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Ozet

inorganik pirofosfat ye bisfosfonatlarin kalsifikasyon
tizerine etkileri incelenmistir, Pirofosfat biyolojik sivi-
larda bulunur ve kalsiyum fosfatin ¢é6kelmesini engel-
ler. Ayn1 zamanda amorf kalsiyum fosfatin kristal hali-
ne déniismesini yavaslatir ve kristal kiimelenmesi ve
¢oziilmesini inhibe eder. Bu sonuglar pirofosfatm fiz-
yolojik 6neme sahip bir bilesik olabilecegini gésterir,
Bisfosfonatlar pirofosfattaki P-O-P yerine P-C.P bag-
lar1 igeren bilesiklerdir. Bu maddelerin dzellikleri pi-
rofosfatinkilere benzer. Fakat pirofosfatm aksine
kimyasal ve enzimatik hidrolize direnclidir. Hidroksia-
patit kristallerine baglanir ve in vitro hem kristal olug
masint hem de kristal ¢éziilmesini inhibe eder. In vivo
yumugak doku kalsifikasyonlarim ve normal kalsifi-
kasyonu énler. Bu maddeler aym zamanda kemik re-
zorpsiyonunun ghghi inhibitérleridir. Bisfosfonatlar
ézellikle sert dokularda birikir. Kalsifikasyonun inhi-,
bisyonuna iligkin etki mekanizmas: kalsiyum fosfat
kristallerinin biylimesinin engellenmesidir. Ancak ke-
mik rezorpsiyonu fizerine etkisi bityiik bir olasilikla
hiicresel olabilir.

Bisfosfonatlar insanlarda heterotopik kalsifikasyon,
distasi olusumu ve dis ¢liriiklerinin énlenmesinde, Pa-
get hastalifit, ,osteoporotik immobilizasyon ve postme-
nopozal osteoporozis gibi hastaliklarda kemik rezorp-
siyonunu yavaslatmak igin kullanulmaktadir,

Anahtar sézcikler: Pirofosfat, bisfosfonat, kalsifikas-
yon.

Kalsifikasyon mekanizmasi, aynintidar: hentiz
tam olarak kesinlesmemis gesitli evreleri kapsar
ve bu evrelere iligkin degisik varsayimlar ileri si-
rilmistir. Bunlardan en ¢ok ilgi ¢ekeni de
Glimcher'in (35) ortaya atmug oldugu nukleasyon
teorisidir. Buna gbre in vitro uygun ¢ozelti igine
bir kristal ¢ekirdegi eklenmesiyle, bu madde ¢o-
zeltinin dengesini bozar ve molekillerde yigilma-
larla kiguk ¢ekirdekler olusur (niikleasyon).
Bunlar da giderek irilegir ve kristallere déni-
gur., -

THE EFFECTS OF PYROPHOSPHATES AND
BISPHOSPHONATES ON. CALCIFICATION.

Abstract

This paper reviews the actions on calcification of the inor-
ganicpryrophosphate and bisphosphonates. Pyrophosphate
was found to occur in many biclogical fluids and inhibited
the precipitation of calcium phosphates. It also slowed the
transformation of amorphous calcium phosphate to its
crystalline form, and inhibited crysial aggregation and dis-
solution. These resulls suggested that it might be a compo-
und of physiological significance. Bisphoshonates are com-
pounds where the P-O-P bond of pryophoshate is replaced by
a P-C-P bond. These analogues have similax -properties to
pyrophosphate, but unlihe fryrophosphate they are resistant
to enzymic and chemical hydrolysis. Bishosphonates bind to
hydroxyapatite cystals and in vilro inhibit both crystal for:
mation and dissolution. In vive, they inhibit soft tissue cal-
cification and normal calcification. Furthermore they are
very potent inhibitors of bone resoption. Bisphosphonates
accumuylaled specifically in mineralized tissues. mechao
nisms of action for the inhibition of calcification is probably
involves an inhibition of calcium phosphate crystal growth.
However the mode of action on bone resorption is more li-
kely to be cellular.

Bisphosphonates have been used in man lo prevent hetero-
topic calcification, dental calculus, and dental caries and to
slow down bone resorption in conditions such as postmeno-
pausal osteoporosis, Paget's disease and osteoporolic im-
mobilisation.

Key words: Pyrophosphate, bisphosphonate, calcification.

Sert dokularda kalsiyum ve fosforun niikleas-
yonunu baglatict olarak kollagen lifcikler tizerin-
de durulmaktadir. Bu lifciklerin mineral matris
olusumu (niikleasyon) i¢in uygun alanlan kapsa-
diklan ve ilk olugan kristallerin lifcikler i¢ine ayni
yonde siralanarak polimerler arasindaki kisa ara-
liklara ¢okeldikleri sanilmaktadir (9). Ancak bu
lifciklerin diger bag dokularinin da asil yapisal
proteinleinden biri olduklar: halde bu yumusgak
dokularin nigin kalsifiye olmadigi ve normal ko-
sullarda kalsifikasyonun kemik ve diglerde sinirlt
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kaldif1 sorusu ortaya atilmistir. Fleisch ve ark. yu-
musak dokularda kollagenin niikleasyonu basla-
tic1 aktivitesini énleyebilecek maddelerin bulun-
mas1 gerektigi disincesinden hareket ederek
aragtirmalarina baslamiglar ve idrar (22, plazma
(23), daha sonralan da tiiktrik (7) ve sinovyal sivi-
nin (63) kalsiyum fosfatin ¢ékelmesini dnleyebilen
maddeler icerdigini bulmuslardir. Bunlardan bi-
ri izole edilmis ve bu maddenin inorganik piro-

fosfatin (PPi) dzelliklerini icerdigi g6sterilmistir. -

PPi'm normalde vicut stvilarinda bulundu-
gu anlagildiktan sonra, bu maddenin yurnugak
dokularda kollageni mineralize olmaktan koru-
dugu ve mineralizasyon yerinde lokal olarak par-
calanabilecegi ve bu etkiyi, pirofosfataz aktivitesi-
ne sahip, uzun sireden beri kalsifikasyonla iligkisi
oldugu bilinen alkali fosfatazin yapacag: disi-
nilmustir (22,23). Boylece pirofosfatin kalsifikas-
yonun fizyolojik regiilatérleinden biri oldugu gé-
rusi giglenmistir.

Bu sonucglardan hareket edilerek arastirma-
lar PPi'm fiziko-kimyasal etkilerine yonelmistir.
In vitro yapilan arastirmalarda, biyolojik konsant-
rasyonlarda kalsiyum fosfatin kristallesrnesini en-
geller (22,31). Ayn1 zaranda amorf kalsiyumn fosfa-
tin kristal haline gegmesini (olgunlasmasim) én-
ler (27) ve kalsiyurn fosfat kristallerinin kiimelen-
mesine engel olur (37). Pirofosfatlar hidroksiapa-
tit kristallerinin ¢6ziinmesini de inhibe eder
(6,18,25). Buna ek olarak kalsiyurn oksalatin kiime-
lenmesi ve ¢dkelmesini de engeller (24y. Bu etkile-
sim mekanizmasi tam olarak bilinmemesine kar-
sin, PPi'in kristallerin yiizey tabakalarindaki iyon-
larla kuvvetli baglar olugturmalarindan olabilir
I25).

Daha sonraki arastirmalar PPi'in in vivo ola-
rak da etkili olabilecegini gdstermistir. Sicanlara
subkiitan olarak verildiginde cesitli yollarla mey-
dana getirilen aort ve deri kalsifikasyonlarini in-
hibe etmistir (67). Idrarda da bulunmas tas olug
masini engelleyici olarak énemli olabilir (24). Bu
etkiler oral olarak verildiginde gérilmemektedir
ve enzimatik hidrolize direncli degildir (27).

Bu sonuclar PPi'm fizyolojik ve patofizyolojik
éneme sahip oldugunu gostermistir. Yumusak
dokularin mineralize olmasini onler ve kemikte
kalsifikasyon mekanizmasim diizenleyen fizyolo-
jik regulatérlerden biridir (22).

Kemik, PPi'in oldukga fazla miktarlanm ice-
rir. Paratiroid hormonun (PTH) rezorpsiyonu
artirarak, tirokalsitonin azaltarak kemik tizerine
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etki ettikleri bilinir. Bu etkilerin kristal ylizeyleri
uzerine baglanmis pirofosfat tabakasindaki de-
gismeler nedeniyle olabilecegi gorisa ilgingtir.
Bu gorigi kamtlayacak kesin bulgular olmamasi-
na karsin bircok kemik hastalhiklarinda PPi meta-
bolizmasinda degismeler bulunmustur. Boylece
PPi'm idrardan atilminin hiperparatiroidizm,
Paget hastalif1 ve hipertiroidizm gibi kemnik hara-
biyetinin artigiyla karakterize hastaliklarda nor-
malin birkag kati oldugu gosterilmistir. Menopoz
dénemindeki kadinlarda, pirofosfatin tiriner ati-
limindaki yaklasik iki kati artisin bu yasta osteopo-
rozun baglamasiyla iligkili olmas1 ve pirofosfatin
anti-osteoporoz bir faktor olarak kabul edilmesi
mumkindir. Kemikte pirofosfat dizeyinin di-
zenlenmesinin alkali fosfataz aracilhifiyla yapila-
bilecegi ilgi gekici bir fikirdir, ¢iinkii bu enzimin
pirofosfataza benzer bir islevi olacag gosterilmis-
tir (25). Pirofosfatin dislerde ve yiksek konsaniras-
yonda tikarikte de bulunmas1 nedeniyle, bu
maddeleri iceren kontrol mekanizmasi kemige
oldugu kadar diglere de uygulanabilir (n. PPi'in
apatit ¢éziilmesi Uizerine etkisi, ¢iiriiklerin énlen-
mesinde de fizyolojik bir mekanizma olugturabi-
lir (25).

Bitin bu arastirmalardan ve elde edilen so-
nuclardan hareket ederek pirofosfata benzer et-
kileri olan ve in vivo kullamldifinda enzimatik
hidrolize direncli maddelerin arastirilmasina
baslanmis ve sonunda bisfosfonatlarin aranan
ozellikleri iceren maddeler oldugu bulunmus-
tur. Bunlar pirofosfatlardaki P-O-P baglan yerine
P-C-P baglar1 icermekte ve enzimatik hidrolize di-
rencli olduklan igin hem oral hem de parenteral
yolla verildiginde baz hastaliklardaki ektopik kal-
sifikasyon ve mineralizasyonu da énlemektedir,
Bu maddelerden en ¢ok kullamilanlan 1-hidroksi-
etiliden-1, 1-bisfosfonat (HEBP) ve diklorometi-
len bisfosfonat (C1,MBP)'dir. Kristal olusmasi
tizerine pirofosfat ve bisfosfonatlarin inhibe edici
etkisi HEBP>PPi>C1,MBP sirasi izlenmektedir
(26,42} .

Onceleri difosfonatlar olarak isimlendirilen
bisfosfonatlar, in vitro kalsiyurn tuzlarinin davra-
niglar1 Gizerine pirofosfatlarin etkilerine ¢ok ben-
zer etkilere sahiptir. Béylece bu maddeler; a) kal-
siyum fosfatin olugmasim énler (27), b) amorf kal-
siyumn fosfatin hidroksiapatite déniigmesini en-
geller (10,27,31), ¢} apatit kristallerinin kiimeler ha-
linde toplanmasini geciktirir (631,37), d) apatit
kristal kiimelerini parcalayarak kristallerin kollo-
idal duruma gegmesini saglar (peptizasyon)
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(6,42, e) kristallerin ¢oziilmesini yavaslatir (18,25).
Kalsiyum fosfat tizerine etkilerine ek olarak kalsi-
yum oksalat kristallerinin olusmas: ve kiimelen-
mesine de engel olur (33,49).

Bisfosfonatlarin hidroksiapatit ve amorf kal-
siyum fosfat izerine yaptiklan etkinin yolu tam
olarak bilinmiyor. Bunlarin kristalizasyon tizeri-
ne olas: etkileri niikleasyonun dénlenmesini kap-
sar ve sonraki kiimelenme ve biiylimeyi durdu-
rur. Kalsiyum ve fosfaun olusturdugu ilk kristal
niikleuslarina baglanir ve boylece bu kiigtik parti-
killerin 6zelliklerini degistirerek kristal bliytime-
si ve olgunlagmasi gibi sonraki safhalan durdurur
(50). Kristal ¢d6zilmesi Gizerine etkileri de kristalin
yuzey tabakalarina dogrudan baglanmasiyla ola-
bilir, béylece bunlar ¢éziilmenin aktif olarak
meydana geldigi yerlerin yapisim1 degistirir ve
kristalin ¢éztinurliigi azalir (64),

Bisfosfonatlar deneysel olaak meydana getiri-
len triner taglar (33) ve ektopik kalsifikasyon dahil
yumusak doku kalsifikasyonlarim da etkilemistir
(27,30,31), ayn1 zamanda sicanlarda topik uygula-
mayla distasi olusumunu 6nemli derecede
{11,20,32,59), ¢iirtik olugmasini da %50 oraninda (2)
azaltrmastir.

Bisfosfonatlar sert dokularin normal mine-
ralizasyonunu da engeller. HEBP deneysel kosul-
larda kemik ¢9,52,58), kakirdak (8,60) ve dentin (45,46)
mineralizasyonunu onlemistir. Gerekli dozlar;
kullanilan fosfonaun tirine, hayvanin tiriine,
tedavinin siiresine ve verilis yoluna gore degisim
gosterir (43,52,61). Kemik lizerine olan mineralles-
meyi engelleme etkisi kikirdak Gizerine olandan
daha diisiik dozlarda olur (8). Gelismekte olan
hayvanlarda iskeletsel lezyonlarn radyolojik gé-
rintimleri D vitamini eksikligiyle meydana gelen-
lere benzemektedir, ancak histolojik olarak;
HEBP verilenlerde epifiz kikirdaginda hipertro-
fik hiicrelerin sayis: fazla iken D vitamini eksikli-
ginde prolifere olan hiicrelerin sayis1 daha fazla-
dir. Bdylece kikirdak mineralizasyonunu engelle-
yerek epifiz plaginin genislemesine ve gelisim s1-
rasinda kemik sekillenmesinin bozulmasina ne-
den olur (8,43,52,60). Ancak bu etkiler HEBP'nin ve-
rilmesi kesildikten sonra geriye ddner {4369).
HEBP'nin yetigkin hayvanlardaki mineralizasyo-
nu da énledigi goriliir. Buna gore osteoid madde
alanlan genigler (43,61,69) ve kemik yapirm azalir
(17,43,52,61). Osteoid maddenin yitksek dozlardaki
artigmn normalden ¢ok kalsiyum ve fosfor alan
hayvanlarda bile gézlenmesi (43) ve serumdaki
kalsiyum ve fosfor diizeyinin yiiksek olmasina kar-
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sin, osteoid alan artis1 (42) bisfosfonadarin kristal
uzerine olan etkilerini gdstermektedir. Sigan mo-
lar germlerinde yapilan bir ¢calismada da preden-
tindeki genisleme osteoid doku artisina benzetil-
mistir (45). Buna karsihik baz1 arasuricilar da kris-
taller tizerine olan bu etkilerden baska HEBP'nin
kemik hiicrelerinin metabolizmasimi da etkileye-
rek lizozomal enzim aktivitesinde azalma (17,19) ve
hiperaktif osteoblast karakterinde atipik osteosit-
ler (58) ya da osteoblast sayisinda azalma (52) gorul-
digiinti bildirmislerdir. Odontoblasdara iligskin
yapilan incelemelerde yiiksek dozlarda bu hiicre-
ler i¢indeki vezikiillerin graniiler i¢erik kazanma-
lariyla kollagen sentezinin hiicre ici diizeyde bo-
zulabilecegi ileri stiralmiistar (45). Ancak Ikeo ve
ark. (41)bisfosfonatlarin fetusta farkh kollagen tip-
leri izerine etkilerini incelemisler ve bu madde-
lerin kollagen metabolizmasimi da etkiledigini
bildirmislerdir. Bauer ve ark. (5) da HEBP'in ke-
mik hiicrelerinin protein metabolizmasi Gizerine
dogrudan bir etkiye sahip oldugunu ve kemik
matriksinin ince yapisim degistirerek osteoin-
duktif aktiviteyi azaltugr gorisiinii savunmuslar-
dir.

Minkin ve ark. (54) matris mineralizasyon de-
recesi ile osteoblastik aktivitenin regiilasyonu ve
indiksiyonu arasinda bir iliski olabilecegini ileri
surmiisler ve kemik olusumunun etkilenmesinin
bu yolla olabilecegini bildirmislerdir. HEBP etki-
sinde in vitro (36) ve in vivo (58) olarak mitokondri-
on i¢indeki gramiillerde artma oldugu gorilmiis-
tir. Buna gore HEBP mitokondrionlardan mine-
rallesme alanina kalsiyum iyonlarimin pompalan-
masini etkileyebilir. HEBP in vitro olaak lipid mo-
lekiillerinin diizenini ve yapisal ézelliklerini de-
gistiren sirfaktanlar gibi etki eder ve bu yolla do-
kudaki hiicre ve matris vezikiil membranlarini et
kileyebilir (z6).

Bisfosfonatlarin kristallesme tizerine in vitro
etkileri ile in vivo sert doku kalsifikasyonu arasin-
da kesin bir baglant bulunamamsur. Bazi bisfos-
fonatlar in vitro glighii bir inhibitérken, in vivo dii-
stk bir aktiviteye sahiptir. Ornegin; CI.MBP kris-
tal biiylimesi ve yumusak doku kalsifikasyonu tize-
rine gili¢lii bir etkiye sahipken (27), kemik minera-
lizasyonu tzerine orta derecede bir etkisi vardir
(21). Bu durum farkh dagilimlarindan ya da kristal
uizerine etkilerinden baska mekanizmalardan da
olabilir (21,27,65).

Bisfosfonatlar daha disik dozlarda (1
mg/kg/glin'den az) kristal ¢dziinmesini inhibe
eder ve etkileri CL,MBP>HEBP>PPi sirasimi izler
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(26). Cozinmeyi engelleyerek rezorpsiyonu 6nler
ve kemik turnoverini azalur (52,56,60,61). CI.MBP
alveol kemiginde rezorpsiyonu engelleyerek an-
kiloza neden olur (60). Immobilizasyonla meyda-
na getirilen osteoporoz (28) ve PTH gibi (27,54) ¢e-
sidi ajanlarla olusturulan kemik rezorpsiyonunu
onler. "Rice" tiiri sicanlardaki periodontal dest-
riksiyonu da énlemistir (47), yine sicanlar Gzerin-
de yapilan deneysel ¢aligmalarda sistemik ve lokal
olarak uygulanan bisfosfonatlarin ortodontik te-
daviler sirasinda alveolar kemik ve kék rezorpsi-
yonunu engelleyerek istenmeyen dig hareketleri-
nin énlenmesinde kullanilabilecegi ileri saril-
mistlir (1,40). Ancak diigik kalsiyum diyetiyle
meydana getirilen rezorpsiyon Uzerine etkili de-
gildir (s5). i

Bisfosfonatlarin rezorpsiyon tlzerine disik
dozlardaki bu etkileri sadece kristaller Gizerine fi-
ziko-kimyasal etkilerinden degildir. Ornegin,
HEBP bazen osteoklasdarda vakuollerde azalma
(62), kirigtk kenarlarin bizilmesi (s8) ya da orta-
dan kalkmas: ¢66), bazen de sayillarimin ve niikleus-
larinin artmas: (52,53) ya da oldukca azalmasi (1.40)
ve sitoplazmanin daha iri olmas1 (52,62) gibi degis-
melere neden olur. Ayrica bu hiicrelerin aktivite-
lerini (12,14,65) ve ¢ogalmalarini (39) engeller, pro-
tein sentezinin 6nemli derecede azalmasina ne-
den olur (12). Boylece bu madde osteoklast meta-
bolizmasimi da etkiler. Bir bagka gérigse gore de
HEBP kemikten serbesdesen kristallerle birlikte
fagosite olarak osteoklastlarin sekonder lizozom-
larmda ¢6ziliir ve orada yogunlasarak asit hidro-
lazlan etkisiz duruma getirir (19,65) ya da memb-
ran fonksiyonunu bozarak ve iyonlara kars gegir-
genlifini arurarak metabolizmay etkileyebilir
(20,66). Doku kiiltiirlerinde rezorpsiyonu inhibe
edici etkisi bu yollarla da aciklanmaya ¢alisilmig-
ur. -

Bisfosfonatiar insanlarda klinik olarak da ce-
sidi amaclarla kullamilmaktadir, 99mTc-metilen
bisfosfonat nuklear tipta tan1 amaciyla (48) ve ylik-
sek kemik turnoverli metabolik kemik hastalikla-
rinda (34) iskelet marker'lar1 olarak kullanilmais-
tir. HEBP baz1 hastaliklarin tedavisinde de kulla-
mlmistir, Ektopik yumusak doku kire¢lenmele-
rinde (71) ve myositis ossificans'ta ektopik kemik
olusumu HEBP ile birkag giin i¢inde gerilemistir
(4). Kalsinosis universalis'te de kalsifikasyonun ge-
riledigi gérilmustir (16).

Kristallerin ¢6ziinmesini engelledigi i¢in ke-
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mik yikimimi 6nlemek amaciyla terapétik olarak
kullanilmaktadir. Bu alanda en énemli uygula-
may1 kemik turnoveri ile karakterize Paget's has-
taliginda yeni kemik yapimi ve rezorpsiyonunu
durdurarak iyilesme meydana getirmesi olugtu-
rur (15,21,38). Yine son yillarda bisfosfonatiar post-
menopozal osteoporozun tedavisinde kullanil-
maktadir. Tedavi sonras: kemikte mineral yogun-
lugunda énemli deecede artig saptanmistir. Yan
etkileri yok denecek kadar azdir (68,70).

Dis Hekimligi alaninda da yapilan klinik ¢a-
lismalarda HEBP mine yiizeyi tizerinde koruyucu
bir film olusturarak etkin bir difftizyon bariyeri
saglar ve distast olusmasim énler (26,56). Belirli
oranlarda HEBP iceren agiz yikayic soliisyonlar
ve di macunlar da ¢irikten koruyucu etkisi ne- .
deniyle bazi tlkelerde kullamlmaktadir (4457).

ince barsaklardan emilen bisfosfonatlarin
yaklasik %50'si viicut tarafindan tutulur, geri ka-
lam hizla idrardan aulir. Tutulan bisfosfonatin
hemen tiimil sert dokularda birikir, ¢ok az1 yumu-
sak dokularda bulunmugtur. Bir bagka deyisle bu
maddeler digler ve kemikler icin birer hedef or-
gandir (51).

Toksikolojik ¢alismalarin ¢ogu hayvanlar
uzerinde genellikle HEBP ile yapilmisur. Bircok
hayvan tiirlerinde akut, subakut ve kronik olarak
uygulandiginda ok az bir toksisiteye sahiptir.
Heterojenik, mitojenik ve karsinojenik testler
negatiftir. En onemli etkileri kemik ve kikirdak
mineralizasyonunun inhibisyonudur. Bisfosfo-
natiar insanlarda da hayvanlardaki gibi ¢ok az
onemli yan etkilere sahiptir. Cok uzun siireli ve
yitksek dozlarda uygulanan tedavi kemik murnove-
rinin sirekli azalmasiyla kemik kiriklarina neden
olur (21).

Bisfosfonatlarin sert dokular tizerine etki me-
kanizamalarinin tam olarak agiklifa kavusmama-
s1 ve uygulanan cesidi deneylerde tire, yasa, teda-
vinin stresine, verili§ yoluna ve kemigin durumu-
na gore degisik dozlarda etki etmesi ve bisfosfona-
un tirtne gore farkli derecelerde etkilerin orta-
ya ¢cikmas: klinikteki kullanim alanlarini kisitla-
maktadir, Bu alanda daha ileri arastirmalar siir-
dirilmektedir.

Bisfosfonatiar kemik olusumu ve rezorpsiyo-
nu mekanizmalarini incelemede uygun bir arag
ve sert dokularda pirofosfatm etkilerini incele-
mek i¢in uygun bir model olabilir.
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