ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KALP VE DAMAR CERRAHISI
ANABILIM DALI

SILOSTAZOL VE PENTOKSIFILININ
HIPOKSIK VE NORMOKSIK KOSULLARDA
IN-VITRO ORTAMDA RAT AORTASI
ENDOTEL FONKSIYONLARI
UZERINDEKI ETKIiLERI

UZMANLIK TEZi

Asist. Dr. FECRIYE SUBASI GUR

DANISMAN
Yrd. Do¢. Dr. SELIM DURMAZ

AYDIN-2016



T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KALP VE DAMAR CERRAHISI
ANABILIM DALI

SILOSTAZOL VE PENTOKSIFILININ
HIPOKSIK VE NORMOKSIK KOSULLARDA
IN-VITRO ORTAMDA RAT AORTASI
ENDOTEL FONKSIYONLARI
UZERINDEKI ETKIiLERI

UZMANLIK TEZi

Asist. Dr. FECRIYE SUBASI GUR

DANISMAN
Yrd. Do¢. Dr. SELIM DURMAZ

Bu Arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TPF — 12032 numarali proje olarak desteklenmistir.

AYDIN-2016



TESEKKUR

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim
Dalr’inda egitimime bagladigim 2009 yilindan itibaren bilgi ve deneyimlerini bilimsel
bir sorumluluk ve 6zveriyle bizlere aktaran hocalarim basta tezimde emegi gecen Prof.
Dr. M. Ismail BADAK ve Yrd. Dog. Dr. Selim DURMAZ, Prof. Dr. Berent DISCIGIL,
Prof. Dr. Ugur GURCUN, Prof. Dr. Mehmet BOGA, Prof. Dr. Erdem Ali OZKISACIK,
Dog. Dr. Tiinay KURTOGLU hocalarima tesekkiir ederim.

Tezimin uygulama asamasinda bana yardimci olan Biyofizik Asistan1 Cem

KOKEN ve Biyokimya Hocamiz Mustafa YILMAZ ‘a tesekkiir ederim.

Son olarak bu yorucu tempoda bana sevgi ve 6zveriyle her yonden yardim eden

aileme c¢ok tesekkiir ederim

Asist. Dr. Fecriye SUBASI GUR



ICINDEKILER

TESEKKUR ......ouititiieiiieisiisetessssessese st sttt sss et st ss st st es st sns et ssssesnsesans i
TABLOLAR DIZINI. ..o iii
SEKILLER DIZINT ...ttt ettt ettt Vv
RESIMLER DIZINI ..o Vi
GIRIS VE AMAC ....cotiiieeietetetes et s st es sttt en st s s sttt en s et 1
1. GENEL BILGILER .....ccoouiiiiiiiiiriecseiiesis i 3
1.1, ENAOte] TabaKaSI......iiuiiiiiiiiiiieiiciiciiee e 3
1.2. Endotel—vazomotor tONUS 1HSKIST.......civiriiiirrieiiesie it ses et ee e 4
1.2.2. NItriK OKSIA (NO) ...t bbbt 4
1.2.2. ASEHIHKONIN. ... 6
1.2.3. FOSTOAIESIEIAZ ... 6
1.3. Periferik Arter HastaliZl........cooviiiiiiiiiiii i 7
1.4, PentOKSTTIIIN ..ccviiiiiiici e 8
1.5, SHOSTAZON.......c.ociiiic s 10
2. GEREC VE YONTEM .....ocoitiiiieieeeeee ettt 18
2.1. Deney hayvanlarinin temini..........ccocveiiiieiiiiiiieiic e 18
2.2. Organ banyosu Kullanimi..........ccocveiiiiiiiiiiii e 18
2.3. CaliSma GrUPIATT......eeeiiiiiieie et 21
2.4, IstatiStIKSel ANALZIET ........c..cvevieiveieecreseceeeieee et 22
3. BULGULAR ..ottt 22
4. TARTISMA ..ottt bbbttt nes 28
5. SONUC ..ttt bbb bbb e 32
OZET oottt sttt bbbttt 33
SUMMARY ...t 35
KAYNAKLAR .ttt b et 37



TABLOLAR DIZiNi
Tablo I. Kontrol Grubunda Asetilkolinle Endotel Gevseme Yanitlar1 Sayisal Verileri. 22
Tablo Il. Silostazol ile Normoksik ve Hipoksik Ortamda Endotel Gevseme Yanitlari.. 23

Tablo III. Pentoksifilin ile Normoksik ve Hipoksik Ortamda Endotel Gevseme Yanitlar:



SEKILLER DiZINI

Sekil 1. Pentoksifilin’in sentezi(a) ve molekiiler yapist (b) [18]......ccccovviviriiiniiiininnins 9
Sekil 2. Silostozol’lin MOIEKUIET YaPIST ..vvvvvviiiiiiiiiii e 11
Sekil 3. Lipid metabolizmast gematik gOriinimil .........cooovvvriiiiiiiiiiniiieeee e 12
Sekil 4. Silostazol etki mekanizmasi [38] (Adenozin aliniminin inhibisyonu) .............. 13

Sekil 5. Silostazol’lin endotelinin indiikledigi vazospazm ve hiicresel proliferasyon

tizerindeki etkileri [S9]. .o 16



RESIMLER DiZiNi

Resim 1-2. Organ banyosu dUZENEGI .........civiiiieieieieieie s

Resim 3. Kasilma yanitlarinin bilgisayar araciligi ile degerlendirilmesi...........ccccccuee..



GIRIS VE AMAC

Dolagim bozuklugu ile karakterize pek ¢ok hastaligin patofizyolojisinde
vazokonstriksiyon ve buna bagli meydana gelen perfiizyon bozukluklarinin neden
oldugu sonuglar yer almaktadir. Endotelden salinan mediatorler, bu mediatorlerin
sallmmminda meydana gelen bozukluklar periferik arter hastaligi gelismesinde rol
oynamaktadir. Bu bakimdan endotelden salinan bu mediatorlerin vaskiiler diiz kaslar

tizerindeki etkileri ve bu etkilerin ortaya ¢ikis mekanizmalar1 6nem arz etmektedir.

Endotel tabakasi sadece damarin i¢ yliziinii kaplayan yar1 gegirgen bir
tabaka degildir, ayn1 zamanda salgiladig1 mediatorler araciligi ile hemostazda énemli bir
rol istlenmektedir. Endotelin yaptig1 otokrin ve parakrin gorevler de dikkate alindiginda
bu yapmin aslinda viicudun her bdlgesine yayilmis bir organ oldugundan soz
edebiliriz[1].

Hemostazin saglanmasinda gerekli olan damar diiz kaslarinin kasilmasi i¢in
gerekli olan mediatorler, antikoagiilasyon, fibrinolitik ve antitrombotik 6zellikler gibi
biitliin yagamsal islevler endotel fonksiyonu igerisinde yer alir. Tiim bu basamaklarda
meydana gelebilecek bozukluklar endotel hiicrelerinin fonksiyon gérememesine yani

endotel disfonksiyonu ile sonuglanabilir.

Endotel hiicresinden salinan mediatdrler hemen altindaki vaskiiler diiz
kaslar1 uyararak vazodiladator veya vazokonstriktor etki ortaya ¢ikartabilir. Bu etkiler
normal hemostazin saglanmasi i¢in gereklidir. Fakat endotel disfonksiyonu olmasi
durumunda vazospazm, trombiis olusumu ve ateroskleroz gibi sonuglar ortaya cikabilir.
Endotel fizyolojik ve patolojik fonksiyonlarina ek olarak selektif permabilite bariyeri,
su ve suda eriyenlerin kapiller transportu, plasma lipidlerinin diizenlenmesi, iltihabi ve
immun yanitlar, anjiogenez ve tiimor metastazina katkisi, kanin akiciligimi devam
ettirerek ve her degisen hemodinamik, humoral duruma bagl olarak kan damarlarinin
capini ayarlayarak kardiyovaskiiler hemostaza katkida bulunur. Dolayisiyla endotel
disfonksiyonuna yol acan nedenlerin ortadan kaldirilmasi normal fizyolojik siireglerin
devamini saglayabilir. Endotelden salinan mediatorlerin vaskiiler diiz kaslar1 uyarma

mekanizmalar1 da yine periferik arter hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir hedeftir.



Silostazol, periferik arter hastaliginin medikal tedavisinde kullanilmaktadir
ve ylriime mesafesini arttiran bir ilagtir. Silostazol quinolinone tiirevi olan spesifik
hiicresel fosfodiesteraz III A enzim inhibitoridiir [2]. Vazodiladator ve anti-trombotik
etki gosterir. Vaskiiler diiz kaslarda ve trombositlerde cAMP diizeyini artirir ayrica
intraselliiler kalsiyum diizeyinde azalma meydana getirir. Bu sayede vazodilatasyon

ortaya ¢ikartir [3-6].

Pentoksifilin ise bir metilksantin tiirevidir ve nonspesifik bir fosfodiesteraz
inhibitoriidiir. Makrofajlardan TNF-alfa salinimini azaltarak NO salinimini inhibe eder.
Pentoksifilin bu etkilerini intraselliiler cAMP ve cGMP diizeylerini artirarak meydana
getirir. Pentoksifilinin ortaya ¢ikardigi vazodilatasyona bu mekanizmalarin neden
oldugu ileri stiriilmektedir. Bu ¢aligmada silostazol ve pentoksifilinin in vitro ortamda

rat aortasindaki etkileri incelenmistir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Endotel Tabakasi

Endotel tabakasi ince bir squamoz epitelden olusur ve tiim damarlarda
bulunur. Endotel tabakasini olusturan hiicreler 10-15um genisliginde, 20-25 um
uzunlugundadir ve tek sira halinde dizilmislerdir. Endotel tabakasinin en Onemli
gorevlerinden birisi de salgiladigi mediatorler araciligi ile vazokonstriiksiyon ve
vazodilatasyonda rol oynayarak vaskiiler hemostazin korunmasidir [7]. Endotel tabakasi
damarin i¢ ylizeyinde kaygan ve yarit gecirgen bir bariyer olusturur. Sadece bariyer
gorevi gdormez bunun yam sira endokrin, parakrin ve otokrin ozelliklere de sahiptir.
Vazodilatasyon ve vazokonstrilkksiyon gibi onemli islevleri salgiladigi mediatorler
araciligi ile kontrol eder ve hiicreler arasi bosluga sivi ve substrat ge¢isi iizerinde aktif
bir rol oynar [8]. Endotel hiicreleri salgiladiklar1 vazoaktif maddeler, biiyiime faktorleri
ve biliyime inhibitorleri ile koagiilasyonu, fibrinolizisi, hiicre proliferasyonu,
inflamasyonu ve damar tonusunu, dolayisiyla kan akisin1i ve kan basmcini

diizenlemektedir. Bu fonksiyonlar su sekilde 6zetlenebilir [9].

e Dolasimdan c¢evredeki dokulara madde gecisini diizenleyen yar1 gegirgen

bariyerin devamliliginin saglanmasi.

e Vazodilatatdr veya vazokonstriktor mediyatorler salimmmi ile vaskiiler

vazomotor tonus kontrolii.
o Cesitli sitokin ve biiylime faktorlerinin sentezi ve salinimu.
e Arter duvarindaki lipoproteinlerin degisimi ve oksidasyonu.
o Lokosit ve trombositlere nontrombojenik ylizey saglanmasi.

e Bazal membran yapisindaki kollajen ve proteoglikanlarinin devamliliginin

saglanmasi.
¢ Koagiilasyon ve fibrinolitik olaylarin diizenlenmesi.

e Inflamatuar ve immiinolojik olaylar.



1.2. Endotel-vazomotor tonus iliskisi
1.2.1. Nitrik oksid (NO)

Vaskiiler diiz kaslarda meydana gelen kasilma ve gevseme ile tonus
belirlenir ve bu sayede dolasim kontrol edilmis olunur. Endotelden salinan en giiclii
vazodiladatér madde NO’dur. NO, norotransmiter, otakoid, hiicre i¢i ulak, parakrin
maddesi ya da hormon olarak fonksiyon gorebilir. Hiicre membranlarindan kolayca
gegebilen, tek nitrojen ve tek oksijen atomunun birlesmesiyle ortaya ¢ikan bir kimyasal

yapiya sahiptir. Yarilanma omrii 3-50 saniye arasindadir [10].

Ik olarak 1980 yilinda Furchgot ve Zawadski tarafindan tanimlanan tavsan
aortik damarlarinda noradrenalin, fenilefrin veya baska bir kesici agonistle maksimal bir
kasilmanin % 60-70’1 bir kasilma sagladiktan sonra ortama asetilkolin (Ach) ilavesi ile
gevsemelerin olustugu gosterildi. Furchgot ve Zawadski bu gevsemenin endotele
bagimli oldugunu ve bu etkiden endotelden diiz kasa gegebilen non-prostanoid labil bir
maddenin sorumlu oldugunu ileri siirdiiler. Endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF)
olarak adlandirilan bu maddenin, daha sonra venler, arterler ve mikrodamarlarda
yapilan ¢aligmalarda, Ach’ den baska trombin, adenin niikleotidler, P maddesi,
bradikinin, bir kalsiyum iyonoforu olan A23187 ve elektriksel stimiilasyonla da
saliniminin uyarildigr bildirilmistir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda EDRF’nin NO

veya NO iligkili bilesikler oldugu saptanmustir.

Nitrik oksid endotel hiicrelerinde L-arginin amino asidinin terminal guanido
atomunun enzimatik oksidasyonu ile nitrik oksid sentaz (NOS) enzimince sentezlenir
[11]. NO olusumunu katalizleyen en az ii¢ farkli enzim baska bir deyisle ti¢ farkli NO-
sentetaz (NOS) izoformu oldugu bildirilmistir. Her ii¢ enzimde aktiviteleri i¢in kofaktor
olarak NADPH(Nikotinamid adenin dikleotid fosfat), FAD(Flavin adenin dikleotid),
FMN (Flavin mononukleotid) ve tetrahidrobiopterin’e gereksinim duyarlar.

e Tip I: Nnos (noronal): Sinir hiicrelerinden devamli salinir. Kalsiyuma
bagimlidir. Santral sinir sisteminde ve periferik sinir sisteminde ndrotransmittor

olarak gorev alir.



e Tip II: iNOS(indiiklenebilir): Makrofajlarda ve diiz kas hiicrelerinde olusan,
sitokinler ve endotoksin tarafindan sentezi artirilan induklenebilir iINOS,

kalsiyuma bagli degildir. Sitotoksik, sitostatik, sitoprotektif fonksiyonu vardir.

o Tip Ill: eNOS(endotelial): Vaskiiler endotelial, kalp, beyin vb hiicrelerden
devamli salinir. Kalsiyuma bagimhidir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin igine
girerek guanilat siklaz1 aktive eder. Vaskuler relaksasyon ve vazodilatasyona

neden olur.

NO endotelde olustuktan sonra damar diiz kasma difiize olur ve burada
soliibl guanilat siklazin hem demirine baglanarak enzimi aktive eder. Bu enzimin
aktivasyonu guanozil trifosfat(GTF)’dan ikinci haberci olarak guanozil monofosfat
(cGMP) olusumuna yol agar. Olusan bu biyokimyasal olaylar diiz kas kasilmasi,
vaskiiler toniis ve kan akisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Nitrik oksit ayn
zamanda trombositler igindeki c¢oziilebilir guanilat siklaz aktivitesini de artirarak
trombosit yapisma ve kiimelenmesini azaltir. Ayrica mikroorganizmalarin mitokondrial
proteine bagli demir bilesikleriyle reaksiyona girip DNA sentezini bozarak 6lmelerine
yol acar ve savunma sisteminde rol oynar [12]. Endotelyal NO’nun etkileri asagida

Ozetlenmistir [13].
¢ Direkt vazodilatasyon
e Indirekt vazodilatasyon(vazokontriktdr alanlar1 inhibe ederek)
¢ Anti-trombotik etki(vaskiiler endotelde trombosit adezyonunun inhibisyonu)
¢ Anti-inflamatuar etki (vaskuler endotelde lokosit adezyonun inhibisyonu)
o Anti-proliferatif etki (diiz kas hiicre proliferasynu inhibisyonu)
1.2.2. Asetilkolin

Asetilkolin (Ach) parasempatik sistemin ana ndromediatoriidiir ve asetik
asit ile kolin esterinin birlesmesi sonucu ortaya ¢ikar. ilk kez 1914 yilinda Ingiliz bilim
adam1 Henry Hallet Dale tarafindan tanimlanmig, 1921 yilinda ise Avustralyali bilim

adami Otto Lewi tarafindan, kurbaga kalpleri iizerinde yaptigi deneyler sonucu bir
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norotransmitter olarak dogrulanmustir. Asetilkolin belli noronlarda kolin asetil
transferaz enzimi tarafindan, kolin ve asetil-CoA'dan sentez edilir. Sinaptik bosluga
salinarak gdrevini tamamladiktan sonra asetilkolin, asetilkolinesteraz enzimi yardimiyla

kolin ve asetat'a (asetik asit tuzu) ¢evrilerek yikilir. Etkisi kisa siirelidir.

Asetilkolin muskarinik reseptore baglanarak eNOS tarafindan sentezlenen
NO'in saliverilmesine neden olur. Hizla damar diiz kas hiicresine gegen NO, guanilat
siklaz1 aktive ederek cGMP'yi arttirir ve gevseme olusturur [14]. Bu sayede indirekt

etkilerle vazodilatasyon meydana getirmis olur.
1.2.3. Fosfodiesteraz

Fosfodiesteraz (PDE) enzimi, ikinci haberci olan cAMP(cylic Adenozin
Monofosfat) ve ¢cGMP (cylic Guanozin Monofosfat)’da bulunan fosfodiester bagini
pargalar. Insan viicudunda cesitli subtipleri izole edilmistir. PDE inhibitdrlerinin

tedavide kullanilabilecegi ilk kez 1977 yilinda Weiss ve Hait tarafindan one siirtilmiistiir
[15].

cAMP seviyesinin artmasi serbest kalsiyum iyonlarinin plateletlerdeki depo
graniillerine geri akimi kolaylagtirmaktadir. Serbest kalsiyum iyonlar1 glikprotein
IIb/IIa komplexinin formasyonu i¢in ve tromboxan A2 iiretimi i¢in gereklidir. PDE III
enzimi trombositler, kalp kasi hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve
yag dokusu (adipdz) hiicrelerinde daha yogun olarak bulunmaktadir. PDE inhibisyonu
ile cAMP artis1 meydana gelir ve bu sayede diiz kas hiicrelerine Ca girisi engellenmis

olur.
1.3. Periferik Arter Hastalhig

Periferik arter hastalii (PAH) periferik arterlerin kronik ve ilerleyici bir
proses sonucunda tikanmasi ve kan akimmin yeterli diizeyde saglanamamasi
durumudur. Bu tanim kabul géren tanimdir ancak diger taraftan PAH, abdominal aortun
aterosklerotik daralmasi sonucunda bacaklardaki arterlerde egzersiz sirasinda ya da
dinlenme durumunda arteriyel akigin azalmasi bi¢ciminde de tanimlanmaktadir (10).
Ilerlemis yas, sigara, diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, erkek cinsiyet, kalp

yetmezligi, serebrovaskiiler olay Oykiisii gibi nedenler PAH i¢in risk faktorleri arasinda
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gosterilebilir (12). PAH varliginda miyokard infarktiisii, inme, ampiitasyon ve o6lim
riski artis gostermektedir. Periferik arter hastaligi risk faktorlerinin azaltilmasi ile

ateroskleroz gelisimini azalttig1 ve yasam kalitesini artirdig1 gosterilmistir (12).

Koroner arter hastalifi, serebrovaskiiler olaylar ve aterotromboz PAH ile
birliktelik gosteren diger durumlardir. Periferik arter hastaligi mekanizmasinda da yer
alan aterotrombozun 6zellikle bifurkasyon bolgelerinde yerlesmesi sonrasinda arterlerin
korunma mekanizmalar1 bozulabilir ve lokal intimal hasarlanmalar goriilebildigi ileri

stiriilmektedir (10).

Periferik arter hastaliklarinda meydana gelen perfiizyon bozuklugu 6zellikle
eforun arttig1 durumlarda daha belirgin sekilde semptom vermektedir. Ozellikle alt
ekstremitede periferik arter hastalig1 olan hastalar yiirlime esnasinda bacaklarinda agri
gelmesi ve durma ihtiyaci hissetme seklinde sikayetlerle doktora bagvururlar (20). Kimi
hastalarda semptomlar bu sekilde asikar olarak goriinebildigi gibi, kimi hastalarda da
komorbid hastaliklar gibi diger pek cok durum nedeni ile semptomlar maskelenebilir.
Tipik alt ekstremite iskemik semptomlari, hastalarda tembellik ve uyusukluk hissi
yaratirken ylirime ve egzersiz konusunda isteksizligi tetiklemektedir. Kladikasyo
mekanizmasini 1) egzersiz ile dokunun oksijen ihtiyacinda artis meydana gelmesi
2)kaslarin anaerobik solunuma baslamasi 3) laktik asit ve diger metabolitlerin iiretimi

ve 4) bacakta agr1 ortaya ¢ikmasi seklinde 6zetleyebiliriz.

Kladikasyo, yorgunluk, rahatsizlik hissi ve belli bacak kas gruplarinda
egzersiz sirasinda artan iskemi bi¢ciminde tanimlanmaktadir. Her ne kadar tanim bu
sekilde olsa da kladikasyo kastalarmmin %90’1 asemptomatiktir (22). Rehberlere gore
intermittan  kladikasyosu olan hastalarda vaskiiler yapilar fizik muayene ile
degerlendirilmeli ve gerekli durumlarda ileri testler yapilmalidir. Tani konulan
hastalarda revaskiilarizasyon girisiminin uygulanmasi i¢in karar asamasinda kladikasyo
semptomlarindaki iyilesmenin net bicimde goriilebilmesi i¢in diger hastaliklarin (anjina,
kalp yetmezligi, kronik solunum hastaligi, ortopedik yetersizlikler) taranmasi ve elimine

edilmesi gerekmektedir.



1.4. Pentoksifilin

Pentoksifilin bir ksantin tiirevidir ve fosfodiesteraz enzim inhibitoriidiir.
Intermittant  kladikasyo, serebrovaskiiler hastaliklar ve sepsis durumlarinda
kullanilmaktadir[16]. Pentoksifilin kan viskozitesini azaltarak kan akigini kolaylastirir.
Fosfodiesteraz enzimi inhibisyonu sayesinde eritrositlerin esnekligini artirir, cAMP

diizeyini yiikseltir. Bu etkileri sayesinde trombosit agregasyonunu da azaltmaktadir[17].

O cH, Q  cH,
/ /
HN N CH,CO(CH,),Br CH,CO(CH,),—N N
A ALy
(@) ll\l N (0) |I\| N
CH, CH,
(@)

(b)
Sekil 1. Pentoksifilin’in sentezi(a) ve molekiiler yapisi (b) [18]

Pentoksifilin kapillerlerde dolagimi artirdig1 igin 6zellikle kronik iskemik
vaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayni zamanda nétrofil adhezyonunu
da engelleyen ksantin tirevi bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Diisiik dozlarda
verildiginde vazodiladator etkileri ¢ok fazla go6zlenmemektedir. Vazodiladator
etkinliklerine ragmen Raynaud fenomeninde yeterli derecede  etkinligi

gosterilememistir[19].

Pentoksifilin 5 niikleotidaz enzimini inhibe ederek dokuda adenozintrifosfat
kaybin1 azaltmakta, iskemi donemi ve sonrasinda doku enerji tiikketimini minimumda
tutarak hiicre hasarini engellemektedir. Pentoksifilin eritrositlerin esnekliklerinin artirir
ve kanin akigkanligini  artirir.  Pentoksifilinin  siklik  adenozinmonofosfat

fosfodiesterazini inhibe ederek siklik adenozinmonofosfat diizeyini artirir. Bu sayede
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eritrositlerin esnekligi artar. Esnekligin artmasi 6zellikle kapiller bolgede kan akiminin

rahat saglanmasina yardimci olur [19].

Pentoksifilin proinflamatuar sitokin tiretimini baskilarken ayni zamanda da
anti-inflamatuar etkinlik gosterir [20]. Yapilan hayvan ve insan miyokard caligmalari,
yeni dogan miyokardlarinin iskemiye direncinin yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu
bulgu yeni dogan miyokardlarinda 5’niikleotidaz aktivitesinin diisiik olmas1 ile
aciklanmaktadir [21]. Pentoksifilin etkinligini 5’niikleotidaz enzimini inhibe ederek
gosterir. Bunun sonucunda hem ileri donem hasarlayict metabolik zincirlerin gelisimi
engellenebilir, hem de reperfiizyon déoneminde dokunun ihtiyact olan enerji depolar
korunabilir. Bu bilgiler goz oniline alindiginda kardiyopulmoner bypass sirasinda
miyokardin korunmasi amaci ile pentoksifilinin kullanilabilecegi ileri siiriilmistiir [21-

24].

Pentoksifilin iskemi reperflizyon hasarimi birden c¢ok mekanizma ile
engellemektedir [25-27]. Bu mekanizmalardan biri pentoksifilinin hiicre i¢inde siklik
adenozin monofosfat diizeyini arttirarak 6zellikle endotel hiicresinde homeostazin ve
hiicre membran biitiinliigiiniin korunmasini saglamasidir [28]. Pentoksifilin plazma
proteinlerine baglanmaz ve % 93-95'1 idrarla atilir [29]. Pentoksifilin hiperkoagulopatiyi
Onler, yara iyilesmesinde rol oynar, immiinomadiilator etkisi ve sepsis ve peritonite
kars1 koruyucu etkisi vardir [29, 30]. Karacigerin toksisite modellerinde pentoksifilinin
hepatoprotektif etkinligi goriilmiistiir [31]. Pentoksifilinin dolasim iizerinde diizenleyici
etkilerinin oldugu, nétrofilleri inhibe ettigi ve lizozomal enzimlerin saliimini inhibe
ettigi gosterilmistir [32, 33]. Ayni1 zamanda lipid peroksidasyonunu da 6nlemektedir.
Sulkawska ve ark. siklofosfamide bagli serbest radikallerle olusan akciger hasarini
onledigini, karacigerin oksidatif hasarin1 6nlemede ise yetersiz kaldigin1 saptadiklarini
bildirmislerdir [34]. Viladkar ve ark. pentoksifilinin insan kronik miyelositer 16semi
hiicrelerinde doksorubisin birikimini artirarak, doksorubisinin antitimor etkisini
arttirdigini rapor etmislerdir [35]. Pentoksifilin mide barsak kanalindan iyi absorbe
edilir. Karacigerde metabolize edilerek inaktive edilir. Eliminasyon yarilanma omrii
yaklagik 2 saat kadardir. Agiz yoluyla giinde 3 kez 200 mg dozunda kullanilir. Klinik
kullaniminda bir kezlik doz 400 mg kadar arttirllmistir. Yavas saliverilen tablet sekli de
kullanilabilinir. Acil durumlarda 100 mg ilact 250-500 ml parenteral sivida diliie
edilerek iv infiizyonla uygulamak miimkiindiir. intravenéz doz giinde 50 mg’lik
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ilavelerle 400 mg’a kadar ¢ikarilabilir [36]. Baslica yan etkisi bulanti, yiizde kizarma,
bas donmesi, bas agrisi, gastrointestinal bozukluklardir. Kan basinci ve kalp atig hizini

hafif degistirir.
1.5. Silostazol

Silostazol, periferik arter hastaliginin medikal tedavisinde kullanilmaktadir
ve yuriime mesafesini arttiran bir ilagtir [2]. Siloztozol quinolinone tiirevi olan spesifik
hiicresel fosfodiesteraz III A enzim inhibitoriidiir. Ulkemizde 2006 yilinda onay

aliarak kullanilmaya baglamistir.

CH2CH2CH2CH20
N
N/
\N/N H

Sekil 2. Silostozol’iin molekiiler yapisi

Bu ila¢ vazodilatasyon etkisi olan antiplatelat ve antitrombotik bir ilagtir
[37]. Bu trombositlerde ve diiz kas hiicrelerinde 3’-5’cylic adenosine monophosfate
(cAMP) diizeyini arttirarak selektif fosfodiesteraz 3 enzim inhibitoriidiir ve intraselliiler
kalsiyum diizeyinin azaltir ki bu da relaksasyon ve vazodilatasyona yol acar [38].

cAMP sevilerindeki bu artis sonucunda:
o Platelet (trombosit) agregasyonu inhibe olur.
e Vasodilatasyon olusur
e Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu inhibe olur.
e Kalp atim hizinda ve kasilma giiciinde artis olur.

¢ Lipid metabolizmasinda iyiye dogru gelisme olur (Sekil 3)
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Sekil 3. Lipid metabolizmasi sematik goriiniimii

Silostazol hiicre i¢ine adenosine alinimimi da inhibe eder, intertisiyal ve
dolasimdaki adenozin seviyelerini arttirir (Sekil 4) [39]. Adenozin aliniminin
inhibisyonu trombosit ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Aj reseptorlerini etkiler ve
hiicre i¢ci cAMP seviyelerini arttirir. Adenilat siklaz aktivasyonu ve cAMP seviyelerinde
ki artis platelet agregasyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu engeller.
Kardiyak hiicrelerde ise Aj; reseptorlerini aktive eder ve bunun sonucunda PDE 3
inhibisyonu nedeniyle olusan pozitif kronotrop ve inotrop etkilerinde azalma meydana
gelir. Boylece adenozin uptake inhibisyonuda yapan silostazolun dual etki mekanizmasi
sayesinde kardiyak etkiler milrinon gibi sadece PDE III {izerinden etki gdsteren diger

PDE III inhibitorlerine gore ¢ok daha zayiftir.
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Silostazol
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Sekil 4. Silostazol etki mekanizmasi [38] (Adenozin aliniminin inhibisyonu)

In vitro, ex vivo ve in vivo calismalarda silostazolun ADP, kollagen,
arasidonik asit, epinefrin, trombin ve duvar gerilimi tarafindan indiiklenen primer ve
sekonder platelet agregasyonunu (kanama zamanini uzatmadan) inhibe eder. Silostazol
ADP tarafindan indiiklenen ex vivo platelet agregasyonu baskilanmasinda anlaml
olarak aspirinden daha potenttir ve arasidonik asidin indiikledigi platelet

agregasyonundan dolay1 antiplatelet etkisi tiklopidinden ¢ok daha fazladir [40, 41].

Silostazol ile tedavide; trombositlerden P selektin (Platelet aktivasyon
marker1) salinimini baskilar, tromboxan A, formasyonu ve Glikoprotein Ilb/Illa
komplexi olusumu inhibe olur. Silostazolun antitrombotik etkisi aslinda antiplatelet

etkileri tarafindan olusturuldugu gosterilmistir [42].

Silostazolun trombotik komplikasyonlar1 ve restenozu Onleyici etkileri
mevcuttur [43]. Onada ve arkadaslarinin yaptig1 calismada aspirin ve silostazol kombine
terapisi  OPCAP (off-pump koroner arter bypass) sonrasi hastalarda platelet
agregasyonunu azaltmada aspirin monoterapisinden daha efektif oldugunu
gostermislerdir, bu kombinasyon terapisi OPCAP sonrasi hastalarda antitrombotik rejim

i¢in yeni bir tedavi opsiyonunu temsil edebilir [44].

12



Cleanthis ve arkadaglarinin yaptigi calismada silostazol ve aspirin ile
kombinasyon tedavisinin egzersiz ile indiiklenen platelet agregasyonunu tek basina
aspirin tedavisine gore anlamli derecede daha fazla inhibe ettigi gostermislerdir.
Klopidogrel ve aspirin ile artmis kanama riski silostazol ve aspirin ile gosterilememistir

[45, 46].

Shear stersin indiikledigi plateled agregasyonunu inhibe eder, Prostoglandin
12 (PGI2)’nin antiplateled etkisini arttirir. Ayrica trombosit fonksiyonlarinin geriye
doniisti daha kisadir [47]. Adezyon molekiilii olan CD62P (P- selectin) plateletlerde
dretimi ve salimmimi baskilar. P selektinin serebral iskemi/reperfuzyon injurisi ve
strokta inflamatuar ve prothrombojenik evreyi induklenmesinde katkida bulundugu
gosterilmistir [48]. Nakamura ve arkadaslarinin organ banyosunda yaptig1 ¢alismada,
Silostazol etkisini torasik aortada da ortaya c¢ikardi, bu yiizden vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde ¢cAMP seviyesinin yiikselmesi torasik aortada vasodilatasyona neden
olmaktadir [49].

Silostazolun intermittant kladikasyolu hastalarda arteriyel vazodilatasyon
etkisi vardir. cAMP seviyesinde artma ve kalsiyum iyon salinimi blokaji nedeniyle
silostazol, diiz kas hiicrelerinde kontraksiyonu inhibe eder ve vaskiiler relaksasyona
neden olur [50]. Direkt kontraktil proteinler {izerine etkisi bulunmamaktadir [50]. Oral
100 mg giin iki kez kullanim1 anlamli olarak ortalama ayak bilegi kan akimini arttirir,
deri sicakligini ve deri kan akimini anlamli yiikseltir [37, 51]. Silostazol In vitro
vaskiiler diiz kas hiicreler tarafindan indiiklenen Nitrik Oksit (NO) iiretimini arttirir
[49]. Cone ve arkadaslar1 ise cAMP’in intracelliiler seviyelerinde yiikselme olmasi
sonucunda tavsan koroner arterlerinin vaskiiler yataginda vazodilatasyon yaptigini
gostermislerdir [52]. Silostazol terapodik dozda uygulandiginda insan vendz diiz kas

hiicrelerinde de relaksasyona neden olmaktadir [53].

Silostazoliin, Pentoxifilin ve plasebo ile yapilan karsilastirmali
calismalarinda hastalarin  %67’sinde agrisiz yiirime mesafesinde artma oldugu,
hastalarin % 50’tinde ise maksimum yiirime mesafesinde artma oldugu gosterilmis,

buda yasam kalitesinde iyilestirmistir [54].
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Silostazoliin plateletler {izerindeki etkilerinin yani1 sira, bu ajanin
vazodilatasyonu kolaylastirdigi da gorilmustiir [55]. Her ne kadar vazodilatasyonun
altinda yatan mekanizmalar kesin olarak belirlenememisse de silostazoliin sitoplazmik
kalsiyum diizeyini diisiirmek suretiyle bu etkiye yol actigi diisiiniilmektedir [56].
Vaskiiler diiz kaslarda endotelin vazokonstriiksiyonu tetikleyici etkiler yaparken, uzun

stirede hiicresel proliferasyonu promote eder [57, 58].

Yapilan calismada fare diiz kas hiicrelerinde endotelin ile uyarilmis damarda
ortaya ¢ikan vazokonstriiksiyonun silostazol tarafindan engellenebilecegi gosterilmistir.
Silostazol endotelinin indiikkledigi ekstraselliller kalsiyum akisin1  engellerken
intraorganellar kalsiyum salinimi iizerinde etkili olmamaktadir. Silostazol intraselliiler
kalsiyum salinimini inhibe eder ve protein kinaz araciligi ile farelerde femoral arterde
vazokonstriiksiyona yol agtig1 gosterilmistir [59]. Endotelin sadece sitozolik kalsiyum
seviyesini artirmakla kalmaz ayn1 zamanda vazokonstriiksiyona da yol agar. Maksimum
doza yakin diizeyde uygulanan silostazoliin (30mM) 10 nM endotelin tarafindan
indiiklenen sitozolik kalsiyum salimini inhibe etmistir. Bu veriler endotelin tarafindan
indiiklenen vazospazmin engellenmesinde silostazoliin etkili oldugunu ortaya

koymaktadir.

Silostazol’iin intrakranial arterlerde intraselliiler kalsiyum salimimini ve
vazokonstriiksiyonu PKA araciligr ile engelledigi gosterilmistir. Ayrica endotelin
tarafindan indiiklenen vazospazm ve hiicresel proliferasyonun da silostazol tarafindan
engellenebildigi gosterilmistir. Yapilan in vitro ve in vivo calismalarda silostazoliin bu
etkileri ekstraselliiler bolgeden intraselliiler bolgeye olan kalsiyum akisini engellemek

sureti ile gergeklestirdigi gosterilmistir.
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Sekil 5. Silostazol’lin endotelinin indiikledigi vazospazm ve hiicresel proliferasyon

tizerindeki etkileri [59]

Yapilan diger caligmalarda silostazoliin endotelin indiikledigi kalsiyum
girisini engellemek sureti ile endotelinin fonksiyonunu engelledigi gdosterilmistir.
Endotelin vaskiiler diiz kaslarda hiicresel proliferasyonu promote etmektedir.

Silostazoliin PKA aktivitesi aracilig1 ile hiicresel proliferasyonu engellemektedir.

Silostazol bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir ve platelet agregasyonunu cAMP
diizeyini artirarak ve dolaysiyla PKA aktivitesi ortaya ¢ikartarak gosterir. Silostazol her
ne kadar intermitant klodikasyo i¢in FDA tarafindan kullanim onay1 almis olsa da bu
ajanin diger kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi ileri
siriilmiistiir. Vazodiladator etkilerinden dolayr konjestif kalp yetmezligi olan
hastalarda, iskemik inmelerde, stent uygulamasi sonrasinda meydana gelen
trombozlarda ve diger aterosklerotik vaskiiler hastaliklarda kullanilabilecegi {izerinde

durulmustur [60, 61].

Kalp yetmezliginin tedavisinin arastirilmaya baslandigi giinden itibaren
giiniimiize kadar c¢ok sayida fosfodiesteraz III inhibitorii sentezlenmistir. PDE III
inhibitdrlerinin vazodilatasyona ve kan basincinda 6nemli diizeyde azalmaya yol actig1
belirlenmistir [62]. Silostazol’lin kardiyak etkilerinin zayif oldugu daha ¢ok vaskiiler
diiz kaslar tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica anestezi altindaki kopeklerde

yapilan bir ¢aligmada vertebral arterler {lizerindeki etkilerinin karotis ve mezenterik
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artere kiyasla daha belirgin oldugu gosterilmistir [63]. Tiim bu sonuglara dayanarak
Silostazol’lin akut serebral infarktiis tedavisinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Fakat Silostazol’in vaskiiler diiz kas kasilmasi ve gevsemesi iizerinde hangi

mekanizmalar aracilig1 ile etki gosterdigi heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Silostazol potasyum ile indiikklenmis tonik kasilmay1 belirgin oOlgiide
azaltirken, Ca diizeyinde degisiklige neden olmamuistir. Yine benzer sekilde kafein ile
indiiklenmis kontraksiyonu belirgin 6l¢iide azaltirken Ca diizeyinde degisiklige neden
olmamigtir. Tavsanlarda yapilan bir ¢aligmada Silostazol’iin kotraktil proteinlerin Ca’ya
kars1 olan duyarliligin1 azalttig1 ve dolayisiyla potasyum veya kafein ile indiiklenen
kontraksiyonu inhibe ettigi gosterilmistir [56]. Yine aymi c¢alismada histaminin
miyofilamanlarin Ca sensitivitesini artirdif1 iizerinde durulmus ve Silostazol’iin

histamin varliginda veya yoklugunda Ca sensitivitesini azalttig1 gosterilmistir.

Platelet agregasyonunun serebral tromboz ve gecici iskemik atak
gelismesinde rol oynadigi bilinmektedir [64]. Serebral infarktiis durumunda serebral
vazodiladator ajanlarin kullanilmasinin tedavideki yeri iskemi-perfiizyon hasar1 ve
intraserebral ¢alma sendromu gibi nedenlerden Otiirii tartigmalidir [65]. Fakat lakiiner
infarktlarda az da olsa bir perflizyonun saglanmasinin infarktiisiin biytikligiiniin
belirlenmesi agisindan yararli oldugu o6ne siirlilmistiir [66]. Bahsedilen minimal
perflizyonun serebral vazodiladator ajanlarla saglanmast miimkiin olabilir. Silostazol’lin
giiclii anti-platelet etkileri oldugu ve serebral arterlerde vazodilatasyon ortaya ¢ikardigi
gdz Oniline alindiginda rekiirren serebral tromboz vakalarinda, ozellikle lakiiner

infarktiis olan vakalarda, profilaktik olarak faydali olabilecegi ileri siiriilebilir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney hayvanlarinin temini

Calismamizda agirligi 350-450 mg. olan erkek Sprague-Dawley cinsi 48 rat
kullanildi. Hayvanlar kafeslerinde tutularak standart rat yemi ve g¢esme suyu ile
beslendi. 12 saatlik gece-giindiiz ritmi uygulandi. Deney, ratlar 6 gruba ayrilarak (her
grupta 8 rat olacak sekilde) Kalp ve Damar Cerrahisi Arastirma Laboratuarinda
gergeklestirildi. Bu ¢alismamiz Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu ile koordineli olarak 27 Ocak 2015 tarihli 64583101/2015/006 sayili onayi

sonrast yirlitilmistiir.
2.2. Organ banyosu kullanim

Intraperitoneal alfamin ve alfazin anestezisi uygulanarak tiim hayvanlarin
hizli bir sekilde median sternal yaklasimla gogiis kafesi agilarak kalp ve akcigerler
ayrildi. Torakal vertebra ile ayni1 seviyede duran torasik aorta, arkus aorta ile birlikte
dikkatli ve hizli bir sekilde ¢ikarildi. Aorta binocular loup (3,5x) kullanilarak tizerindeki
yag ve konnektif dokulardan temizlendikten sonra diizgiin kesi ile kesilerek esit
uzunlukta izole aort halkasi elde edildi. Bu islem sirasinda endotel dokusuna zarar
verilmemeye 6zen gosterildi. Her bir aort segmenti yaklasik 3 mm’lik bir ring halinde
pargalara boliimlendi. Bu ringler 37°C¢de 1sitilan ve sirkiile edilen (Isitic ve Sirkulatuar
sistem — May WBC 3044V3), karbojenize (%95 oksijen, %5 karbondioksit= normoksik
kosul, %95 azot, %5 karbondioksit= hipoksik kosul) Krebs solusyonuna (118.3 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 1.22 mM KH;PO,4, 2.5 mM CaCl,, 25.0 mM
NaHCO;3 ve 11.1.mM glukoz, Sigma-Aldrich) zaman gegirilmeden asildi. Daha 6nceden
tanimlandig1 sekilde her bir aort ringi iki adet paslanmaz ¢elik kancadan gegirilerek 25

ml Krebs solusyonu ile dolu organ banyosuna yerlestirildi (9).

Iki ¢engelin iistte olan1 transducer’a (May GTAO0303 ve Biopac Systemes
Inc. Model MP 100) baglanarak mg olarak kasilmalar1 dl¢iildii. Bilgisayar programi
olarak Acq Knowledge 3.8.2 kullanildi. Daha sonra her bir aort ringi i¢in standart
Equilibrium evresi uygulandi. Burada 6nce aort ringleri 1 gr. ile gerildikten sonra 10 dk.
beklenip, sonra gerilim 2 gr.’a ¢ikarildi, 10 dk. beklenip ardindan 3 gr.’a ¢ikarildi, 10 dk.
beklenecek 4 gr cikarildi ve 10 dakika beklendi. Daha sonra Norepinefrin 10 * M
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(Molar Konsantrasyon) derisimi banyoya mikpopipet yardimi ile 0,1 ml verilerek

kasilma yanitlarina bakildi.

Resim 1-2. Organ banyosu diizenegi

Kasilma egrileri diiz seyredince banyo iki kez krebs solusyonu ile yikandi.
Once Norepinefrin 10 * M derisiminden 0,1 ml ile kasiima egrisine bakildi ve daha
sonra Asetilkolin 10 “ M derisiminden 0,1 ml ile gevseme yanitlarina bakildi. Son
olarak banyo tekrar iki kez Krebs solusyonu ile yikandi ve deneye baslamak igin 45 dk
beklendi.

Normoksik kosulda karbojenize (%95 oksijen, %5 karbondioksit=
normoksik) Krebs solusyonunda (118.3 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 1.22
mM KH2POy, 2.5 mM CaCl,, 25.0 mM NaHCO; ve 11.1.mM glukoz, Sigma-Aldrich)
halkalarin 8 tanesi herhangi bir ilag eklenmeden kasilma ve gevseme egrilerine bakildi,
8 tane halkaya bu ortamda silostazol eklenerek, 8 tane halkaya bu ortama pentoksifilin

eklenerek 20 ser dakika beklenerek kasilma gevseme yanitlarina bakildi.
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Resim 3. Kasilma yanitlarinin bilgisayar araciligi ile degerlendirilmesi

Hipoksi ortami olusturmak i¢in Krebs-Henseleit solusyonu % 95 N2-5%
CO2 ile bolancuk seklinde 20 dakika uyarilarak verildi. Yukarida sozii edilen hypoxic
Krebs cozeltisi aort halkalar1 20 dakika karistirilarak hipoksik kosul saglandi. Bu
ortamda aort halkalarina Oonce sadece 8 adet halka ilag eklenmeden daha sonra da
silostazol ve pentoksifil ayr1 ayri eklenenerek 20 dakika beklenerek gevseme ve kasilma
egrilerine bakildi. Normoksik ve hipoksik kosullarda silostazol ve pentoksifilin eklenen
aort halkalarmde NO ve iskemik modifiye albumin (IMA) diizeyleri biyokimya
laburatuarinda bakilarak karsilagtirma yapildi.

2.3. Calisma Gruplar

= Normoksik grup (Grup I, n=8): Bu gruptaki rat aorta halkalari normoksik

kosullarda ki organ banyosuna asilarak kasilma-gevseme cevabi bakildi.

= Silostazol eklenen normoksik grup (Grup Il, n=8): Bu gruptaki rat aorta

halkalar1 normoksik kosullarda ki organ banyosuna asilarak silostazol (DMSO
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(Dimethyl sulfoxide) i¢inde ¢oziilerek) (10 (-6) M-10 (-4) M) etken maddesi

eklenerek kasilma-gevseme cevabi bakildi.

» Pentoksifilin eklenen normoksik grup (Grup 111, n=8): Bu gruptaki rat aorta
halkalart  normoksik  kosullarda ki ~ organ  banyosuna  asilarak

pentoksifilin(100microM) etken maddesi eklenerek kasilma-gevseme cevabi

bakildi.

= Hipoksik grup (Grup IV, n=8): Bu gruptaki rat aorta halkalar1 hipoksik
kosullarda (%95 N, %5 CO2 2 gr gerilimle 20 dakika ) ki organ banyosuna

asilarak kasilma-gevseme cevabi bakildi.

= Silostazol eklenen hipoksik grup (Grup V, n=8): Bu gruptaki rat aorta
halkalar1 hipoksik kosullarda ki organ banyosuna asilarak silostazol etken
maddesi (DMSO (Dimethyl sulfoxide) i¢inde ¢oziilerek) (10 (-6) M-10 (-4) M)

eklenerek kasilma-gevseme cevabi bakildi.

» Pentoksifilin eklenen Hipoksik grup (Grup VI, n=8): Bu gruptaki rat aorta
halkalar1 hipoksik kosullarda ki organ banyosuna asilarak pentoksifilin etken
maddesi (100microM) eklenerek kasilma-gevseme cevabi bakildi. Calismada
normoksik kontrol (grup 1), normoksik silostazol (grup 2), normoksik
pentoksifilin (grup 3); hipoksik kontrol (grup 4 ), hipoksik silostazol (grup 5),
hipoksik pentoksifilin (grup 6) olmak {izere gruplara ayrildi. Daha sonra her bir
gruptan elde edilecek sonuglar istatistiksel olarak analiz edildi.

2.4. istatistiksel analizler

Deneyde 48 adet rat kullanildi. Calisilan 48 rat aortasinin her bir halkasi i¢in

gevseme yanitt gram olarak hesaplandi. Excel tablosu haline getirildi. 48 rat aort

halkasinda biyokimyasal olarak NO ve IMA degerlerine bakildi. Calismamizda Kruskal

— Wallis test, Mann — Whitney Test, T — test lerinden yararlanilmustir. Istatistik

analizlerde p<0,05 ise sonu¢ anlamli kabul edilmistir. Istatistik analizler i¢in SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) for Windows Release 22 .0, Standard

Version paket programi kullanildi.
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3. BULGULAR

Gruplardan elde edilen gevseme degerleri Tablo I, 1, III’de gosterilmistir.

Tablo 1. Kontrol Grubunda Asetilkolinle Endotel Gevseme Yanitlart Sayisal Verileri

Normoksik grup Normoksik grup Hipoksik grup Hipoksik grup
N1 0,37528gr N1 0,1242gr

N2 0,14684gr N2 0,00756gr

N3 0,86744gr N3 0,01936gr

N4 0,75854gr N4 0,00682gr

N5 0,33838gr N5 0,10992gr

N6 0,33838gr N6 0,63363gr

N7 0,35931gr N7 0,03227gr

N8 0,86061gr N8 0,26509gr

Tablo I1. Silostazol ile Normoksik ve Hipoksik Ortamda Endotel Gevseme Yanitlar

Normoksik grup

Normoksik grup

Hipoksik grup

Hipoksik grup

N1 0,2167gr N1 -0,24172gr
N2 0,11589gr N2 -0,05809gr
N3 0,14684gr N3 -0,18417gr
N4 0,11956gr N4 0,05172gr

N5 0,0515gr N5 -0,51366gr
N6 0,155138gr N6 -0,32919gr
N7 0,1296gr N7 -0,23874gr
N8 0,30389gr N8 -0,16164gr
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Tablo 111. Pentoksifilin Ile Normoksik ve Hipoksik Ortamda Endotel Gevseme

Yanitlar

Normoksik grup Normoksik grup Hipoksik grup Hipoksik grup
N1 -0,00755¢gr N1 -1,01222gr
N2 0,01291gr N2 -0,11619gr
N3 0,04093gr N3 -0,65482¢gr
N4 0,10345gr N4 -0,53664gr
N5 0,18885gr N5 -0,48345gr
N6 0,99401gr N6 -0,38727gr
N7 0,63436gr N7 -0,7435gr

N8 0,73561 N8 -0,58191gr

Normoksik ortamda asilan aort halkalarinda pentoksifilin ve silostazol verilen
gruplarda gevseme yaniti alindi. Yapilan Kruskal — Wallis test ile endotel iizerinde
normoksik ortamda silostazol ile gevseme yaniti p: 0.044 (p<0.05) anlamli olarak
saptandi. Endotel iizerinde normoksik ortamda pentoksifilin ile elde edilen gevseme
yanit1 ise p:0.149 (p >0.05) olarak saptandi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Hipoksik ortamda aort halkalarina silostazol ve pentoksifilin verildi (0.0001
molar dozda). Her bir aort halkasinda tablo 3 te goriildiigii gibi kasilma yanit1 alindi,
gevseme yamitt alinmadi. Yapilan Kruskal — Wallis testinde hipoksik ortamda
silostazoliin endotel iizerindeki kasilma yanit1 p: 0,214 (p>0.5) olarak saptandi ve bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Hipoksik ortamda endotel {izerinde pentoksifilin
ile goriilen kasilma yaniti p:0.000 (p< 0.05) olarak saptandi ve bu fark istatistiksel
olarak anlamliydi. Alinan 48 halka -38 dereceye konuldu. Herbir alt1 gruptaki 8 ser
halka da biyokimya laboratuarinda NO ve IMA degerleri bakildi. Normoksik ve

hipoksik ortamda NO degerleri anlamli saptanirken, IMA degerleri anlamli saptanmadi.
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Tablo 1V. Normoksik ve hipoksik pentoksifilin ve silostazol gruplarinda IMA ve NO

degerleri
95% Confidence Interval
for Mean
N
Lower Upper
Std. Error Bound Bound Minimum | Maximum

IMA  kontrol 8 125,66105 65,0838 659,3662 48,60 1189,70

nor+sil 8 177,59710| 138,8746 978,7754 58,80 1321,10

nor+pen 8 303,55330| 356,9230| 1792,5020 267,30 2543,40

hip+kontrol 8 78,11503| 230,9123 600,3377 98,30 799,10

hip+sil 8 130,98727 | 332,6768 952,1482 94,70 1259,70

hip+pen 8 91,88424| 678,5283| 1113,0717 490,70 1226,70

Total 48 74,96461| 507,4573 809,0760 48,60 2543,40
NO  kontrol 8 12,30478 13,0913 71,2837 3,60 90,40

nor+sil 8 1,07337 1,9244 7,0006 1,30 10,90

nor+pen 8 45,20697 37,3775 251,1725 31,80 421,40

hip+kontrol 8 28,33196 98,1556 232,1444 47,50 269,80

hip+sil 8 32,10630 42,6932 194,5318 3,80 254,20

hip+pen 8 78,36100 75,5682 446,1568 55,30 738,20

Total 48 20,02009 82,3164 162,8669 1,30 738,20

Test of Homogeneity of Variances
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

IMA  Between Groups 3092038,904 5 618407,781 2,709 ,033

Within Groups 9585988,663 42 228237,825

Total 12678027,567 47
NO  Between Groups 334682,927 5 66936,585 4,936 ,001

Within Groups 569530,690 42 13560,255

Total 904213,617 47
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Tablo V. Normoksik kosullarda silostazol ve pentoksifilinin gevseme yanitlari

Pairwise Comparisons of grup1

silastazol nor
5,06

kantrol nar
17,68

Each node shows the sample average rank of grup1.

Test Std. Std. Test . A
el L Statistic  Error Statistic Sig. Adj.Sig.
silastazol nor-pentoksifilin nor -1 BB8 3534 - 478 B33 1,000
silastazol nor-kontrol nor B8 E25 3534 244 15 044
pentoksifilin nor-kontrol nor B 938 3534 1,963 050 149

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the

same.

Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is 05,

Normoksik ortamda bakilan aort halkalarinda NO degerinde silastazol

verilen halkalarda NO degeri normoksik ortamdaki halkalra gore diisiikk saptandi.

Silostazol verilen gruptaki bu NO degerindeki diisme anlamli olarak saptandi. Hipoksik

ortamda pentoksifilin verilen gruptaki aort halkalarinda NO degerinde artma saptandi ve

bu artma anlamli olarak bulundu.
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Tablo VI. Hipoksik kosullarda pentoksifilin ve silostazol gevseme yanitlari

Pairwise Comparisons of grup1

silastozol hip
12,88

peptoksifilin hip

Each node shows the sample average rank of grup?.

Test Std. Std. Test . . o
Sl et - Statistic  Error Statistic Sig. etk
pentoksifilin hipsilastozol hip 7 500 3536 212 034 102
pentoksifilin hip-kontrol hip 13,875 3536 3924 oo 000
silastozol hip-kontrol hip 6375 3536 1,803 a7 214

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the

same.
Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is 05.
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4. TARTISMA

Periferik arter hastali1 olan kisilerde intermittan kladikasyo goriilebilecegi
gibi, hastalik herhangi bir bulgu vermeden de ilerleyebilir. Semptomatik veya
asemptomatik olan PAH hastalarinda miyokard infarktiisii, inme ve kardiyovaskiiler
olay gec¢irme siklig1 artis gostermistir. Bu hastalarda tedaviye yaklasimda 2 yontem s6z
konusudur (1) sadece medikal tedavi (silostazol) ya da perkutan veya cerrahi
girisimlerle hastalarin semptomlarini azaltmak, (2) daha genis bir miidahale programi
ile yasam tarzi degisikligi yapmak (sigaranin birakilmasi, egzersiz, kan basincinin
kontrol altinda tutulmasi, LDL diizeylerinin istenilen aralifa getirilmesi, antiplatelet

tedavi ve kan sekerinin kontrol altina alinmasi).

Endotel tabakasi sadece damarin i¢ yiiziinii kaplayan yar1 gecirgen bir
tabaka degildir, ayn1 zamanda salgiladig1 mediatorler araciligi ile hemostazda 6nemli bir
rol ustlenmektedir. Hemostazin saglanmasinda gerekli olan damar diiz kaslariin
kasilmasi icin gerekli olan mediatorler, antikoagiilasyon, fibrinolitik ve antitrombotik
Ozellikler gibi biitiin yasamsal islevler endotel fonksiyonu igerisinde yer alir. Tiim bu
basamaklarda meydana gelebilecek bozukluklar endotel hiicrelerinin fonksiyon
gorememesine yani endotel disfonksiyonu ile sonuglanabilir. Endotel hiicresinden
salinan mediatdrler hemen altindaki vaskiiler diiz kaslar1 uyararak vazodiladator veya
vazokonstriktor etki ortaya cikartabilir. Bu etkiler normal hemostazin saglanmasi igin
gereklidir. Dolayisiyla endotel disfonksiyonuna yol agan nedenlerin ortadan kaldirilmasi
normal fizyolojik siireclerin devamini saglayabilir. Endotelden salinan mediatorlerin
vaskiiler diiz kaslar1 uyarma mekanizmalar1 da yine periferik arter hastaliklarinin

tedavisinde Oonemli bir hedeftir.

Silostazol bir fosfoesteraz 3 inhibitoriidiir. Silostazol, hiicre fonksiyonunu
diizenleyen trombosit agregasyonunu inhibe eder tromboz oOnler vaskiiler diiz kas
gevsetici, hiicre ¢ogalmasini inhibe eden ve kan lipid seviyesini diizenleyen hiicre i¢i
cAMP konsantrasyonunda bir artis ile birlikte PDE-3 aktivitesini inhibe edebilmektedir.
Apoptoz indiikleyen faktorii (AIF) sinir hiicresi 6liimii ile baglantilidir. Poli ADP-riboz
polimeraz asir1 aktivasyonu (PARP), kromatin yogunlagmasi, DNA fragmanlar ile,

hiicre cekirdegine mitokondri arasinda AIF salinmasini tetikler mitokondri niikleer
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sinyali gonderir. Silostazol serebral iskemi reperfiizyon hasar1 {izerindeki koruyucu

etkileri vardir ve koruyucu etkileri PARP inhibisyonu ile saglar [49].

Pentoksifilin, periferik damar hastaligi tedavisinde hemoreolojik madde
olarak kullanilan bir siklik AMP fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Pentoksifilin kan
viskozitesini azaltarak kan akisim1 kolaylastirir. Fosfodiesteraz enzimi inhibisyonu
sayesinde eritrositlerin esnekligini artirir, cAMP diizeyini yiikseltir. Bu etkileri
sayesinde trombosit agregasyonunu da azaltmaktadir. Pentoksifilin 5’niikleotidaz
enzimini inhibe ederek dokuda adenozintrifosfat kaybin1 azaltmakta, iskemi donemi ve
sonrasinda doku enerji tiiketimini minimumda tutarak hiicre hasarmi engellemektedir.
Pentoksifilin eritrositlerin esnekliklerinin artinr ve kanin akiskanligini artirir.
Pentoksifilinin siklik adenozinmonofosfat fosfodiesterazini inhibe ederek siklik
adenozinmonofosfat diizeyini artirir. Bu sayede eritrositlerin esnekligi artar. Esnekligin

artmasi Ozellikle kapiller bolgede kan akiminin rahat saglanmasina yardimer olur.

Bu ¢alismada 48 rat kullanilmistir. Denekler her bir grupta 8 adet rat olacak
sekilde 6 esit gruba ayrilmistir. Ratlarin aortalarimi endotele hasar vermemeye dikkat
edilerek ¢ikartilmigtir. Deney asamasina ge¢meden Once rat aortalarin endotelinin
saglam oldugunu asetilkolin ile aldigimiz gevseme yaniti ile gosterilmistir. Asetilkolin
ile gevseme yaniti alinan aort halkalarim1 deneyimize dahil edilmis, gevseme yaniti

alinamayan aort halkalarini deneye dahil edilmemistir.

Normoksik ortamda aort halkalarina in vitro olarak 10-4 molar dozdan
silostazol ve pentoksifilin eklenerek sonuclar degerlenirildi. Silostazol ve pentoksifilin
verilen her iki gruptada gevseme yaniti alindi. Ancak sadece silostazol ile alinan

gevseme yaniti (p <0.05 ) anlamli olarak saptandi.

Hipoksik ortamda deneylerde deneylere baslamadan O6nce her bir aort
halkasindaki endotel hasarinin tespiti i¢in normoksik ortamda asetil kolin ile gevseme
yanit1 alinan halkalar deneye alindi. Her bir halka 20 dakika hipoksik krebs bekletildi.
Daha sonra 10-4 molar dozda silostazol ve pentoksifilin eklenerek gevseme yanit1 alinip
alinmadigina bakildi. Hem silostazol ile hem pentoksifilinle kasilma yanit1 alindi ve her
iki gruptan da gevseme yaniti alinmadi. Ancak bu kasilma yanit1 sadece pentoksifilin
i¢in (p<0.05) anlaml1 olarak kabul edildi.
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Calisilan 48 halka -38 derecede bekletildi. Gruplar biyokimya
laboratuarinda bekletildi. Yapilan biyokimyasal ¢alisma ile her bir halkada IMA ve NO
degerleri bakildi. IMA degerlerinde her bir grup i¢in anlamli bir fark goriilmedi. NO ise
normoksik sillostazol grupunda diizeyi anlamli olarak (p<0.05 ) diisiik saptanirken
hipoksik pentoksifilin grubunda anlamli olarak yiiksek saptandi.

Sican torasik aortasinda fosfodiesterez 3 inhibitérii olan silostazoliin endotel
lizerinde gevseme yanit1 adli calismada Silostazol konsantrasyona bagimli bir sekilde
fenilefrin ile torasik aorta gevseme neden olmustur [49]. Konsantrasyona bagli gevseme
Bu gevsemenin endotele kismen bagimli oldugunu gostermektedir. Bu calismada
silostazol verilen sicanlarda nitrit idrar atilimi, NO istikrarli bir metaboliti ve aort halka
NO bazal iiretimi silostazol almayan sican grubuna gore anlamli olarak daha fazla
bulunmustur. Bu bulgular Silostazol ile indiiklenen damar genislemesi sigan torasik aort

aortik endotel hiicrelerinden serbest endotel NO bagl olarak saptanmustir.

Pentoksifilinin rat aortasinda endotel {izerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada pentoksifilinin endotelyum-iliskili gevseme faktorii (EDRF) ile etkilestigi,
vazoaktif etkisini bu sayede ortaya ¢ikardigi, ancak bu damar genisletici 6zelligin
onemsiz oldugu saptanmustir [25]. Yine benzer sekilde; rat aortasi tzerinde
oxpentifylline ve teofilin vazorelaksan etkileri adli ¢alismada oxpentifylline vaskiiler
diiz kas fosfodiesteraz iizerinde inhibe edici bir etki i¢in hem birinci hem de

muhtemelen endotel kaynakli gevseme faktorii aracilik etmekte oldugu saptanmis [67].

Pentoksifilinin travma ve hemorajik sokta endotel hiicre fonksiyonu ve
damar kas kasilmasi {izerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada ise, pentoksifilinin
endothelium kaynakli nitrik oksid iiretiminde kaynakli azalmaya neden oldugu; aym

zamanda diiz kas kasilma fonksiyonu iizerinde inhibisyon olusturdugu saptanmuistir.

Bizim c¢alismamizda normoksik ortamda aort halkalarinda silostazol ve
pentoksifilinle gevseme yaniti alindi. Silostazol ile alinan gevseme yanitinda p<0.05
saptand: ve anlamli olarak kabul edildi. Hipoksik ortamda silostazol ve pentoksifilin ile
kasilma yaniti alindi. Pentoksifilin ile olan kasilma p <0.05 anlamli olarak bulundu.
Dokuda bakilan NO degerlerinde de ayni sekilde normoksik ortamda silostazol verilen
grupta NO diisiik p<0.05 saptandi. Hipoksik kosullarda pentoksifilin verilen grupta

NO degerlerinde artis P < 0.05 olarak saptandi.
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Pentoksifilinin vazodiladator etkilerinin endotelyum kaynakli gevseme
faktori (EDRF) ile iliskili oldugu, bu faktérden bagimsiz olan kosullarda zayif bir
vazorelaksan etki elde edildigi gosterilmistir [67]. Oxpentifylline vaskiiler diiz kasta
fosfodiesteraz tlizerinde inhibisyon olusturarak hem EDRF ile iligkili hem de bagimsiz

olarak bir gevseme olusturabilir [68].

Yapilan Onceki caligmalarda silostazoliin  vazodiladator  etkileri
arastirilmistir [49]. Silostazoliin konsantrasyona bagimli olarak onceden fenilefrin
verilen torasik aortalarda gevseme meydana getirdigi gosterilmistir. Konsantrasyona
bagimli gevseme yanitinin elde edildigi ¢calismada yanitin kismen endotel ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Yine yapilan baska bir ¢alismada silostazol ile indiiklenen

vazodilatasyonun endotel kaynakli nitrik okside bagimli oldugu gdsterilmistir.
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5. SONUC

Calismamizda silostazol ve pentoksifilin verilen her iki gruptada normoksik
ortamda gevseme yaniti alindi. Ancak sadece silostazol ile alinan gevseme yaniti (p
<0.05) anlamli olarak saptandi. .Hipoksik kosullarda hem silostazol ile hem
pentoksifilinle kasilma yaniti alindi ve her iki gruptan da gevseme yaniti alinmadi.
Ancak bu kasilma yanit1 pentoksifilin i¢in (p<0.05) anlamli olarak kabul edildi. Sonug
olarak hem pentoksifilinin hem de silostazoliin ratlarda in - vitro kosullar altinda
aortada vazodilatasyon meydana getirdigi saptanmistir. Silostazol ile alinan yanitin
istatistiksel olarak anlamli bulunmasi buna karsin pentoksifilin ile alinan yanitin anlamli
bulunmamasi silostazoliin vazodilatasyon agisindan daha potent bir etki ortaya

cikardigina isaret etmektedir.
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OZET
Giris ve Amacg

Dolasim bozuklugu ile karakterize pek cok hastaligin patofizyolojisinde
vazokonstriksiyon ve buna bagli meydana gelen perfiizyon bozukluklarimin neden
oldugu sonuglar yer almaktadir. Endotelden salinan mediatorler, bu mediatorlerin
salimmminda meydana gelen bozukluklar periferik arter hastaligi gelismesinde rol
oynamaktadir. Pentoksifilin ve silostazol sahip olduklar1 vazodiladatoér ve antikoagiilan
etkilerinden dolay1 iskemik hastaliklarda, periferik arter hastaliklarin ve sepsis gibi pek
cok genis alanda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada silostazol ve pentoksifilinin ratlarda in-

vitro ortamda kasilma yanitlarina olan etkileri degerlendirilmistir.
Gere¢ ve Yontem

Calismamizda agirligi 350-450 mg. olan erkek Sprague-Dawley cinsi 48 rat
kullanildi. Ratlar 6 gruba ayrildi. Her bir aort segmenti yaklasik 3 mm’lik bir ring
halinde kesildi. Krebs solusyonuna zaman gegirilmeden asildi iki ¢engelin iistte olani
transducer’a baglanarak mg olarak kasilmalar1 6l¢iildii. Daha sonra her bir aort ringi i¢in
standart Equilibrium evresi uygulandi. Normoksik kosulda karbojenize krebs
solusyonunda halkalarin 8 tanesi herhangi bir ilag eklenmeden kasilma ve gevseme
egrilerine bakildi , 8 tane halkaya bu ortamda silostazol eklenerek , 8 tane halkaya bu
ortama pentoksifilin eklenerek 20 ser dakika beklenerek kasilma gevseme yanitlarina
bakildi. Hipoksik kosulda 24 halka 20 dakika bekletildikten sonra karbojenize krebs
solusyonunda halkalarin 8 tanesi herhangi bir ilag eklenmeden kasilma ve gevseme
egrilerine bakildi, 8 tane halkaya bu ortamda silostazol eklenerek, 8 tane halkaya bu
ortama pentoksifilin eklenerek 20 ser dakika beklenerek kasilma gevseme yanitlarina
bakildi.

Bulgular

Normoksik ortamda asilan aort halkalarinda pentoksifilin ve silostazol
verilen gruplarda gevseme yaniti alindi. Yapilan Kruskal — Wallis test ile endotel
tizerinde normoksik ortamda silostazol ile gevseme yaniti p: 0.044 (p<0.05) anlamli

olarak saptandi. Ancak endotel ilizerinde normoksik ortamda pentoksifilin ile olan

31



gevseme yanit1 p:0.149 (p >0.05 ) anlamh saptanmadi. Hipoksik ortamda silostazoliin
endotel tizerindeki kasilma yanit1 p: 0,214 (p>0.5 ) anlamsiz olarak saptandi. Hipoksik
ortamda endotel {izerinde pentoksifilin ile goriilen kasilma yaniti p:0.000 (p< 0.05)
anlaml olarak saptandi. Normoksik ortamda bakilan aort halkalarinda NO degerinde
silostazol verilen halkalarda NO degeri normoksik ortamdaki halkalara gore diisiik
saptandi. Silostazol verilen gruptaki bu NO degerindeki diisme anlamli olarak saptandi.
Hipoksik ortamda pentoksilin verilen gruptaki aort halkalarinda NO degerinde artma

saptandi ve bu artma anlamli olarak bulundu.
Sonug¢

Calismamizda normoksik ortamda silostazol ve pentoksifilin verilen her iki
gruptada gevseme yanit1 alindi. Ancak sadece silostazol ile alinan gevseme yaniti (p
<0.05) anlamli olarak saptandi. Hipoksik ortamda hem silostazol ile hem pentoksifilinle
kasilma yanit1 alindi ve her iki gruptan da gevseme yaniti alinmadi. Ancak bu kasilma

yanit1 pentoksifilin i¢gin (p<0.05) anlamli olarak kabul edildi.

32



SUMMARY

A1m

The results of vasoconstriction in the pathophysiology of many diseases
characterized by circulatory disturbances and consequent perfusion defects due to this
disorder. Endothelium-releasing mediators, disorders that occur in the release of these
mediators play a role in the development of peripheral artery disease. Because of the
vasodilators and anticoagulant effects they have, pentoxifylline and cilostazol are used
in a wide range of ischemic diseases, including peripheral arterial diseases and sepsis. In
this study, the effects of cilostazol and pentoxifylline on contractile responses in vitro in

rats were evaluated.
Materials And Method

The weight of our study is 350-450 mg. 48 male Sprague-Dawley rats were
used. The rats were divided into 6 groups. Each aortic segment was cut into a 3 mm
ring. The Krebs solution was suspended without time. The two hooks were attached to
the transducer at the top to measure the contractions in mg. The standard Equilibrium
phase was then applied to each aortic ring. In normoxic condition, 8 of the rings were
examined for contraction and relaxation curves without adding any drug. Cilostazol was
added to the 8 rings in this ring and the relaxation responses of the rings were evaluated
by adding 20% of the pentoxifylline to 8 rings. Twenty-four rings in hypoxic condition
were allowed to stand for 20 minutes, then 8 of the rings were examined for contraction
and relaxation curves without the addition of any drug. Cilostazol was added to the 8
rings in this carbonized krebs solution and the relaxation responses were evaluated by

adding 20 pounds of pentoxifylline to 8 rings.
Results

Relaxation responses were obtained in groups of pentoxifylline and
cilostazol in the aortic rings hanging in normoxic environment. In the normoxic medium
on the endothelium, the relaxation response with cilostazol was significantly (p: 0.044)
(p <0.05). However, the relaxation response with pentoxifylline on the endothelium in

the normoxic medium was not significant (p: 0.149, p> 0.05). In the hypoxic
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environment, the response of the cilostazol on the endothelium was p: 0.214 (p> 0.5).
Concentration of pentoxifylline on the endothelium in the hypoxic environment was
0.000 (p <0.05) significant. The NO value of the aortic ring in the normoxic
environment was lower than that in the normoxic environment. The decrease in this NO
value in the cilostazol-administered group was significantly determined. An increase in
NO was detected in the aortic ring in the pentoxylin-treated group in the hypoxic

environment, and this increase was significant.
Conclusion

In our study, relaxation response was obtained in both groups given
cilostazol and pentoxifylline in normoxic environment. However, only relaxation
response with cilostazol (p <0.05) was found to be significant. In the hypoxic
environment, cilostazol and pentoxifylline were used to induce the contractile response
and no relaxation response was obtained from both groups. However, this contraction

response was considered significant for pentoxifylline (p <0.05).
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