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Summary

Yapilan caligmalar nonsteroidal antiinflamatuvar (NSAT)
ilaglarm kikirdak proteoglikanlarmimn sentezini inhibe ederek kikir-
dak yapisini bozdugunu gostermektedir. Gebelik déneminde ortaya
¢ikan romatizmal hastaliklarda NSAT ilaglar kullanilabilmektedir.
Ancak gebelikte kullanilan NSAT ilaglarin fetus eklem kikirdagini
ne sekilde etkiledigini gosteren ¢aligmaya rastlanmamustir. Bu ¢alig-
mada denek grubu gebe siganlara hamileliklerinin 5. giiniinden
itibaren 15 giin siireyle 1 mg/kg i.m diklofenak sodyum, kontrollere
ise ayni siirede i.m 1 ml. serum fizyolojik enjekte edildi. Dogumdan
sonraki 20. haftada, sigan yavrularinin eklem kikirdaklarindan hazir-
lanan preperatlar asidik proteoglikanlar i¢in spesifik olan alsiyan
mavisi (pH 1 metodu) ile boyandi. Boyama yogunlugu preperatlar
kodlandiktan sonra dort arastiric: tarafindan ayri ayri, Haigh M ve
Scott JE'ye (1986) gore agik (-) ve koyu (+) olarak ifade edilen bir
skala ile degerlendirildi. Calismada kontrol grubunun koyu mavi (+)
denek grubunun ise agik mavi (-) boyandig1 ve aralarinda bariz bir
farklilik oldugu gozlendi. Denek grubu eklem kikirdaklarmimn agik
mavi (-) olarak boyanmasi gebelikte kullanilan diklofenak sodyu-
mun asidik proteoglikanlarin sentezini inhibe ederek fetal donemde
fetus kikirdagi gelisimini olumsuz yonde etkiledigini ve postnatal
donemde de devam ettigini gostermektedir.
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It has been shown that nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDS) affect the cartilaginous tissue structure by inhibiting the
synthesis of proteoglycans. Rheumatic diseases during pregnancy
raise the issue of using antitheumatic drug. However, there is a
paucity of any published material that demonstrates how the fetal
cartilage is affected by the NSAIDS. In this study, diclofenac sodi-
um was given to pregnant rats for fifteen days. Controls received
physicological saline (1ml) in the same period. On the postnatal
twentieth week, the articulation cartilages of the pubs were
processed for routine paraffin histology and stained with alcian
blue, a specific dye for proteoglycans. The staining density of the
matrix was evaluated in a blind fashion by four investigatigators.
Grading of the staining density of the matrix was made according
to the criteria of Haigh M. and Scott JE (1986). Two grades were
used light (-) and dark (+). The staining density in the controls was
significantly darker (+) than in the diclofenac treated group. This
result suggests that use of diclofenac sodium during gestation af-
fects the development of fetal cartilages by inhibiting the synthe-
sis of proteoglycans and that this situation is also visible later in
life.
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1980'li yillardan sonra gelisen teknoloji ve serbest
ticaret anlayis1 her alanda oldugu gibi saglik alaninda da
tiiketici bir toplum ortaya ¢ikarmistir. Bunun sonucu olarak
ilag tiiketimi kontrolsiiz bir sekilde artmustir. Ulkemizde en
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cok tiiketilen ilag¢ gruplar antibiyotikler, agr kesiciler ve
antiromatizmal ilaglardir. Nonsteroidal antiinflamatuvar
(NSALI) ilaglar bagimhilik yapmadig: icin bir ¢ok romatiz-
mal hastaliklarin tedavisinde tercih edilen antiromatizmal
ilaglardir. Antiinflamatuvar ozelliklerinden dolay1 kas-
iskelet rahatsizliklarinda da ve eklem hastaliklarinda tercih
edilmektedirler (1).

Eklem kikirdaklar1 sinoviyal sivi vasitasi ile eklem
yiizeylerinin kaygan olusunu saglar ve bdylece kemik
hareketleri kolaylagir. Bu sekilde mekanik baski azalir
(1,2). Kikirdak ara maddesindeki proteoglikanlarin dogum-
dan 6nceki ve sonraki iskelet sisteminin gelisiminde dnem-
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li rolii oldugu bilinmektedir (3,4). Son g¢aligmalarda bir
kikirdak proteoglikani olan kondroitin siilfatin, radyasyon,
enfeksiyon veya ilaglar gibi etkenlerle yanlis indiiksiyonu
sonucunda noral tiip defektleri, spondilokostal disostos,
spondilotorasik disostos, multipl vertebral segmentasyon
defektleri gibi konjenital anomalilere, dejeneratif eklem ra-
hatsizliklarina ve daha bir ¢ok saglik problemlerine yol
actig1 bildirilmigtir (5-8). Bu etkenler arasinda énemli fak-
torlerden birisi ise NSAI ilaglardir (6,7).

Diklofenak sodyum, hamilelikte ortaya ¢ikabilecek
romatizmal hastaliklarda kullanilabilen bir NSAI ilagtir.
Calismalarda hamilelikte kullanilan diklofenak sodyumun,
fetus organlarinin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi gibi
kikirdak dokusunun gelisimini de olumsuz yénde etkiledigi
bildirilmistir (9-11). Ancak kaynaklarda diklofenak sodyu-
mun eklem kikirdak dokusu gelisiminde 6nemli rolii olan
proteoglikanlar iizerindeki etkisi ile ilgili her hangi bir
caligmaya rastlanamamistir. Bu calismada diklofenak
sodyuma maruz kalan gebe sigan yavrularinin, postnatal 20.
haftada eklem kikirdak dokusuna etkisi histokimyasal
olarak arastirildi.

Materyel ve Metod

Caligmaya toplam 40 adet eriskin, agirliklar1 200 gr.
dan biiyiik disi Wistar Albino sicanlar ile baslandi.
Déllenme igin 48 saat ayni kafeste tutulan erkek ve disi
sicanlar daha sonra ayr1 kafeslere alindilar. 5 giin boyunca
disi siganlarin agirliklari tartildi. Agirliklarinda artis olanlar
gebe olarak kabul edildi ve gebe kalan siganlar ¢aligmaya
alindi. Gebe siganlardan 15'1 kontrol, 15' ise deney olarak
kullanildi. Gebeliklerinin 5. giiniinden itibaren deney grubu
sicanlara 15 giin siireyle her giin 1 cc (1 mg/kg) IM diklofe-
nak sodyum (Voltaren® ampul, CIBA-GEIGY, Istanbul),
kontrol grubuna ise ayni siire igerisinde her giin 1 cc IM
serum fizyolojik enjekte edildi. Dogumdan sonra sicanlar
stitten kesilinceye kadar (yaklagik 2 hafta) dogal beslenme-

T 3

ormal kon
yapisinin olustugu ve kondrositlerin izogen gruplar olusturduklar
izlenmektedir. Boyasi: Alsiyan Mavisi (pH 1 metodu). Orijinal
biiyiitme 25X10

Sekil 1. Kontrol grubu siganlarin eklem k1k1rdag1
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ye birakildi. Daha sonra ayri kafeslere alinan yavru siganlar
normal bir diyetle beslendiler. Dogumdan sonraki 20. haf-
tada kontrol ve deney grubu yavru siganlardan ayni sayida
olmak {izere, derin anestezi altinda (1.25 gr/kg iiretan i.p.)
intrakardiyak yolla %10'luk notral formalinle perfiize
edildiler. Perfiize edilen hayvanlardan alinan diz eklem
kikirdak dokusu materyalleri rutin histolojik islemlerden
gecirilerek parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan
alinan 5 pm kalinhgindaki kesitler kikirdak dokusundaki
asidik proteoglikanlar i¢in spesifik bir boya olan alsiyan
mavisi (pH 1 metodu) ile boyandr (12,13) ve preparatlar
kodlandi. BH-2 tipi Olympus marka 151k mikroskobu kul-
lanilarak preparatlara ait goriintiiler 4 ayr1 monitore ak-
tar1ld1 ve her preparata ait ayni goriintii 4 arastirici tarafin-
dan Dbirbirinden bagimsiz olarak degerlendirildi.
Aragstiricilar degerlendirmelerini boyama yogunlugunu esas
alan, acik mavi (-) ve koyu mavi (+) ile ifade edilen bir
skala ile degerlendirdiler (12). Resimler ayni1 mikroskop
kullanilarak g¢ekildi.

Bulgular

Alsiyan mavisi (pH 1 metodu) ile boyanan preparatlar-
da kontrol ve deney gruplar1 diz eklem kikirdaklarinin fark-
I1 koyulukta boyandiklart ve deney grubu ile kontrol grubu
arasinda bariz farkliliklar oldugu goriildii. Kontrol grubu
sicanlarin preperatlarinda ekstraselliiler sahanin koyu mavi
olarak boyandig1 gozlendi ve bu grup sicanlarin deger-
lendirilmesi (+) olarak kabul edildi (12). Ayrica kikirdak
yapisini olusturan kondrositlerin normal yapilarini koruduk-
lar1 ve izogen gruplar olusturduklari da izlendi (Sekil 1).
Ayn1 anda birlikte boyanan deney grubu siganlarin preparat-
larinda ise ekstraselliiler alanin agik mavi olarak boyandigi
izlendi ve degerlendirilmesi (-) olarak kabul edildi (12).
Bununla birlikte kondrositlerin sayica azaldigi, normal
yapilarina ulasamadiklari, sekil ve biiytikliiklerinin degistigi
ve izogen gruplar olusturmadiklari da izlendi (Sekil 2).

Sekil 2. Deney rubu su;anlrm eklem k1k1rda1nda normal kondrosit
yapisimin tam olarak olusmadigi, kondrositlerin sekil ve biiyiiklik-

lerinin degistigi ve izogen gruplar olusturmadiklari izlenmektedir.
Boyast: Alsiyan Mavisi (pH 1 Metodu). Orijinal bityiitme 25X10
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Tartisma

Son yillarda romatizmal hastaliklarin tedavisinde
NSAT ilaglar siklikla kullanilmaktadir. 1991 yilinda yapilan
bir arastirmada ABD'de bu grubun ilaci olan aspirinin yilda
6000 ton kullanildigim gostermektedir (14). NSAT ilaglar
grubundan olan diklofenak sodyum ise iilkemizde degisik
firmalar tarafindan degisik isimler ad1 altinda son yirmi yil
icerisinde piyasaya siiriilmiistiir. Voltaren (ampul, emulgel,
supozituar, tb., géz damlasi), miyadren (ampul, drj., tb.),
dikloron (tb, supozituar, ampul), diclomec (jel, ampul)
sadece bir kag¢ Ornektir (15). Yaygin kullanima sahip olan
diklofenak sodyumun bazi ¢alismalarda bir ¢cok organ ve
dokunun yapisin1 bozdugu (7,16), bir ¢ok sistemde de yan
etkileri oldugu gosterilmistir (17). Bu yan etkilerden en ¢ok
bilinenleri midede; {iilser, kanama, hazimsizlik, stomatit,
bobreklerde; akut renal yetmezlik, hipertansiyon, inter-
stisyel nefrit, ciltte; eritema multiforme (Stevens-Johnson
sendromu ve toksik nekrolizis), biilloz erilipsiyonlar, ilag
erupsiyonlari, piistiiler psoriazis, karacigerde; hepatit, Reye
sendromu, merkezi sinir sisteminde; bas agrisi, bas don-
mesi, bulanti, aseptik menenjit, kanda; aplastik anemi,
trombositopeni, nétropeni, hemolitik anemi, akcigerlerde;
pulmoner 6dem, pulmoner alveolitis, astma ve anafilaktik
reaksiyonlardir (17).

Embriyonal transplantasyon c¢alismalari, skleratom
hiicrelerinin 6zel indiikleyici maddelere cevap olarak ver-
tebra cisimlerini ve arkusunu sekillendirmek igin fark-
lilastigint gdstermektedir (18-20). Vertebra cisimleri no-
tokord tarafindan iiretilen maddelere cevap olarak sekil-
lenirken, vertebra arkuslari ise noral tiip tarafindan iiretilen
maddelere cevap olarak sekillenirler (4, 18-20). Yapilan
deneysel caligmalar, notokord tarafindan salgilanan kon-
droitin siilfat molekiillerinin skleratomda kikirdagin sekil-
lenmesi igin gii¢lii bir indiikleyici oldugunu gostermektedir
(20-22). Skleratomlarin anormal indiiksiyonu spinal defekt-
lere sebep olabilmektedir (4, 20, 22). Vertebra cisimlerinin
defektif indiiksiyonu skolyoza sebep olurken, vertebra
arkuslarinin anormal indiiksiyonu da spina bifida ve
anensefali gibi konjenital anomalilere sebep olmaktadir (4,
20-23). Bu kaynaklara dayanilarak intrauterin hayatta kon-
droitin siilfatin yeterince salinamamasi, salinmasinin bozul-
mas1 veya salindig1 ortamda cevresel etkenler tarafindan
(ilaglar, radyasyon vs.) hidrolize edilmesi skleratomlarin
anormal indiiksiyonuna ve skleratomlarda kikirdagin yeter-
ince sekillenememesine sebep olabilecegi sdylenebilir (20-
22).

Calismamizda deney grubu diz eklem kikirdaklarinin,
kontrol grubuna gore agik mavi (-) olarak boyanmasi gebe-
likte kullanilan diklofenak sodyumun fetal donemde fetus
diz eklem kikirdag: gelisimini olumsuz yonde etkiledigini
ve bu etkinin dogumdan sonra da devam ettigini goster-
mektedir. Alsiyan mavisi ile kikirdak dokusundaki asidik
proteoglikanlarin varligr tespit edilebilmektedir (12, 13).
Calismamizda deney grubunun agik mavi (-) boyanmasi diz
eklem kikirdak matriksindeki asidik proteoglikan mik-
tarmin azaldigini gostermektedir. Boylece, ¢alismada kul-
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lanilan dozdaki diklofenak sodyumun diz eklem kikirdak
matriksindeki asidik proteoglikanlarin sentezini bozdugu
sOylenebilir (9).

Kaynaklar salisilat, indometazin ve diklofenak
sodyum gibi NSAI ilaglarin plasenta bariyerini gecerek
gelismekte olan fetusu etkiledigini gostermektedir (24,25).
Ayrica NSAT ilaglarin yetiskin eklem kikirdaginda proteo-
glikanlarin sentezini inhibe ederek kikirdak yapisini boz-
duklar1 da gosterilmistir (9,16). Bu bilgiler g¢alisma
sonuglarini destekler niteliktedir. Ancak kaynaklarda prena-
tal dénemde uygulanan diklofenak sodyumun plasenta
bariyerini gegerek diz eklem kikirdag: gelisimini ne sekilde
etkiledigi agiklanmamustir.

Caligmamizin sonucuna gore prenatal donemde kul-
lanilan diklofenak sodyum dozu, siganlarda diz eklem
kikirdak dokusu matriksindeki proteoglikan miktarin azalt-
makta ve bu azalma postnatal 20. haftada da devam etmek-
tedir. Ancak bu azalmanin kikirdak proteoglikanlar1 olarak
bilinen ve glikozaminoglikanlarin (GAG) iki ana tipi olan
kondroitin siilfat ve keratan siilfattan (9) hangilerinde ne
miktarda meydana geldigi 6nem kazanmaktadir.

NSAI ilaglar etkilerini arasidonik asidin prostoglan-
dinlere (PG) doniisiimiinii baskilayarak gostermektedirler.
Bu etki sikloksijenaz enziminin inhibisyonu sonucunda
aragidonik asidin PG'e doniigiimiiniin engellenmesi sek-
linde olmaktadir (9). Bu ilaglar agr1 yapict kimyasal veya
mekanik etkenlerle artmis olan prostaglandinlerin olusu-
munu katalizleyen siklooksijenaz enzimini inhibe ederek
aneljezik ve antipiretik etkilerini gostermektedirler. Erigkin
insan kikirdag: iizerinde yapilan calismalar NSAI ilaglarin
kikirdak matriksinde GAG sentezini de inhibe ettigini ve
bunun da kikirdakta harabiyete sebep olabilecegini goster-
mektedir (9). Aym calismada siirekli NSAT tedavisine
maruz kalan kisilerin kikirdak matriksinde GAG sentezinin
siirekli inhibisyonu sonucu eklemlerde bozulmalarin
goriilebilecegi belirtilmektedir (9).

Kaynaklarda 3 mg/kg dozda diklofenak sodyum uygu-
lanan sican embriyolarinda blastosist implantasyonun
biiyliik oranda engellendigi (26), 4 mg/kg diklofenak
sodyum uygulanan sican embriyolarinda ise fetus kabur-
galarinda defektler olustugu bildirilmigtir (27). Bununla
birlikte 10 mg/kg diklofenak sodyum uygulanan tavsanlar-
da herhangi bir teratojen etki goriilmedigi de bildirilmekte-
dir (28). Bu caligmalarda gebeligin farkli zamanlarinda
uygulanan diklofenak sodyumun fetusda farkl etkiler yapa-
bilecegi belirtilmektedir (26-28).

Calismamizda kullandigimiz dozlarda si¢an yavru-
larinda herhangi bir konjenital anomaliye rastlanmamustir.
Bu durum kaynak verileri ile karsilagtirildiginda verilen
dozun fetusda konjenital anomaliye sebep olabilecek kadar
yiiksek dozda olmadigin1 gdstermektedir (26-28). Ancak
deney grubu siganlarin matriks GAG miktarmin kontrol
grubuna gore daha az olmasi verilen ilag dozunun konjeni-
tal anomali olusturacak dozda olmasa bile tedavi dozu
olarak riskli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Kaynaklarda ¢ok nadir olarak goriilen konjenital
anomalilerin (Jarko-Levin Sendromu, Spondilocostal
Disostoz gibi) son on yil igerisinde iilkemizde de
goriildiigiiniin bildirilmis olmas1 (8, 23) NSAI ilaglarin
yaygin bir sekilde iilkemizde kullanilmasi ile ayn1 zamana
denk gelmektedir. Bu yiizden diklofenak sodyum gibi
NSAI ilaglarin gebelikte hekimler tarafindan dikkatli bir
sekilde kullanilmasi1 gerekmektedir.

Calismamizda kontrol grubu ile denek grubu sigan-
larin eklem kikirdaklar karsilastirildiginda, denek grubu
sicanlarm eklem kikirdaklarinda, kikirdak hiicre sayisinimn
azaldig1, kondrositlerin sekil ve biiytikliiklerinin degistigi
ayrica izogen gruplar olusturmadiklar: da dikkati ¢ekmek-
tedir. Calismamizda elde ettigimiz bu sonuglar kaynak ve-
rileri ile uyumluluk gdstermektedir (11). Bununla birlikte
denek grubu si¢anlarin eklem kikirdak hiicrelerinin sekil ve
biiylikliiklerinde meydana gelen degisikliklerin ilave calig-
malarla incelenmesi de gerekmektedir.
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