleri kapak lezyonlarinin erken
tanisinda yardimci olabilir*. Koroner arter hastaiginin erken tanisinda bu
molekullerin roli gosterilmigtir. CRP, endotelyal nitrik NO duzeyinin azalmasi ile
endotelyal disfonksiyon ile direkt iliskili olabilir®. NO damarda etkili bir ajan olup
platelet fonksiyonunda, ET-1 Uuretiminde, adhezyon ve buylume faktorlerinin
inhibisyonunda etkilidir. Statinlerin endotel disfonksiyonunu duzelterek NO'in
biyoetkinligini duzeltmesi kapak hastaliklarinin tedavisinde etkinliginin gostergesi
olacaktir®®. inflamatuar cevap kapak dokusundaki kalsifikasyonu da tetiklemektedir.
Hasta aort kapak dokusunda makrofajlarin subgruplari tarafindan osteopontin
sentezlendigi gosterilmistir.  insan koroner arterlerinde aterosklerotik plaklarda
endotelyal hucrelerde ve duz kas hucrelerinde osteopontin gorulmastur. Diger kemik
matriks proteinleri stenotik aort kapaklarinda gerImUstUr‘Q.

EH'in senil kapak kalinlagmasinda direkt rolu olabilir. Hucre kultirinde
mezensgimal hicrelere farklilagmis EH’i dUz kas hicresi elemani olan aktini Gretmistir.
Bu farklilasma beraberinde EH matriksi sentezini de farkllastiracaktir*’.

Senil kapak hataligi, koroner arter hastaliginda da oldugu gibi lipidlerin
subendotelyal dokuda birikimi sonucu olusacaktir*®. Koroner arter hastaliyi olan
hastalarin aort kapakgiklarinda da okside duguk yogunluklu lipoprotein (LDL) birikimi
gosterilmigtir.  LDL’'nin  oksidasyonu ile endotel adhezyon molekulleri, simik
baglayicilari, biiyiime faktérlerini ve sitokinleri, salgilar*.

EH hemostazinin bozulmasi valviler hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir
adimdir. Kapak endotelinin inflamatuar, sentetik, trombotik yanitlari kapakta darlik,
yetmezlik ve/veya tromboemboliye neden olabilir. Sik goérilen kapak hastaliklari ile

endotel disfonksiyonu, birbirlerine bagimli olaylardir.
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2.3.Kalsiyum iyonunun Biyokimyasal Rolii

Normal hucreler degisen etkiler ve streslere gore durmaksizin yapi ve islevini
surekli degistiren bir mikro evrendir. Stresler ¢ok ciddi oluncaya kadar hicre normal
hemostazis olarak adlandirilacak goreceli dar sinirlar iginde yapi ve iglevini
degistirerek korumaya egilimlidir. Tum stres ve zararli etkenler dnce molekuler
duzeyde etki gosterirler. Hucresel adaptasyon mekanizmasina bagli olarak olusan
zedelenme sonucunda, zaman iginde, hiicrede yapisal degisiklikler oimaktadir®®.

Hipoksi, mikrobiyolojik etkenler, immunolojik reaksiyonlar, kimyasal etkenler ve
ilaclar, serbest radikal olugsmasi ve yaslanma gibi bircok nedene bagli olarak hicre
yapisi ve iglevi degismektedir. Sonugta hucre organellerinin yapisi bozulmakta ve
kritik noktadan sonra 6lduricu olan membran zedelenmesi gelismektedir. Butin bu
olaylarin molekiler diizeyde potansiyel mediatérii kalsiyum iyonudur®®.

Membran zedelenmesinin mekanizmasi ne olursa olsun membran
batinlGgundn bozularak (molekller transportta rolu olan birgok enzimin devre digi
kalmasi, proteinlerin denaturasyonu, lipidlerin oksidasyonu ve serbest radikallerin
ortaya ¢ikmasi) hucreler arasi araliktan hicre igine dogru kalsiyum tutulumu yuksek
konsantrasyona ¢ikar. Kalsiyum hucre iginde mitokondriler tarafindan tutulur ve
mitokondriyal enzimleri inhibe eder, proteinleri denature eder ve koagulasyon
nekrozunun hiicresel karakteristik degisikliklerine yol agar. insan viicudunda hiicresel
nekrozun olusmaya baglamasi ile nekrotik hicrelerin ve artiklarinin bayuk bir kismi
IOkositler tarafindan fagosite edilir, parcalanir ve enzimatik olarak sindirilir. Eger
nekrotik hiucre ve artiklari tam olarak harab edilip absorbe edilmez ise kalsiyum
iyonlar ve diger mineraller buralarda birikir ve bu olaya distrofik kalsifikasyon adi
verilir*®. Bu degisiklik nekrotik dokularda uzun zaman sonra gérilir, siklikla hasarli
kalp kapaklarinda onlarin gorevlerinin bozulmasina neden olacak sekilde yer alir.
Kalsiyumun ve fosfatlarin fosfolipidlere afinitesi sonucu ve membrana bagli fosfatlarin
etkisi ile hlicre zarinda birikirler.

Hucre igi kalsifikasyonun baslangici Olu veya Olmekte olan hucrelerin
mitokondriyonlarinda kalsiyum birikimi ile baslar. Daha sonra kristal olusumu hucre
digi mesafede kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu, mineral inhibitérlerinin varligi ve
kollajenasyona bagl olarak gerceklesir. Kollejen kristal olusum hizini arttirmaktadir.
Kalsifik kalp kapag! hastaliklari ve ateroskleroz mekanizmasi bu sekilde agiklanabilir.

Hucre membranlarindaki lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir
reaksiyondur. Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler
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ureterek diger hucre bilesenlerine zarar verir. Boylece birgok hastaliga ve doku
hasarina neden olur. U¢ veya daha fazla cift bagd igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA olusur. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif indikatort degildir fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gosterir.

Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi yuzinden reaksiyonlarin g¢ogu
membrana bagli molekullerle olusur. Membran gecirgenligi ve viskozitesi ciddi
sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon transportu,
enzim aktivitesi ve hucre yuzey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
ozelliklerini degistirir.

Kalsiyumla iligkili olaylar arasinda apopitozis ve enflamasyon vucut savunma
sistemi igin dnemli olaylardir®™®. Mitokondriyal kalsiyum dengesinin bozulmasi
apopitoziste temel bir basamaktir. Enflamatuar yanit mekanizmalari kalsiyumla
birlikte reaktif oksijen tiirleri, histamin ve glutamat salgilamaktadir’’. Hem
apopitozisde hem de enflamasyonda ve prooksidan eylemler hucre ici kalsiyum
konsantrasyonunda artigla iliskilidir®. Hicre icinde reaktif oksijen turlerinin ortaya
cikmasindan 6nce kalsiyum akimi gerceklesmektedir®. Kalsiyum iyonlari oksidatif
olaylara yol agan yolakta sinyalizasyon ajani olarak gorev almakta ve prooksidatif bir
etki gdstermektedir®’.

2.4.Doku Dejenerasyonu ve Kalsifikasyonun Mekanizmasi:

Hucre metabolizmasinin devaminin saglanmasi ve hicre butinlugunin
korunmasi i¢in hucre membranlarinda aktif iyon transportunu saglayan bir enzim
sistemi olan Adenozin-5’ Triptofaz (ATPaz)'a gerek vardir. Tek degerli katyonlarin
(sodyum, potasyum) transportundan sorumlu ATPaz enzimine; sodyum-potasyum
tarafindan uyarilan ve aktivasyon i¢cin magnezyuma gerek duyan Sodyum-Potasyum
ATPaz (Na*-K*/Mg®* ATPaz) enzimi adi verilir. Cift degerli katyonlardan Kalsiyum
tasinmasinda sorumlu olan ATPaz enzimine kalsiyum tarafindan uyarilan ve
aktivasyon igin magnezyuma gerek duyan Kalsiyum ATPaz (Ca®'/ Mg?* ATPaz)
enzimi adi verilir. Hucrelerin dejenerasyona bagli olarak veya degisik etkenler
sonucunda hasarlanmasi hicre membranindaki bu enzim sistemlerinin
calismamasina neden olarak hucre igcersinde sodyum ve kalsiyum birikmesi sonucu

patolojik siirecler baglamis olur *2.
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Kalsifikasyon insan organizmasinin tum dokulari igin normal fizyolojisini
bozarak patolojik sureclerini baglatan ve oksidatif reaksiyonlar araciligi ile htcrelerin
biyokimyasal dengesini  degigtiren  kronik  bir  olaydir.  Kalsifikasyonun
mekanizmasinda, kalsiyum iceren ekstraselluler sivinin membran iligkili fosforla
reaksiyona girerek kalsiyum fosfat mineral depozitlerinin olugsmasi gorulmektedir.

Patolojik kalsifikasyon kemigin fizyolojik mineralizasyonuna benzer olarak
inhibe eden ve indiikleyen faktérlerle regiile ediimektedir’>>°. Ekstrasellliler matriks
yapisal proteinleri olan kollajen ve elastin proteinlerinin kalsifikasyonu klinik ve
deneysel olarak nativ dokularda, implante edilmis biyoprotezlerde, homogreft
vaskuler dokularda gozlenmistir. Hucresel igeriklerden farkli olarak kollajen ve elastin
lifleri, kalsiyum fosfat mineralleri icin cekirdek gdrevi gorirler®®®. GA kollajen
liflerindeki kalsifikasyonu hizlandirmakta® ancak elastinin kalsifikasyonu GA'le
muamele ediimese de meydana gelmektedir. Kalp kapaklarinin katlanma
noktalarinda yogun mekanik strese bagli olarak ve daha oOnceden gegirilmis bir
travma ve enfeksiyon nedeniyle, intrinsik ve extrinsik mineralizasyon harekete gecer
ve bu noktalarda kalsifikasyonu baslatir®*=%¢",
2.4.1.Mekanizmalar:

Kapaklarin yapraklarindaki mineralizasyon sureci, canli olmayan ve hasara

ugramis bag doku hiicreleri icinde baslamaktadir®®®?

. Bu distrofik kalsifikasyon
mekanizmasi kalsiyum igeren ekstrasellller sivi ile membrana baglh fosfor arasindaki
reaksiyonu icermektedir ve hucrelerin kalsifiye olmasina yol agmaktadir. Normalde
plazma ekstraselliiler kalsiyum konsantrasyonu 1 mg/ml (10 M) dir. Canli hiicrelerin
zarlari  kalsiyumu digsari attigindan sitoplazmadaki kalsiyum konsantrasyonu
normalde 1000-10.000 kat daha azdir (10~). Ne yazik ki kalp kapaklarinda daha
Oonce olusmus hasarlanmalar (6rnegin Romatizmal kapak hastaliklari) veya GA’le
onceden muamele yapilmig olmasi dolayisiyla yapay kalp kapaklarinda fizyolojik
kalsiyum eliminasyonu c¢aligsmamaktadir. Hucre zarlari ve diger intersellUler yapilar
fosfor acgisindan zengindir ve bu vyapilar bir patolojik durumda hucre iginden
atilamayan kalsiyumu bagliyarak hicre i¢inde bir kalsiyum ¢ekirdegi olusturur®. ilk
kalsifikasyon depolari zamanla genigler ve birlegir. Boylece buyuk minerallesmis
yapilari olugsturarak dokuyu sertlestirir ve zayiflatir. Sonugta kalp kapaklarinin

fonksiyon bozukluguna neden olur®®.
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2.4.2.Diizenlenme:

Patolojik kalsifikasyon tipik olarak pasif, dUzenlenemeyen dejeneratif bir islev
olarak dusunulse de, son calismalar gostermistir ki kemik ve diger sert dokularin
fizyolojik mineralizasyonunda oldugu gibi patolojik kalsifikasyonun mekanizmasi da

regiile edilebilir’>>°.

Normal kan damarlarinda ve kalp kapaklarinda inhibitor
mekanizmalar patolojik indukleyici mekanizmalardan daha etkilidir ve kalsifikasyon
onlenir. Buna karsin kemikte ve patolojik dokularda indikleyici mekanizmalar
baskindir. Normal kemik kalsifikasyonunda hidroksiapatit kristallerinin gelisimi bazi
nonkollajen matriks proteinlerince duzenlenmektedir. Bunlar: Osteopontin (asidik bir
kalsiyum baglayici fosfoproteindir, distrofik kalsifikasyon alanlarindaki yogun
hidroksiapatit kristallerine yuksek afinitesi vardir), osteonektin, osteokalain ve diger
gamakarboksilglutamik asit (GLA) igeren matriks proteinleridir®.

Dogal olarak dokularda bulunan inhibitorlerin kristal ¢ekirdeklenmesini ve
gelisiminin onlenmesi, kalp kapaklarindaki kalsifikasyonda ve damar duvarindaki
ateroskleroz gelisiminde rol oynar®°. Bu agidan 6zel inhibitérler; inorganik fosfat®,
kemik morfogenetik protein®, proinflamatuar lipidier®® gibi dogal olarak dokularda
bulunan promineralizasyon kofaktorlerinin patolojik kalsifikasyondaki rolu ayri bir
arastirma alanidir. Son bulgular hiperkolesteroleminin de klinik olarak kalp
kapaklarinin kalsifikasyonunda risk faktorii olabilecegini desteklemektedir®®"°. Dogal
kalp kapaklarinin kalsifik dejenerasyonunu diizenleyen eden inhibitorler®®®® ve
spesifik inhibitdrlerden bazilari osteopontin’' ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
kolesteroldiir’2. inorganik fosfat®”, kemik morfogenetik protein®, proinflamatuar
lipidler®®, sitokinler gibi dogal olarak bulunan promineralizan faktérlerle ve
inhibitorlerin patolojik mineralizasyondaki rolu aktif olarak incelenmektedir. Yani
kanitlar normal kalp kapaginin kalsifikasyonunda hiperkolesteroleminin bir risk
olusturabilecegini gostermektedir. Kardiyovaskuler sistemin aktif dizenlenmesi ile
ilgili kanitlar vaskuler hucrelerinin kalsifikasyonunun hucre kultir modellerinde de
gosterildigi bildirilmistir’>.  Osteopontin  diiz kas hiicrelerin  kiiltirlerinde
mineralizasyonu inhibe ederken proinflamatuar lipidler ve sitokinler bu olayi
indUklerler. Transgenetik fare modellerinde matriks GLA protein geni inhibe edilirse
veya ostepontin geni inaktive olursa”"* damarlarda ciddi kalsifikasyon olur. Ayrica
subkutan elastin implante edilen farelerde’® matriks ve metalloproteinlerin inhibisyonu

kalsifikasyonu inhibe eder.
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Nonkollajen proteinler olarak bilinen osteopontin, Tumoér buyime faktoru
(TGF-a) ve tenascin-C gibi kemik matriks olusumunda ve doku remodelingde rol alan
proteinlerin klinikte kalsifiye olmus nativ kalp kapaklarinda ve aterosklerozda
bulundugu go6zlenmis ve insanlarda bu proteinlerin patolojik kalsifikasyonda
diizenleyici bir role sahip oldugu diistiniiimistiir’®"8.

2.4.3.Kalp Kapaklar Kalsifikasyonunda Biyokimyasal Olaylar:

Kapak kalsifikasyon sure¢ ateroskleroz ve kemik formasyonunda daha sik
gézlenir79‘81. Genel populasyondaki aort kapak hastalarindaki ilerleme aterosklerotik
hastalik icin bir cok geleneksel risk faktoru ile iligkilidir. Bunlar arasinda hipertansiyon,
hiperlipidemi ve Diabetes Mellitus (DM) sayilabilir®*®*. Bu kalsifikasyon siireci
osteopontin, osteonektin, osteokalsin, kemik siyaloprotein ve kemik morfojenik
protein gibi nonkollajen matriks proteinleri ile iligkilidir. Bu kollajen ve nonkollajen
matriks proteinlerinin artmasi kalp kapaklarinda ve arterlerde gbsterilmigtirm‘%.
Kalsifiye kapaklar histolojik olarak incelendiginde bunlarda c¢esitli derecede
inflamasyon gozlenmistir ve bu inflamasyonda makrofajlar, plazma hucreleri ve
lenfositler rol oynar79‘85. Bu hucreler osteopontin sentezleme yetenegine sahiptir ve
osteopontin etrafindaki hiicreler kalsifiye depozitlere bagh tutunmaktadir®’.
Osteopontin  kemotaksisi, hucresel gogalmayi, inflamasyonu ve mineralizasyonu
etkilemektedir. Osteopontin, makrofajlarla siki iligki icindedir ve makrofaj invazyonu
migrasyon ve fagositozu etkilemektedir®®. Kardiyak kapaklar igindeki T hiicre birikimi
daha fazla inflamatuar hicrenin bu bodlgeye gelmesine yol agan sitokinlerin olasi
kaynagi olarak gériilmektedir®. Timér nekroz faktér (TNF-a) gibi sitokinlerin artisi
stenotik kapaklarda gc'jzlenmi§tir”8. Kapak matriksinde metalloproteinazlarda
degismistir. inflamatuar hiicreler, TNF-a’e benzer sekilde biiyiime faktérlerini aktive
etmekte ve kapak miyofibroblastlarini uyararak profilerasyona neden olmaktadir.
Kapak matriksinde remodeling yapacak matriks metalloproteinazlarini da
gUgIendirmektedirSQ. Mast hucreleri matriks metalloproteinazlarini etkileyebilmekte,
proanjiogenetik peptitler salgilayabilmekte ve sitokinlerle buylime faktorlerini aktive
edebilmektedir®’. Lenfositler konjenital bikUspit aortik kapaklarda ve dejeneratif
trikispit kapaklarda bqunmU§tur8°. Hasara ugramis kapaklar progressif olarak lipid
birikimine neden olmaktadir. Bu durum ateroskleroz ile dejeneratif kapak hastaligi
arasinda iliski oldugunu disiindiirmektedir®®. Stenotik aort kapaklari nonstenotik
olanlara kiyasla daha fazla lipid igerigine sahiptir®. Lipidler okside olarak inflamatuar

hdcrelerin o bolgeye gelmesine neden olmaktadir. Bu inflamatuar hucreler sitokin
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salgilayarak neovaskularizasyona neden olabilir ve kemik morfojenik protein
mekanizmasina katilabilirler. Statinlerle lipid dusurtucu tedavi verilmesinin arteryel

plaklari stabilize etti§i disinilmektedir®® .

Statinler makrofajlarin  proteolitik
aktivitesini azaltir, plaktaki kollajen icerigini artirir, plaktaki lipid ¢ekirdeginin boyutunu
kugultur, inflamasyonun sgiddetini azaltir, endotelyal fonksiyonu eski haline getirir,
doku faktorii artisini énler, bu sekilde kapaktaki dejenerasyonda azalma olur®2°.

2.4.4 Elastin ve Kollajen Liflerinin Kalsifikasyon Mekanizmasi:

Kollajen ve elastin lifler insan vicudunun buttin dokularinda bulunur, dokularin
iskeletini olusturur ve onlarin mekanik guclere karsi fonksiyonlarini korur. Kalp
kapaklarinin ekstraselliler matriksi icinde kollajen, elastin, nonkollajen proteinler,
glikozaminoglikanlar (GAG) ve proteoglikanlar (PG) degisik oranlarda bulunur.

Kollajen lifleri icinde, kollajen molekullerinden olugsmus, hole zone adi verilen
ve icinde PG’larin bulundugu bos alanlar vardir. Bu alanlarin kollajenleri
kalsifikasyondan korudugu disiinilir®. Buna benzer alanlar kemigin kollajen
fibrillerinde bulunur ve kalsiyum depolanmasinin ilk alanlari olarak gésterilmistir® 22,

Matriks metalloproteinazlar ve GAG yikan enzimler bu bos alanlardaki PG’lar
eriterek kollajen liflerinde kalsifikasyona egilimli alanlar olustururlar®'%. Kollajen
kalsifikasyonunun ilerlemesi sonucunda hidroksiapatit kristallerinin olusumu artar ve
sonugta genis depozitlerin bluyimesine neden olur.

Elastik fibriller kalp kapaklarinda ve damar duvarinin yapisal proteinlerinde bol
miktarda bulunur™'. Patolojik vaskiler kalsifikasyonda elastik fibrillerin ve
kollajenlerin dejenerasyonu ve kalsifikasyonu agikga gdsterilmistir'®'%.

Elastik fibriller yapisal olarak capraz yerlesmis elastin molekullerinden ve
mikrofibriler komponentlerden olusmustur'®’. Dis tarafi, asidik bilesenlerden zengin

108-109

fibrillin ile kaplanmigtir ve elastini kalsifikasyondan koruduguna inanilir , ancak

bu fibrillin ile olan kaplanma elastik fibrillerin yapisal olarak incelenmesinde,
kalsifikasyonun baslamasinda ve ilerlemesinde tam olarak etkili olamamistir'™®.
Elastine bagli mikrofibriller igeren koruyucu tabakanin kalsiyumdan zengin
ekstraselliler matriksin etkisine maruz kalmalari sonucu elastin kalsifikasyonu
olmaktadir. Buna bagl olarak elastine baglanmig ve gevrelenmis kalsiyum iyonlarini
inorganik fosfat iyonlari takip eder ve daha sonra elastin fibrillerinin ylzeyindeki
hidroksiapatit olusumu artar'"'. Sonucta elastindeki ilerleyici harabiyet ve

kalsifikasyonun artmasi kapaklarin mekanik oOzelliklerinin degismesine neden olur.
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Elastin harabiyeti sonucu olusan Grunler proteazlarin salgilanmasina ve immun
yanitin olusmasina neden olarak apopitozis ile sonuglanir’?"".

2.4.5.Nonkollajen igerigin Rolii:

Nonkollajen bilesenlerin ekstraselliler matriks icinde kalsiyum dengesinde
onemli rol oynar. Kemik siyaloproteini, kemik morfojenik proteini 2 (TGF ailesinin

liyesi) kemik biyiime gelismesinde rol alir'™

. Bu proteinler kalsifiye olmus kalp
kapaklarinda da bulunur'®. Diger kemikle ilgili proteinler (osteopontin, osteokalsin,
osteonektin) kalsifiye aterom plaklari ve deneysel olarak induklenen arteryel
kalsifikasyonda da gésterilmistir'"”.

2.4.6.Glikozaminglikanlar ve Proteoglikanlar:

GAG'lar asidik yapida, dalsiz polisakkaritlerden olusurlar ve damarsal destek
dokuda, kalp kapaklarinda, aorta da ve perikard da bulunurlar®. Bu polisakkaritler
proteinlerden olugsmus c¢ekirdek yapilarin etrafinda bulunurlar ve bdylece PG’lar
sekillenir. GAG’lar kalp kapaklarinin matriks alanlari icinde dagilirlar ve ylzeyel
elastin ve kollajen liflerine destek olurlar''®. Kalp kapaklarinin yapisindaki GAG'larin
kaybi, konjenital kalp defekti olan hastalarda, romatizmal ates gecirenlerde ve yasl
insanlardaki kapak defektlerinde kapak yetmezligini artirabilir''®. Ayrica GAG'larin
kalsiyum depozitlerinde olusan hidroksiapatit kristallerinin birikmesinin dnlenmesinde
koruyucu etkisi vardir''®.

2.5.Dejeneratif Kalsifikasyonun Onlenmesi:

Sistemik kalsifikasyon Onleyici ajanlarla tedavi etkin fakat guvenli degildir.
Metabolik kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan kalsiyum selatorleri gibi
sistemik ajanlarin etkin dozlari subkutan olarak ratlara implante edilen biyoprotez

dokularin kalsifikasyonunu &nlemektedir'?°

, ancak fizyolojik kalsifikasyona olan
etkilerinden dolay! selatorlerin sistemik yoldan verilmesi kalsiyum metabolizmasinda
pek cok yan etkiye neden olmaktadir. Patolojik kalsifikasyonu engellemek igin
kullanilan sistemik ajanlarin en buyuk olumsuz etkisi kemik olugsumunu inhibe
etmeleridir'?".

Geleneksel olarak dekalsifiye edici ajanlar, mineral asitler ve selat olusturucu
ajanlar olmak Uzere iki grupta toplanabilir. CA, asetik asit, pikrik asit zayif asitlere
ornek verilebilir. Bazen bu ajanlar belli fiksatif kimyasal formulasyonlarin icersinde yer
alirlar. Bu nedenle fiksasyonda ve dekalsifikasyonda simultane etkileri vardir.
Dekalsifiye edici ajanlardan zayif asit olanlarin etkileri yavas olmakla birlikte birgok

diger asidik ajana gére zarar verici etkileri daha azdir'®.
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Diger dekalsifikasyon ajanlari selasyon yapici maddelerdir. Bir selasyon ajani
metallere bir ¢ift elektron transfer edebilecek en az iki fonksiyonel grup igerir. Bundan
bagka bu gruplar metallerle halka olusturabilecek sekilde yerlesirler. Cozunebilir
metal kompleksler agiga c¢ikaran selasyon ajanlari ayni zamanda sekestrasyon

122

ajanlari olarak da bilinmektedir “*. Selasyon ajanlari dogal yasam sistemlerinde genis

bir oranda mevcuttur ve hucre metabolizmasinda ve biyokimyasinda onemli rollere
sahiptirler'?>1%4,

Nehir Sucu ve arkadaslarinin daha 6nce yaptigi calismada ratlarin sirtina
implante edilmis sigir perikardinin kalsifikasyonunun inhibisyonunda CA bir kalsiyum
selasyon ajani olarak kullaniimigtir. Yapilan c¢alismanin sonucunda sigir perikardi
dokusunun dejeneratif mineralizasyonunun CA ile anlamli derecede azaltildigi
gosterilmistir®.

2.6.Sitrik Asit, Yapisi ve Ozellikleri:

HO OH

OH
OH
C Sekil 1

8. yuzyilda kimyaci Jabir Ibn Hayyan (Geber) tarafindan kesfedilen CA, ilk
olarak 1784 yilinda isvegli kimyaci Carl Wilhelm Scheele tarafindan limon suyunun
kristalizasyonu sonucu elde etmigtir. 1917 yilinda Amerikali gida kimyacisi James
Currie bazi Aspergillus niger turd mantarlarin CA olusturabildiklerini kesfetmis ve
Pfizer iki yil sonra bu teknolojiyi kullanarak endustriyel dizeyde uretime gecmigtir.

CA’in kimyasal formuli CgHgO7 ve IUPAC a gore 2-hidroksipropan—1,2,3
trikarboksilik asit olarak adlandirilir. Sekil 1°de goruldugu gibi formultze edilir.

CA selat olusturucu Ozelliginden dolayi bir dekalsifikasyon ajani olarak
kullanildigr bilinmektedir. CA ve bazi tuzlan birgok gida Urununde, konserve
yiyeceklerde ve iceceklerde pH kontrolu igin kullanilan bir tampondur. Sekestre edici
bir ajan olarak kalsiyum, magnezyum ve agir metaller gibi katyonlarla kompleksler
olusturur ve ortamdan uzaklastirir. Ayrica antioksidanlarin etkinligini destekler.
Bununla birlikte kalsiyum sitrat kalsiyum kaynagi olarak Ozelliklede asidik veya hafif
asidik iceceklerde, meyve sularinda, tabletlerde veya diger gida maddelerinde

kullanilmaktadir. CA hos eksimsi tadi, kolay ¢ozunurligu ve stabilitesi ile
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bilinmektedir. Amerikan Gida ve ilag Kurumu (Food and Drug Administration=FDA)
(CFR 181-29) tarafindan indirekt katki maddesi olarak onaylanm|§t|r125.

Kimyasal olarak CA'in (sekil 1) 37 °C sudaki fosfatla tamponize salin
solusyonunda 48 saatlik periyod icin kalsiyum baglama karakteristiklerinin GA’e
benzer olmasi olduk¢a dnemlidir.

CA en fazla limonda ve thlamurda bulunur ve bu bitkilerin kuru agirliklarinin
yaklasik %8 ini olusturur. Iyi ve dogal bir koruyucu olup biyokimyada sitrik asit
dongusuinde de yer aldigl igin o6nemlidir ve hemen hemen tim canlilarin
metabolizmasinda bulunur.

2.6.1.0zellikleri:

CA  asiditesi  solusyona  proton veren  karboksil  gruplarindan
kaynaklanmaktadir. CA’in protonlarini vermesi sonucu olusan sitrat iyonlari pek ¢ok
metal iyonu ile sitrat tuzlarini olusturur. Bunlardan onemli bir tanesi de kalsiyum
sitrattir. Diger adi ile limon tuzu dur ve besinlerin korunmasinda kullanilir. Oda
sicakliginda CA beyaz kristal gseklindedir, anhidroz (susuz) bicimde bulunabilecegi
gibi monohidrat bigiminde de bulunabilir. Anhidroz formu sicak suda kristalize
olurken, hidrat formu soguk suda kristalize olur. Hidrat formu 74 ° C de hidrat suyunu
kaybederek anhidroz forma déniisiir. 175 °C nin {izerinde isitildiginda karbondioksit
ve su kaybederek yapisi bozulur'®.

2.6.2.Kullanimu:

Sitrik asit ¢ogunlukla gidalarda tatlandirici ve koruyucu olarak kullanilir.
Gidalarda E330'da bilinen sitratlarin, tampon 0zelliginden dolayr farmakolojik
ajanlarin pH Kontrolinde kullanilir. Degisik metallerle olusturulan sitrat tuzlarinda
birgok gidanin biyolojik halinin korunmasinda kullanilir. CA’in metalleri selat etme
Ozelligi sabunlarda ve deterjanlarda kullaniimasina neden olmaktadir.

Biyoteknolojik ve farmokimyasal endustride yuksek saflagtirma surecini
pasiflestirme amaciyla nitrik asit yerine kullanilabilir. Nitrik asid bu amacla
kullanildiginda zararli bir maddedir'®.

2.6.3.Etkileri:

CA'’in dekalsifiye edici etkisi notral pH 7.4 de olmaktadir. CA zayif bir asit
olmasi ve nétral pH da etki etmesinden dolayi avantajlidir ve doku hasari yapmaz'®-
131

Kimyasal olarak bir mol CA bir mol kalsiyum iyonunu baglayabilir. Bu etkisini
37 °C de, fosfat tampon soliisyonunda (0,1 mol, pH 7.4) yaklasik 48 saatlik zaman
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diliminde gosterir. CA kalsiyumu hidroksiapatit kristalleri seklinde baglar ve

dokulardaki kalsiyum kristallerinin boyutunu azaltarak demineralizasyonu saglar'®"
131
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1.Deney Protokoli:

Bu deney T.C. Mersin Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurul Bagkanh@inin
12.08.2005 tarihli 11. toplantisinda 02 karar sayisi ile etik kurul onayi alindiktan
sonra yapimistir.

3.2.Hasta Segimi:

Bu galisma Adustos 2005 ile Nisan 2006 tarihleri arasinda Mersin Universitesi
Tip Fakultesi Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahisi servisine bagvuran hastalardan aort
ve mitral kapak hastaligi olan kigiler secilerek yapilmigtir. Calismaya alinan hasta
sayisi 12 kisiden oluguyordu. Hastalarin yapilan ekokardiyografik incelemeri
sonucunda mitral kapak, aort kapak, trikispit kapak ve pulmoner arter basinglari
degerlendirilmistir. Hastalarin koroner anjiografileride yapilmis ve koronerlerdeki
darliklarda tespit edilerek kaydedilmigtir.

Calismaya ciddi kalp disi hastaligi olan (hipertroidi, hematolojik hastaliklar,
kronik bobrek ve karaciger hastaligi vb), konjenital kalp hastaligi olan, otoimmun
hastaligi olan (sistemik lupus eritamotozus, progresif sistemik skleroz, romatoid artrit
vb), hamile olan ve bagvuru aninda akut viral veya bakteriyel enfeksiyonu olan

hastalar alinmamigtir.
3.3.Yontem:

Calisma 12 hasta Uzerinde yapildi. Mitral kapak ve aort kapak degisimi yapilan
hastalarin eksize edilen kapaklari alindi. Her bir hastadan alinan kapak ornekleri
fosfat tamponlu salin soliisyonu, %0,625 lik GA (0,1 mol pH 7.4) igine konarak +4 °C
de 48 saat bekletildi. Bu doku ornekleri serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) ile yikandiktan
sonra Kontrol ve Calisma grubu olarak ikiye ayrildi. Kontrol grubundaki kapak
ornekleri tazelenmis %0,625 lik GA (0,1 mol pH 7.4) soliisyonu iginde +4 °C de 5 giin
daha bekletildi (toplam 7 gun). Calisma grubundaki parcalar ise % 3,8 lik CA (pH 7.4)
icine konulup 37 °C de 48 saat bekletildi. Bu doku drnekleri tekrar serum fizyolojikte
yikandiktan sonra ayni 6zellikleri tasiyan GA soliisyonuyla 3 giin 37 °C de muamele
edildi (toplam 7 gun). Her iki grupdaki pargalar alinarak biyokimyasal inceleme igin
kuru taplere, 1sik mikroskobik inceleme igin formaldehid solisyonuna (%3,8) ve
elektron mikroskobik inceleme i¢in GA solUsyonuna (%0,625) konuldu.

Kapak replasmani i¢in ameliyata alinan hastalarin preoperatif ekokardiyografik
sonuglari, elde edilen doku oOrneklerinin peroperatif makroskopik goruntileri ve
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postoperatif doku biyokimyasal analizlerine goére hafif, orta ve agir derecede
kalsifikasyon olarak siniflandirdik (Tablo1). Biyokimyasal sonuglarina gore incelenen
orneklerdeki kalsiyum degeri 150 pg/grdoku’nun altindakileri hafif, 150-1000
pug/grdoku arasindakileri orta, 1000 pg/grdoku’'nun Ustindeki degerleri agir
kalsifikasyon olarak derecelendirdik (Tablo2). Bu sonuca goére Kontrol grubunda 4
hafif, 5 orta ve 5 agir kalsifikasyon grubuna giren Ornekleri belirledik. Agir
kalsifikasyon goOsteren Orneklerde yuksek oranda kalsifik gorinum, asir kirilgan ve
ileri derecede dejenerasyon saptandi. Calisma grubunda ise; 6 hafif, 6 orta ve 2 agir
kalsifikasyon saptandi. Calismaya alinan hastalarin yas ortalamasi 44,1+ 7,16
(ortalamazstandart sapma) olarak belirlendi.

Gluteraldehit Solisyonunun Hazirlanmasi:

%25 lik GA stok g¢ozeltisinden 24 ml alinip 0,1 molar pH 7.4 da PBS ile 1
litreye tamamlanarak %0,6 ve %0,2 ‘lik GA hazirlandi. Hazirlanan %0,6 ve %0,2’lik
GA ¢Ozeltilerinden 30ml/gr doku olacak sekilde kullanildi.

Sitrik Asit Solisyonunun Hazirlanmasi:

pH siI 7,4 ayarlanmis % 3,8 lik CA ¢ozeltisinin hazirlanisi: 1 Litrelik balon jojeye
38 gram CA eklenerek 500 ml de ¢6zundu. Daha sonra hazirlanan 1 Molar’lik NaOH
cOzeltisi ile pH 7.4 de getirildi. Sonra deiyonize su ile toplam ¢ozelti hacmi 1 L ye
tamamlandi (pH yeniden Kontrol edildi).

3.4.Biyokimyasal Olgiimler:

Kullanilan Kimyasal Maddeler:

Asetik asit (Sigma-Aldrich)

Askorbik asit (Sigma-Aldrich)
Bakirstlfatpentahidrat (Sigma-Aldrich)
Butanol (Merck)

Etanol (Riedel da Haen)
Etilendiamintetraasetikasit (Sigma-Aldrich)
Folin-Ciocalteu (Merck)

Hidroklorik asit (Merck)

Magnezyum klorir (Sigma-Aldrich)
Molibdik asit (Sigma-Aldrich)

Piridin (Merck)

Potasyum klorlr (Riedel da Haen)
Sodyum dodesil silfat (Merck)
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Sodyum hidroksit (Riedel da Haen)

Sodyum klorur (Sigma-Aldrich)

Sodyum potasyum tartarat (Sigma-Aldrich)
Tiyobarbutirik asit (Merck)

Hidroksimetil aminometen (TRIS) (Sigma-Aldrich)

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler:
Atomik Absorbsiyon spektrofotometri (AAS)
Santrifujler; Sogutmali santriftj ( Sigma 3K30, ), Normal santriftj (Labofuge 200)
Etuv (Ndve EN 500)

Su aritma cihazi (Mini pure)

Otomatik pipetler (MediSis)

Hassas terazi (SHIMADU)

Derin dondurucu (Jouan)

Buzdolabi (Bosch, Argelik)

Homojenizator (Heidolph SilentCrusher S)
Spektrofotometre (Varian Carry Win UV)
Su banyosu (Memmert)

Vorteks (Velp Scientifical)

Malondialdehid (MDA) dl¢gumii:

10 gr doku igin 100 mikrolitre %1,5’'luk potasyum klorur ¢ozeltisi kullanilarak
homojenizasyon yapilir. 3000 devir/dakika da 10 dakika santrifij edilerek ¢oken
bolim c¢aligilir. Lipid peroksidasyon drinu olan MDA'nin tiyobarbutirik asit ile
reaksiyonu sonucu olugsan pembe rengin 553 nm dalga boyunda spektrofotometrik
dlciilmesi prensibine dayanmaktadir *2.

Na*-K* ATPaz enzim aktivitesinin élgiimii:

10 gr doku icin 100 mikrolitre 0,02 gr magnezyum Kklorlr iceren %10’luk
stkroz ¢ozeltisi kullanilarak homojenizasyon yapilir. 3000 devir/dakika da 10 dakika
santriflj edilerek c¢oken kisim calisilir. Na*-K* ATPaz enzim aktivitesi olgimi,
inkibasyon ortamina eklenen 3mM disodyum ATP varliginda 1 saatte protein bagina
aciga cikan inorganik fosfatin dlgliimesi prensibine dayanmaktadir. inorganik fosfat

133134 tarafindan énerilen ydnteme gére caligiimistir.

6lglimii Reading ve isbir
Kalsiyum ve Fosfor dlglimii:

Kalsiyum ve fosfor AAS cihazi ile galgiimigtir.
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Total protein dlgumu:

10 gr doku igin 100 mikrolitre 0,02 gr magnezyum klorar iceren %10’luk
sukroz ¢ozeltisi kullanilarak homojenizasyon yapilir. 3000 devir/dakika da 10 dakika
santrifij edilerek ¢oken kisim galisilir. Total protein lowry yc'jntemi135 ile cahigiimigtir.
Proteinler oncelikle alkali ortamda bakir iyonlari ile muamele edilerek bakir-peptid
bagi-protein kompleksi olustururlar. Folin-Ciocalteu ayiraci eklendiginde bakir-protein
kompleksleri rediksiyon esasiyla triptofan ve tirozin residuleriyle birlegirler. Olusan
rengin %75’'i bakir kompleksine baghdir. 650-750 nm dalga boyu arasinda
absorbans giddeti olgulir.

3.5.Histolojik inceleme:
Isik mikroskopu ile inceleme:

Doku ornekleri %10’luk formolinde tespit edilerek parafin bloklara gomuldu.
Daha sonra 4mikrometrelik kesitler alinarak parafinden kurtarildi. %5’lik gumus nitrat
cOzeltisi igcinde 30-60 dk gunes i1siginda ve 100 voltluk masa lambasi altinda
birakildi. Distile su ile yikanarak %9%’lik sodyum tiyosulfat solisyonunda 2-3 dk
tutuldu. Tekrar distile su ile yikandi. 5’ niikleer fast red solisyonunda bekletilerek
distile su ile yikandi. %55’lik alkol ve absolu alkolde iki kez yikanarak kurutuldu.

Ksilen de bekletilerek lamelle kapatilip 1s1k mikroskopu altinda incelendi.
Elektron Mikroskopu ile inceleme:

Eksize edilen kalp kapagi dokusu ornekleri %2,5’luk GA’'de bir gece boyunca
tespit edildi. Tampon solusyonuyla yikanan dokular osmiyum tetroksit ile postfikse
edildi. Alkol serilerinden sonra seffaflandirma igin propilen oksitten gegcirilerek dusuk
viskoziteli gdmme ortamina (katalog no: 14300, EMS, USA) alindi. Hazirlanan
bloklardan 1 mikrometre kalinliginda yari ince kesitler alindi. Toluidine mavisi ile
boyandiktan sonra 1sik mikroskopuyla bakilarak uygun bolge segildi ve
ultramikrotomda 50—-70 nm kalinlikta ince kesitler alindi. Formvar kapli bakir gridlere
alinan dokulara uranil asetat ve kursun-sitrat ile kontrastlandi. Boyanan gridler JEOL
JEM-1011 Transmission elektron mikroskobunda incelenerek fotograflandi.

3.6.istatistiksel Analiz:

istatistiksel analizier SPSS 11,5 paket programinda yapildi. Yapilan
biyokimyasal calismalar sonucunda normal dagilima uyan degerler i¢cin (MDA ve
Total Protein) Paired T testi kullaniimistir. Normal dagilim én kosuluna uymayan
diger degerler igin ise Paired T testinin non parametrik karsiligi olan Wilcoxon Signed
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Ranks testi kullaniimigtir. Degerler %95 guven araliginda degerlendirildi. P degeri
P<0,05 olmasi anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR:

Calismaya alinan 12 hastanin 6’s1 erkek 6’si kadindi. 8 adet mitral kapak
eksizyonu ve 6 adet aort kapak replasmani yapildi. iki hastaya hem aort hemde
mitral kapak replasmani uygulandi. Bir hastaya ayni anda koroner by-pass cerrahisi
yapildi. Hastalarin genel yas dagilimi 21-65 (minimum-maksimum), ortalama yas
44,41+ 7,16 (ortalamaz standart sapma) bulundu.

Hastalarin ameliyat 6ncesi yapilan ekokardiyografik incelemeleri sonucunda; 2
hastada hem mitral hem de aort kapakta yaklagik 10mm lik vejetatif gorinum ve
mitral kapak anulusinde kalsifik noddl bildirildi. 4 hastada romatizmal kalp
hastaligina bagli mitral kapakta kalsifikasyon, fibrozis ve kommisurel yapisiklik
bildirildi. 4 hastada miksomatoz degisiklige bagh kalsifikasyonlar ve fibrozis, 2
hastada senil degisiklikler sonucu gelismis anuler kalsifikasyon, fibrozis ve ileri
derecede stenoz vardi.

Ameliyat sonrasi cikartilan kalp kapaklarinin makroskopik goéruntulerindeki
frajilite, fibrozis, kalsifikasyon, kalinlagsma ve anuler dilatasyonu degerlendirildi. Buna
gbre 2 hastada her iki kalp kapaginda ileri derecede kalinlagsma ve kalsifikasyon,
kapak Uzerinde vejetasyonlar, 4 hastada mitral kalp kapaginda kommisurel yapisma,
kalsifikasyon ve anuler dilatasyon, 4 hastada her iki kalp kapaginda asiri frajilite,
fibrokalsifikasyon, 2 hastada ise aort kalp kapaginda lifletlerde fibrozis ve kalinlasma
saptandi.

Biyokimyasal Sonuglar:

Doku biyokimyasal incelemelerinden elde edilen sonuglara gore ¢ikartilan kalp
kapaklarinin Kontrol grubunda kalsiyum miktarlari ortalama 852,5 ugr/gr doku %
913,4, fosfat miktar1 ise 207,6 pgr/gr doku £ 321,8 bulundu. Calisma grubunda ise
kalsiyum miktari ortalama 413,05 ugr/gr doku £ 519,5, fosfat miktari ise 124,4 pgr/gr
doku £ 289,4 bulundu. Bu verilere gore yapilan istatistik analizler sonucunda Calisma
grubundaki kalsiyumun (P=0,007) ve fosfatin (P=0,041) azalmasi anlamli
bulunmustur (Tablo 3). Kontrol grubunda MDA 0,133+0,0069 mg/gr doku, Calisma
grubunda 0,18614+0,009 mg/gr doku olarak dlguldi. Bu da anlamli bir artigi ifade
etmemektedir. Ayni sekilde Kontrol grubunda ATPaz 118,0307+100,7 nmol Pi/mgr
protein/saat ve Calisma grubunda 103,8757 + 99,7 nmol Pi/mgr protein/saat olarak
Olctlmuagtur. Bu da anlamli bir degigiklik degildir. Yine doku ve hucre butunligunun
korundugunu gosteren diger bir sonug¢ ise total protein degerlerinin Kontrol
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grubundaki 0,380+0,049 mg/gr doku ve Calisma grubundaki 0,365214+0,443 mg/gr

doku degerleridir. Bu degerlerde anlamli bir degisiklik yoktur.

Tablo 1: Kontrol grubundaki doku biyokimyasal sonugclari ve kalsifikasyon

derecelendirmesi.

MDA | ATPaz nmol Tota_l 2+ Fosfat
Hastalar | Kapak | Grup | (mg/gr Pi/mgr protein | Ca™™ W/gr u/gr Derece
doku) | protein/saat mg/gr doku doku
doku

1 AK K 0,005 138 0,38 58,00 6,90 hafif
2 MK K 0,0074 222,26 0,315 1420,00 | 678,00 agir
3 AK K 0,0123 156,21 0,338 400,00 9,70 orta
4 MK K 0,014 62,62 0,379 118,00 2,80 hafif
5 MK K 0,0128 396 0,331 620,00 14,40 orta
6 MK K 0,0089 58,9 0,373 179,00 347,00 orta
7 AK K 0,017 20 0,402 410,00 640,00 orta
8 MK K 0,012 46,79 0,51 140,00 1,20 hafif
9 MK K 0,0063 77,6 0,388 60,00 2,90 hafif
10 MK K 0,023 67,65 0,406 1700,00 | 130,00 agir
11 AK K 0,012 203,41 0,32 1790,00 | 967,00 agir
12 MK K 0,0066 57,49 0,362 1930,00 15,00 agir
13 MK K 0,029 46,55 0,407 220,00 1,50 orta
14 AK K 0,02 98,95 0,413 2890,00 91,00 agir

Kontrol grubundaki doku biyokimyasal analizleri sonucunda ortaya ¢ikan degerlerle

birlikte derecelendirme tablosu (AK=Aort Kapak, MK= Mitral Kapak, K=Kontrol

Grubu).

Tablo: 2 Calisma grubundaki doku biyokimyasal sonuglari ve kalsifikasyon
derecelendirmesi.

Total

MDA | ATPaz (nmol protein Ca®** | Fosfat
Hastalar | Kapak | Grup | (mg/gr Pi/mgr (mglgr (p/gr (u/gr | Derece

doku) | protein/saat) do?(u) doku) doku)
1 AK c 0,0088 76,28 0,323 14,40 1,25 hafif
2 MK C 0,016 87,31 0,319 250,00 5,30 orta
3 AK c 0,024 136,12 0,306 380,00 4,80 orta
4 MK C 0,0074 94,72 0,384 46,00 1,68 hafif
5 MK c 0,03 433,78 0,326 640,00 | 20,00 orta
6 MK c 0,013 72,45 0,387 6,30 1,20 hafif
7 AK C 0,034 14,94 0,38 280,00 | 840,00 | orta
8 MK c 0,016 51,74 0,36 9,00 1,10 hafif
9 MK c 0,0064 67,24 0,39 23,00 1,78 hafif
10 MK c 0,031 106,35 0,38 760,00 3,50 orta
11 AK c 0,03 69,55 0,48 1160,00 | 770,00 | agir
12 MK C 0,016 40,95 0,39 300,00 3,60 orta
13 MK c 0,013 92,72 0,348 134,00 2,70 hafif
14 AK C 0,015 110,11 0,34 1780,00 | 86,00 agir

Calisma grubundaki doku biyokimyasal analizleri sonucunda ortaya ¢ikan degerlerle
birlikte derecelendirme tablosu (AK=Aort Kapak, MK= Mitral Kapak, C=Calisma
Grubu).

Kontrol grubu ile Calisma grubu arasinda MDA, ATPaz ve total protein
miktarlarinda ¢ok az degisim saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamisgtir.
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Doku ATPaz aktivitesinin ve total

protein duzeylerinin azalmamig ve MDA

duzeylerinin de yukselmemis olmasi hicre butunlugunun korunduguna yonelik

bulgular olarak degerlendirilebilir.

Tablo 3: Kontrol ve Calisma grubundaki doku biyokimyasal degerleri

GRUP SAYl | MINIMUM | MAKSIMUM | ORTALAMA STS‘:NP':AAA‘T
KONTROL MDA 14 0,005 0,29 0,13307 0,0069128
ATPaz 14 20 369 118,0307 100,705348
Total Protein 14 0,315 0,51 0,380286 0,0498497
Cca% 14 58 2890 852,5 913,4188
Fosfat 14 1,2 967 207,671 321,8663
CALISMA MDA 14 0,0064 0,034 0,18614 0,0093902
ATPaz 14 14,94 433,78 103,8757 99,7153984
Total Protein 14 0,306 0,48 0,365214 0,443677
ca% 14 6,30 1780 413,05 519,5327
Fosfat 14 1,10 840 124,493 289,4837

Histolojik Sonuglar:

Tum oOrnekler histologlar tarafindan kalsiyum birikintileri ve kollajen fibrillerin
yapilari degerlendirilerek incelendi. Cikartilan kalp kapaklarinin histolojik incelemesi
hem i1sik hem de elektron mikroskopunda yapildi. Isik mikroskopisi sonucunda;
Kontrol grubundaki yaygin kalsifikasyon noktalarinin, Calisma grubunda buyuk
oranda azaldigi gorulmektedir. Kalsifikasyonun belirgin olarak azalmasinin yaninda
doku morfolojisinin degismedigi dikkati gekmektedir (Resim 1).

Elektron mikroskopik incelemede ise Kontrol grubundaki kollajen ve elastik
lifler Gzerindeki kalsifikasyon alanlari ve kalsiyum depozitleri belirgin olarak
gorulmekte, ancak Calisma grubunda kalsifikasyonun azaldigi ve kollajen liflerinin
ozelliklerini kaybetmedigi dikkati gekmektedir. Kontrol grubunda organizasyonu ve
ince yapisi bozulmus, enine ¢izgilenmeleri silinmis dizensiz dizilim gosteren kollajen
liflerin varhgr ve kollajen liflerin yuzeyine tutunmus granuler Kkalsifikasyon
gorulmektedir (Resim 2 A). Calisma grubunda ise kollajen liflerin Gzerindeki kalsifik

granullerin azaldigi, yapisinin ve duzeninin korundugu gorulmektedir (Resim 3 B).
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Resim1: Kontrol Grubu (A), Calisma Grubu (B) Aort Kapak. Isik mikroskopu ile
inceleme.

Kontrol grubundaki yaygin kalsifikasyon noktalari okla isaretlenmistir (Resim A).
Calisma grubundaki kalsifikasyonun azaldigini gosteren histolojik kesitte okla isaretli
noktalarda minimal kalsifik depozitler gorilmektedir. Kalsifikasyonun belirgin olarak
azalmasinin yaninda doku morfolojisinin dedismedigi dikkati cekmektedir (Resim B).

Resim2: Kontrol Grubu (A), Calisma Grubu (B) Aort Kapak. (Inset X 100000) (Uranyl
acetate X Lead C|trate) (Elektron m|kroskopu ile mceleme)

Organlzasyonu ve ince yapisl bozuImU§, enine glzgllenmelerl S|I|nm|§ geI|§|guzeI
dizenlenme gosteren kollajen lifler. Kollajen liflerin (C) ylzeyine tutunmus grandler
kalsifikasyon (Resim A). Kollajen liflerin yapisinin korundugu ve kalsifik noktalarin
azaldiginin gérulmesi (Resim B).
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Resim3: Kontrol Grubu (A), Calisma Grubu (B) Mitral Kapak (Inset X 100000)
;U}r‘anyl acetate X Lead citrate) (Elektron mikroskopu ile inceleme).
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Organizasyonu ve ince yapisi bozulmus, enine gizgilen

meleri silinmis geligiguzel
dizenlenme gdsteren kollajen lifler. Kollajen liflerin ylzeyine tutunmus granuler
kalsifikasyon (Resim A). Kollajen liflerin (C) yapisinin korundugu ve kalsifik noktalarin
azaldigi gorulmektedir (Resim B).

istatistiksel Sonuglar:

Kontrol ve Calisma gruplari arasinda doku kalsiyum duzeyleri, %95 given
araliginda Grafik 1’de gdsteriimektedir. Calisma grubundaki kalsiyum ortalamasinin
Kontrol grubuna gore azaldigini gérmekteyiz (P=0,007). Kontrol ve Calisma gruplari
arasinda fosfat dizeyleri %95 glven araliginda Grafik 2’de goésterilmistir. Calisma
grubundaki fosfat ortalamasinin Kontrol grubuna goére azaldidini goérulmektedir
(P=0,041).

Grafik1: Kontrol ve Calisma grubundaki kalsiyum degerindeki kargilastirma grafisi.
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Grafik2: Kontrol ve Calisma grubundaki fosfat degerindeki kargilastirma grafisi.
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Total olarak butun kalp kapaklarinin (hem aort hem de mitral kapak)
biyokimyasal sonuglari incelendiginde Calisma grubunda kalsiyum ve fosfat
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir duslus saptandi. Diger biyokimyasal
degerlerde ise istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamigtir. Tablo 4
incelendiginde kalsiyum ve fosfat degerlerinin Kontrol ve Calisma grubu arasindaki
farki agik bir sekilde gormekteyiz.

Tablo 4: Kontrol ve Calisma grubundaki doku biyokimyasal degerlerine gore
istatistiksel sonuglar.

GRUP ORTALAMA STANDART SAPMA
MDA (mg/gr doku) 0,13307 0,0069128
é ATPaz (nmol Pi/mgr protein/saat) 118,0307 100,7053481
E |Total Protein (mg/gr doku) 0,380286 0,0498497
€ |ca® (uigr doku) 852,5 913,4188
Fosfat (/gr doku) 207,671 321,8663
MDA (mg/gr doku) 0,18614 0,0093902
< | ATPaz (nmol Pi/mgr protein/saat) 103,8757 99,7153984
2 | Total Protein (mg/gr doku) 0,365214 0,443677
S | ca® (ulgr doku) 413,05 519,5327
Fosfat (/gr doku) 124,493 289,4837
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5.TARTISMA

Yapilan birgok calismada kalsiyum iyonunun apopitozis ve inflamasyondaki
rolu gésterilmigtirso. Kalsiyum dengesinin mitokondriler i¢cinde bozulmasi apopitozis
icin gok ©6nemli bir adimdir. inflamasyon ve apopitozis gibi serbest oksijen
radikallerinin olugsmasina neden olan olaylar hucre ici kalsiyum artigi ile birliktedir.
Serbest oksijen radikalleri hucrenin lipid, protein, karbonhidrat gibi tim 6nemli
bilesenlerinin yapi taslarini etkiler. Sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik
retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatir. Lipidler serbest
radikallerin etkilerine karsi en duyarli olan biyomolekullerdir. Nonenzimatik lipid
peroksidasyonu sonucunda MDA olusur ve bu olay ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. MDA, membran yapisina ve urettigi reaktif aldehitlerle diger hicre
bilesenlerine zarar verir. Devam eden peroksidasyon, devam eden doku hasari ve
artan fonksiyonel bozulma demektir. Kalsiyumun hiicre disi konsantrasyonu 107 M,
hiicre ici konsantrasyonu ise 10~ M kadardir. Hiicre icindeki konsantrasyonun daha
disiik olmasi hiicre membranindaki diizenleyici mekanizmalarla saglanmaktadir®.
Hucre membranina yerlegsmis olan sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlarinin aktif
tasinmasindan sorumlu olan proteinlerin ve ATPaz'larin sayesinde hucre buatunlugu
korunmakta ve hiicrenin ozmotik dengesi saglanmaktadir’®>. Na*-K* ATPaz enzimi
hdcre igcine sodyum girigini azaltir, potasyum depolanmasini artirir. Ayni zamanda
hidcre membranindan gecen kalsiyum akimini duzenler. Hicre membraninin
hasarlanmasi membranin iyonik ATPaz pompalarini bozarak hucre iginde kalsiyum,
sodyum ve su miktarinin artmasina, hicrenin ‘sismesine’ neden olur. Bu olay bitki ve
hayvan hiicrelerinde gbsterilmistir®®.  Kalsiyum artisinin, inflamasyonun ve
oksidasyonun yarattigi hasar sonucunda mi olustugu yoksa hucre igi kalsiyum artigini
reaktif oksijen radikallerinin varliginin mi tetikledigi sorusu akla gelmektedir. Bobier
ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada® kalsiyum iyonlarinin oksidatif olaylari
tetikleyebilecedi gOsterilmigtir. Rat ve domuz kalplerinde vyapilan iskemi ve
reperflUzyon hasari ¢aligmalarinda, olusan hasarin hicre i¢i kalsiyum artigsina bagl
oldugu saptanmigtir. Kalp kapaklarinda vyapilan c¢alismalarda ise yaslanma,
romatizmal ates, miksomatdéz dejenerasyon, enfeksiyon ve inflamasyon gibi
etkenlerle oncelikle EH butinliginidn bozuldugu ve beraberinde NO sentezinin
bozularak hiicre hasarinin olustugunu gdrmekteyiz*>. NO, damar tonusun

duzenlenmesi, trombosit agregasyonunun inhibisyonu, I6kositlerin EH’e yapismasinin
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engellenmesi, oksijen turevli serbest radikallerin duzenlenmesi, normal damar
gegirgenliginin saglanmasi, duz kas ¢ogalmasinin inhibisyonu, immun savunmanin
duzenlenmesi ve EH rejenerasyonunun uyariimasi ile doku butinlGginin
korunmasinda etkin bir rol oynar. EH hasarlanmasi, beraberinde makrofajlarin,
IOkositlerin ve T lenfositlerin bu bolgede aktive olmasina neden olmakta, hicre ici ve
disi adhezyon molekullerinin bolgede toplanmasiyla sonuglanmaktadir®’. Salgilanan
simik faktorlerle de matriks metalloproteinazlar aktive olmakta ve oksidoinflamatuar
sure¢ baslamaktadir. Bir yandan kalsiyum iyonunun oksidoinflamatuar olaylari
tetikledigi saptanirken®’ diger yandan kalsiyum metabolizmasinda etkili olan
osteopontin, osteonektin, osteokalsin gibi nonkollajen6z proteinlerin de makrofajlarin
altgruplari tarafindan salindigi ve doku kalsifikasyonunda etkili oldugu gésterilmistir®.

Nehir Sucu ve arkadasglari tarfindan yapilan ¢alisma sonucunda CA ve EDTA
ile sigir perikardinda kalsiyum duzeyi azaltilmig, kalsifik dejenerasyon belli oranda
onlenebilmistir®. Ozellikle ABD’de 1950li yilllardan itibaren yapilan caligmalarda,
kalsiyum baglayici selat olan EDTA ateroskleroza baglh periferik damar
hastaliklarinda ve koroner arter hastaliklarinda kullaniimaya baslanmis ve olumlu
sonuglarin alindigi  bildirilmistir'>*"*®, 2004 yiinda ABD de Maniscalco ve
arkadaslarinin yaptigi c¢alismada EDTA'nin koroner arter kalsiyum skorunu
azalttigini, kalsifiye koroner arter plak volumunu gerilettigini elektron beam tomografi
ile gostermislerdir. EDTA, selasyon olarak kalsifik band keratopatide ABD’de Wills
Eye Hospital’da (Thomas Jefferson University, Philadelphia, Pennsylvania) tedavi
protokollinde yerini almistir'®®. Rat ve domuz kalplerinde yapilan bir calismada ise
2piridilmetiletilendiamin’in hicre ici kalsiyum dengesini duzenleyerek iskemiye kargi
miyokardiyal korunmayi sagladi§i gdsterilmistir’®>. CA tuzlarinin ise giinimiizde
Ozellikle bobrek tasi olan hastalarda nuksu onlemek amaciyla ve 6zellikle idiyopatik
bobrek tagi olan hastalarda kemik yapiyr korumak amaciyla yaygin olarak
kullanildigini  bilmekteyiz’. Yapilan klinik g¢alismalar sonucunda sitratlar
gastrointestinal sistemden kalsiyum emilimini artirirken bobreklerden kalsiyum-fosfat
kristallerini ¢ozunur hale getirip atilimini artirarak vicudun kalsiyum dengesini
saglamaktadir. Ratlarda, ex vivo olarak yapilan bir ¢alismada ise sistemik verilen
alkali sitratlarin, rat karnina vyerlestirilen aortik damarda media tabakasindaki
kalsifikasyonu azalttigi1 ve hidroksiapatit artisini onledigi gésterilmi§tir8.

Yaptigimiz bu ex vivo ¢alismada insan kalp kapaklarindaki doku kalsiyum ve
fosfat duzeylerinin CA uygulanan Calisma grubunda anlamli olarak azaldigini
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gOsterirken, doku ATPaz, MDA ve total protein duzeylerinde Calisma ve Kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigini saptadik. Isik ve
elektron mikroskopik inceleme ile yaptigimiz histopatolojik degerlendirmede ise
Kontrol ve Calisma gruplari arasinda histolojik olarak hicre batunligunde belirgin bir
degisiklik olmamasina karsin kalsifik ¢okuntulerin Calisma grubunda azaldigini
gorduk. Uyguladigimiz CA'in doku kalsiyum duzeyinde etkili olmasina karsin hucre
batinligund ilgilendiren parametrelerde anlamli  bir degisiklik yapmadigini
sOyleyebiliriz. GA ile muamele edilerek yapilan galismalarda, GA'in tetikledigi hicre
oluminun baslamasi, hucre organellerinde kalsiyum fosfat kristallerinin birikimi ve
kollajen bandlarinin diizenini kaybettigi gérilmektedir. Ozellikle GA ile in vivo olarak
yapilan c¢alismalarda, toksik etkinin ortaya c¢ikmasi igin gerekli sire en az 21 gun
kadardir. CA'in lokal olarak uygulanmasinin 48 saatlik sure i¢cinde olmasi nedeniyle
hiacre buatunligunde degigiklik yapmadigini dusunmekteyiz. Bizim bir sonraki
asamada gergeklestirecegimiz c¢alisma CA’in hucre ve hucre organellerinin

batinltgund ve duzeninin korunmasi Uzerine planlanmigtir.

Yukarda sOzu edilen bu calismalara gore CA’'in kalsiyum iyonuna bagl
oksidoinflamatuar hasari ve sonrasinda gelisecek kalsifik dejenerasyonu onledigini
soyleyebiliriz. Calismamizda ortaya koydugumuz sonu¢ ise CA’in mevcut kalsifik
nodulleri azaltmasi ve kalsiyum dizeyini dusurmesidir. Kontrol grubundaki 5 agir
kalsifikasyon gosteren kapak patolojisi saptanmigken, Calisma grubunda agir
kalsifikasyon sinifina giren kapak patolojisi sayisi 2 olarak bulunmustur. Ayni sekilde
Kontrol grubunda 5 orta kalsifikasyon gosteren kapak patolojisi varken, Calisma
grubunda 6 orta kalsifikasyon gosteren kapak patolojisi ve Kontrol grubunda 4 hafif
kalsifikasyon goOsteren kapak patolojisi gorulmugken, Calisma grubunda 6 hafif
kalsifikasyon goOsteren kapak patolojisi saptanmigtir. Calisma grubundaki agir
kalsifikasyon sayisinin azalmasi, orta ve hafif kalsifikasyon sinifina giren kapak
patolojilerinin sayisinin artmasiyla goruldugu gibi CA’in kalsifikasyonu azalttigr ¢ok
net bir sekilde ortadadir. Zayif ve dokular igin zararsiz olan CA'in pH 7.4 de kalsiyum
iyonlarini bire bir baglayarak kapak dokusunu dekalsifiye ettigini ve kalsiyum fosfat
kristalerini gozunur hale getirdigini bu sekilde ortamdan uzaklastirdigini soyleyebiliriz.
CA, zayif bir asit olmasi ve notral pH da etkili olmasindan dolayi doku hasari yapmaz
ve hiicre ve doku morfolojisini de etkilemez. Kontrol ve Calisma grubunda MDA, Na*-
K" ATPaz ve total protein dizeylerinin birbirine yakin olmasi ve histopatolojik
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incelemede Kontrol grubunda klasifikasyonun ciddi oranda azalirken sadece kollajen
liflerde duzensizlik olmasi bunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Bununla
beraber doku buatunlugunin korunmasida kalsiyumun baglanmasinin  ve

oksidoinflamatuar yanitin bloke edilmesinin etkisi goz ardi edilmemelidir.

46



6.SONUGLAR ve ONERILER:

Bu bulgular 1s1ginda yapmis oldugumuz c¢alismanin sonucunda CA’in lokal
uygulanmasinin doku kalsifikasyonunu azaltmasi ve doku morfolojisinde etkin bir
degisiklik yapmamis olmasi anlamlidir. Su ana kadar yapilan ¢alismalarda selatlarin
sistemik ve lokal olarak uygulanabileceginin ve hatta lokal olarak uygulamada
kalsifikasyonun ¢ok daha kisa slUrede ortadan Kkaldirilabilecegini anlamis

bulunuyoruz.

Taradiimiz g¢aligmalar ve bizim yaptigimiz c¢alismalarin sonucunda kapak
etiyopatogenezi ne olursa olsun c¢ogunluk patolojilerin temeli oksidoinflamatuar
hasara bagldir ve bu olaylarin zemininde de kalsiyum vardir. Dolayisiyla sitratlarla
lokal olarak kalp kapagi dokularindaki kalsifikasyonun azaltildiginin gosterilmesi
sitratlarin kapak patolojilerinde ge¢ donemde olusabilecek kalsifikasyonda etkili
oldugunu gostermekle beraber, erken donemde artan hucre igi kalsiyumun da
ortamdan uzaklastirilarak oksidoinflamatuar hasarin onlenebilecegi klinigimiz caligma
grubunca benimsenmigtir. Bundan sonraki asamada yapacagimiz ¢aligsmalarda ilk
planda CA'in hucre morfolojisine olan etkisi in vivo olarak godsteriimeye calisilacak,
sonra da sitratlarin sistemik uygulamasinin kalp kapaklarindaki degisime olan etkisi
arastirilacaktir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi:

ATPaz Adenozin-5’ Triptofaz

CA Sitrik asit

CRP C reaktif protein

EDTA Etilendaimintetraasetikasit
EH Endotel hicresi
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GAG Glikozaminoglikan

GLA Gama karboksil glutamik asit
MDA Malondialdehit

MVP Mitral kapak prolapsusu
NO Nitrik oksit

PG Proteoglikanlar

TGFa TUumor bayume faktord
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