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Özet 
inorganik pirofosfat ye bisfosfonatların kalsifikasyon 
üzerine etkileri incelenmiştir. Pirofosfat biyolojik sıvı
larda bulunur ve kalsiyum fosfatın çökelmesini engel
ler. Aynı zamanda amorf kalsiyum fosfatın kristal hali
ne dönüşmesini yavaşlatır ve kristal kümelenmesi ve' 
çözülmesini inhibe eder. Bu sonuçlar pirofosfatm fiz
yolojik öneme sahip bir bileşik olabileceğini gösterir. 
Bisfosfonatlar piro fosfattaki P-O-P yerine P-C-P bağ
ları içeren bileşiklerdir. Bu maddelerin Özellikleri pi
ro fosfatınkilere benzer. Fakat pirofosfatm aksine 
kimyasal ve enzimatik hidrolize dirençlidir. Hidroksia-
patit kristallerine bağlanır ve in vitro hem kristal oluş
masını hem de kristal çözülmesini inhibe eder. İn vivo 
yumuşak doku kalsifikasyonlarını ve normal kalsifi-
kasyonu önler. Bu maddeler ayın zamanda kemik re-
zorpsiyonunun güçlü inhibitörleridir. Bisfosfonatlar 
özellikle sert dokularda birikir. Kalsifikasyonun inhi-
bisyonuna ilişkin etki mekanizması kalsiyum fosfat 
kristallerinin büyümesinin engellenmesidir. Ancak ke
mik rezorpsiyonu üzerine etkisi büyük bir olasılıkla 
hücresel olabilir. 

Bisfosfonatlar insanlarda heterotopik kalsifikasyon, 
diştaşı oluşumu ve diş çürüklerinin önlenmesinde, Pa-
get hastalığı, ,osteoporotik immobilizasyon ve postme-
nopozal osteoporozis gibi hastalıklarda kemik rezorp-
siyonunu yavaşlatmak için kullanılmaktadır. 

Anahtar sözcükler: Pirofosfat, bisfosfonat, kalsifikas
yon. 

Kalsifikasyon mekanizması, ayrıntıları henüz 
tam olarak kesinleşmemiş çeşitli evreleri kapsar 
ve bu evrelere ilişkin değişik varsayımlar ileri sü
rülmüştür. Bunlardan en çok ilgi çekeni de 
Glimcher'in (35) ortaya atmış olduğu nükleasyon 
teorisidir. Buna göre in vitro uygun çözelti içine 
bir kristal çekirdeği eklenmesiyle, bu madde çö
zeltinin dengesini bozar ve moleküllerde yığılma
larla küçük çekirdekler oluşur (nükleasyon). 
Bunlar da giderek irileşir ve kristallere dönü
şür. 

THE EFFECTS OF PYROPHOSPHATES AND 
BISPHOSPHONATES ON CALCIFICATION 

Abstract 

This paper reviews the actions on calcification of the inor
ganic pyrophosphate and bisphosphonates. Pyrophosphate 
was found to occur in many biological fluids and inhibited 
the precipitation of calcium phosphates. It also slowed the 
transformation of amorphous calcium phosphate to its 
crystalline form, and inhibited crystal aggregation and dis
solution. These results suggested that it might be a compo
und of physiological significance. Bisphoshonates are com
pounds where the P-O-P bond of pyophoshate is replaced by 
a P-C-P bond. These analogues have similar properties to 
pyrophosphate, but unlike pyrophosphate they are resistant 
to enzymic and chemical hydrolysis. Bishosphonates bind to 
hydroxyapaiite cystals and in vitro inhibit both crystal for
mation and dissolution. In vivo, they inhibit soft tissue cal
cification and normal calcification. Furthermore they are 
very potent inhibitors of bone resoption. Bisphosphonates 
accumulated specifically in mineralized tissues. The mecha
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 to 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 osteoporotic im
mobilisation. 

Key words: Pyrophosphate, bisphosphonate, calcification. 

Sert dokularda kalsiyum ve fosforun nükleas-
yonunu başlatıcı olarak kollagen lifcikler üzerin
de durulmaktadır. Bu lifciklerin mineral matris 
oluşumu (nükleasyon) için uygun alanları kapsa
dıkları ve ilk oluşan kristallerin lifcikler içine aynı 
yönde sıralanarak polimerler arasındaki kısa ara
lıklara çökeldİkleri sanılmaktadır (9). Ancak bu 
lifciklerin diğer bağ dokularının da asıl yapısal 
proteinleinden biri oldukları halde bu yumuşak 
dokuların niçin kalsifiye olmadığı ve normal ko
şullarda kalsifikasyonun kemik ve dişlerde sınırlı 
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kaldığı sorusu ortaya atılmıştır. Fleisch ve ark. yu
muşak dokularda kollagenin nûkleasyonu başla-
tıcı aktivitesini önleyebilecek maddelerin bulun
ması gerektiği düşüncesinden hareket ederek 
araştırmalarına başlamışlar ve idrar (22), plazma 
(23), daha sonraları da tükürük (7) ve sinovyal sıvı
nın (63) kalsiyum fosfatın çökelmesini önleyebilen 
maddeler içerdiğini bulmuşlardır. Bunlardan bi
r i izole edilmiş ve bu maddenin inorganik piro-
fosfatın (PPi) Özelliklerini içerdiği gösterilmiştir. 

PPi'm normalde vücut sıvılarında bulundu
ğu anlaşıldıktan sonra, bu maddenin yumuşak 
dokularda kolîageni mineralize olmaktan koru
duğu ve mineralizasyon yerinde lokal olarak par
çalanabileceği ve bu etkiyi, pirofosfataz aktivitesi-
ne sahip, uzun süreden beri kalsifikasyonla ilişkisi 
olduğu bilinen alkali fosfatazın yapacağı düşü
nülmüştür (22,23). Böylece pirofosfatın kalsifikas-
yonun fizyolojik regülatörleinden biri olduğu gö
rüşü güçlenmiştir. 

Bu sonuçlardan hareket edilerek araştırma
lar PPi'm fiziko-kimyasal etkilerine yönelmiştir. 
İn vitro yapılan araştırmalarda, biyolojik konsant
rasyonlarda kalsiyum fosfatın kristalleşmesini en
geller (22,31). Aynı zamanda amorf kalsiyum fosfa
tın kristal haline geçmesini (olgunlaşmasını) ön
ler (27) ve kalsiyum fosfat kristallerinin kümelen
mesine engel olur (37). Pirofosfatlar hidroksiapa-
tit kristallerinin çözünmesini de inhibe eder 
(6,18,25). Buna ek olarak kalsiyum oksalatın küme
lenmesi ve çökelmesini de engeller (24). Bu etkile
şim mekanizması tam olarak bilinmemesine kar
şın, PPi'ın kristallerin yüzey tabakalarındaki iyon
larla kuvvetli bağlar oluşturmalarından olabilir 
İ (25). 

Daha sonraki araştırmalar PPi'ın in vivo ola
rak da etkili olabileceğini göstermiştir. Sıçanlara 
subkütan olarak verildiğinde çeşitli yollarla mey
dana getirilen aort ve deri kalsifikasyonlarını in
hibe etmiştir (67). İdrarda da bulunması taş oluş
masını engelleyici olarak önemli olabilir (24). Bu 
etkiler oral olarak verildiğinde görülmemektedir 
ve enzimatik hidrolize dirençli değildir (27). 

Bu sonuçlar PPi'm fizyolojik ve patofizyolojik 
öneme sahip olduğunu göstermiştir. Yumuşak 
dokuların mineralize olmasını önler ve kemikte 
kalsifikasyon mekanizmasını düzenleyen Fizyolo
jik regülatörlerden biridir (22). 

Kemik, PPi'ın oldukça fazla miktarlarını içe
rir. Paratiroid hormonun (PTH) rezorpsiyonu 
artırarak, tirokalsitonin azaltarak kemik üzerine 

etki ettikleri bilinir. Bu etkilerin kristal yüzeyleri 
üzerine bağlanmış pirofosfat tabakasındaki de
ğişmeler nedeniyle olabileceği görüşü ilginçtir. 
Bu görüşü kanıüayacak kesin bulgular olmaması
na karşın birçok kemik hastalıklarında PPi meta
bolizmasında değişmeler bulunmuştur. Böylece 
PPi'ın idrardan atılımının hiperparatiroidizm, 
Paget hastalığı ve hİpertiroidizm gibi kemik hara-
biyetİnin artışıyla karakterize hastalıklarda nor
malin birkaç katı olduğu gösterilmiştir. Menopoz 
dönemindeki kadınlarda, pirofosfatın üriner atı-
lımındakİ yaklaşık iki katı artışın bu yaşta osteopo-
rozun başlamasıyla ilişkili olması ve pirofosfatın 
anti-osteoporoz bir faktör olarak kabul edilmesi 
mümkündür . Kemikte pirofosfat düzeyinin dü
zenlenmesinin alkali fosfataz aracılığıyla yapıla
bileceği ilgi çekici bir fikirdir, çünkü bu enzimin 
pirofosfataza benzer bir işlevi olacağı gösterilmiş
tir (25). Pirofosfatın dişlerde ve yüksek konsantras
yonda tükürükte de bulunması nedeniyle, bu 
maddeleri içeren kontrol mekanizması kemiğe 
olduğu kadar dişlere de uygulanabilir ( 7 ) . PPi'ın 
apatit çözülmesi üzerine etkisi, çürüklerin önlen
mesinde de fizyolojik bir mekanizma oluşturabi
lir (25). 

Bütün bu araştırmalardan ve elde edilen so
nuçlardan hareket ederek pirofosfata benzer et
kileri olan ve in vivo kullanıldığında enzimatik 
hidrolize dirençli maddelerin araştırılmasına 
başlanmış ve sonunda bisfosfonatların aranan 
özellikleri içeren maddeler olduğu bulunmuş
tur. Bunlar pirofosfatlardaki P-O-P bağları yerine 
P-C-P bağları içermekte ve enzimatik hidrolize di
rençli oldukları için hem oral hem de parenteral 
yolla verildiğinde bazı hastalıklardaki ektopik kal
sifikasyon ve mineralizasyonu da önlemektedir. 
Bu maddelerden en çok kullanılanları 1-hidroksi-
etiliden-1, 1-bİsfosfonat (HEBP) ve diklorometi-
len bisfosfonat (Cl 2 MBP)'dır. Kristal oluşması 
üzerine pirofosfat ve bisfosfonatlann inhibe edici 
etkisi HEBP>PPi>Cl2MBP sırası izlenmektedir 
(26,42). 

önceler i difosfonaüar olarak isimlendirilen 
bisfosfonatlar, in vitro kalsiyum tuzlarının davra
nışları üzerine pirofosfatların etkilerine çok ben
zer etkilere sahiptir. Böylece bu maddeler; a) kal
siyum fosfatın oluşmasını önler (27), b) amorf kal
siyum fosfatın hidroksiapatite dönüşmesini en
geller (10,27,31), c) apatit kristallerinin kümeler ha
linde toplanmasını geciktirir (6,31,37), d) apatit 
kristal kümelerini parçalayarak kristallerin kollo¬
idal duruma geçmesini sağlar (peptizasyon) 
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(6,42), e) kristallerin çözülmesini yavaşlatır (18,25). 
Kalsiyum fosfat üzerine etkilerine ek olarak kalsi
yum oksalat kristallerinin oluşması ve kümelen
mesine de engel olur (33,49). 

Bisfosfonatlann hidroksiapatit ve amorf kal
siyum fosfat üzerine yaptıkları etkinin yolu tam 
olarak bilinmiyor. Bunların kristalizasyon üzeri
ne olası etkileri nûkleasyonun önlenmesini kap
sar ve sonraki kümelenme ve büyümeyi durdu
rur. Kalsiyum ve fosfatın oluşturduğu İlk kristal 
nükleuslarına bağlanır ve böylece bu küçük parti-
küllerin özelliklerini değiştirerek kristal büyüme
si ve olgunlaşması gibi sonraki safhaları durdurur 
(50). Kristal çözülmesi üzerine etkileri de kristalin 
yüzey tabakalarına doğrudan bağlanmasıyla ola
bilir, böylece bunlar çözülmenin aktif olarak 
meydana geldiği yerlerin yapısını değiştirir ve 
kristalin çözünürlüğü azalır (64). 

Bisfosfonatlar deneysel olaak meydana getiri
len üriner taşlar (33) ve ektopik kalsifikasyon dahil 
yumuşak doku kalsifikasyonlarım da etkilemiştir 
(27,30,31), aynı zamanda sıçanlarda topik uygula
mayla diştaşı o luşumunu önemli derecede 
(11,29,32,59), çürük oluşmasını da %50 oranında (2) 
azaltmıştır. 

Bisfosfonaüar sert dokuların normal mine-
ralizasyonunu da engeller. HEBP deneysel koşul
larda kemik (9,52,58), kıkırdak (8,60) ve dentin (45,46) 
mineralizasyonunu önlemiştir. Gerekli dozlar; 
kullanılan fosfonatın türüne, hayvanın türüne, 
tedavinin süresine ve veriliş yoluna göre değişim 
gösterir (43,52,61). Kemik üzerine olan mineralleş-
meyi engelleme etkisi kıkırdak üzerine olandan 
daha düşük dozlarda olur (8). Gelişmekte olan 
hayvanlarda iskeletsel lezyonların radyolojik gö
rünümleri D vitamini eksikliğiyle meydana gelen
lere benzemektedir, ancak histolojik olarak; 
HEBP verilenlerde epifız kıkırdağında hipertro-
fik hücrelerin sayısı fazla iken D vitamini eksikli
ğinde prolifere olan hücrelerin sayısı daha fazla
dır. Böylece kıkırdak mineralizasyonunu engelle
yerek epifız plağının genişlemesine ve gelişim sı
rasında kemik şekillenmesinin bozulmasına ne
den olur (8,43,52,60). Ancak bu etkiler HEBP'nin ve
rilmesi kesildikten sonra geriye döner (43,69). 
HEBP'nin yetişkin hayvanlardaki mineralizasyo-
nu da önlediği görülür. Buna göre osteoid madde 
alanları genişler (43,61,69) ve kemik yapımı azalır 
(17,43,52,61). Osteoid maddenin yüksek dozlardaki 
artışının normalden çok kalsiyum ve fosfor alan 
hayvanlarda bile gözlenmesi (43) ve serumdaki 
kalsiyum ve fosfor düzeyinin yüksek olmasına kar

şın, osteoid alan artışı (42) bisfosfonadarın kristal 
üzerine olan etkilerini göstermektedir. Sıçan mo¬
lar gemilerinde yapılan bir çalışmada da preden-
tindeki genişleme osteoid doku artışına benzetil
miştir (45). Buna karşılık bazı araştırıcılar da kris
taller üzerine olan bu etkilerden başka HEBP'nin 
kemik hücrelerinin metabolizmasını da etkileye
rek lizozomal enzim aktivitesinde azalma (I7,i9)ve 
hiperaktif osteoblast karakterinde atipik osteosit-
ler (58) ya da osteoblast sayısında azalma (52) görül
düğünü bildirmişlerdir. Odontoblasdara ilişkin 
yapılan incelemelerde yüksek dozlarda bu hücre
ler içindeki veziküllerin granüler içerik kazanma
larıyla kollagen sentezinin hücre içi düzeyde bo-
zulabİleceğİ ileri sürülmüştür (45). Ancak Ikeo ve 
ark. (4i)bisfosfonatların fetusta farklı kollagen tip
leri üzerine etkilerini incelemişler ve bu madde
lerin kollagen metabolizmasını da etkilediğini 
bildirmişlerdir. Bauer ve ark. (5) da HEBP'ın ke
mik hücrelerinin protein metabolizması üzerine 
doğrudan bir etkiye sahip olduğunu ve kemik 
matriksinin ince yapısını değiştirerek osteoin-
düktif aktiviteyi azalttığı görüşünü savunmuşlar
dır. 

Minkin ve ark. (54) matris mineralizasyon de
recesi ile osteoblastik aktivitenin regülasyonu ve 
indüksiyonu arasında bir ilişki olabileceğini ileri 
sürmüşler ve kemik oluşumunun etkilenmesinin 
bu yolla olabileceğini bildirmişlerdir. HEBP etki
sinde in vitro (36) ve in vivo (58) olarak mitokondri-
on içindeki granüllerde artma olduğu görülmüş
tür. Buna göre HEBP mitokondrionlardan mine-
ralleşme alanına kalsiyum iyonlarının pompalan
masını etkileyebilir. HEBP in vitro olaak lipid mo
leküllerinin düzenini ve yapısal özelliklerini de
ğiştiren sürfaktanlar gibi etki eder ve bu yolla do
kudaki hücre ve matris vezikül membranlarını et
kileyebilir (10). 

Bisfosfonatlann kristalleşme üzerine in vitro 
etkileri ile in vivo sert doku kalsifikasyonu arasın
da kesin bir bağlantı bulunamamıştır. Bazı bisfos
fonatlar in vitro güçlü bir inhibitörken, in vivo dü
şük bir aktiviteye sahiptir. Örneğin; CI2MBP kris
tal büyümesi ve yumuşak doku kalsifikasyonu üze
rine güçlü bir etkiye sahipken (27), kemik minera-
lizasyonu üzerine orta derecede bir etkisi vardır 
(21). Bu durum farklı dağılımlarından ya da kristal 
üzerine etkilerinden başka mekanizmalardan da 
olabilir (21,27,65). 

Bisfosfonatlar daha düşük dozlarda (1 
mg /kg /gün 'den az) kristal çözünmesini inhibe 
eder ve etkileri CI9MBP>HEBP>PPi sırasını izler 
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(26). Çözünmeyi engelleyerek rezorpsiyonu önler 
ve kemik turnoverini azaltır (52,56.60,61). C12MBP 
alveol kemiğinde rezorpsiyonu engelleyerek an
kiloza neden olur (60). Immobilizasyonla meyda
na getirilen osteoporoz (28) ve PTH gibi (27,54) çe
şidi ajanlarla oluşturulan kemik rezorpsiyonunu 
önler. "Rice" türü sıçanlardaki periodontal dest-
rüksiyonu da önlemiştir (47), yine sıçanlar üzerin
de yapılan deneysel çalışmalarda sistemik ve lokal 
olarak uygulanan bisfosfonaüarın ortodontik te
daviler sırasında alveolar kemik ve kök rezorpsi
yonunu engelleyerek istenmeyen diş hareketleri
nin önlenmesinde kullanılabileceği ileri sürül
müştür (1,40). Ancak düşük kalsiyum diyetiyle 
meydana getirilen rezorpsiyon üzerine etkili de
ğildir (55). 

Bisfosfonatların rezorpsiyon üzerine düşük 
dozlardaki bu etkileri sadece kristaller üzerine fi-
ziko-kimyasal etkilerinden değildir. Örneğin, 
HEBP bazen osteoklasdarda vakuollerde azalma 
(52), kırışık kenarların büzülmesi (58) ya da orta
dan kalkması (66), bazen de sayılarının ve nükleus-
larının artması (52,53) ya da oldukça azalması (1,40) 
ve sitoplazmanın daha iri olması (52,62) gibi değiş
melere neden olur. Ayrıca bu hücrelerin aktivite-
lerini (12,14,65) ve çoğalmalarını (39) engeller, pro
tein sentezinin önemli derecede azalmasına ne
den olur (12). Böylece bu madde osteoklast meta
bolizmasını da etkiler. Bir başka görüşe göre de 
HEBP kemikten serbesdeşen kristallerle birlikte 
fagosite olarak osteoklastların sekonder lizozom-
larmda çözülür ve orada yoğunlaşarak asit hidro-
Iazları etkisiz duruma getirir (19,65) ya da memb¬
ran fonksiyonunu bozarak ve iyonlara karşı geçir
genliğini artırarak metabolizmayı etkileyebilir 
(20,66). Doku kültürlerinde rezorpsiyonu inhibe 
edici etkisi bu yollarla da açıklanmaya çalışılmış
tır. 

Bisfosfonatiar insanlarda klinik olarak da çe
şidi amaçlarla kullanılmaktadır. 99mTc-metiIen 
bisfosfonat nuklear tıpta tanı amacıyla (48) ve yük
sek kemik turnoverli metabolik kemik hastalıkla
rında (34) iskelet marker'ları olarak kullanılmış-
Dr. HEBP bazı hastalıkların tedavisinde de kulla
nılmıştır. Ektopik yumuşak doku kireçlenmele
rinde (71) ve myositis ossifıcans'ta ektopik kemik 
oluşumu HEBP ile birkaç gün içinde gerilemiştir 
(4). Kalsinosis universalis'te de kalsifikasyonun ge
rilediği görülmüştür (16). 

Kristallerin çözünmesini engellediği için ke

mik yıkımını önlemek amacıyla terapÖtik olarak 
kullanılmaktadır. Bu alanda en önemli uygula
mayı kemik turnoveri ile karakterize Paget's has
talığında yeni kemik yapımı ve rezorpsiyonunu 
durdurarak iyileşme meydana getirmesi oluştu
rur (15,21,38). Yine son yıllarda bisfosfonatiar post-
menopozal osteoporozun tedavisinde kullanıl
maktadır. Tedavi sonrası kemikte mineral yoğun
luğunda önemli deecede artış saptanmıştır. Yan 
etkileri yok denecek kadar azdır (68,70). 

Diş Hekimliği alanında da yapılan klinik ça
lışmalarda HEBP mine yüzeyi üzerinde koruyucu 
bir film oluşturarak etkin bir diffüzyon bariyeri 
sağlar ve diştaşı oluşmasını önler (26,56). Belirli 
oranlarda HEBP içeren ağız yıkayıcı solüsyonlar 
ve diş macunları da çürükten koruyucu etkisi ne
deniyle bazı ülkelerde kullanılmaktadır (44,57). 

İnce barsaklardan emilen bisfosfonatların 
yaklaşık %50'si vücut tarafından tutulur, geri ka
lanı hızla İdrardan atılır. Tutulan bisfosfonatın 
hemen tümü sert dokularda birikir, çok azı yumu
şak dokularda bulunmuştur. Bir başka deyişle bu 
maddeler dişler ve kemikler için birer hedef or
gandır (51). 

Toksikolojik çalışmaların çoğu hayvanlar 
üzerinde genellikle HEBP ile yapılmıştır. Birçok 
hayvan türlerinde akut, subakut ve kronik olarak 
uygulandığında çok az bir toksisiteye sahiptir. 
Heterojenik, mitojenik ve karsinojenik testler 
negatiftir. En önemli etkileri kemik ve kıkırdak 
mineralizasyonunun inhibisyonudur. Bisfosfo
natiar insanlarda da hayvanlardaki gibi çok az 
önemli yan etkilere sahiptir. Çok uzun süreli ve 
yüksek dozlarda uygulanan tedavi kemik turnove-
rinin sürekli azalmasıyla kemik kırıklarına neden 
olur (2i). 

Bisfosfonatların sert dokular üzerine etki me-
kanizamalannın tam olarak açıklığa kavuşmama
sı ve uygulanan çeşidi deneylerde türe, yaşa, teda
vinin süresine, veriliş yoluna ve kemiğin durumu
na göre değişik dozlarda etki etmesi ve bisfosfona
tın türüne göre farklı derecelerde etkilerin orta
ya çıkması klinikteki kullanım alanlarını kısıtla
maktadır. Bu alanda daha ileri araştırmalar sür
dürülmektedir. 

Bisfosfonatiar kemik oluşumu ve rezorpsiyo
nu mekanizmalarını incelemede uygun bir araç 
ve sert dokularda pirofosfatm etkilerini incele
mek için uygun bir model olabilir. 
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