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OZET

Amag: Antiplatelet ilag olarak hedeflenen proteazla aktive olan reseptor 1 plateletlerin
yaninda damar endotel ve diiz kas hiicrelerinde de eksprese edilmektedir. Daha 6nce
proteazla aktive olan reseptor 1’in ortosterik antagonisti olan vorapaksar ve bias agonisti
olan parmodulin-2’nin endotel tabakasi iizerindeki etkileri hiicre kiiltiirlinde
degerlendirilmis ve vorapaksarin endotel hasarina yol agtigi ileri stiriilmiistiir. Bu tez
calismasinin amaci ise vorapaksar ve parmodulin-2’nin insan sol internal mammarian

arter yanitlari tizerindeki etkilerinin in vitro olarak karsilastirilmasidir.

Yontem: Endoteli saglam dokular vorapaksar/parmodulin-2 ile inkiibe edilerek endotel
bagimli  gevseme  yanitina  bakilmistir.  Ardindan  vorapaksar/parmodulin-2
inkiibasyonuna ek olarak sirasiyla L-NAME, L-arginin, indometazin, karibdotoksin-
apamin ve protein C aktivatorii varliginda endotel bagimli gevseme yaniti arastirilmigtir.
Vorapaksar/parmodulin-2’nin endotel bagimsiz gevseme yaniti lizerindeki etkisi sodyum
nitruoprussit ile degerlendirilmistir. \Vorapaksar/parmodulin-2’nin endotel tabakasi

tizerindeki etkisi transmisyon elektron mikrokobu kullanilarak goriintiilenmistir.

Bulgular: Vorapaksarin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde endotel fonksiyonunda
bozulmaya yol actigt ve bu bozulmayi biiyiik oranda nitrik oksit ve endotel tiirevi
hiperpolarizan faktor bagimli gevseme mekanizmalari iizerinden olusturdugu
bulunmustur. Protein C aktivatorii varhiginda vorapaksarin endotel fonksiyonu
tizerindeki etkisi dnlenmistir. Her iki molekiil de endotel bagimsiz gevseme yanitlarini
bozmamustir. Vorapaksarin endotel tabakasi tizerindeki etkisi transmisyon elektron

mikrokobu ile elde edilen goriintiiler ile desteklenmistir.

Sonu¢: Sonug¢ olarak parmodulin-2 proteazla aktive olan reseptdr 1’in koruyucu
yolaklarini bozmadan bu reseptorii inhibe ettigi i¢in kardiyovaskiiler hastaliklarda

vorapaksara gore daha iyi bir secenek olabilir.

Anahtar Kelimeler: Proteaz ile aktive olan reseptor 1, vorapaksar, parmodulin-2,

endotel hasari, bias agonist.



ABSTRACT

Objective: The protease-activated receptor 1, an antiplatelet drug target, is expressed in
vascular endothelial and smooth muscle cells as well as expressed in platelets. The
effects of vorapaxar, the orthosteric protease-activated receptor 1 inhibitor and
parmodulin-2, the bias agonist of protease-activated receptor 1, on the endothelial layer
were evaluated in cell culture and vorapaxar has been suggested to cause endothelial
damage. The aim of this thesis is to compare the effects of vorapaxar and parmodulin-2

on human left internal mammary artery responses in vitro.

Method: Endothelial layer intact tissues were incubated with vorapaxar/parmodulin-2 to
determine endothelium-dependent relaxation response. Subsequently, endothelium-
dependent relaxation response in the presence of L-NAME, L-arginine, indomethacin,
caribdotoxin-apamine and protein C activator was investigated in addition to
vorapaxar/parmodulin-2  incubation. The effect of vorapaxar/parmodulin-2 on
endothelium-independent relaxation response was evaluated with sodium nitruoprussite.
The effect of vorapaxar/parmodulin-2 on the endothelial layer was imaged using a

transmission electron microscope.

Results: Vorapaxar has been found to cause statistically significant endothelial
disfunction and is mainly caused by disrupting nitric oxide and endothelium-derived
hyperpolarizing factor dependent relaxation mechanisms. In the presence of protein C
activator, the effect of vorapaxar on endothelial function was prevented. Both molecules
did not disrupt endothelium-independent relaxation responses. The effect of vorapaxar
on the endothelial layer was supported by the images obtained by transmission electron

microscope.

Conclusion: As a result, parmodulin-2 may be a better option in cardiovascular diseases
than vorapaxar because it inhibits protease-activated receptor 1 without disturbing the

protective pathways of this receptor.

Key words: Protease activated receptor 1, vorapaxar, parmodulin-2, endothelial

damage, biased agonist.
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1. GIRIS

Proteaz ile aktive olan reseptor (PAR) ailesi G-protein kenetli reseptorlerdir (GPKR) ve
PARI1, PAR2, PAR3 ve PAR4 olmak tlizere 4 iiyeden olusmaktadir (Coughlin, 2000).
PAR’lar endotel hiicreleri, plateletler, monositler, T lenfositler ve diiz kas hiicreleri de
dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicre tizerinde eksprese edilmektedir (Hollenberg ve
Compton, 2002). PAR1 aktivasyonu sonucu ligand bagimli olarak farkli downstream
yolaklar aktive olmaktadir ve bu durum bias (tarafli))  sinyalizasyon olarak
tamimlanmaktadir (Kenakin ve Christopoulos, 2013). PAR1 bias sinyalizasyonu 6zellikle
endotel hiicrelerinde 6nemlidir. Trombin ya da metalloproteinazlar tarafindan PAR1
aktivasyonu endotel bariyer fonksiyonunda bozulma ve apoptoz ile sonuglanirken
(Knezevic ve ark., 2009; Tressel ve ark., 2011), aktive protein C (APC) tarafindan PAR1
aktivasyonu ise endotel bariyer fonksiyonu kaybi ve apoptoza karsi koruma
saglamaktadir (Riewald ve ark., 2002; Mosnier ve ark., 2007; J. S. Bae ve Rezaie,
2008).

PARL; baslangicta plateletlerin trombin ile aktivasyonundan sorumlu reseptorii olarak
tanimlanmis olmasi nedeniyle ve miyokard infarktiisi (MI) ve inme {izerindeki
oneminden dolay1 antiplatelet hedef olarak arastirilmistir. Ardindan PAR1’in ligand
baglanma bolgesi ile etkili bir sekilde yarisan birka¢ kiigiik molekiillii antagonist
molekiil gelistirilmistir (S. Chackalamannil ve ark., 2008; M. Kogushi, Matsuoka,
Kuramochi ve ark., 2011). En iyi karakterize edilmis PAR1 antagonsiti; yiiksek riskli
hastalarda trombotik kardiyovaskiiler olaylarin dnlenmesi i¢in 2014 yilinda Gida ve ilag
Idaresi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi1 (EMA) tarafindan onaylanmis olan
vorapaksardir. Vorapaksar; PAR1 iizerinde bulunan gizli ligand baglanma bolgesi ile
etkilesime giren ve PAR1’den gelen tiim downstream sinyalleri inhibe eden Klasik bir
ortosterik antagonisttir. Ortosterik antagonistlerin PAR1’e siki baglanmasi nedeniyle
meydana gelen inhibisyon kolayca tersine ¢evrilememektedir. Vorapaksar kullanimi
iskemik olay ve kardiyovaskiiler 6liimlerde azalma ile iliskilendirilmistir (Morrow ve

ark., 2012) olsa da vorapaksar kullanimi sirasinda kanama riskinde artis bildirilmistir
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(Magnani ve ark., 2015) ve bunun plateletlerin disindaki hiicrelerde 6zellikle endotel
hiicrelerindeki  global PAR1 inhibisyonuyla iligkili oldugu diisliniilmektedir
(Ramachandran, 2012). Vorapaksar ve ikinci bir ortosterik PARL antagonisti olan
atopaksar1 degerlendiren klinik arastirmalarin meta-analizleri bu antagonistlerin kanama

riski ile iligkisini dogrulamistir (Capodanno ve ark., 2012; M. Lee ve ark., 2012).

PAR1’in hedeflenmesinde yan etkileri onlemek icin PAR1’in sitoplazmik yiiziinii
hedefleyen kiigiik molekiillii parmodulinler gelistirilmistir (Aisiku ve ark., 2015).
Ortosterik PAR1 antagonistlerine gére parmodulinlerin potensinin daha diisiik oldugu ve
reversibl antagonizma gosterdigi belirlenmistir. Parmodulinlerin selektivitesi tam olarak
tanimlanmamistir ancak en selektif parmodulinin parmodulin-2 oldugunu gosteren
calismalar vardir (Dockendorff ve ark., 2012; Aisiku ve ark., 2015). Bu calismalar
GPKR’lerin sitozolik yiizeyini hedefleyen, fonksiyonel olarak selektif olan bu
bilesiklerin ortosterik antagonistlere alternatif olabilecegini gostermektedir. PARL
antagonisti olan parmodulin-2 ve vorapaksarin endotel hiicrelerinde proinflamatuar
sinyal yolaklarin1 bloke ettigini, parmodulin-2’nin APC aracili sitoproteksiyonu
korudugunu ancak vorapaksarin bu yolagi da bloke ettigini one siiren hiicre kiiltiirii
calismasi vardir. Bu ¢aligmada uzun siireli vorapaksar inkiibasyonunun endotel hasarini

indiikledigi 6ne stiriilmiistiir (Aisiku ve ark., 2015).

Antiplatelet olarak etkili vorapaksar ve parmodulin-2’nin endotel hasar1 tizerindeki
etkilerine dair hiicre kiiltiirii galismas1 olmasina karsin damarin fizyolojik yanitlarina ve
damar endoteli tizerindeki etkisine dair bilgi literatiirde yer almamaktadir. Bu nedenle bu
caligmada klinik olarak kullanilan PARI1 antagonisti vorapaksar ve yeni bir PAR1
antagonisti olan parmodulin-2’nin damar endoteli tizerindeki etkilerinin insan sol
internal mammarian arter (LIMA) {izerinde in vitro olarak karsilastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Vaskiiler Endotel Tabakasi

Biiyiik kan damarlar1 tunika intima, medya ve adventisya olmak iizere 3 tabakadan
olusmaktadir. Tunika intima tabakasinda tek sira hiicreler halinde endotel hiicreleri
bulunmaktadir ve bu hiicreler bazal membran (internal elastik lamina) ile bitisiktir.
Tunika medya tabakasinda internal ve eksternal elastik lamina ile sinirlt halde vaskiiler
diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Tunika adventisya tabakasi ise fibroblastlarin yer
aldigi damar duvarmin dis kismmi olusturmaktadir (Sekil 2.1) (Ahmed ve Warren,
2018).

Liimen

Tunika intima Tunika adventisya
Kan akist & IqJ
—_— 3 2
/v Endotel hiicresi /o ofb
Bazal membran ’ / \
Destek doku Fibroblast
™= Diiz kas hicresi

Tunika medya

/' Internal elastik lamina
— Diiz kas hiicresi

"~ Ekstemal elastik lamina

Sekil 2. 1. Vaskiiler yapinin illiistrasyonu. Vaskiiler yap1 tunika intima, medya ve adventisya olmak {izere
3 bolgeden olusmaktadir. Endotel tabakasi vaskiiler yapinin i¢ liimeninde yani tunika interna tabakasinda
bulunan tek sira halindeki hiicrelerdir ve bazal membran ile bitisiktir. Vaskiiler diiz kas hiicreleri ise
internal ve eksternal elastik lamina ile sinirhdir. Diiz kas tabakasinin altinda ise fibroblastlarin yer aldig:
adventsiya tabakasi bulunmaktadir. Bu sekil Ahmed ve Warren’m 2018 yili yayinindan uyarlanmistir
(Ahmed ve Warren, 2018).

Endotel terimi ilk kez 1865 yilinda Isvigreli anatomist Wilhelm His tarafindan viicut
bosluklarinin i¢ kismini kaplayan hiicreleri epitel hiicrelerden ayirmak i¢in kullanilmigtir
(Aird, 2007). Endotel hiicrelerinin belirgin 6zelligi pinositotik vezikiillere sahip

olmasidir. Endotel hiicrelerini ¢evre hiicrelerden ayiran 6zellesmis, ince ekstraseliiler
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matriks protein tabakasi ise bazal membran olarak adlandirilmistir (Davis ve Senger,
2008). Endotel hiicreleri arasinda; doku biitiinliigiinde gorev alan adherens baglantilar,
bariyer fonksiyonu goéren siki baglantilar (tight junction) ve hiicre-hiicre iletisimden
sorumlu gegit baglantilar1 (gap junction) yer almaktadir (Sekil 2.2) (Wallez ve Huber,
2008).

Sekil 2. 2. Insan internal mammarian arter endotel hiicresinin transmisyon elektron mikroskobu ile elde
edilen goriintiisii. Saglam endotel hiicreleri diizgiin bir ylizey sahiptir. Endotel hiicreleri bazal lamina ile
bitisik haldedir ve hiicreler arasi baglantilar1 ve bazal lamina oklarla gosterilmistir. Bu goriintii Onan ve
arkadaglarinin 2014 yili yaymindan alinmigtir (Onan ve ark., 2014).

Endotel tabakasi; kan ve altindaki dokular arasindaki permeabiliteyi diizenleyerek
vaskiiler bariyer yapisini olusturan ve pihtilasma proteinleri, sitokinler, hemodinamik
kuvvetler ve biiyiime faktorleri gibi ¢esitli uyaranlara cevap veren dinamik ve heterojen
bir yapidir. Endotel tabakasi subendotelyal alana bagisiklik hiicrelerinin adezyonunu ve
monositlerin  infiltrasyonunu  Onleyerek aterosklerotik plaklarin  gelisimini de
engellemektedir (Lau ve Baldus, 2006). Endotel hiicrelerinin aktivasyonu konak
savunmasi ve onariminda onemlidir, ancak sepsisten (Aird, 2003) ateroskleroza (Libby
ve ark., 2006) kadar degisen ¢esitli hastaliklarin patogenezine de katkida bulunabilir.

Vaskiiler endotel hiicreleri inflamasyonu da diizenlemektedir (Marti ve ark., 2012).

Endotel hiicreleri kan basmci ve kan akisindaki degisiklikleri algilayabilmekte ve bu
degisikliklere yanit olarak endotel hiicrelerinden vaskiiler diiz kas tonusunu etkileyen

cesitli vazoaktif maddeleri salinmaktadir. Endotel; endotel bagimli gevsetici faktorler



[Nitrik oksit (NO/EDRF), prostasiklin (PGl;), endotel tiirevi hiperpolarizan faktor
(EDHF), natriiiretik peptidler] ve endotel bagimli kasic1 faktorlerin [endotelin-1(ET-1),
tromboksan A, (TxA,) ve siiperoksit (O2)] sentezlenmesi ve salinmasi yoluyla vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir (Shimokawa, 2014; Vanhoutte ve
ark., 2017). Ayrica endotel hiicreleri antitrombotik (NO ve PGI;) ve protrombotik [von
Willebrand faktor (vWF) ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1)] etkiye sahip
molekiilleri tiretmektedir (Félétou, 2011). Normal kosullar altinda endotel tabakasi
antitrombotik faktorlerin yiliksek ekspresyonu ve protrombotik faktorlerin ise diisiik

ekspresyonu ile pihtilasmay1 6nlemektedir.
2.2. Endotel Tabakasimmin Vaskiiler Tonusu Diizenleme Mekanizmalari

2.2.1. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO); endotel bagimli bir vazodilatoridiir ve yaklasik 40 yil 6nce Furchgott
ve Zawadzki tarafindan tanimlanmistir (Furchgott ve Zawadzki, 1980). NO’nun kan
damarlarinin bazal vazodilatér tonusunun korunmasinda Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (Vallance ve ark., 1989). L-argininin NO sentaz (NOS) enzimi ile L-
sitriiline doniistimii sirasinda NO iretilmektedir (Palmer ve ark., 1988). NOS’un 3
izoformu vardir. Noronal izoform (nNOS, NOS1); sinaptik norotransmiter salinimini
diizenleyen bir néronal haberci olarak etki eden NO’yu iiretmektedir (Prast ve Philippu,
2001). Indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS?2) izoformu; sadece inflamatuar mediatérlere ve
makrofajlar1 aktive eden diger zararli uyaricilara maruz kalan hiicrelerde eksprese
edildigi one sirilmistir (Michel ve Feron, 1997). iNOS endotel hiicrelerinde de
bulunmaktadir ve septik sok durumunda meydana gelen kontrolsiiz vazodilatasyondan
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Bassenge, 1996). Endotelyal NOS (eNOS, NOS3)
izofomu ise damarlarda NO iiretmektedir (Lamas ve ark., 1992). Bazal vazodilatasyonun
stirdiiriilmesinde NO saliniminin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (Vane ve ark., 1990;
Busse ve Fleming, 1996). Bu izoformlar orijinal olarak bulunduklari hiicreler temel

alinarak siniflandirilmistir, ancak bu izoformlarin kardiyak miyositler (Balligand ve ark.,



1995), iskelet kasi, plateletler ve hipokampus (Arnal ve ark., 1999) gibi diger hiicrelerde
de eksprese edildigi bilinmektedir.

Vazodilatasyon biiyiik dlgiide eNOS aktivitesine baglhidir. Inaktif eNOS; kaveola adi
verilen hiicre zarindaki kiigiik kiliflarda bulunan kaveolin proteinine bagli haldedir
(Bucci ve ark., 2000). Hiicre ici kalsiyum (Ca*?) seviyelerinin arttig1 durumlarda eNOS
kaveolinden ayrilmakta ve aktive hale gelmektedir (Bucci ve ark., 2000). Bradikinin,
asetilkolin (ACh), adenosine-5’-trifosfat (ATP), adenosin difosfat (ADP), P maddesi ve
trombin gibi NO agonistleri endoplazmik retikulumdan Ca* saliumini uyararak
eNOS’un kaveolinden ayrilmasini tetikleyebilmektedir (Sekil 2.3) (S. W. Bae ve ark.,
2003; Moncada ve Higgs, 2006). Hiicre i¢i Ca*? depolari tiikendigi zaman membran
reseptorlerine sinyal gonderilmekte ve hiicre dis1 Ca*®un hiicreye girmesine izin veren
Ca*? kanallari agilmaktadir. Ca*? regiilasyonunun bu siireci depo kontrollii (store-
operated/SOCa*?) Ca*? girisi veya kapasitatif Ca™® girisi olarak bilinmektedir (Putney,
1986). Ca'™ hiicre sitoplazmasindaki kalmodulin proteinine baglanmakta daha sonra
eNOS’un baglanmasina izin veren yapisal degisikliklere ugramaktadir (Fleming ve
Busse, 1999). Boylece aktive olan eNOS ile L-argininden NO iiretilmektedir (Sekil 2.3)
(Palmer ve ark., 1988). Sentezlenen NO endotel hiicreleri boyunca bitisik olan diiz kas
hiicrelerine gegmekte ve soluble guanilil siklaz (sGC) enzimine baglanarak bu enzimi
aktive hale getirmektedir (Ignarro ve ark., 1986). Aktive olan sGC; guanozin-5’-
trifosfatin ~ (GTP)  siklik  guanozin-3’-5’-monofosfata  (CGMP)  doniistimiinii
artttrmaktadir, bu da diiz kas gerilimini azaltmaktadir (Jones ve ark., 1999). Ayrica
CcGMP diiz kas hiicresinde bulunan sarkoplazmik retikulumdan Ca*? salinimi
azaltmakta (Collins ve ark., 1986) ve Ca*nin sarkoplazmik retikuluma girigine
yardimer olmaktadir (Cornwell ve ark., 1991). Sonug olarak diiz kas hiicrelerinde

gevseme yaniti meydana gelmektedir (Sekil 2.3).



Kayma gerilimi

Endotel hiicresi
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Sekil 2. 3. Endotelyal nitrik oksit {iretimi ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerindeki etkisi. ACh, bradikinin,
ATP, ADP ve P maddesi gibi agonistler endotel hiicreleri tizerinde bulunan reseptorlerini aktive ettigi
zaman endoplazmik retikulumdan sitoplazmaya Ca*? salmumimi arttirarak eNOS aktivasyonuna yol
agcmaktadir. Aktive eNOS L-argininden NO iiretimine neden olmaktadir. Uretilen NO diiz kas hiicresine
gecmekte ve soluble guanilaz enzimini (SGC) aktive ederek cGMP seviyesini arttirmaktadir. Boylece
hiicre i¢i Ca*? miktar1 azalmakta ve miyozin hafif zincir kinaz (MLCK) aktivitesini azaltarak damar diiz
kasinda gevseme yanitina yol a¢gmaktadir. Bu sekil Sandoo ve arkadaslarinin 2010 yili yayinindan
uyarlanmigtir (Sandoo ve ark., 2010).

NO iiretim mekanizmasi hiicre i¢i depolardan ve hiicre disindan sitoplazmaya gecen

2 seviyesindeki azalma Ca**-kalmodulin kompleksinin

Ca™® seviyesine baghdir. Ca*
eNOS’dan ayrilmasina neden olmakta ve eNOS kaveoline baglanarak inaktive hale

gecmektedir (Fleming ve Busse, 1999).

Kayma gerilimi damarda artmis kan akisindan kaynaklanmaktadir ve protein kinaz B
(PKB=Akt) ile (Boo ve ark., 2002) eNOS fosforilasyonunu baglatmaktadir. Boylece
kayma gerilimi eNOS fosforilasyonu yoluyla NO iiretimini arttirabilmektedir (Tran ve
ark., 2000). Kayma gerilimi ayrica endotelde bulunan Ca™ ile aktive olan K* (Kca)
kanallarmi aktive etmekte ve hiicreden K* ¢ikisina ve hiicreye Ca*? girisine neden
olmaktadir (Moens ve ark., 2005) (Sekil 2.3). Ca™ ve eNOS fosforilasyonunun NO
liretimine katkisi kayma geriliminin siiresine bagldir. Ornegin kisa siireli kayma
geriliminde hiicre i¢i Ca*? salimmi artarken (Kuchan ve Frangos, 1994), daha uzun
siireli (> 30 dakika) kayma gerilimi sonucu hiicre i¢i Ca* depolar: tiikenebilmektedir.
Hiicre i¢i Ca*? depolan tikendiginde NO iiretimi eNOS fosforilasyonuna baglhidir
(Pittner ve ark., 2005). eNOS’un fosforilasyonu; protein kinaz A (PKA) (S. W. Bae ve
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ark., 2003) ve cGMP protein kinaza bagimli 11 (Butt ve ark., 2000) gibi protein kinazlar
(Michel ve Feron, 1997) ile ger¢eklesmektedir.

Yukarda bahsedilen mekanizmalar siirekli olarak aktiftir ve bazal vazodilatér tonusu
korumak i¢in NO ftiretmektedir. NG monometil-L-arginin (LNMMA) kullanilarak NO
aktivitesinin inhibe edilmesi sonucu kan basincinda doz bagimli bir artis bulunmus ve
NO uygulanmasi ile bu yanit tersine ¢evrilmistir (Rees ve ark., 1989). Bu bulgular
NO’nun istirahat vazodilatér tonusun korunmasindaki 6nemini vurgulamaktadir. NO
yoklugunda da damarlarda gevseme yaniti olusturulabilmektedir. Endotelin
hasarlanmasindan sonra gliseril trinitrat uygulanmasi vazodilatasyona yol agmaktadir
(Vallance ve ark., 1989). NO’nun plateletlerdeki antiagregan etkisi ve endotel hiicreleri
ve diiz kas hiicrelerinde vazodilator etkisi SGC aktivasyonu ve cGMP olusumu ile

meydana gelmektedir.

2.2.2. Prostasiklinler ve Tromboksan A;

Siklooksijenaz 1 (COX-1) ve 2 (COX-2) ile arasidonik asitten sentezlenen PG, ve TXA,
vaskiiler fonksiyonu diizenlemektedir (Bunting ve ark., 1983). Endotel hiicresinde
aragidonik asit COX-2 ile prostaglandin H,’ye (PGH,) doniismekte ve prostasiklin
sentaz ile PGl iiretilmektedir. PGl,; baskin olarak endotel hiicrelerinde sentezlenmekte
ve yaralanma bolgelerinde lokal etki olusturmaktadir. PGly’lerin ¢ogu liimenden
salinmakta ve burada antiplatelet olarak etki yapmaktadir. PGl,; hem plateletlerde hem
de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunan prostasiklin reseptorlerine (IP) baglanmaktadir
(McAdam ve ark., 1999). Diiz kas hiicresindeki IP reseptoriine PGI, baglanmasi sonucu
adenilaz siklaz (AC) aktive olmakta ve siklik adenozin-3’-5’-monofosfat (CAMP)
sentezini indiiklemektedir (Sekil 2.4). cAMP diiz kasin NO ile aym sekilde gevsemesini
saglayan PKA’y1 aktive etmektedir (Fetalvero ve ark., 2007). NO bloke edildigi zaman
kalan dilatasyon artmis PGI; sentezine baglanmistir (Beverelli ve ark., 1997), PGIl,’nin

NO azaldigir durumlarda kompanze edici bir rol oynadigini diisiiniilmektedir.
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Sekil 2. 4. Prostasiklin ve tromboksan A,’nin etki mekanizmalari. Endotel hiicresinde COX-2 enzimi ile
aragidonik asitten PGl iiretilmektedir. PGI, diiz kas hiicresi tizerinde bulunan IP reseptdriine baglanarak
adenilaz siklazi (AC) aktive etmekte ve cAMP seviyesini arttirmaktadir. Boylece vazodilatasyona yol
agmaktadir. PGI, plateletler tizerinde bulunan IP reseptoriine baglandigi zaman platelet agregasyonunu
azaltmaktadir. Platelerde COX-1 enzimi ile arasidonik asitten iiretilen TXA, diiz kas hiicresi iizerinde
bulunan TP reseptoriine baglanmakta ve inositol trifosfat (IP;) ve diagilgliserol (DAG) seviyesini
arttirarak vazokonstriksiyona neden olmaktadir. TxA, plateletlerde bulunan TP reseptériine baglandigi
zaman ise platelet agregasyonunu arttirmaktadir.

PGl nin aksine TxA; platelet agregasyonuna ve vazokonstriksiyona neden olmaktadir.
Plateletlerde arasidonik asit COX-1 ile PGH;’ye doniismekte ve tromboksan sentaz ile
TxA, sentezlenmektedir (Bunting ve ark.,, 1983). TxA,; plateletlerde bulunan
tromboksan/prostanoid reseptorii (TP) ile platelet agregasyonuna neden olmaktadir
(FitzGerald, 1991). TP reseptorii ayn1 zamanda diiz kas hiicrelerinde de bulunmakta ve
vazokonstriksiyona yol agmaktadir (Sekil 2.4) (Alexander ve Griendling, 1996).

PGl, ve TxA, aktivitesindeki denge saglikli damarda homeostazin korunmasina
yardimci olmaktadir. Bu dengenin 6nemi selektif COX-2 inhibitérleri kullanildigi zaman
belirgin hale gelmektedir. Selektif COX-2 inhibitérleri TXA;’nin {iretimini
etkilemeksizin PGl, tiretimini azaltmaktadir. Bu nedenle selektif COX-2 inhibitorleri;
vazokonstriksiyon ve platelet agregasyonuna neden olmakta ve kardiyak olay riskini
arttirmaktadir (Marwali ve Mehta, 2006).

2.2.3. Endotel Kaynakh Hiperpolarizan Faktor
Endotel kaynakli hiperpolarizan faktér (EDHF) heniiz tanimlanamayan bir vazodilator
maddedir ve hiicrenin membran potansiyelini daha negatif hale getirerek diiz kaslar

hiperpolarize etmektedir (Feletou ve Vanhoutte, 1988). Izole koroner arterlerinde NOS
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inhibitorii olan arginin analoglar1 ve COX inhibitorii olan indometazin varliginda da
hiperpolarizasyon meydana geldigi goriiliince NO, PGIl, ve EDHF’nin insan koroner
arterinin gevsemesinde ayri ayri rolii oldugu One siiriilmiistiir (De Meyer ve Herman,
1997).

EDHF’nin 6zelligi bilinmemektedir ama farkli biyolojik mekanizmalar1 kapsamaktadir
(Sekil 2.5). Hiperpolarizasyona neden olan birkac yolak vardir. Ca*? ile aktive olan K*
kanallarinin (Kcy) acgilmasi ile endotel hiicrelerinde meydana gelen hiperpolarizasyon
gecit baglantilar1 (gap junctions) ile diiz kas hiicresine iletilmekte ve diiz kas hiicresinde
endotel bagimli hiperpolarizasyon olusturmaktadir (Feletou ve Vanhoutte, 2006). Ayrica
diiz kas hiicrelerinde bulunan Kc,, ice dogrultucu potasyum kanallar1 (Kir) ve Na*/K*
pompasini aktive ederek direkt olarak diiz kas hiicresinde hiperpolarizasyona neden
olmaktadir. Diiz kas hiicresinin membran potansiyelindeki bu degisim voltaj bagiml
Ca*? kanallarmin kapanmasina yol agmakta ve bdylece hiicre i¢i Ca™ seviyesini

azaltarak gevsemeye neden olmaktadir (Edwards ve Weston, 2004).

Kayma Gerilimi

_ I Reseptr aktivasyonu

Endotel hiicresi EDHF

Sekil 2. 5. Endotel kaynakli hiperpolarizan faktoriin etki mekanizmasi. EDHF; endotel ve diiz kas
hiicresindeki Ca*? ile aktive olan K* kanallarmi (Kc,) aktive ederek endotel hiicresinden K* ¢ikisina ve
hiperpolarizasyona neden olmaktadir. Endotel hiicresinde meydana gelen hiperpolarizasyon; gegit
baglantilar (gap juncitonlar) ile diiz kas hiicresine iletilmektedir. Ayrica diiz kas hiicresinde bulunan Kc,,
ice dogrultucu potasyum kanallar1 (Kir) ve Na'/K" pompasmi aktive etmektedir. Boylece diiz kasta
meydana gelen hiperpolarizasyon voltaj bagimh Ca** kanallarim kapanmasina yol agarak hiicre i¢i Ca*?
([Ca*]i) seviyesini azaltmakta ve vazodilatdr yanit olusturmaktadir. Bu sekil Ozkor ve Quyyumi’nin 2011
yilt yayinindan uyarlanmigtir (Ozkor ve Quyyumi, 2011).
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Bulgularda EDHF’nin bazi kan damarlarinda sitokrom P450 aracili arasidonik asit
metabolitleri ve lipoksijenaz tiirevleri veya hidrojen peroksit (H,O;) oldugu One
stirilmiustiir (Feletou ve Vanhoutte, 2006). Arasidonik asit metabolizmasinin {irtinii olan
epoksieikosatrienoik asitler (EET) endotel hiicrelerinde sentezlenmelerine karsin diiz
kas hiicrelerinden K" akigini artirarak, hiperpolarizasyon ve gevsemeye yol agmaktadir
(Quilley ve McGiff, 2000). Bununla birlikte EET aktivitesinin inhibe edildigi
damarlarda hiperpolarizasyonun hala devam ettigi goriilmistir (Petersson ve ark.,
1997).

2.2.4. Endotelin-1

Endotelin (ET); ET-1, ET-2 ve ET-3 olmak iizere ii¢ izoforma sahiptir (Alonso ve
Radomski, 2003). Bilinen 3 ET’den sadece ET-1 endotel hiicreleri tarafindan
tiretilmektedir. ET-1; 21 amino asitten olusan bir peptiddir ve potent vazokonstriktor
olarak aktivite gostermektedir (Levin, 1995; Masaki, 1995). 41 amino asitten olusan
biiylik ET-1’den endotelin doniistiiriicii enzim (ECE) ile ET-1 sentezlenmektedir. ET-1
tiretiminin interlokinler ve timor nekroz faktor ile arttigi ve NO ve PGl, ile azaldigi
gosterilmistir (Alonso ve Radomski, 2003). ET-1 reseptorleri hem diiz kas hiicrelerinde
(ETA ve ET-B2) hem de endotel hiicrelerinde (ET-B1) tanimlanmstir (Bacon ve ark.,
1995). ET-1’in vazokonstriktor etkisine biiyiik oranda diiz kas hiicrelerinde bulunan ET-
A reseptorii aracilik etmektedir. ET-1; ETA veya ET-B2 reseptorlerine baglandiginda
diiz kas hiicresindeki Ca*? kanallar1 agilmakta ve hiicre i¢ine Ca*? girmektedir. Bu
TxA;’ye benzer sekilde vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Endotel tizerindeki ET-
B1 reseptorlerinin aktivasyonu ise NO ve PGI, salinimini indiikleyerek vazodilatasyona
yol agmaktadir (Sekil 2.6) (Cardillo ve ark., 2000). Endotel disfonksiyonunda endotel
hiicrelerindeki ET-B1 reseptorleri downregiile olurken, diiz kas hiicrelerinde ET-B2
reseptorleri upregiile olmakta ve boylece vazokonstriksiyon yaniti1 artmaktadir (Bohm ve

ark., 2002).
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Sekil 2. 6. Endotelin-1’in damar endotel ve diiz kas hiicresi tizerindeki etkisi. Endotel hiicresinde iiretilen
ET-1; damar diiz kasinda bulunan ETA ve ETB2 reseptorlerine baglanarak Ca*? kanalini aktive etmekte
ve hiicre i¢i Ca*? diizeyini artirmaktadir. Béylece damar diiz kasinda vazokonstriksiyona yol agmaktadr.
ET-1; endotel hiicresinde bulunan ETB1 reseptdriine baglandiginda ise NO ve PGI, salinimina yol
acmakta, boylece damar diiz kasinda vazodilatasyona neden olmaktadir. Bu sekil Barst’in 2007 yilt
yayinindan uyarlanmistir (Barst, 2007).

2.2.5. Diger Mediyatorler

Siiperoksit anyonunun (O;) vaskiiler tonusun 6nemli bir diizenleyicisi oldugu o6ne
stirilmektedir (Busse ve Fleming, 1996; Katusic, 1996). Bu serbest radikalin kaynagi
endotel veya inflamatuar hiicreler olabilmektedir. Siiperoksit radikali ve NO etkilesimi
sonucu peroksinitrit (ONOQO’) meydana gelmekte ve boylece NO konsantrasyonu
azalmaktadir. Peroksinitrit ayrica diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonuna ve
endotel hasarina neden olmaktadir. Artmus siiperoksit iiretimi PGIl, sentezini inhibe

etmekte, TxA; sentezini ise etkilememektedir (Katusic, 1996).

Hidrojen siilfit (H,S) ise NO ve karbonmonoksitten sonra iigiincii endotel tiirevi
vazodilator gaz olarak tamimlanmistir (G. Yang ve ark., 2008) ve NO ile birlikte etki
olusturdugu 6ne siriilmistiir (Cortese-Krott ve ark., 2015; Yuan ve ark., 2015). L-
sisteinden sistatiyonin y-liyaz enzimi ile damarlarda tiretilen H,S’in  kan basincini ve
hiicresel metabolizmayi diizenledigi, anjiyogenezi arttirdigi, iyon kanallarini diizenledigi

ve fibrozisi ve inflamasyonu azalttigi bilinmektedir (R. Wang, 2012).
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2.2.6. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu ilk kez 1990°da hipertansif insanlarin 6n kol damarlarinda
tammlanmistir  ve esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda endotel bagimlh
vazodilatasyonun bozulmus oldugu saptanmistir (Panza ve ark., 1990). Endotel
disfonksiyonu antitrombotik faktorlerin iiretiminde azalmanin ve vazokonstriktor ve
protrombotik faktorlerin liretiminde artigin eslik ettigi kronik inflamatuar bir siirectir.
Sonug olarak vaskiiler tonusun bozulmasina ve kardiyovaskiiler olay riskinde artisa yol
agmaktadir. Sigara kullanimi, yaslanma, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, hiperglisemi
ve aterosklerotik hastalik Oykiisii gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri endotel

disfonksiyonu ile iliskilendirilmistir.

Endotel disfonksiyonu temel olarak endotel kaynakli gevsetici faktorlerin iiretiminin ve
etkisinin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii bunlar yalnizca vaskiiler tonusu
degil, plateletlerin ve immiin hiicrelerin aktivitesini ve endotele yapigsmasimni da
etkilemektedir (Pries ve Kuebler, 2006; Karbach ve ark., 2014; Steven ve ark., 2015).
Endotel disfonksiyonunun gelisiminde monomer haldeki eNOS’un (eNOS uncouplingi)
stiperoksit tiretmesi ve NO’yu inaktive etmesi, NO biyoyararlaniminda azalma, sGC
desensititizasyonu, PGI, sentazin inaktivasyonu ve ET-1’in aktivasyonu rol
oynamaktadir (Forstermann ve Munzel, 2006). NO miktarinda azalmaya yol acan
endojen eNOS inhibitorii; asimetrik dimetilargininin (ADMA) de endotel disfonksiyonu
ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir (Sekil 2.7) (Boger ve ark., 1998).

eNOS ndotel hiicresi
L-arginin NO__+ Oy - NOX

BHA : Ksantin oksidaz
oksidasyon

+ eNOS uncouplingi

ADMA

L Oksidatif stres —— Endotel disfonksiyonu

Sekil 2. 7. Endotel disfonksiyonunun mekanizmalari. Tetrahidrobiyopterin (BH,4) kofaktorii varliginda
eNOS ile L-argininden NO iretilmektedir. NAPH oksidaz (NOX) aktivitesi, ksantin oksidaz ve
mitokondri solunum zinciri gibi kaynaklardan ise siiperoksit anyonu (O) iretilmektedir. NO ve Oy
peroksinitrit olusturarak BH, oksidasyonuna yol agmaktadir. BH,'lin azalmasi ve ADMA; eNOS
uncouplingine neden olmaktadir. Uncoupling haldeki eNOS; NO iiretimini azaltarak ve oksidatif strese
yol acarak endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir. Bu sekil Huynh ve Heo’nun 2019 yil1 yaymindan
uyarlanmistir (Huynh ve Heo, 2019).
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Endotel disfonksiyonunun kardiyovaskiiler hastaliklarin baslamasinda ilk faktor
olabilecegi one siiriilmektedir (Vanhoutte ve ark., 2017). Bu nedenle endotel
disfonksiyonunun ateroskleroz, hipertansiyon ve diyabet hastaliginin patolojisinde yer

aldig1 6ne siiriilmiistiir.

2.3. Antiplatelet Tedaviler ve Etki Mekanizmalari

Platelet temelli hemostazin aktivasyonu; arteriyel yatakta aterotrombotik olaylarin
gelisiminde anahtar faktordiir. Koagiilasyonun aktivasyonu ise vendz sistemde ve kalp
odaciklarindaki trombotik ve tromboembolik olaylara neden olmaktadir. Bununla
birlikte agregasyon ve koagiilasyon mekanizmalar: i¢c ice ge¢mis haldedir. Ornegin
koagiilasyon kaskadinin anahtar enzimi olan trombin (faktér Ila) PAR’lar1 uyararak

plateletleri aktive etmektedir (Bultas, 2013).

Normal kosullar altinda saglam kan damarlarinda platelet aktivasyonu veya koagiilasyon
meydana gelmemektedir. Kan damari hasarlandiktan sonra plateletlerin subendotelyal
yiizeyde bulunan kollajen ve von Willebrand faktére (vWF) adezyonu trombiis
olusumunu baslatmaktadir. Adezyon sonrasi kollajen ve VWF plateletlerin ylizeyindeki
glikoprotein  reseptorlerine  baglanarak plateletleri aktive etmektedir. Aktive
plateletlerden salinan ADP reseptorleri P2Y; ve P2Y1,’yi, serotonin reseptorii SHT24’y1,
TxA; reseptoriic TP’yi ve trombin reseptorii PAR’1 uyararak platelet aktivasyonunu
tetiklemekte ve trombiis olusumuna yol agmaktadir (Clemetson, 2012). Boylece hiicre
ici Ca*? diizeyi artmakta ve spesifik sinyal yolaklar1 aktive olmaktadir (Thomas ve
Storey, 2015). Aktif glikoprotein ITb/I11a reseptorii (GP 1lb/I11a) platelet agregasyonunda
merkezi role sahiptir. Plateletlerde meydana gelen konformasyonel degisiklik sonucu
fibrinojen plateletler tizerinde bulunan GP IIb/Illa reseptoriine baglanmakta ve boylece
plateletlerin ¢apraz baglanmasma ve trombiis stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir
(Sekil 2.8) (Clemetson, 2012). P2Y1, reseptorii, PAR1 ve TP’nin aktivasyonu AC’yi
inhibe ederek cAMP miktarin1 azaltmakta ve platelet agregasyonuna neden olmaktadir

(Bultas, 2013).
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Sekil 2. 8. Platelet aktivasyon mekanizmalari. Arteriyel duvarda hasar sonucu kollajen ve von Willebrand
faktor (VWF) reseptorlerine baglanarak platelet adezyonuna ve aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktive olan
plateletlerden ADP, serotonin, trombin ve TxA, salinmakta ve bdylece platelet agregasyonuna neden
olmaktadir. Plateletlerin aktivasyonu GPIIb/Illa reseptdriinde konformasyonel degisiklige yol agarak
fibrinojenin baglanmasina ve sonug olarak agregasyona ve trombiis olusumuna yol agmaktadir.

Endotel hasar1 bolgesinde istenmeyen platelet aktivasyonu; aterotromboz ve son organ
hasar1 ile sonuclanmakta (Gremmel ve ark., 2016) ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde trombozis onemli bir rol oynamaktadir. Antiplatelet tedaviler advers
kardiyovaskiiler olaylarin sekonder profilaksisinde kritik role sahiptir. Piyasada bulunan
antiplatelet ilaglar; TxA2 olusumunu engelleyerek, P2Y1, reseptoriinii inhibe ederek,
cAMP seviyesini arttirarak, GPIIb/Illa reseptoriinii inhibe ederek veya PARI’i
antagonize ederek etki etmektedir.

2.3.1. Siklooksijenaz-1 Enziminin Bloke Edilmesi

Antiplatelet amagla COX-1 enziminin bloke edilmesi yaygin olarak ve uzun zamandir
kullanilan bir segenektir. Arasidonik asitten plateletlerde TxA; tiretilirken, endotel
hiicrelerinde PGI, iretilmektedir. COX-1 aracihig ile dretilen TxA, platelet
agregasyonunu ve vazokonstriksiyonu indiiklerken, COX-2 araciligi ile iiretilen PGI,
platelet agregasyonunu ve vazokonstriksiyonu inhibe etmektedir (Majerus, 1983). Diisiik
doz (75-350 mg/giin) aspirin, plateletlerde arasidonik asitten TxA,’ nin iiretilmesi igin
gerekli olan COX-1 enzimini irreversibl olarak bloke etmektedir. Bu blokaji enzimin

katalitik bolgesinde serin asetilasyonu ile saglamaktadir (Sekil 2.9) (Bultas, 2013).
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Sekil 2.9. Antiplatelet ilaglarin etki mekanizmalari. Antiplatelet etkide adenilaz siklaz (AC) enziminin
aktivasyonu ile cAMP {iretiminin artis1 kritik 6neme sahiptir. Artan cAMP ile aktive olan PKA vazodilator
ile uyarilan fosfoproteini (VASP) fosforilize (VASP-P) etmektedir. Béylece GP I1b/Illa reseptdrii inaktive
olmakta ve platelet stabilizasyonu ile sonuglanmaktadir. TP, P2Y12 ve PARI reseptorlerinin aktivasyonu
AC enzimini inhibe etmektedir. Bu reseptorleri inhibe eden ilaglar AC enzimini inhibisyonunu
engelleyerek antiplatelet etki saglamaktadir. Ayrica AC enzim aktivatorii ilaglar ve cAMP
parcalanmasinda rol oynayan fosfodiesteraz enzim-3(PDE3)’li inhibe eden ilaglar da cAMP seviyesini
arttirarak antiplatelet etki gostermektedir. GPIIb/Illa reseptériiniin inhibe eden ilaglar ise platelet
agregasyonunu engelleyerek antiplatelet olarak etki etmektedir. Bu sekil Bultas’in 2013 yili yayinindan
uyarlanmustir (Bultas, 2013).

2.3.2. P2Y1, Reseptoriiniin inhibe Edilmesi

Platelerde ADP’nin baglandig piirinerjik bir reseptor olan P2Y 1, platelet agregasyonuna
neden olmaktadir. P2Y;, reseptoriiniin inhibe edilmesi vazodilatér ile uyarilan
fosfoproteini (VASP) azaltarak, fosforile edilmis VASP formunu (VASP-P) artirmakta
ve boylece platelet stabilizasyonunu saglamaktadir. P2Yi, reseptdr blokerleri
(tienopiridinler) reversibl ve irreversibl etkili olmak tizere 2 gruba ayrilmaktadir.
Tikagrelor ve cangrelor reversibl olarak etki ederken, prasugrel, klopidogrel, and
tiklopidin ise reseptori irreversibl olarak inhibe etmektedir (Sekil 2.9) (Bultas, 2013).

2.3.3. Siklik Adenozin Monofosfat Seviyesinin Arttirillmasi

CAMP seviyesi ya sentezi arttirilarak ya da degradasyonu inhibe edilerek arttirilabilir.
Dipiridamol; adenozinin hiicre igine alinmasini inhibe ederek plazma adenozin miktarini
arttirmakta ve boylece adenozin plateletler iizerindeki reseptdriine baglanmaktadir.
Adenozin reseptor aktivasyonu sonucu AC enzimi aktive olmakta ve cAMP miktari

artmaktadir. Silositazol ise PDE3’ii inhibe ederek cAMP degradasyonunu inhibe
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etmektedir. Artan cAMP diizeyi PKA aktivasyonu ile VASP fosforilizasyonunu
arttirmakta ve boylece antiplatelet etki olusturmaktadir (Sekil 2.9) (Bultas, 2013).

2.3.4. Glikoprotein ITb/II1a Reseptoriiniin inhibe Edilmesi

Fibrinojen veya VWF gibi proteinler ile plateletlerde bulunan GPIIb/Illa reseptoriiniin
aktivasyonu sonrasinda plateletler arasinda fibrinojen-fibrin kopriilerinin olusmasi ile
agregasyon meydana gelmektedir. GPIIb/Illa reseptoriinii inhibe eden ilaglar boylece
primer hemostazin son basamagini inhibe etmektedir. Reseptore karsi gelistirilen antikor
absiksimab ve proteinlerin reseptore baglandig1 yeri isgal eden eptifibatid ve tirofiban

GPIIb/I1Ia reseptor inhibitori antiplatelet ilaglardir (Sekil 2.9) (Bultas, 2013).

2.3.5. Proteaz ile Aktive Olan Reseptorl’in inhibe Edilmesi

PARZ1’in ana ligand1 olan trombin primer ve sekonder hemostaz arasinda baglanti gorevi
gormektedir. PAR1 reseptorii AC inhibisyonu, platelet hiicresi i¢ine Ca'™ girisi ve ADP
salinimu ile platelet degrantilasyonu gibi etkilere sahip olmasi nedeniyle karmasik bir
reseptordiir (Falker ve ark., 2011). Vorapaksar miyokard infarktiisii (MI) ve periferik
arter hastaligi olan hastalarda trombotik kardiyovaskiiler olaylarin azaltilmasi igin onayl
ilk PAR1 antagonistidir (Sekil 2.9) (Magnani ve ark., 2015).

2.4. Proteaz ile Aktive Olan Reseptérler, Etki Mekanizmasi ve Sinyal Tletimi
Proteazla aktive olan reseptorler (PAR); proteazlarin hiicresel etkilerine aracilik eden
heptaheliks GPKR’ler olup, 6nemli ila¢ hedefleridir (Hamilton ve Trejo, 2017). Endotel
hiicreleri, plateletler, monositler, T lenfositler ve diiz kas hiicreleri de dahil olmak iizere
cok sayida hiicre iizerinde eksprese edilen (Hollenberg ve Compton, 2002) PAR’lar
vaskiiler fizyoloji, gelisim, tromboz, inflamasyon, noronal hasar ve kanser
progresyonunda dnemli fonksiyonlara sahiptir (Cirino ve ark., 1996; Boire ve ark., 2005;
Coughlin, 2005; Hamill ve ark., 2009).

Memeli genomunda dort tane PAR kodlanmistir ve bu PAR’lar PARL, PAR2, PAR3 ve
PAR4 olarak adlandirilmistir (Coughlin, 2000). Ilk olarak 1991 yilinda ekspresyon

klonlama stratejisi kullanilarak PAR1 bulunmus ve cesitli proteazlar tarafindan aktive
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edilen GPKR ailesinin prototipik bir iiyesi olarak tanimlanmistir (Vu, Hung ve ark.,
1991). Ayrica Vu ve arkadaglar1 tarafindan PAR1’in trombin substrati oldugu
saptanmistir (Vu, Hung ve ark., 1991). Daha sonra PAR2 tanimlanmis ve trombine
duyarsiz oldugu tripsin (Nystedt ve ark., 1994) ve pihtilasma faktorii Xa gibi diger serin
proteazlara ise duyarli oldugu bulunmustur (Fox ve ark., 1997). Ardindan trombin
tarafindan aktive edilen PAR3 (Ishihara ve ark., 1997) ve tripsin ve trombin tarafindan
aktive edilen PAR4 (Xu ve ark., 1998; Kahn ve ark., 1999) klonlanmustir.

Trombin disinda faktér Xa, plazmin, kallikreinler, APC, matriks metalloproteinaz-1
(MMP1), nétrofil elastaz ve notrofil proteinaz-3 gibi diger proteazlarin da PAR’lar
boldiigi ve aktive ettigi gosterilmistir (Riewald ve ark., 2002; Boire ve ark., 2005;
Mihara ve ark., 2013). PAR aktivasyonunun fizyolojik diizenleyicisi olarak gérev yapan
bu proteazlar; doku ve hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir (Hamilton ve Trejo,
2017). PAR’lar1 aktivasyon bdlgesinden pargalayan herhangi bir proteaz bir agonist
olarak gorev yapabilir, ancak bazi proteazlarin PAR’lar1 etkisiz hale getirdigi
bilinmektedir (Hollenberg ve Compton, 2002). Tablo 2.1°de her bir PAR iiyesini aktive
ve inaktive eden proteazlar 6zetlenmistir. Bazi proteazlar ayni reseptor i¢in hem aktive
edici hem de inaktive edici 6zellige sahiptir. Ornegin plazmin ve tripsin PAR1’i hem

aktive hem de inaktive edebilmektedir.

Tablo 2. 1. PAR’lar1 aktive ve inaktive eden proteazlar. Bu tablo Hirano’nun 2007 yili yaymindan
alinmigtir (Hirano, 2007).

Aktive eden proeazlar Inaktive eden proteazlar

PAR1 Trombin, plazmin, Vlla, Xa, APC, tripsin, triptaz, | Plazmin, tripsin, katepsin G, proteinaz
katepsin G, granzim A, MMP, gingipain-R 3, elastaz, kimotripsin

PAR2 Vlla, Xa, APC, tripsin, triptaz, proteinaz 3, akrosin | Plazmin, katepsin G, proteinaz 3,
elastaz

PAR3 Trombin Katepsin G, elastaz

PAR4 Trombin, plazmin, tripsin, katepsin G, Gingipain-R
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PAR ailesi iiyeleri yedi transmembran helikse (TMI-TMVII) ve {i¢ intraseliiler (ill, i12
ve il3) ve ii¢ ekstraselliiler (ell, el2 ve el3) kivrima sahip tiim GPKRlerin temel yapisal
ozellikleri paylasmaktadir (Bockaert ve Pin, 1999) ancak essiz bir proteolitik aktivasyon
mekanizmasina sahiptir (Macfarlane ve ark., 2001; Hollenberg ve Compton, 2002).
Cogu GPKR c¢oziniir, kiigiik hidrofilik molekiillerin veya peptidlerin reseptdriin
ekstraselliiler tarafindaki derin baglayici ceplerle birlesmesiyle reversibl olarak aktive
olurken (Wettschureck ve Offermanns, 2005); PARIlar endojen proteazlar ile
ekstraselliiler N terminal domaininin spesifik bolgesinden boliinmekte (Macfarlane ve
ark., 2001; Hollenberg ve Compton, 2002) ve ortaya g¢ikan yeni N-terminal bolge bagh
bir ligand olarak islev gérmektedir. Bu bagl ligand transmembran sinyali tetiklemek
icin intramolekiiler bir etkilesim yoluyla reseptdriin ekstraselliiler kismina
baglanmaktadir (Sekil 2.10) (Vu, Wheaton ve ark., 1991). Meydana gelen
intramolekiiler aktivasyon ayni kokenden gelen G proteinleri ve B-arrestin ile iletilen bir
konformasyonel degisiklige neden olmakta (Soh ve Trejo, 2011; Canto ve ark., 2012) ve
sinyalizasyonu tetiklemektedir (Vu, Hung ve ark., 1991; C. Zhang, Srinivasan ve ark.,
2012). Reseptor aktive olduktan sonra fosforilasyon bagimli mekanizmalar ile PAR’lar
hizla internalize edilip ve lizozomda degrade olmaktadir (Barnes ve ark., 2004).
PAR’larin hiicre yiizeyinde yeniden olugsmasi i¢in de novo sentezi veya hiicre ici

depolardan taginmasi gerekmektedir (O'Brien ve ark., 2001).
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Sekil 2. 10. PARI1 aktivasyon mekanizmasi. Trombin PAR1’in ekstraselliller N terminaline baglanip,
bolmekte ve ortaya ¢ikan bagh ligand (kirmizi) reseptoriin ikinci ekstraselliiler kismina baglanmaktadir.
Reseptorde meydana gelen konformasyonel degisiklikler reseptér ile G protein etkilesimini
kolaylagtirmakta ve intraseliiler sinyalizasyona yol agmaktadir. a ve Py altiinitelere sahip G proteinler
araciligiyla transmembran sinyalizasyonu tetiklemektedir. PAR1 segici degildir ve G proteinlerinin bir¢ok
farkl tipiyle (Goi, Gaq ve Gal2/13) etkilesime girmektedir. Bu sekil Soh ve arkadaglarimin 2010 yil
yayinindan uyarlanmistir (Soh ve ark., 2010).

Trombin veya tripsin gibi serin proteazlar PAR1, PAR3 ve PAR4’{in ekstraselliiler N
terminalindeki spesifik tanmima bolgesinden kesme yetenegine sahiptir. Ikinci bir
etkilesim trombinin anyon baglayict kismi ile PAR1 ve PAR3’iin N-terminal
domainindeki asidik bir hirudin benzeri sekans arasinda gergeklesmektedir (Vu,
Wheaton ve ark., 1991). PAR4 ise ikinci baglama bdlgesinden yoksundur ve trombin
icin diisiik bir afinite gostermektedir (Ishihara ve ark., 1997). Diger PAR’lara benzer
sekilde, tripsin benzeri proteazlar PAR2’nin N terminalindeki farkli bdlgeleri taniyip,
bolmekte ve boylece ortaya gikan bagl ligand ile PAR2 aktive olmaktadir (Nystedt ve
ark., 1994).

PAR’lar bias agonizma gdstermektedir. Bias agonizma veya fonksiyonel segicilik; farkli
ligandlarin GPKR’lerde farkli sinyal yanitlarina yol a¢masit durumudur. Farkli
proteazlarin PAR’lar1 farkli boélgelerinden boldiigli ve ortaya cikan bagli peptid

ligandlarin  farkli heterotrimerik G protein alt tiplerinin veya [-arrestinlerin
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sinyalizasyonunu tetikledigi gosterilmistir. PAR’larin aktivasyonu fosfolipaz C (PLC) B,
protein kinaz C (PKC), Ca™® salinimi, MAPK ve potasyum (K*) kanallarini iceren bir
G-protein kenetli sinyal yolagini uyarmaktadir (Coughlin, 2000; Ossovskaya ve Bunnett,
2004). PAR sinyal yolaklari gesitli hiicre tiplerinde farkli olmakla birlikte PAR1 aracili
sinyal kaskadinin baslangic asamasi bilinmektedir. PARI1 segici degildir ve G
proteinlerinin birgok farkl tipiyle (Gai, Gaq ve Gal2/13) etkilesime girmektedir (Sekil
2.10) (Soh ve ark., 2010). PARI aracili Gog aktivasyonu sonucu guanozindifosfat
(GDP)—guanozintrifosfat (GTP) degisimi; PLC izoformlarini aktive etmektedir. Aktive
PLC; fosfatidilinositol 4,5-bisfosfattan (PIP2) inositol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol
(DAG) meydana getirmektedir. IP3; IP3 reseptoriine baglanarak hiicre ici depolardan
Ca*? salimmna ve birgok downstream sinyal proteinlerinin aktivasyonuna neden
olmaktadir. DAG ise; PKC izoformlarini uyarmaktadir. PAR1 aracilt
Gal2/13 aktivasyonu; Rho-Rho kinaz yolaginin ve miyozin hafif zincirinin downstream
aktivasyonuyla RhoGEF’i uyarmaktadir. PAR1 aracili Gai aktivasyonu AC’yi inhibe
etmektedir (Flaumenhaft ve De Ceunynck, 2017). PARI yolaklarinin aktivasyonu farkli
hiicre tiplerinde farkli sonuglara yol agmaktadir. Genel olarak PAR1 aktivasyonu hiicre
biiylimesini, adezyonu ve graniil salinimini uyarmakta ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Sekil 2.10) (Flaumenhaft ve De Ceunynck,
2017).

PARZ’in proteolitik uyariya bagli olarak karsit sinyal yolaklarini uyarabilme yetenegi
sayesinde trombin aracili aktivasyonu; plateletlerde agregasyon, graniil salinimi,
adezyon proteinlerinin aktivasyonu ve sekil degisimi ile sonuglanmakta; endotelde ise
ekzositozu, adezyon proteinlerinin ekspresyonunu, bariyer fonksiyonunun kaybini,
transkripsiyonel aktivasyonu ve anjiyogenezi uyarmaktadir. Trombin aracili PAR1’in
aktivasyonu sonucu noronlar, diiz kas hiicreleri, immiin hiicreler, epitel hiicreleri ve
fibroblastlarda nemli fenotipik degisiklikler meydana gelmektedir (Flaumenhaft ve De
Ceunynck, 2017). Bu bulgular PAR aktivasyonu ile indiiklenen sinyal yolaklarini segici
olarak aktive eden veya bloke eden bias ligandlarin gelistirilmesine olanak

saglamaktadir.
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2.5. Proteaz ile Aktive Olan Reseptorlerin Vaskiiler Sistemdeki Rolleri

Vaskiiler sistemde PARIlar; plateletler, 16kositlerin ¢ogu, vaskiiler endotel ve diiz kas
hiicreleri, kardiyomiyositler, kardiyak fibroblastlar ve kalp ve kan damarlarin1 innerve
eden sinirlerde eksprese edilmektedir (Vu, Hung ve ark., 1991; A. J. Connolly ve ark.,
1996; Bono ve ark., 1997; Ishihara ve ark., 1997; D'Andrea ve ark., 1998; Dery ve ark.,
1998; Molino ve ark., 1998; Coughlin, 2000; Barnes ve ark., 2004). insan arter ve
venlerinin platelet, endotel ve diiz kas hiicrelerinde PAR1 tespit edilmistir (Nelken ve
ark., 1992; Z. Yang ve ark., 1997). PAR1 ekspresyonu esas olarak damarlarin endotel
tabakasinda ve daha az oranda vaskiiler diiz kasinda bulunmakta ve vazomotor etkiler
ortaya c¢ikarmaktadir (Nelken ve ark., 1992). Platelet PAR1 aktivasyonu platelet
agregasyonuna; endotel PAR1 aktivasyonu vazodilatasyona; vaskiiler diiz kasta PAR1

aktivasyonu ise vazokonstriksiyona neden olmaktadir (Coughlin, 2002).

Trombin; proinflamatuvar, proaterojenik, mitojenik ve profibrotik etkiler gostererek
endotel ve vaskiiler diiz kas ile 6nemli etkilesimlere girmekte (Coughlin, 2005; Gailani
ve Renne, 2007) ve insanda en etkili trombin reseptorii olan PARL ile etki etmektedir
(Leger ve ark., 2006). Patolojik trombozdaki roliiniin yani sira trombin; aterogenezis,
inflamasyon ve vaskiiler mitogenez, restenoz ve neovaskiilarizasyon da dahil olmak
lizere yaralanma durumundaki vaskiiler yanitta onemli bir mediatordiir (Coughlin,
2005). Knockout hayvan modellerinde sentetik PAR1 agonistleri ile yapilan ¢alismalar
sayesinde trombinin prokoagiilan etkilerinden bagimsiz olarak vaskiiler rolleri daha
ayrintili bir sekilde anlasilmistir. PAR1 aktive edici peptid (PAR1-AP) ile koagiilasyon
kaskadmin karisik ve potansiyel olarak zararli etkileri olmaksizin trombinin hiicresel
etkileri arastirilmistir (Gudmundsdottir ve ark., 2008). Bir PAR1-AP olan SFLLRN-
NH,; reseptorii proteolitik olarak bolmeksizin dogrudan PAR1’i aktive etmekte ve
damarlarda PARI1 ve trombinin hiicresel etkilerinin incelenmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Scarborough ve ark., 1992).
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2.5.1. Plateletler

Plateletler; arteriyel trombiisiin ana hiicresel bilesenidir. Plateletlerin vaskiiler hasar
bolgesine ilk lokalizasyonu igin gerekli olan vWF, kollajen ve fibrinojen reseptorleri
gibi bir¢cok adhezyon reseptorii platelet yiizeyinde eksprese edilmektedir. Plateletler
lokal olarak olusan veya salinan ADP, TxA; ve trombin gibi mediyator ile aktive
olmaktadir. PAR aktivasyonunun hemostazdaki fizyolojik rolii platelet ve endotel
hiicrelerinin  aktivasyonu ile baglantilidir. Trombin ile plateletlerin aktivasyonu
plateletlerin sekil degistirmesi ve a-graniillerin serbest kalmasina neden olurken;
trombin ile endotel hiicrelerin aktivasyonu VvWF ekzositozuna ve lokosit
ekstravazasyonunu arttiran endotel bariyer fonksiyonunda azalmaya yol agmaktadir

(Hollenberg ve Compton, 2002; Martorell ve ark., 2008).

PAR’larin tiire 6zgii bir sekilde farkli hiicre tiplerinde farkli olarak eksprese edildigi ve
trombin ile indiiklenen platelet aktivasyonunun farkli mekanizmalari da olabilecegi 6ne
stirilmektedir. Trombin insanlarda PAR1 ve PAR4 araciligiyla plateletleri aktive
etmektedir. PAR1’in trombine afinitesi yiiksek, PAR4’iin ise trombine afinitesi
diisiiktiir. Insan plateletlerinin aksine fare plateletlerinde PAR1’in eksprese edilmedigi,
PAR3 ve PAR4’iin ise eksprese edildigi 6ne siiriilmiistiir (Kahn ve ark., 1998). Kobay
plateletlerinde ise PAR 1-3 eksprese edilmektedir (Andrade-Gordon ve ark., 2001).
Insan olmayan primatlarin platelet hiicrelerinde de insanlardaki gibi PAR1 ve PAR4
eksprese edilmektedir (Derian ve ark., 2003) ve bu nedenle PAR’lar iizerindeki preklinik
caligmalarin ¢ogu insan olmayan primat modellerinde gergeklestirilmistir. Maymunlarda
farmakolojik olarak PAR1 blokaji; PAR-eksik farelerde gozlemlenene benzer sekilde
trombiis olusumunu ve vaskiiler tikanmay1 azaltmistir (Cook ve ark., 1995; Derian ve
ark., 2003; M. Chintala ve ark., 2010). Bu calismalarda PAR1’in insanlarda tromboza
karst etkili bir ila¢g hedefi olabilece§i One siiriilmiis ve antiplatelet olarak etkili PAR
antagonistlerinin gelistirilmesini saglamistir. MI veya periferik arter hastaligi olan
hastalarda trombotik komplikasyonlarin 6nlenmesi i¢in onayli ilk oral PAR1 antagonisti

olan vorapaksar 2014 yilinda piyasaya ¢ikmustir.
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2.5.2. Vaskiiler Endotel Hiicreleri

PAR ailesinin 4 {iyesi de arteriyel ve venoz endotel hiicrelerde eksprese edilmektedir
(Nelken ve ark., 1992; Mirza ve ark., 1996; Schmidt ve ark., 1998; Kataoka ve ark.,
2003). Plateletlerde eksprese olan PAR’lara benzer olarak endotelyal PAR’lar da
ekstraselliiler proteazlarin reseptorii olarak gorev yapmakta ve trombin ve faktor VIla ve
Xa gibi proteazlar ile boliinmesinin ardindan sinyalizasyonu tetiklemektedir (Camerer ve
ark., 2000; Riewald ve Ruf, 2001). Endotelyal trombin reseptorlerinin aktivasyonu; Ca*
mobilizasyonuna ve adezyon molekiillerinin sekresyonuna neden olmakta (Hattori ve
ark., 1989; Garcia ve ark., 1993) ve endotel hiicresindeki vVWF dolagimdaki plateletlerin
kan damart duvarina baglanmasimi saglamaktadir (Andre ve ark., 2000). Bu nedenle
vaskiiler endotel hiicrelerindeki PAR1 trombiisii vaskiiler hasar bdlgesinde
siirlandirmaktadir. Koagiilasyon faktorii olan faktor Xa endoteldeki PAR1 ve PAR2’yi
aktive etmektedir. Doku faktorii (TF)/Faktor Vlla ise PAR2’yi ve daha az diizeyde
PAR1’i aktive etmektedir (Camerer ve ark., 2000; Riewald ve Ruf, 2001; Camerer ve
ark., 2002; Rao ve Pendurthi, 2005).

PARI1 endotel hiicrelerinde kan damari tipine bagli olarak endotel bagimli gevsemeye
veya endotel bagimli kasilmaya katkida bulunmaktadir (Sekil 2.11) (Coughlin, 2000;
Hirano ve Kanaide, 2003; Moser ve Patterson, 2003; Steinberg, 2005). Endotel hiicre
kiiltirinde PAR1 aktivasyonu PGI, ve NO {iretimini uyarmis ve hiicre kiigiilmesine
neden olmustur (Hollenberg ve ark., 1993; D. D. Ku ve Dai, 1997b; Sen ve ark., 2011).
NO; PAR aracili endotel bagimli vazorelaksasyonda Onemli bir rol oynadigi One
stirilmiistiir (Hamilton ve ark., 1998; Mizuno ve ark., 1998; Hirano ve Kanaide, 2003;
Steinberg, 2005).

24



NORMALARTER LEZYONLU ARTER

Trombin Trombin
PARI PARI PARI PARI FaRS B s
! PARI £ £
PARL  papi PAR1 — PARI PARI ~ PARI
PARI PARI PARL PARI PARI  PARI +—> +—>
g Vaskiiler gepirgenlikte ©
PAR1
PAR1
Migrasyon
NO, PGI2, EDHF PGH2, TXA2 PARI
Trombin iilg
PARL PARI PARI PARI upregiilasyonu
PARI PARI
PARI PA P
PARI PARIL ARI
i PARI  papy —PARI
\ Proliferasyonda 1 PARI PARI
PARI_ = PARI PARL pagi PARI PARI
Gevseme Kasilma lmm
Kasilma

Sekil 2. 11. Saglam arter ve vaskiiler lezyonlu arterde PAR1’in rolii. Trombin normal arterde hem endotel
bagimli gevsemeyi hem de arter tipine bagli olarak endotel bagimli veya direkt olarak diiz kasta kasilmay1
indiiklemektedir. Endotel hiicrelerinde PAR1 proinflamatuar genlerin ekspresyonunda degisiklige neden
olmaktadir. Vaskiiler lezyon durumunda diiz kasta PAR1 ekspresyonu upregiile olmaktadir. Bdylece
trombinin diiz kastaki kasilma, migrasyon, proliferasyon, hipertrofi ve ekstraseliiler matriks tiretimi gibi
etkileri baskin hale gelmekte, vaskiiler tonus, medial kalinlik ve neointimal doniisiim artmaktadir.
Endotelyal PARI1 ile vaskiiller permeabilitedeki artis vaskiiler lezyon patofizyolojisine katkida
bulunmaktadir. Bu sekil Hirano’nun 2007 yili yayimindan uyarlanmistir (Hirano, 2007).

PAR1 aktivasyonu sican (Muramatsu ve ark., 1992; Hollenberg ve ark., 1993), tavsan
(Komuro ve ark., 1997), kobay (Muramatsu ve ark., 1992), domuz (Tesfamariam,
1994b; Hamilton ve Cocks, 2000), kopek (Tesfamariam, 1994a), maymun ve
insanlardan (Hamilton ve ark., 1998; Hamilton ve ark., 2001) elde edilen arter
orneklerinde endotel bagimli-NO aracili gevsemeye neden olmustur. Sigan (Antonaccio
ve ark., 1993; Hollenberg ve ark., 1993), kobay (Muramatsu ve ark., 1992), ve
kopeklerden (Tesfamariam, 1994a) alinan orneklerde endotelin uzaklastirilmast PAR1
aracili direkt diiz kas kasilmasi ile sonuglanmistir. PARI1 aktivasyonu saglam insan
koroner arterlerinde kasilma yaniti olusturmamisken; endotel hasarli arterlerde ise
kasilma yaniti olusturmustur (David D Ku ve Dai, 1997a). Ateromu olmayan arterlerin
endotelinde PAR1 ekspresyonunun simirli oldugu gézlemlenmistir ama ateromu olan
arterlerin endotel ve diiz kasinda anlamli diizeyde PAR1 ekspresyonu tespit edilmistir
(Nelken ve ark., 1992). Vazodilatér prostaglandinlerin insan vaskiiler diiz kas hiicre
kiiltiirinde PAR1 ekspresyonunu downregiile ettigini gosteren ¢alismalar vardir (Pape
ve ark., 2008; Rosenkranz ve ark., 2009). Sonu¢ olarak PARL1 aktivasyonu normal
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sartlarda endotel bagimli-NO aracili vazodilatasyona neden olmakta, ateroskleroz
durumunda ve olasi diger proinflamatuar durumlarda ise PARZL1’in diiz kasta
upregiilasyonu sonucu vazokonstriksiyon meydana gelmekte ve restenotik olaylara da
katkida bulunabilmektedir.

Endotelyal PAR1 akut inflamatuar yanitlar ve damar onariminda da yer almaktadir.
Plateletlerde G12/13-bagimli sekil degisikligine benzer olarak trombin ile PARI1
aktivasyonu; endotel hiicrelerde Rho-bagimli hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine
neden olmakta ve hiicre kasilmasi ve yuvarlanmasini indiiklemektedir (Garcia ve ark.,
1995; Vouret-Craviari ve ark., 2002). Akut PAR1 aktivasyonu endotel hiicre kasilmasi
nedeniyle hiicre-hiicre temasi bozmakta, vaskiiler permeabilitede artisa ve 6deme neden
olmaktadir (Vergnolle ve ark., 1999; de Garavilla ve ark., 2001). Bu da kandaki molekiil
ve hiicrelerin endotelin altina gegisini ve TF ve kollajen maruziyetini
kolaylastirmaktadir. Ayrica endotelyal PAR1 aktivasyonu proinflamatuar sitokinlerin
salimmina (Johnson ve ark., 1998; Chung ve ark., 2010) ve lokosit adezyon
molekiillerinin artmig yiizey ekspresyonuna (Fu ve ark., 2005) neden olmaktadir. Bu

nedenle akut vaskiiler inflamasyonda PAR1’in roli dikkat ¢ekmektedir.

Endotel hiicre kiiltlirlinde trombinin bir¢ok genin ekspresyonunu upregiile ya da
downregiile ettigi gosterilmistir (Minami ve ark., 2004; McLaughlin ve ark., 2005).
Anjiyogenez, hiicre biiyliimesi, hemostazda yer alan faktorlerin, sitokin, kemokin ve
hiicre adezyonun molekiillerinin trombin ile upregiile oldugu gosterilmistir (Minami ve
ark., 2004). Gen ekspresyonundaki bu degisiklikler endotel hiicrelerinin proinflamatuar
fenotipe doniistimii ile iligkili olabilir. Endotel hiicre kiiltiiriinde gdzlenen bdyle bir
fenotip donitisimii vaskiiler lezyon gelisiminin erken evresinde Onemli bir rol
oynayabilir. Ayrica trombin ile vaskiler gegirgenlik ve anjiyogenezdeki artig
(Maragoudakis ve Tsopanoglou, 2000; van Nieuw Amerongen ve ark., 2000) vaskiiler

lezyon patofizyolojisine de katkida bulunabilir.

PAR2 de endotel hiicrelerinde endotel bagimli gevseme ve anjiyogeneze; diiz kas

hiicrelerinde ise kasilma, hiicre gocii, proliferasyon, hipertrofi ve ekstraselliiler matriks
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tiretimine aracilik etmektedir (Coughlin, 2000; Hollenberg ve Compton, 2002; Hirano ve
Kanaide, 2003; Steinberg, 2005). PAR3; PAR4 aktivasyonu igin bir kofaktor olarak
islev gérmekte ve bu nedenle direkt hiicre i¢i sinyalleri ortaya ¢ikarmadigi
distiniilmektedir (Coughlin, 2000; Nakanishi-Matsui ve ark., 2000). PAR4’iin endotel
hiicrelerinde NO {iretimini (Momota ve ark., 2006) ve endotel bagimli gevsemeyi
indiikledigi (Hollenberg ve ark., 2004) 6ne siiriilmiistiir ancak diiz kas hiicrelerindeki

roli bilinmemektedir.

2.5.3. Diiz Kas Hiicreleri ve Kardiyomiyositler

Insan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde PAR1, PAR3 ve PAR4 eksprese edilmektedir.
Ancak in vivo olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitogenez, farklilasma ve neointimal
olusum ve restenoza yol acan matriks sentezinde yer alan ana izoform PARZL’dir
(Andrade-Gordon ve ark., 2001). Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde trombin PAR1
aktivasyonu araciligi ile proliferasyonu (McNamara ve ark., 1996), kontraksiyonu
(Chieng-Yane ve ark., 2011), hipertrofiyi (Chieng-Yane ve ark., 2011), ekstraselliiler
matriks tretimini (Ivey ve Little, 2008) ve sitokinlerin (Kranzhofer ve ark., 1996) ve

mitojenik bitylime faktorlerinin (Rauch ve ark., 2007) salinimini uyarmaktadir.

Sican veya babunlarda balon anjiyoplastisi sonras1 meydana gelen vaskiiler lezyonlarda
ve insanlarda meydana gelen ilerlemis aterosklerotik lezyonlarda PAR1 ve PAR2’nin
upregiile oldugu bildirilmistir (Nelken ve ark., 1992; Wilcox ve ark., 1994; Damiano,
D'Andrea ve ark., 1999). Sican ve babun artelerinde balon-katater hasar1 hizli bir sekilde
ve anlamli olarak medial diiz kas hiicrelerinde PAR1 ekspresyonunu arttirmigtir (Wilcox
ve ark., 1994). Ayrica angiotensin II ile indiiklenen hipertansiyonlu siganlarin aort diiz
kasinda PAR1 mRNA seviyelerinin yaklagik 10 kat arttig1 rapor edilmistir (Capers ve
ark., 1997). Bu artmis PAR1 ekspresyonu in vitro olarak endoteli hasarlanmis sigan aort
halkalarinda trombin ile indiiklenen kasilmaya katki1 saglamistir (Capers ve ark., 1997)
ve bu degisikligin en azindan kismen anjiyotensin II’nin hipertansif etkilerinde vaskiiler
diiz kasta PAR1 ekspresyonunun sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir. Yapisal endotel

PARI aktivasyonu en azindan farelerin vaskiilogenezisinde énemli rollere sahip oldugu
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da gosterilmistir. PAR1’i eksik olan embriyolarin yarisinda kan damari olusumunun
bozulmasi sonucu gelisimde anormallikler meydana gelmistir (A. J. Connolly ve ark.,
1996) ve endotel hiicrelerinde PARI ekspresyonunun saglanmasi ile bu durum

diizelmistir (C. T. Griffin ve ark., 2001).

Normal insan izole koroner arter halkalarinda PAR1 uyarisinin endotel bagimli
gevsemeyi indiiklerken, kasilma olusturmadigi rapor edilmistir (David D Ku ve Dai,
1997a). Bu endotel bagimli gevseme aterosklerotik lezyonun siddeti arttikga azalmistir.
Duvar kalinlagsmasi ile iligkili ileri lezyonlarda gevseme yanit1 kaybolmustur ve kasilma
yanit1 baskin hale gelmistir (David D Ku ve Dai, 1997a). Insan aterosklerotik arterlerinin
endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde asir1 PAR1 ekspresyonu rapor edilmistir
(Nelken ve ark., 1992). PARZX1’in aktivasyonu diiz kas hiicresi ve fibroblastlarda
mitojenik yanitlar1 tetiklemektedir (McNamara ve ark., 1993). Antikor ile PARL’in
bloke edilmesi katater ile indiiklenen restenoz hasart modelinde intimal hiperplaziyi
%50 azaltmistir (Takada ve ark., 1998).

Aterosklerotik plaklar sitokin eksprese ve sekrete eden makrofajlar gibi inflamatuar
hiicreler de icermekte ve makrofajlar MMP’lar1 iiretmektedir (Morgan ve ark., 2004).
MMP-1; PAR1 agonisti olarak tammlanmistir (Boire ve ark., 2005). ince fibréz cepere
sahip stabil olmayan plaklarin MMP-1 diizeyinin stabil ceper yapisina sahip kalin
plaklardan 8 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Morgan ve ark., 2004). Sonug olarak
MMP-1’in downstreamindeki PAR1’in hedeflenmesi aterosklerotik hastaliklarda plak

rliptiiriniin kontrolii veya azaltilmasinda etkili olabilir.

Sonug olarak kasilma, gég, proliferasyon, hipertrofi ve ekstraselliiler matriks tiretimi gibi
diiz kas tizerindeki PAR1’in etkileri vaskiiler lezyonlarda baskindir; aktivasyonu sonucu
vaskiiler tonusta bir artisa ve vaskiiler lezyonlarin gelisimine katkida bulunmaktadir
(Sekil 2.11). PAR’larin 6zellikle PAR1 ve PAR2’nin, vaskiiler lezyonlarin diiz kas
hiicrelerinde upregiile oldugu, oysa normal arterlerin diiz kas hiicrelerinde

ekspresyonlarinin smirli oldugu bildirilmistir (Hirano ve ark., 2005). Bu nedenle
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PAR’larin 6zellikle trombiis olusumu ile iligkili vaskiiler lezyonlar gibi patolojik

kosullar altinda daha 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilebilir.

Kardiyomiyositler ise fonksiyonel olarak PAR1 ve PAR2 igermektedir. Bir ¢alismada
PAR1 ve PAR2’nin uyarilmasi kardiyomiyositlerde hipertrofiye yol agmistir (Sabri ve
ark., 2000). Kardiyak hiicrelerde trombin ile PAR1’in aktivasyonu kardiyak hiicre
kontraktilitesinde artisa ve Ca*? seviyelerini artirarak ve doniistiirlicti biiylime faktori-3
(TGFB)’nin uyarilmasiyla hipertrofi ve fibrozisin indiiklenmesine neden olmustur (Sabri
ve ark., 2000; Sabri ve ark., 2002). Boylece trombinin PAR1 aktivasyonu ile kalbin
patolojik olarak yeniden sekillenmesinde rolii olabilecegi ©6ne siirlmiistiir. Izole
kardiyomiyositlerde asirt PAR1 ekspresyonu kardiyak hipertrofiyi indiiklemis ve MI
hayvan modelinde PARZ1’in knockdown edilmesi kardiyak hipertrofiyi azaltmistir
(Pawlinski ve ark., 2007). Dogrudan trombin inhibitdrleri veya PAR1 antagonisti
kullanilarak reseptor araciligiyla PARI1 inhibisyonun kardiyak fibroblastta fibrozisi
zayiflattigi gosterilmistir (Sonin ve ark., 2013). Sonug¢ olarak kardiyomiyositlerdeki
PAR1 ve PAR2’nin hedeflenmesi trombin ve TF/VIla/Xa gibi proteazlarin arttigi MI
durumunda inflamatuar ve doku onarim yanitlarinin modiilasyonunda olas1 terapotik bir

segenck olabilir.

2.5.4. Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesinde Proteaz ile Aktive Olan Reseptorler

Trombin ve tripsin normal arterlerde canli tiiriiniin ve kan damarlarinin tipine bagh
olarak endotel bagimli vazorelaksasyonu (Muramatsu ve ark., 1992; D. D. Ku ve
Zaleski, 1993; Tesfamariam, 1994b; David D Ku ve Dai, 1997a; Mizuno ve ark., 1998),
endotel bagimli kasilmay1 (Derkach ve ark., 2000) veya dogrudan diiz kas kasilmasini
(D. D. Ku ve Zaleski, 1993; David D Ku ve Dai, 1997a) indiikledigi bildirilmistir.
Saglikli domuz ve insan koroner arterlerinde PARL’in aktivasyonu diiz kas iizerinde
endotel bagimli gevsemeye neden olmustur (Mizuno ve ark., 1998, 2000). Saglikli
domuz interlobal renal arterinde trombinin vaskiiler tonusta ilk olarak endotel bagiml
gevseme ve ardindan endotel bagimli bir kasilmadan olusturan bifazik bir yanita yol

actig1 gosterilmistir (Derkach ve ark., 2000). Saglikli kobay aortalari, tavsan aortalar1 ve
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kopek koroner arterlerinde trombinin dogrudan diiz kasta kasilmaya yol agtig1
bildirilmistir (Muramatsu ve ark., 1992; D. D. Ku ve Zaleski, 1993; Godin ve ark., 1995;
David D Ku ve Dai, 1997a). Sonu¢ olarak normal arterlerde endotel hiicrelerinin
PAR’larin vaskiiler etkilerine aracilik eden primer hiicreler oldugu diisiiniilmektedir
(Soifer ve ark., 1994). Ote yandan, PAR1 ve PAR2’nin normal arterlerin diiz kas
hiicrelerinde fonksiyonel ekspresyonunun sinirli oldugu 6ne siiriilmistiir (Nelken ve

ark., 1992; Wilcox ve ark., 1994).

Izole damar preperatlarina trombin uygulanmasi hem vazodilatsr hem de
vazokonstriktor yanitlart indiiklemektedir. Trombin veya PAR1-AP ile saglam koroner
arterlerinin uyarilmasi vazorelaksasyona neden olmustur (D. D. Ku ve Zaleski, 1993;
David D Ku ve Dai, 1997a). Ancak koprek koroner arterlerinin intimal endotel
tabakasinin mekanik olarak hasarlanmasi PARI-AP’lerin gevsetici etkisini tamamen
ortadan kaldirmistir ve kasilmayr indiklemistir. Ayni sekilde minimal intimal
proliferasyona sahip insan koroner arterlerine SFLLRN-NH; uygulanmasi endotel
bagimh gevseme ile sonuglanmistir ve bu gevseme yaniti endotelin hasarlanmasi ile
bloke olmustur. Endoteli saglam koroner arterlerin eNOS inhibitérleri NG-monometil-L-
arginin (L-NMMA) veya NG-nitro-Larginin metil ester (L-NAME) ile inkiibasyonu
endotel bagimli gevseme yanitim1 azaltmig ve kasilma yanitt meydana getirmistir.
Boylece saglam arter endotel hiicrelerinde PARL’in uyarilmasi NO aracili vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin parakrin gevsemesinde rol oynayabilir. Tersine ciddi aterosklerotik
lezyonlar1 olan insan koroner arterlerinde PAR1’in uyarilmasi ile gevseme yaniti elde
edilememistir ve baz1 vakalarda anlamli kasilmaya neden olmustur (David D Ku ve Dai,
1997a). Sonug olarak PAR1 yanitlar1 endotelin saglam veya aterosklerotik lezyonlu olup

olmamasina gore degiskenlik gdsterebilmektedir.

Fare ve sicanlarda yapilmis ¢aligmalarda PAR2 agonisti peptidlerin intravendz
uygulanmas1 kalp hizinda degisiklik meydana getirmeden arteriyel vazodilatasyon
olusturarak anlamli hipotansiyona neden oldugu gosterilmistir (Cheung ve ark., 1998;
Damiano, Cheung ve ark., 1999). Fare aort halkalarinda PAR4 agonisti AYPGKF
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peptidi ile PAR4’iin selektif olarak uyarilmasi PARI ile elde edilen yanita gore daha az
vazorelaksasyon yanitt meydana getirmistir (Kataoka ve ark., 2003). Hayvanlarda
endotelyal PAR4’{in vaskiiler tonusu diizenlemede 6nemli bir rol oynayip oynamadigi

halen belirsizdir.

Sistemik PARL agonisti uygulamasina verilen yanit ise daha karmagsiktir (Cheung ve
ark., 1998; Damiano, D'Andrea ve ark., 1999). Sistemik PARI agonisti baslangicta
arteriyel basingta ve kalp hizinda azalmaya ve ardindan hipertansiyona yol a¢mustir.
selektif PAR2 aktivasyonu ise selektif PAR1 aktivasyonuna gore daha fazla hipotansif
yanit meydana getirmistir. Gen knockout deneylerde PAR agonistlerinin olusturdugu
kardiyovaskiiler yanitlarda PAR1 ve PAR2’nin etkilerinin farkli oldugu ortaya
koyulmustur (Damiano, Cheung ve ark., 1999). Yabanil tip ile karsilastirildiginda PAR2
knockout grupta sistemik PAR1 aktivasyonu siddetli hipotansif ve bradikardi yaniti
olusturmustur. Bdylece PAR2’nin PARL’in olusturdugu vazoreaktif yanitlari

azaltabilecegi One siirlilmiistiir.
2.6. Proteaz ile Aktive Olan Reseptorl’in Terapotik Onemi

2.6.1. Kardiyovaskiiler Hastahklar

Trombiis olusumunun kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde ve patofizyolojisinde
kritik bir rol oynadigi bilinmektedir. PAR’lar koagiilasyon-fibrinoliz sistemi ve damar
duvar arasindaki etkilesimlere aracilik eden 6nemli reseptorlerden birisidir. Ayrica PAR
ekspresyonunun ateroskleroz gibi vaskiiler lezyonlarda upregiile oldugu (Nelken ve ark.,
1992; Wilcox ve ark., 1994), PAR1 knockout farelerde ise proliferatif vaskiiler lezyon
gelisimine kars1 korunma saglandigi tespit edilmistir (Cheung ve ark., 1999).

Trombinin fonksiyonel inhibisyonunun infarktiis boyutunu azalttigi gosterilmis ve
PAR1’in miyokardiyal iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarinda yer aldigi saptanmistir
(Chong ve ark., 2003). PAR1 knockout farelerde yapilan bobrek I/R modelinde PAR1
eksikliginin bobrek yetmezligine kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (Sevastos ve ark.,
2007). Yapilan bir bagka calismada PAR1 antagonisti olan SCH79797°nin iskemi
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oncesinde veya iskemi sirasinda verildiginde miyokardiyal I/R hasarina bagli miyokard
hasar1 ve disfonksiyonunu azalttig1 ve bu kardiyoprotektif etkilerin PAR1 inhibisyonu
ile iliskili oldugu éne siiriilmiistiir (Strande ve ark., 2007). PARL™ farelerde /R hasart
sonrasi kardiyak remodelingin daha az oldugu bulunmustur (Pawlinski ve ark., 2007;
Antoniak ve ark., 2011; Antoniak ve ark., 2014). Anjiyotensin II infiizyon modeli
uygulanan PAR1" farelerde perivaskiiler fibroz ve kalp yetmezligi daha az gdriilmiistiir
(Antoniak ve ark., 2017). Isoproterenol veya anjiyotensin II infiizyonu ile olusturulan
kardiyak remodeling ve I/R hasari ile indiiklenen kardiyak disfonksiyonda PAR1
aktivasyonunun rolii oldugu gosterilmistir (Pawlinski ve ark., 2007; Jaffre ve ark., 2012;
Antoniak ve ark., 2017). Kardiyotoksik etkileri olan doksorubisinin kardiyotoksik
etkilerinin PARI inhibitorii vorapaksar ile azaltilabilecegi One siiriilmiistiir. Farelere
doksorubisin enjeksiyonundan sonra vorapaksar uygulamasinin kalp fonksiyonunu

PAR1" farelerde goriilen seviyelere yiikselttigi gdsterilmistir (Antoniak ve ark., 2018).

Vaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in PAR ekspresyonunu diizenleyen
mekanizmalar 6nemlidir. Hiicre ylizeyinde PAR1 ekspresyonunun seviyesini diizenleyen
Racl protein aktivasyonunun statinler ile inhibe oldugu bulunmus ve statinler PAR1’in
yiizey ekspresyonunu ve trombin ile indiiklenen sitozolik Ca*? artisini 6nlemistir (Yufu
ve ark., 2005). Statinler potansiyel olarak vaskiiler lezyonlarda PAR1 upregiilasyonunu
Onleyebilir. Bir hipertansiyon modelinde anjiyotensin II’nin PARI regiilasyonunda kritik
bir rol oynadigi O6ne siriilmistir (Capers ve ark., 1997), boylece PARI’In
hedeflenmesinde anjiyotensin II reseptor antagonistlerinin terapdtik bir rolii olabilecegi
diistiniilmektedir. Serbest radikal siipiiriiciilerin ve nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz inhibitorlerinin PAR1’in upregiilasyonunu inhibe ettigi gosterilmis,
oksidatif stresin PARI1 upregiilasyonunda rol oynadigi saptanmistir (Nguyen ve ark.,
2001). Reseptor upregiilasyonu vaskiiler lezyonlarin gelisiminde ve vaskiiler
hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli bir basamaktir. Bu nedenle reseptor upregiilasyon
mekanizmasinin aydinlatilmasi vaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni

stratejilerin gelistirilmesi icin kritik 6neme sahiptir. Sonug olarak vaskiiler hastaliklarin
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Onlenmesi ve tedavisi i¢cin PAR’larin vaskiiler etkilerini inhibe etmek ya da vaskiiler

lezyonlarda PAR’larin upregiilasyonunu 6nlemek yeni terapétik hedefler olabilir.

2.6.2. Kanser

PARL1 onkogen olarak tanimlanmistir (Whitehead ve ark., 1995). PAR1’in farmakolojik
inhibisyonu ya da genetik olarak silinmesi, hiicre kiiltiiriinde ¢esitli kanser tiirlerinin
cogalmasimni bloke etmis ve farelerde akciger kanseri (Cisowski ve ark., 2011),
melanoma (Silini ve ark., 2010), kolon kanseri (Adams ve ark., 2015) ve pankreas
kanseri (Queiroz ve ark., 2014) de dahil olmak tizere bir¢ok timor tipinin

progresyonunu engellemistir.

PAR1 en cok meme kanserinde arastirilmistir. PAR1’in MMP veya trombin araciligiyla
aktivasyonu meme kanseri progresyonunu tetiklemis (Boire ve ark., 2005), PARL’in
farmakolojik inhibisyonu ya da genetik olarak silinmesi ise meme kanseri hiicresinin
canliligi bozmustur (E. Yang ve ark., 2009). Bir baska ¢alismada trombin-PART1 yolagi
MMP’lerin salgilanmasini artirarak tiimor hiicrelerinin invazyonunu tetiklemistir
(Radjabi ve ark., 2008). Ayrica PAR1; melanoma hiicre kemokinezini ve metastazi
uyardigi one sirdlmistiir (Shi ve ark., 2004; Villares ve ark., 2011). Bu hiicrelerde
PARZL’in silinmesi in vivo olarak timdr biiylimesini ve metastazini azaltmigtir
(Melnikova ve ark., 2009).

Bir meme kanseri ksenograft modelinde tek basina antikanser bir ilag olan dosetaksele
kiyasla dosetaksel ile PAR1 antagonisti olan Plpal-7 infiizyonundan sonra kanser
progresyonu belirgin sekilde azalmistir. Tek basma Plpal-7 ile metastazlar inhibe
olmustur (E. Yang ve ark., 2009). Yiiksek dereceli infiltre duktal meme karsinomali
hastalarda selektif olarak PAR1’in asir1 eksprese edildigi goriilmiistiir (Hernandez ve
ark., 2009). Benzer sekilde PAR1 ekspresyonu insan epidermal biiyiime faktor
reseptorii-2 (HER2) negatif meme karsinomali hastalarda sagkalim ile negatif
korelasyon gostermistir (Gonda ve ark., 2015). Sonug¢ olarak kanser arastirmalarinda

PAR1 umut verici yeni bir ilag hedefi olabilir.
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2.6.3. Inflamatuar Hastahklar

Trombinin tromboz ve ateroskleroz ile iliskili inflamatuar siire¢lerdeki rolii goz Oniine
alindiginda (McNamara ve ark., 1996; Libby, 1998), endotel ve diiz kas hiicrelerindeki
PARI aktivasyonunun proinflamatuar etkilere sahip olmasi sasirtici degildir (Cirino ve
ark., 1996). Ornegin trombin vaskiiler hasar bdlgesinde toplanmakta ve biiyiik dlciide
endoteldeki PAR1 aracilig: ile endotel hiicresinde kasilma ile 6deme neden olmakta
(Malik ve Fenton, 1992), inflamatuar hiicre adezyonunu ve infiltrasyonunu
tetiklemektedir (Rahman ve ark., 1999). Endotel bariyerin bozulmasi ve ardindan
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu vaskiiler inflamatuar yanitin baslatilmasinda énemli
stireclerdir. Bu erken inflamatuar siireclere ek olarak PAR1 ekspresyonu neointimal diiz
kas hiicrelerinde gozlemlenmekte ve aterosklerozda (Stoop ve ark., 2000),
hipertansiyonda (Capers ve ark., 1997) ve balon-kateter hasar1 sonrasinda (Wilcox ve
ark., 1994) medial diiz kasta anlamli olarak artmistir. Endotelin bozulmasi1 nedeniyle diiz
kas hiicresinde artmis PAR1 ekspresyonu; biriken trombinin mitojenik ve kasilma
etkisini arttirmaktadir (Capers ve ark., 1997). Domuz koroner arterinde hirudin ile PAR1
inhibisyonunun balon-kateter hasar1 sonrasi neointimal olusumu azaltmasi bu ¢alismalari
desteklemistir (Gallo ve ark., 1998). PAR1 knockout farelerde vaskiiler hasar ile
indiiklenen neointimal olusum da bozulmustur (Cheung ve ark., 1999). Ayrica PAR1
inhibisyonu alkolik olmayan yagl karaciger hastalifi olan hayvanlarda karaciger
inflamasyonunu azaltmistir (Kassel ve ark., 2011). PAR1’in inflamasyondaki rolii g6z
Ontine almip, antiinflamatuar ilag olarak PAR1 antagonistlerinin faydali olup

olmayacagina dair daha fazla arastirma yapilmalidir.

2.6.4. Noronal Hastaliklar

Beyinde 4 PAR altipinin de bulundugu gosterilmis (Striggow ve ark., 2001; H. Wang ve
ark., 2002) ve immunohistokimyasal sonuglara gére PAR-1 en ¢ok hipokampiiste
bulunmustur (Striggow ve ark., 2001). Son ¢alismalarda sinir sistemindeki trombin ve
PAR’larin ndroproteksiyon ve norodejenerasyon dengesinin saglanmasinda énemli role
sahip oldugu oOne sirilmistir ve PARIlar bircok noérodejeneratif hastalik ile
iliskilendirilmistir (Rohatgi ve ark., 2004).
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PAR parkinson hastaligi ile iliskilendirilmigtir. Dopaminerjik hiicre 6liimii parkinson
hastaligimnin altinda yatan mekanizmalardan biridir. Yapilan bir ¢alismada siganlarin
substantia nigrasinda yer alan dopaminerjik hiicrelerin 6liimiinde trombin ile mikroglia
aktivasyonunun yer aldigi rapor edilmistir (Carreno-Muller ve ark., 2003; Choi ve ark.,
2003). Ayrica trombin ve PARZL’in insan immun yetmezlik viriisii (HIV) ile iliskili
norodejenerasyonda yer aldigi one siiriilmistiir (Boven ve ark., 2003). HIV’li hastalarda
meydana gelen beyin enfeksiyonu durumunda astrositlerde trombin ve PAR1’in mesajci
RNA (mRNA) ve protein seviyeleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Boven ve ark.,
2003). HIV enfeksiyonu boyunca PAR1 aktivasyonu ve upregiilasyonunun; beyin
inflamasyonu ve néronal hasara katkida bulundugu gosterilmistir (Boven ve ark., 2003).
Noronal hastaliklarin patogenezinde yer aldigi 6ne siiriilen PARL yeni bir ilag hedefi

olabilir.

2.6.5. Sepsis

Aktive protein C (APC); upstream kofaktorleri olan faktor Va ve VIlla’yr pargalayarak
koagiilasyon aktivitesini azaltmaktadir. Rekombinant aktive protein C (rAPC);
baslangicta antikoagiilan 6zelliklerine dayanarak inflamatuar ve koagiilasyon yanitlar ile
karakterize siddetli sepsis tedavisinde onaylanmistir ve PARI aracili sitoproteksiyonu
uyardigir gosterilen ilk molekiildir (Bernard ve ark., 2001). Daha sonra ise PARL’in
sitoproteksiyonu uyarict fonksiyonu saptanmigtir (Riewald ve ark., 2002). Ancak daha
sonra etkinlik problem nedeniyle rAPC piyasadan ¢ekilmis ve antikoagiilan aktivitesi
olmayan APC mutantlariyla yapilan ¢alismalar daha yaygin hale gelmistir. rAPC’nin
PAR1’e baghh olmayan antikoagiilan etkilere sahip olmasi nedeniyle arastirmacilar;
PARI1 araciligiyla sinyal verme yetenegini koruyan fakat Onemsiz antikoagiilan
aktiviteye sahip yeni APC mutantlar1 gelistirmistir. Hem APC hem de bu yeni mutantlar
bir dizi durumda sitoproteksiyon saglamak i¢cin PAR1 araciligi ile etki etmektedir (J. H.
Griffin ve ark., 2015).
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2.6.6. inme

Noronal hiicrelerde PAR1 sitoprotektif sinyalinin uyarilmasi ile noéronal o6lim
modellerinde fayda saglandigim1 gésteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (Cheng ve ark.,
2003; Domotor ve ark., 2003). Kemirgenlerde yapilan bir ¢alismada APC PARL1’e
bagimli bir sekilde beyin kanamalarma karsi koruma saglamistir (Cheng ve ark.,
2006). Antikoagiilan aktivitesi olmayan ve yalnizca PAR1 aracili sitoprotektif sinyali
uyararak etki eden bir APC mutant1 (3K3A-APC) preklinik iskemik inme modellerinde
noroproteksiyon saglamis (J. H. Griffin ve ark., 2016) ve klinik asamaya ge¢mistir
(Lyden ve ark., 2019).

2.6.7. Yara lyilesmesi

PAR1’in keratinositlerde bulundugu ve yara iyilesmesinde rol oynadigl
bildirilmistir. Insanlardaki kronik deri iilserlerinde APC’nin etkili oldugunu &ne siiren
gesitli calismalar yapilmistir (Whitmont ve ark., 2015; Wijewardena ve ark.,
2016). Diyabeti ve iyilesmeyen iilseri olan 12 hasta 20 hafta boyunca topikal APC veya
salin uygulamas1 i¢in randomize edilmis ve APC ile tedavi edilen grupta yara boyutunda
ve inflamasyonda azalma, vaskiiler proliferasyonda artis gosterilmistir (Whitmont ve
ark., 2015). Topikal APC’nin yara iyilesmesindeki etkililigini dogrulamak i¢in daha
bliylik ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

2.7. Proteaz ile Aktive Olan Reseptor 1’in Farmakolojik Olarak Diizenlenmesi
PARY’in in vivo fonksiyonlarimin anlagiimasinda 6nemli ilerleme kaydedilmesine karsin
PAR1’i hedef alan selektif ortosterik veya allosterik farmakolojik modiilatérlerin
gelistirilmesi zor olmustur. PARL’in aktivasyon mekanizmasinin farkli olusu PAR1’i
hedefleyen ilaglarin gelistirilmesinde g¢esitli zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir. Ligand
baglama bolgesini hedefleyen ¢0ziiniir molekiiller bagli ligandi bloke etmek
zorundadir. PARY’in proteazlar (rekombinant APC, aka drotrecogin-alfa gibi) ile
modiile edilmesi; PAR1’i hedefleyen tiim proteazlarin alternatif substratlara sahip
olmasi ve dolayisiyla hedef dis1 etkiler olusturmasi nedeniyle karmasiktir (Flaumenhaft
ve De Ceunynck, 2017).
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Farkl: tiirlerde PARY’in doku dagiliminin farkli olmasi da PARL’i hedefleyen ilaglarin
gelistirilmesini  zorlastirmaktadir. Ozellikle fare gibi primat olmayan tiirlerin
plateletlerinde PAR3 ve PAR4 cksprese edildigi, PAR1’in ise eksprese edilmedigi
goriilmiis (Kahn ve ark., 1998), ancak bu tiirlerin diger dokularinda PAR1 ekspresyonu
saptanmistir (T. M. Connolly ve ark., 1994). PAR1 ve PAR4’ii plateletlerinde eksprese
eden tiirler arasinda insanlar, maymunlar ve kobaylar bulunmaktadir (Derian ve ark.,
1995). Tiirler arasindaki bu farkliliklar PAR1 antagonistlerinin gelistirilmesinde
kemirgen c¢alismalarinin kullaniminmi sinirlandirmaktadir. Bu smirlamalara karsin ilag
gelistirme arastirmalarinda PAR1 sinyalizasyonu arastirllmis ve PARL’i hedefleyen
bircok molekiil tanimlanmistir (Flaumenhaft ve De Ceunynck, 2017). Bu kisimda PAR1
aktivitesini modiile etmek i¢in kullanilan terapotik proteazlar, peptid temelli yaklagimlar,
bloklayict antikorlar ve kii¢iikk molekiillii antagonsitlere yer verilmistir (Sekil 2.12 ve
Tablo 2.2).

Bloklayict antikor Trombin

N

Vorapaksar

LY

Pepdusinler

Parmodulinler

Sekil 2.12. PAR1 antagonistlerinin etki mekanizmalari. PARL antagonisti olan bloklayic1 antikorlar
trombin baglayici bolgeye veya trombinin boldigi bolgeye karsi gelistirilmistir ve N terminalin
proteolitik olarak boliinmesini bloke etmektedir. Kiigiik molekiillii antagonsitler (vorapaksar, atopaksar)
ve peptidomimetikler yeni N terminalin ikinci ekstraselliiler kivrima baglanmasimi bloke etmektedir.
Pepdusinler ve parmodulinler ise reseptdriin intraseliiler bolgesini hedeflemekte ve belli G protein sinyal
yolaklarini inhibe etmektedir.
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Tablo 2. 2. PARY1’i hedefleyen molekiiller ve etki bolgeleri.

Proteazlar Peptid Temelli Bloklayici Kiiciik Molekiillii
Yaklagimlar Antikorlar Antagonistler
3K3A APC RWJ-58259 19gG 9600 Vorapaksar
(Boliinme bolgesi) (Ligand baglanma bolgesi) (Boltinme (Ligand baglanma bolgesi)
bolgesi)

S5A-APC

(Boliinme bolgesi)

BMS-200261
(Ligand baglanma bolgesi)

APC-K193E

(Boliinme bolgesi)

P1pal-7 (PZ-128)

(intraseliiler kivrim)

Atopaksar
(Ligand baglanma bolgesi)

SCH79797
(Ligand baglanma bolgesi)

APC-L38D P1pal-10S F16618
(Bolinme bolgesi) (Intraseliiler kivrim) (Bilinmiyor)
APC-L38D/N329Q Plpal-12 FR-171113
(Boliinme bolgesi) (intraseliiler kivrim) (Bilinmiyor)

APC-
D36A/L38D/A39V

(Boliinme bolgesi)

Plpal-12S

(intraseliiler kivrim)

Plpal-13

(intraseliiler kivrim)

Parmodulin 1 (JF5)
(Sitozolik bolge)

Parmodulin 2 (ML161)
(Sitozolik bolge)

2.7.1. Proteazlar
rAPC (drotrekogin alfa); siddetli sepsis tedavisi i¢in 2001’de FDA onay1 almistir
(Bernard ve ark., 2001). APC’nin baslangigta tek basina antikoagiilan aktivitesi
nedeniyle sepsis hastalarina fayda sagladig: diisiiniilse de, daha sonra APC’nin PAR1’e
bagiml bir sekilde endotelde sitoprotektif sinyalizasyonu aktive ettigi one stirmiistiir
(Riewald ve ark., 2002).

vivo hastalik modellerinde koruyucu oldugu bulunmustur (J.

APC ile PARL’in boliinmesinin hiicre kiiltiri ve in
H. Griffin ve ark.,
2015). Ancak ciddi sepsis durumunda drotrekogin-alfa’nin etkililigi hakkinda sorunlar
olmasi sebebiyle EMA; Eli Lilly’nin PROWESS c¢alismasinin bulgularin1 yeniden elde
etmesini istemistir. Bu ikinci ¢alisma (PROWESS-SHOCK) (Ranieri ve ark., 2012)
herhangi bir fayda saglamamuistir ve drotrekogin-alfa 2011°de piyasadan ¢ekilmistir.
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Arastirmacilar preklinik modellerde sitoproteksiyona segici APC varyantlarini
tiretmistir. Bu sinyalizasyona segici APC varyantlari sinirli antikoagiilan aktiviteye sahip
olacak sekilde olusturulmustur. Boylece elde edilen non-antikoagiilan APC formlari in
vitro PAR1 aracili sitoprotektif sinyali uyararak kemirgen sepsis ve iskemik inme
modellerinde yararli etkiler meydana getirmistir (Andreou ve ark., 2015; Gleeson ve
ark., 2015; J. H. Griffin ve ark., 2015). Sitoproteksiyona secici varyantlarin APC’nin
antikoagiilan fonksiyonuyla iliskili kanama problemlerini Onledigi g6z Oniine
alindiginda bu varyantlar klinik uygulamalar i¢in umut verici molekiillerdir. 3K3A-APC
Klinik arastirmalari devam eden tek varyanttir. 3K3A-APC varyantinin faz | Kklinik
calismasinda saglikli bireylere yiliksek doz bolus enjeksiyon seklinde uygulanmasi
giivenli bulunmustur (Lyden ve ark., 2013). iskemik inme gegiren hastalardaki
givenlilik ve etkililigi degerlendirmek igin yiiriitilen bir Faz II ¢aligmada
(NCT02222714) ise 3K3A-APC i¢gin maksimum tolere edilebilen doz 540 pg/kg olarak
belirlenmistir (Lyden ve ark., 2019).

2.7.2. Peptid Temelli Yaklasimlar

Ilk PAR antagonistleri biiyiik dl¢iide sentez kolaylig1 ve her bir reseptdr icin bagli ligand
sekansinin spesifikligi nedeniyle peptid bazli molekiiller olmustur. Antitrombotik olarak
kullanim1 nedeniyle PAR1 antagonistleri daha fazla sayida gelistirilmistir. PAR1
antagonistlerini gelistirmeye yonelik ilk stratejilerde bagli ligand dizisini temel alan
peptidlerin ve peptidomimetiklerin tasarimina odaklanilmistir. PAR1’in dogal sekansi
olan SFLLRN-NH;’nin yan zincirlerinde spesifik modifikasyonlar yapilmis ve yiiksek
afiniteli bir peptid serisi elde edilmistir. /n vitro olarak PARI aracili platelet
agregasyonunu inhibe eden oncii bilesikler Bristol-Myers Squibb tarafindan gelistirilen
bir NH,-acil tetrapeptid olan BMS-200261 (Bernatowicz ve ark., 1996) ve Johnson
Pharmaceuticals tarafindan {iretilen indazol tiirevi bir peptid olan RWIJ-58259’dur
(Andrade-Gordon ve ark., 1999).

SFLLR-NH2’yi temel alan BMS-200261 en giigli peptiddir ve PARI1-AP’nin

indiikledigi platelet agregasyonunu 20 nM IC50 ile inhibe etmistir (Bernatowicz ve ark.,
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1996). BMS-200261 ayrica PAR2’ye gore PAR1 igin yiiksek secicilik gostermektedir
(O'Brien ve ark., 2000). Ayrica BMS-200261 tedavisinin orta serebral arter iskemik
inme modelinde koruyucu oldugu gosterilmistir (Hamill ve ark.,, 2009).Bu
antagonistlerin yarismali olusu ve reseptoriin bagh ligandinin sahip oldugu giiglii stearik
avantaj nedeniyle BMS 200261’in; trombin ile indiiklenen hiicresel yanitlar {izerindeki

etkilerinin zayif oldugu saptanmustir.

RWJ-56110 ise PAR1-AP ile indiiklenen platelet agregasyonu 0,16 uM IC50 ile inhibe
etmistir (Andrade-Gordon ve ark., 1999). RWJ-56110’un fare miyofibroblastlarinda
PAR1 i¢in olduk¢a segici oldugu, insan PAR1’inde trombin ile indiiklenen Ca*
yanitlarin1 tamamen inhibe ettigi, ancak PAR2 veya PAR4 ile bu etkinin olusmadigi
gosterilmistir (Andrade-Gordon ve ark., 1999; Maryanoff ve ark., 2003).

Bir bagska PAR1 antagonisti olan RWJ-58259 de PAR1’e kars1 yiiksek segiciliktedir (H.
C. Zhang ve ark., 2001). Bir balon anjiyoplasti sigan modelinde sigcan karotid arterinin
adventisya tabakasina RWJ-58259 uygulamas1 restenotik lezyon boyutunu azaltmistir
(Andrade-Gordon ve ark., 2001). Kobaylara in vivo olarak RWJ-8259 (0,3 mg/kag,
intraven6z) uygulamasi sonrasinda izole plateletlerde trombin ile indiiklenen
agregasyonun inhibe oldugu gorillmiistir (H. C. Zhang ve ark., 2001). Baska bir
caligmada karotid arter hasari yapilan maymunlara RWJ-58259 (3 mg/kg intravendz
yikleme dozu ve ardindan 0,123 mg idame dozu ile) uygulamasi vaskiiler hasar
bolgelerinde trombiis olusumunu Onemli Ol¢iide inhibe etmistir ancak kobaylara
uygulanmas1 herhangi bir etkiye yol agmamistir (Derian ve ark.,, 2003). Bu
peptidomimetiklerin pek ¢ok hayvan modelinde test edilmesine karsin bu modellerde

sinirlt etkinlik gostermesinden dolayi klinik aragtirmaya gecememistir.

Peptid bazli potensi yiiksek PAR1 antagonistlerini tanimlamak i¢in ayni kdkenden G
proteinleri ile etkilesen ve PAR1’in intraseliiler kivrimlarin1 hedefleyen ve hiicreye
penetre olabilen pepdusinler elde edilmistir (Covic, Misra ve ark., 2002). Pepdusinler
reseptor ve heterotrimerik G protein arasindaki etkilesimi engelleyerek etki ettigi 6ne
stiriilen benzersiz bir GPKR antagonisti siifidir (Sekil 2.12) (Covic, Gresser ve ark.,
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2002). Pepdusinler intraseliiller kivrimdaki bir bdlgeye karsilik gelen bir peptid
sekansindan veya G protein etkilesimine aracilik eden hedef GPKR’nin C terminalinden
olusmaktadir. G proteinler GPKR’lerin tiglincii intraseliiler kivrimi ile etkilesime
girmektedir (Gilman, 1987). Pepdusinler PARL’in ti¢iincii intraseliiler kivrimina benzer
bir peptid dizisi igermektedir. Bu kisa peptid dizisi lipit ¢ift tabakadan olusan hiicre
membranina taginmayir ve baglanmayi kolaylastirmak igin bir N-terminal hidrofobik
palmitata konjuge edilmistir. Boylece bu peptidler hiicre zarmna yerlesmekte ve
GPKR’lerin etkilesime giren bolgelerini taklit etmektedir. Pepdusinler hiicre i¢indeki
serbest G proteinleri i¢in yarisip, onlar1 baglayarak sekestre etmektedir. Boylece GPKR

aktivasyonunun downstream sinyalini 6nlemektedir (Covic, Gresser ve ark., 2002).

Peptid dizilerinin kesilmesi sonucu; dizinin uzunlugu ve pepdusin aktivitesi arasinda bir
iliski oldugunu gosterilmistir. Daha uzun olan pepdusinler (P1pal-19; P1pal-13), platelet
agregasyonunda agonist aktivite sergilerken, daha kisa pepdusinler (P1pal-7; P1lpal-12)
antagonist aktivite gostermistir (O'Callaghan ve ark., 2012). Ayrica insan plateletlerinde
Plpal-12’nin, PAR1-AP ile indiiklenen agregasyonu inhibe ettigi, ancak PAR4-AP,
U46619, ADP, kollajen veya ristosetin dahil diger agonistler tarafindan indiiklenen
agregasyonu inhibe etmedigi gosterilmistir (Covic, Misra ve ark., 2002).

Calismalar PAR1 pepdusinlerin sadece in vitro degil, ayn1 zamanda sepsis (Kaneider ve
ark., 2007), akciger kanseri (Cisowski ve ark., 2011) ve tromboz (P. Zhang, Gruber ve
ark., 2012) hayvan modellerinde GPKR aktivitesinin etkili modiilatdrleri oldugu
gosterilmistir. Kobay ve babun arteriyel tromboz modelinde bir pepdusin olan PZ-128
ile PARY’in inhibisyonunun; kanama iizerinde herhangi bir etki olusturmadan PARI
aracili platelet agregasyonunu ve arteryel trombozu hizli ve etkili bir sekilde ve reversibl
olarak baskiladigi gorilmistir (P. Zhang, Gruber ve ark., 2012). PZ-128’in PAR1’in
tciincli intraseliiler kivrimini taklit ederek hiicre i¢gi PARI1-G protein arayiiziinii
hedefledigi ve PARI aracili insan platelet aktivasyonunu secici olarak inhibe ettigi

gosterilmistir (P. Zhang, Gruber ve ark., 2012).
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Spesifiklik konusundaki endiseye ragmen (Quoyer ve ark., 2013), anti-PAR1 pepdusin
PZ-128 koroner arter hastaligi olan hastalarda siirli bir Faz [ ¢alismada
degerlendirilmistir (Gurbel ve ark., 2016). Koroner arter hastaliginin klinik bulgulari
veya risk faktorlerine sahip 31 hastaya PZ-128 uygulandigi ilk insan ¢alismasinda
(Gurbel ve ark., 2016) PZ-128’in SFLLRN-NHj; ile indiiklenen platelet agregasyonunu
doz bagimli ve reversibl olarak inhibe ettigi saptanmistir (Gurbel ve ark., 2016). PZ-128;
klinik ¢alismalarda degerlendirilen ilk pepdusin olmasina ragmen kisa yarilanma dmriine
sahip olmasi (1,3-1,8 saat), oral biyoyararlanimimin olmamasi ve siirekli inflizyon
gerektirmesi  nedeniyle PZ-128’in sadece hastane ortaminda uygulanmasi
Onerilmistir. Ayrica yiikksek doz PZ-128; allerjik reaksiyonlarla iligkilendirilmistir
(Gurbel ve ark., 2016). Acil olmayan perkiitan koroner girisim gegiren yaklasik 600
hastada PZ-128 i¢in Faz IT (NCT02561000) giivenlik ¢alismalar1 planlanmaktadir.

2.7.3. Bloklayic1 Antikorlar

PAR bloke edici antikorlar ile PAR1 ve PAR4’{in insan plateletleri {izerindeki etkileri
incelenmistir (Kahn ve ark., 1999). Bu tavsan poliklonal antikorlar1 trombinin PARL’i
boldiigli bolgeye yani trombin baglayici bolgeye karsilik gelen antijenler kullanilarak
tiretilmistir. Boylece bu antikorlar trombin ile yarisarak reseptdr bdliinmesini
engellemektedir (Sekil 2.12). Yiiksek konsantrasyonlarda anti-PAR1 ve anti-PAR4
antikorunun trombin ile indiiklenen platelet aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Kahn ve ark., 1999). Ozellikle peptid yapili olan trombin baglayict bdlge ile immunize
edilen tavsanlardan iiretilmis IgG 9600°tin insan plateletlerinde trombin ile indiiklenen
agregasyonu (IC50=20 pg/ml) ve sekresyonu (IC50=8 pg/ml) inhibe ettigi, ADP,
kollajen veya PARI1-AP ile indiiklenen platelet aktivasyonuna ise etki etmedigi
gosterilmistir (Cook ve ark., 1995). Bu yaklasim trombozu inhibe etmek igin

trombin/PAR1 etkilesimini bozan ilk in vivo kanit1 saglamustir.

2.7.4. Kiigiik Molekiillii Inhibitorler
Peptidomimetik antagonistler ve bloke edici antikorlar PAR biyolojisinin anlagilmasina

biiyiik katki saglamistir. Ancak bu molekiillerin in vivo olarak énemli farmakokinetik ve
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farmakodinamik sinirlamalart olmasi nedeniyle daha sonra kii¢iik molekiil antagonistler
gelistirilmistir. Peptid olmayan, selektif ve potensi yiikksek PAR1 antagonistlerini
gelistirmek i¢in PAR aktive edici peptidlerin modifikasyonu ile rasyonel tasarimlar
yapilmis ve Kimyasal kiitiiphaneleri taranmistir. Béylece SCH79797 (Ahn ve ark.,
1999), FR171113 (Kato ve ark., 1999), F16618 (Perez ve ark., 2009), E5555 (atopaksar)
(M Kogushi ve ark., 2003), SCH530348 (vorapaksar) (S. Chackalamannil ve ark., 2008)
ve parmodulinler (Dockendorff ve ark., 2012) dahil olmak iizere bir¢ok kiigiik molekiillii
antagonist elde edilmistir (Tablo 2). FR17113 en eski kiiciik molekiilli PARI
antagonistlerinden birisidir (Kato ve ark., 1999). FR17113; insan plateletlerinin PAR1-
AP ve trombin ile indiiklenen agregasyonu sirasiyla 0,15 uM ve 0,29 puM IC50
degerleriyle inhibe etmektedir. FR17113’iin, trombinin proteolitik aktivitesini dogrudan
inhibe ettigi de gosterilmistir (Kato ve ark., 1999). Kobaya FR17113 (0,1-3,2 mg/kg,
subkutan) uygulamasi koagiilasyonu etkilemeden ex vivo platelet agregasyonunu ve in
Vivo arteriyel trombozu doz bagimli sekilde inhibe etmistir (Kato ve ark., 2003). lacin
trombin aktivitesi Tlizerindeki simirli etkilerinin antitrombotik etkilerine katkida

bulundugu 6ne siirtilmiistiir.

Vorapaksar ve atopaksar yiiksek oral biyoyararlanim, potens ve segicilik agisindan
dikkat ¢ekici olan ve Klinik aragtirmalar1 yapilmis kiiciik molekiilli PARI1
antagonsitlerindendir. Vorapaksar ve atopaksar PAR1’in bagli ligand boliimiine
reversibl olarak baglanan kompetetif antagonistlerdir (Sekil 2.12). Klasik kompetetif
antagonistler olarak islev gérmek i¢in bu antagonistler endojen reseptor-bagli ligand
aktivasyon mekanizmas: ile yarismaktadir (Hamilton ve Trejo, 2017). Onceden E5555
olarak bilinen atopaksar, 609 Dalton (Da) molekiiler agirligina sahip bir bisiklik amidin
tirevidir. Atopaksar SFLLRN-NH,’nin PAR1’e baglanmasin1 ve platelet agregasyonunu
inhibe etmistir (M. Kogushi, Matsuoka, Kawata ve ark., 2011). Kobay tromboz
modelinde in vivo atopaksar uygulamasi antitrombotik aktivite gostermis ve cilt kanama
zamanini 6nemli 6lgiide etkilemeden trombotik olarak damarin tikanma siiresini yaklasik
2 kat uzatmistir (M. Kogushi, Matsuoka, Kawata ve ark., 2011). Bir tavsan hemoraji

modelinde de atopaksarin antagonist etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Kai ve ark.,
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2007). Atopaksarin umut verici in vivo etkinlige sahip olmasi nedeniyle akut koroner
sendromlu (LANCELOT-ACS) ve kronik koroner arter hastaligi (LANCELOT-CAD)
olan hastalarda klinik denemeleri yapilmistir (Goto, Ogawa ve ark., 2010; O'Donoghue
ve ark., 2011). Ancak faz II giivenlik calismalarinda yiiksek doz atopaksar alan
hastalarda onemli hedef dis1 etkilere ve yan etkilere isaret eden karaciger enzim
diizeylerinin arttigi, major kanama olay oraninin arttigi, QT araliginin uzadigi ve
tasiaritmiye yol ac¢tig1 gosterilmistir (O'Donoghue ve ark., 2011; Wiviott ve ark., 2011).
Atopaksar kullanimi sonucu bu 6nemli yan etkilerin gériilmesi sebebiyle atopaksar Faz
Il asamasina gegememistir. Resmi olarak SCH530348 olarak bilinen vorapaksar da
reversibl, kompetetif, kiigiik molekiilli bir PAR1 antagonistidir. Vorapaksar dogal
olarak olusan alkaloid himbasinin sentetik bir trisiklik 3-fenilpiridin analogudur ve
molekiil agirhgi 591 Da’dir (Sekil 2.12) (S. Chackalamannil ve ark., 2008). Fonksiyonel
olarak vorapaksar; insanlarda trombin ve PAR1-AP tarafindan indiiklenen platelet
agregasyonunu inhibe etmektedir. Atopaksar ile yapilan Faz II klinik ¢alismasindaki
bulgularin aksine uzun siireli vorapaksar kullanimi karaciger fonksiyonunda herhangi bir
anormallik ile iliskilendirilmemistir (Becker ve ark., 2009; Ghosal ve ark., 2011).
Vorapaksar MI veya periferik arter hastaligi olan hastalarda trombotik
komplikasyonlarin 6nlenmesi i¢in onaylanmis ilk oral PAR1 antagonistidir. Deneysel
olarak kullanilan vorapaksar onciillerinin her ikisi de belirgin segiciligi olan gii¢lii PAR1
antagonistleri SCH79797 ve SCH203099’dur (Ahn ve ark., 1999; Ahn ve ark., 2000; S.
Chackalamannil ve ark., 2001). SCH79797 iistiin spesifitesi nedeniyle deneysel kullanim
icin tercih edilmis (Ahn ve ark., 2000) ve en yaygin kullanilan deneysel PARI1
antagonistlerinden biri haline gelmistir. Ancak bu antagonistlerin atopaksar ve
vorapaksara gore diisiik etkililik ve segicilige sahip oldugu saptanmistir (H. Lee ve
Hamilton, 2013).

PAR1 antagonistlerinin bir baska smifi ise PAR1’in bias G proteini kenetlenmesini
hedefleyen ve kiigiik molekiillii antagonist olan parmodulinlerdir (Dowal ve ark., 2011,
Aisiku ve ark., 2015). Parmodulinler; pepdusinlere benzer sekilde PAR1’in hiicre igi

yiiziine baglanmakta ve hiicre dist trombin bdoliinmesi veya ligand baglanmasi
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olaylarindan ziyade aktive edilmis reseptor-G protein kenetlenmesini engellemektedir
(Sekil 2.12). Vorapaksar gibi ortosterik antagonistler esas olarak PAR1’e baglandiginda
hem zararli hem de sitoprotektif downstream yolaklar1 etkilemektedir. Parmodulinler
(JF5 ve MLI161) ise endotel hiicrelerinde APC-koruyucu sinyalizasyona miidahale
etmeden PAR1 aracili platelet ve endotelyal aktivasyonu bloke etmektedir (Aisiku ve
ark., 2015). Burada bu tez calismasininda da arastirma konusu olan kiigiik molekiillii
PARL1 antagonsitlerinden vorapaksar ve bir parmodulin olan ML-161 daha ayrintili

olarak ele alinmustir.

Vorapaksar

Kiigiik molekiillii bir PAR1 antagonisti olan SCH530348 ileri klinik aragtirmalar igin
secilmis ve vorapaksar olarak adlandirilmistir. Schering Plough tarafindan gelistirilen ve
Merck tarafindan satin alinan vorapaksar; kardiyovaskiiler olaylar1 azaltmak i¢in (2.08
mg, giinde 1 kez) FDA ve EMA tarafindan onaylanmis ilk oral PAR1 antagonistidir. Ml
veya periferal arter hastalifi olan hastalarda standart antiplatelet tedaviye (aspirin
ve/veya klopidogrel) eklenmekte ve kardiyovaskiiler olay oranini azaltmaktadir. Ancak
vorapaksarin giiclii antiplatelet ilaglara (prasugrel veya ticagrelor) ek olarak verilmesi

onerilmemektedir (Tricoci ve ark., 2012; Du ve ark., 2017).

Vorapaksar dogal bir {irlin olan himbasinin sentetik trisiklik 3-fenilpiridin analogudur
(Sekil 2.13) (S. Chackalamannil ve ark., 2008) ve ilag gelistirme ve klinik kullanim i¢in
kristalize tuzu seklinde modifiye edilmistir (Samuel Chackalamannil ve ark., 1996;
Doller ve ark., 1999). Vorapaksar protein yapida olmayan, kii¢iik molekiillii, yiiksek
afiniteli, oral olarak aktif, potent, kompetetif PAR1 antagonistidir (Ki= 2,7 nM) (Doller
ve ark., 1999; S. Chackalamannil ve ark., 2008). Selektif olarak PAR1’i antagonize
ederek primer homeostatik fonksiyonlar1 etkilemeden trombin aracili platelet
aktivasyonunu inhibe etmektedir (Kosoglou ve ark., 2012). Vorapaksar; bagli ligandin
ikinci intraseliiler kivrimi ile etkilesimini keserek PAR1 aktivasyonunu kompetetif
olarak inhibe etmektedir (Ahn ve ark., 1999).
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Vorapaksar
etil-N-4-[(E)-2-[5-3-florofenil)piridin-2-il-etenil ]-
3-metil-1-okso-dekahidro-3H-nafto[6,7]furon-7-il Jkarbamat

Sekil 2. 8. Vorapaksarin kimyasal yapist.

Insanlarda vorapaksar iyi tolere edilmektedir ve tek bir yiikkleme dozundan sonra 126—
269 saatlik bir terminal plazma yart 6mri ve %90’dan fazla biyoyararlanima sahip
oldugu saptanmustir (Becker ve ark., 2009). Vorapaksar hizli bir sekilde absorbe olmakta
ve platelet agregasyonunu 2 saatte %80 oraninda inhibe etmektedir (Kosoglou ve ark.,
2012; Kosoglou, Reyderman ve ark., 2013). Uzun yarilanma Omrii nedeniyle
vorapaksarm kararli durum konsantrasyonuna ulasmasi 21 giin ve platelet inhibe edici
etkisi ise 4 aydan fazla siirmektedir. VVorapaksar sitokrom P450 CYP3A4 ve CYP2J2 ile
metabolize olmaktadir (Ghosal ve ark., 2011). Bu nedenle gigli CYP3A4
indiikleyicileri  (antikonviilzanlar, rifampin gibi) veya inhibitdrleri (ritonavir,
ketokonazol, klaritromisin gibi) ile beraber kullanimindan kaginilmalidir (Kosoglou,
Statkevich ve ark., 2013). Vorapaksar ile birlikte ketokonazol veya rifampinin g
haftadan daha fazla uygulanmasi sonucu ilag maruziyetini teorik degerinin yaris1 kadar
sirastyla arttig1 veya azaldigi rapor edilmistir (Committees, 2009; Morrow ve ark., 2009;
Oestreich, 2009). Vorapaksarin eliminasyonu yavastir ve baslica feces ve sekonder
olarak renal klerens (%5’den daha az) ile olmaktadir (Ueno ve ark., 2010). VVorapaksar
maruziyeti doz bagimhdir, bireyler arasi degiskenlik %20-40 arasindadir ve cinsiyet ve
ik agisindan anlamli bir farklilk bulunmamistir (Committees, 2009). Bobrek
yetmezligi veya hafif-orta karaciger bozuklugu olan hastalarda doz ayarlanmasina gerek
yoktur, ilag absorbsiyonu besinlerden etkilenmemektedir (Kosoglou, Reyderman ve ark.,
2013).
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Vorapaksarin 24 saat boyunca 0,1 mg/kg dozunda oral olarak uygulanmasi hayvan
modellerinde trombin reseptdr agonisti peptid (TRAP) ile indiiklenen platelet
agregasyonunu tamamen inhibe etmis ve %86 biyoyararlanima sahip oldugu
gosterilmistir (S. Chackalamannil ve ark., 2008). Plateletten zengin insan plazmasinda
vorapaksar; trombin ve TRAP ile indiikklenen platelet agregasyonunu inhibe etmistir
(IC50 47 nM ve 25 nM). ADP, TxA; mimetik U46619 veya kollajen ile indiiklenen
agregasyonunu etkilememistir. Ayrica vorapaksar protrombin zamanini (PT) veya aktive
parsiyel tromboplastin zamanii1 (aPTT) etkilememistir ve kanama potansiyelini
arttirmayacagi one siirilmistiir (S. Chackalamannil ve ark., 2008). Vorapaksarin tek
basina uygulanmasi veya aspirin ve klopidogrel ile kombinasyonu kanama zamanini
veya cerrahi kan kaybimi arttirmadigi saptanmistir (Madhu Chintala, 2008).
Vorapaksarin insan olmayan primatlarda ciddi bir kanama olusturmaksizin trombozu
onlenmede etkili oldugunu gosteren deneylerin ardindan (M. Chintala ve ark., 2010),

akut iskemik olaylarin sekonder 6nlenmesi igin vorapaksar klinik asamaya ge¢mistir.

Faz I Cahismalan

Vorapaksar ile yapilan ilk faz I ¢alisma tek doz oral 5-40 mg vorapaksar alan 50 saglikli
goniilliide yiritilmistir (Kosoglou ve ark., 2009). Tim katilimcilarda TRAP ile
indiiklenen platelet agregasyonunda 72 saatten fazla siireyle ortalama %90’dan fazla
inhibisyon meydana gelmistir. Plazma konsantrasyonu agisindan bireyler arasi
degisenligin az oldugu bulunmustur. Bu calismada vorapaksar hizli absorbsiyon ve
yavas eliminasyon ile karakterize edilmistir. Diger bir faz I calismada saglikli Kafkas ve
Japon goniilliilerde 40 mg tek doz vorapaksarin gilivenli oldugu ve iyi tolere edildigi
gosterilmistir (Kosoglou ve ark., 2008; Reyderman ve ark., 2009). TRAP ile indiiklenen
platelet agregasyonu her iki popiilasyonda da %80 veya daha fazla inhibe olmustur.
Bagka faz I ¢alismada vorapaksarin dozlama rejimi 28 giinliik tedavi periyodu boyunca
40 mg yiikleme dozunu takiben giinde bir kez 2,5 mg idame dozu seklinde belirlenmistir
(Kosoglou, 2008). Saglikli goniillillerde yapilan ilk klinik ¢aligmalar ilacin iyi tolere

edildigini ve uzun siireli PAR1 inhibisyonu sagladigini gostermistir. Preklinik ve ilk
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klinik ¢aligmalarda vorapaksarin kanamayi1 énemli oranda arttirmadigi ve koagiilasyon

tizerinde herhangi bir etkisi olmadig1 bildirilmistir.

Faz II Cahismalari

Vorapaksarin giivenlilik profili ¢ok merkezli, biiyiikk, randomize, ¢ift kor, plasebo
kontrollii bir klinik c¢aligma [Perkiiten koroner girisimde kardiyovaskiiler olaylarin
azaltilmasi i¢in trombin reseptér antagonisti (TRA-PCI)] ile degerlendirilmistir. 76
merkezden 1030 hastanin dahil edildigi bu ¢alismada acil olmayan perkiitan koroner
girisim (PCI) yapilan hastalara 60 giin boyunca standart oral antiplatelet tedavi (aspirin
ve klopidogrel) ve antitrombotik ilag (heparin veya bivalirudin) ile vorapaksar
kombinasyonu uygulanmistir (Becker ve ark., 2009). Standart antitrombotik tedaviye ek
olarak plasebo veya vorapaksar 3:1 olacak sekilde randomize edilmistir. Hastalar
anjiografiden 6nce 3 yiikleme dozundan (10, 20 veya 40 mg) birini almis ve PCI
yapilmig hastalarin %56’s1 2 ay boyunca 3 dozdan (0,5/1,0/2,0 mg giinliik) biri ile idame
tedavi almistir. Primer sonlanim noktasi major veya mindr kanama insidansi olarak
belirlenmis ve vorapaksar ve plasebo grubu arasinda primer sonlanim noktasi agisindan
farklilik goriilmemistir. TRAP ile indiiklenen platelet agregasyonunun doz bagiml
olarak vorapaksar ile inhibe oldugu da gosterilmistir. Vorapaksar 40 mg yiikleme dozu
ile en erken yarim saatte ve hastalarin yaklasik %30’unda TRAP ile indiikklenen platelet
agregasyonunu inhibe etmistir. Bu etki idame doz ile 60 giinden fazla devam etmistir
(Jennings ve ark., 2007). Vorapaksar iyi tolere edilmis ve mevcut antiplatelet ilaglar olan
aspirin ve/veya klopidogrel ile kombinasyon halinde uygulandiginda bile majoér kanama
olaylarinda artisa neden olmamistir. Bu sonuglar Japon hastalarda yapilmis 2 kiiclik
randomize c¢alisma ile dogrulanmistir. Bunlardan biri PCI gecirmis ST elevasyonu
olmayan akut koroner sendromlu (NSTE-ACS) hastalarda yiiriitiilmiis (n=117) (Goto,
Yamaguchi ve ark., 2010), digeri ise iskemik inme gegirmis hastalarda yapilmistir
(n=90) (Shinohara, 2008). Her 2 caligmada da vorapaksarin iyi bir giivenlik profili
oldugu gosterilmistir ve farkli vorapaksar dozlart major ve mindr kanamayi
arttirmamustir (20 veya 40 mg yiikleme dozunu takiben NSTE-ACS hastalarinda giinliik

1 veya 2,5 mg idame dozu ve iskemik inme hastalarinda ise giinliik 1 veya 2,5 mg idame
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dozu). Bu sonuglar ¢ok merkezli, randomize, cift kor, plasebo kontrollii faz 3 calisma

tasarlanmasini saglamigtir.

Faz 111 Calismalar:

Saglikli bireyler (Kosoglou ve ark., 2012) ve PCI uygulanan hastalarda (Becker ve ark.,
2009) yiiriitiilmiis randomize, plasebo kontrollii ¢alismalarda vorapaksarin giivenli ve iyi
tolere edildigi ve klinik olarak anlamli bir kanamaya yol agmadigi gosterilmistir. Bu
sonuglar ve MI’da azalma egilimi g6z Oniine alindiginda iki 6nemli Faz III Kklinik
calisma baglatilmistir. Bu ¢alismalar akut koroner sendromda klinik olaylarin azaltilmasi
icin trombin reseptor antagonisti (TRACER) (Committees, 2009) ve aterotrombotik
iskemik olaylarin ikincil onlenmesinde trombin reseptor antagonisti (TRA 2'P-TIMI

5050) (Morrow ve ark., 2009) ¢alismalaridir.

TRACER c¢alismasinda standart antiplatelet tedavi alan ST elevasyonu olmayan
miyokard infarktiisii (NSTE-MI) olan 12944 hasta vorapaksar (40 mg yiikleme dozunu
takiben gilinliik 2,08 mg) veya plasebo alacak sekilde randomize edilmistir (Tricoci ve
ark., 2012). Primer sonlanim noktasi kardiyovaskiiler nedenlerden 6liim, MI, inme,
tekrarlayan iskemi ile hastaneye yatis veya acil koroner revaskiilarizasyon olarak
belirlenmistir. Standart tedaviye vorapaksar eklenmesine karsin primer sonlanim
noktasinda anlamli azalma olmamustir, plasebo ile karsilastirildiginda vorapaksar
kardiyovaskiiler nedenlerden 6liim, MI veya inmede azalma saglamamstir (Tricoci ve
ark., 2012). Diger yandan plasebo ile karsilagtirildiginda vorapaksarin yanina aspirin ve
bir P2Yi, inhibitériinin eklenmesi anlamli olarak kanama riskinde artis ile
iliskilendirilmistir (%7,2 vorapaksar ve %5,2 plasebo, p=0,001) (Tricoci ve ark., 2012).
Vorapaksar tedavisi alan hastalarda intrakraniyal kanama 5 kat artmistir (%1,1-%0,2,
p=0,001). Veri ve Giivenlik Izleme Kurulu vorapaksarin 2 yil sonra yararl bir etki
gostermeden intrakraniyal kanamay: 3,4 kat artirmis olmasi nedeniyle bu arastirmayi

durdurmustur.
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TRA 2°P-TIMI 5050 ¢alismasinda ise aterosklerotik hastaligi olan bireylerde uzun siireli
vorapaksar tedavisinin etkililigi ve giivenliligi degerlendirilmistir (Morrow ve ark.,
2009). Bu calismada koroner, serebral veya periferal damar sistemlerinde ateroskleroz
gecmisi/kanit1 olan 26449 hasta standart tedaviye ek olarak giinliik 2,5 mg idame dozda
vorapaksar veya plasebo alacak sekilde randomize edilmistir (Morrow ve ark., 2009).
Bir yillik takip boyunca primer sonlanim noktasi kardiyovaskiiler 6liim, MI, inme ve acil
koroner revaskiilarizasyon olarak belirlenmistir. Giivenlik sonlanim noktasi olarak
kanama degerlendirilmistir. Klasik tedavi kolunda gozlemlenen %12,4°liikk kardiyak
Olim oraninin vorapaksar kolunda %11,2’¢ diistiigii gosterilmistir ancak intrakraniyal

kanamada iki kat artig gézlemlenmistir (Morrow ve ark., 2012).

TRA 2°P-TIMI 5050 calismasinda dayananarak vorapaksar; gecici iskemik atak ya da
inme Oykiisli olan hastalar hari¢ tutularak, MI ya da koroner arter hastaligi gegmisi olan
hastalarda trombotik olaylarin sekonder 6nlenmesi igin standart antiplatelet tedaviye ek
olarak FDA tarafindan 2014 yilinda onaylanmistir. Ancak vorapaksarin diger
antiplatelet ilaglarla birlikte uygulanmasinin kanama olaylarini arttirabilecegi 6ne
striilmistiir (Tricoci ve ark., 2012). Ayrica daha yeni bir ¢alismada standart antiplatelet
tedavi ile karsilastirildiginda tek basina vorapaksar kullanimi daha yiiksek oranda
kanama riski ile iliskilendirilmistir (Du ve ark., 2017). Bes randomize kontrolli
calismanin dahil edildigi ve toplam 40630 hastanin yer aldigi bir meta analizde ise
ateroskleroz hastalarinda standart tedaviye vorapaksar eklenmesi Ml ve iskemik inmede
anlamli olmayan bir azalmaya ve intrakraniyal kanama riskinde anlamli olmayan bir
artisa yol agmustir (Sharma ve ark., 2017). Bu ¢alismalarda kanamanin spesifik nedeni
bilinmemektedir. Bununla birlikte bu calismalarda vorapaksar en ¢ok klopidogrel ve
aspirin igeren standart antiplatelet tedaviye eklenmistir. PAR antagonistlerinin mevcut

diger antiplatelet ilaglar ile etkilesimi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

TRACER ve TRA 2°P-TIMI 5050 ¢alismalar1 kardiyovaskiiler hastalig1 olan belirli hasta
popiilasyonlarinda  vorapaksar1  degerlendirmek igin bir alt grup analizi

yapilmigtir. Periferik vaskiiler hastaligi olan hastalarda vorapaksar akut ekstremite
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iskemisi (vorapaksar ile %2,3; plasebo ile %3,9; p=0,006) ve periferik arter
revaskiilarizasyonunda (vorapaksar ile %18,4; plasebo ile %22,2; p=0,017) azalma ile
hastaneye yatis oranini azaltmistir. Ancak vorapaksar alan hastalarda kanama daha sik
gozlemlenmistir (vorapaksar ile %7,4; plasebo ile %4,5; p=0,001) (Bonaca ve ark.,
2013). TRA 2°P-TIMI 5050 ¢alismasina katilan diyabet hastalarinda vorapaksarin
primer sonlanim noktast (kardiyovaskiiler 6lim, MI veya serebrovaskiiler olay)
acisindan ek fayda sagladigi gosterilmistir (vorapaksar ile %12,6; plasebo ile
%15,7; p=0,004). Ancak kontrol grubuna kiyasla vorapaksar alan diyabet hastalarinda
kanama 1,59 kat artmistir (p=0,02) (Cavender ve ark., 2015). Vorapaksar; plaseboyla
karsilagtirildiginda iskemiyi onemli Ol¢iide azaltmistir (p=0,005). Vorapaksar alan ve
koroner arter bypas grefti uygulanan hastalarda kanamada anlamli bir artis

gozlemlenmemistir (Whellan ve ark., 2014).

Parmodulinler

PAR1’in hedeflenmesinde yan etkileri onlemek icin yeni yaklagimlar PARI1’in
sitoplazmik yiiziinii hedefleyen pepdusinler (P. Zhang, Gruber ve ark., 2012) ve
parmodulinler (Dockendorff ve ark., 2012) olmak {iizere allosterik PAR1 antagonistinin
gelistirilmesine yol agmustir. Bu durum ilk once pepdusinler adli reseptor dizisine
dayanan lipidlenmis peptidler kullanilarak ag¢iklanmis (O'Callaghan ve ark., 2012) ve
allosterik modiilasyon ile downstream sinyal yolaklarmin selektif olarak kontrol
edilecegi gosterilmistir. Daha sonra PARZL1’in sitozolik tarafinda etki eden ve
parmodulinler olarak adlandirilan yeni bir PAR1 modiilatér sinif tanimlanmistir
(Dockendorff ve ark., 2012). Pepdusin ve parmodulinler ile allosterik modiilasyon

downstream sinyal yolaklarinin selektif kontroliinii miimkiin kilmaktadir.

[lk calismalarda plateletten graniil sekresyonunun inhibisyonu igin yaklasik 300000
kiigiik molekiil igeren bir kiitiiphane taranmig ve 1,3-diaminobenzen c¢ekirdegi olan
bilesiklerin PAR1 aracili plateletten graniil sekresyonunu selektif olarak inhibe ettigi
tespit edilmistir. Parmodulinlerin 6ncii bilesigi olan ML161’in modifikasyonu (Sekil

2.14) ile ayrintilhi bir yapi-aktivite iligkisi gosterilmistir. Parmodulinlerin PAR1’e
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baglanmas1 PAR1 gizli ligandinin baglanma afinitesini degistirmedigi i¢in reseptoriin

genel seklini degistirmemistir (Aisiku ve ark., 2015).

H H

(0] (0] Br
I /@\ ML161
N NJ\@ 2-bromo-N {3-[(1-oksobutil)amino]fenil } benzamid

Sekil 2. 9. Parmodulin-2 (ML161)’nin kimyasal yapisi.

Aisiku ve arkadaslar tarafindan tanimlanan parmodulin bilesikleri PAR1’in birden fazla
G-proteini ve B-arrestin araciligiyla sinyal verme yeteneginden yararlanmaktadir. Bu
farkl1 yolaklar araciligiyla sinyalleme bias agonizma olarak adlandirilmaktadir. Boylece
reseptorler bias agonistler tarafindan ya da allosterik modiilatorler vasitasiyla farkli
yolaklar araciligiyla sinyali yonlendirebilmektedir. Parmodulin-2 (ML161)’nin insan
plateletlerinde Ga12/13 aracili PAR1 sinyalinden ziyade tercihen Goq sinyalini bloke
ederek bias PAR1 sinyallemesini arttirdigi one strilmiistir (Aisiku ve ark., 2015).
Vorapaksar gibi ortosterik antagonistler ise PAR1’e baglandiginda hem zararli hem de
sitoprotektif downstream yolaklari tiimiinii bloke etmektedir. Parmodulinlerin hem in
vitro hem de in vivo olarak etkili oldugu saptanmistir. Reseptor-G protein
kenetlenmesinin bu sekilde ayirt edici inhibisyonunun 6nemli bir avantaji baskin olarak
Gog’nun aracilik ettigi PAR1’in protrombotik ve proinflamatuar etkilerini selektif
olarak modiile etmek igin bir potansiyele sahip olmasidir. Parmodulinlerin APC aracili
PARY’in koruyucu sinyal yolaklarini bloke etmeden veya endotel hasarini indiiklemeden
protrombotik PARL sinyalini inhibe ettigi gosterilmistir (Aisiku ve ark., 2015). Bu
gozlemler vorapaksar gibi ortosterik PARL antagonistlerin tim PARI aracili sinyal
yolaklarini ayrim gézetmeden inhibe etmesi ile meydana gelen etkilerin tam tersidir. Bu
bulgular PAR1 aracili patolojik hiicre sinyal yolaklarmi bloke eden fonksiyonel olarak

secici reseptdr antagonizmasi umudunu arttirmaktadir.

Parmodulin 1 (aka JF5) ve 2 (aka ML161); endotel hiicrelerinde APC-koruyucu

sinyalizasyona miidahale etmeden PAR1 aracili platelet ve endotelyal aktivasyonu bloke
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etmektedir (Aisiku ve ark., 2015). Parmodulinler in vivo olarak kanamay1
uzatmaksizin tromboz olusumunu engellemistir (Aisiku ve ark., 2015). Es zamanl
olarak patolojik sinyallemeyi bloke eden ve koruyucu sinyallemeyi aktive eden bu

bilesikler kompleks inflamatuvar bozukluklarin tedavisinde bir strateji saglayabilir.

Platelet tizerindeki etkileri fare lazer hasar1 tromboz modeli ve kuyruk klipsi deneyiyle
in vivo olarak test edilmistir. [n vivo calismalardaki karistk olan durum fare
plateletlerinin farkli bir PAR ¢esitliligine sahip olmasi ve PARL’i eksprese etmemesi ve
fare plateletlerinde primer sinyalleme reseptdriiniin PAR4 olmasidir. insan PAR4’iin
aksine fare PAR4’1i parmodulinlerin fare plateletlerinde fonksiyon gérmesine izin veren
PARL1’e benzer ozelliklere sahiptir (Dowal ve ark., 2011; Aisiku ve ark., 2015). Ancak
PAR1 inhibisyonunun endotel hiicreleri iizerindeki global etkileri ayrintili olarak

anlagilamamugtir.

MLI161 ayrica fare miyokardiyal I/R hasar1 modelinde kardiyak infarkt boyutunu 6nemli
oOlglide azaltmustir (Nazir ve ark., 2017). ML161’in doz bagimli bir sekilde TFLLRN-
NHz’nin etkinligini azalttigi bulunmustur, PAR1’in negatif allosterik inhibisyonu ile
tutarl1 bir sekilde reversibl oldugu gosterilmistir (Gandhi ve ark., 2018). Bu tiir bilesikler
Ozellikle sepsis veya I/R hasari gibi inflamasyonla iligkili hastaliklarin terapotik
modiilasyonu i¢in dnemli bir potansiyele sahiptir. Gelecekteki ¢alismalarda PAR1 deki
parmodulinlerin bias sinyalizasyonunu 6lgmek ve sitoprotektif etkilerini optimize etmek

amaglanmaktadir.

TRACER veya TRA-2'P-TIMI 5050 calismasinda kullanilan dozlama protokolleriyle
ulagilan plazma vorapaksar seviyelerine (Kosoglou ve ark., 2012) yaklasik
konsantrasyonlarda vorapaksar ile hiicre kiiltiiriinde endotel hasar1 gériilmiistiir (Aisiku
ve ark., 2015). PAR1’in knockdown edilmesi endotel hiicrelerinin vorapaksar ile
indiiklenen apoptoza duyarliligi arttirmasi yapisal PAR1 sinyalizasyonunun endotel
hiicre canliligi igin gerekli oldugunu diisiindiirmistiir (Aisiku ve ark., 2015). PAR1
knockout farelerde gelisme boyunca bozulmus endotel gelisimi ve vaskiiler olusum
gozlemlenmistir (C. T. Griffin ve ark., 2001). Bu nedenle PAR1 endotel hiicresi
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yasayabilirliginde 6nemli bir faktordiir. PAR1 eksikligi yaygin kanamayla iliskili olarak
%350 embriyonik 6liim ile sonuglanmistir (C. T. Griffin ve ark., 2001). Parmodulinler ise

in vivo olarak kanamayi uzatmaksizin tromboz olusumunu engellemistir (Aisiku ve ark.,
2015).

Sonug¢ olarak parmodulin 2 ve vorapaksar endotel hiicrelerinde proinflamatuar sinyal
yolaklarin1 bloke etmistir. Parmodulin 2; APC aracili sitoproteksiyonu korumasina
ragmen vorapaksar bu yolagi da bloke etmistir. Buna ek olarak vorapaksar
inkiibasyonuna uzun siire maruz kalinmasi endotel hasarini indiiklemistir (Aisiku ve
ark., 2015). Bu calismalar sitozolik yiizeyi hedefleyen fonksiyonel olarak selektif
bilesiklerin fonksiyonel bias sinyali olan GPKR’ler i¢in ortosterik antagonistlere 6nemli

bir alternatif olabilecegini gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada koroner arter bypass cerrahisi sirasinda elde edilen sol internal
mammarian arter (LIMA) o6rnekleri kullanilmistir. Bu arastirma projesi i¢in Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuru yapilmis ve etik

kurul onay belgesi alinmistir (Ek 1).

3.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar ve Krebs Soliisyonu

Deneylerde kullanilan ML-161, apamin, karibdotoksin, L-NAME Cayman Chemical
firmasindan; TFLLR-NH2, heksadimetrin bromid, baryum klorid dihidrat, D-(+)-
Glukoz, L-Arginin monohidroklorid, sodyum nitroprusid dihidrat (SNP), 1H-
[1,2,4]oksadiazol[4,3-a]kinoksalin-1-on (ODQ) Sigma firmasindan; asetilkolin klorid
(ACh), indometazin, fenilefrin hidroklorid (Phe) TCI America firmasindan; vorapaksar
ADQ firmasindan ve kalsiyum klorid dihidrat, magnezyum siilfat, potasyum klorid,
potasyum fosfat, sodyum bikarbonat, sodyum klorid Merck firmasindan;

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ise Alfa Aesar firmasindan temin edilmistir.

Glukoz, kalsiyum klorid dihidrat, magnezyum siilfat, potasyum klorid, potasyum fosfat,
sodyum bikarbonat ve sodyum klorid distile suda ¢oziilerek Krebs soliisyonunun [(mM):
Distile su iginde NaCl (118,4), KCI (4,7), MgSO4 H,0O (1,2), KH,PO, 2H,0 (1,2),
NaHCOj3 (25), CaCl; (2,5) ve glikoz (11,1)] hazirlanmasinda kullanilmistir. Indometazin
ve ODQ etanolde ¢oziilmiistir. PAR1 antagonisti olan ML161 ve vorapaksar;
dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilarak ¢oziilmiistiir. Diger kimyasal maddeleri ¢6zmek
icin Krebs soliisyonu kullanilmigtir. Kimyasallarin istenen konsantrasyonlar1 Krebs
soliisyonu ile seyreltilerek hazirlanmigtir. Verilen konsantrasyonlar kimyasallarin organ

banyosu soliisyonundaki molar konsantrasyonlar1 olarak ifade edilmistir.
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3.2. Deneylerde Kullamilan Cihazlar

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dali laboratuvari
altyapisinda bulunan izole organ banyosu (MAY, IOBS 99, Commat Ltd., Ankara),
bilgisayar tabanli bir veri toplama sistemi (MP-35, Commat Ltd., Ankara), izometrik
transdiiser (FDT10, Commat Ltd., Ankara), su banyosu sirkiilatorii (WBC3044, Commat
Ltd., Ankara) ve hassas terazi (Shimadzu Corporation, Japan) kullanilarak deneyler

yuritiilmiistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. izole organ banyosu sistemi.

A) Su banyosu sirkiilatorii. B) 4 banyo i¢eren organ banyosu C) %95 O, ve %5 CO, igeren gaz karisimi
igeren tiip.

TEM goriintiilemesi deneyleri Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Elektron Mikroskop
Goriintii  Analiz  Unitesi’nde  bulunan ZEISS-LEO 906E model TEM ile

gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM).
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3.3. izole Organ Banyosu Deneyleri

3.3.1. Insan Sol internal Mammarian Arter Halkalarimin Hazirlanmasi

Damar 6rnekleri %95 O, ve %5 CO; igeren gaz karisimi ile tamponlanmis 4°C’deki taze
Krebs soliisyonuna koyularak hizli bir sekilde laboratuvara getirilmistir. Damara zarar
vermeden damarin etrafindaki bag dokusu temizlendikten sonra damarlar 3-4 mm
uzunlugunda halkalar halinde kesilmistir. Halkalar damar limeni zedelenmeden
dikkatlice iki paslanmaz celik klipsten gecirilerek 10 ml’lik organ banyolarina asilmistir

(Sekil 3.3).

Sekil 3. 3. Insan LIMA dokusunun hazirlanis1.
A) Etrafindaki bag ve kas doku temizlenmemis haldeki LIMA goriintisii. B) Temizlenmis haldeki LIMA
goriintiisii. C) 2 klipsten gegirilerek organ banyosuna asilmig LIMA halkasinin goriintiisii.

Deney siiresince banyolarda bulunan Krebs soliisyonunun sicakligi 37°C’de sabit
tutulmus, pH’siin 7,4 olmasi i¢in %95 O, ve %5 CO, karisim gazi ile gazlandirilmistir.
Damar halkalart organ banyosuna asildiktan sonra 60 dakika boyunca dinlendirilmistir.
Her 15 dakikada bir banyolardaki Krebs soliisyonu yenilenmistir. Damar yanitlari
bilgisayar tabanli bir veri toplama sistemine (MP-35, Commat Ltd., Ankara) bagh
izometrik transdiiserler (FDT10, Commat Ltd., Ankara) araciligi ile kaydedilmistir.
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3.3.2. Submaksimal Gerilimin Belirlenmesi

Insan LIMA halkasinin submaksimal gerilimini saptamak igin cesitli gerilimler
(1,50/1,75/2,00/2,25 ve 2,5 gram) altinda 50 mM KCI soliisyonu ile kasilma yanitlari
alinmistir. Maksimum kasilmanin goriildiigli gerilimin bir altindaki gerilim submaksimal
olarak belirlenmistir. Devam eden deneylerde halkalar tespit edilen bu gerilim altinda 60

dakika boyunca dinlendirilmistir.

3.3.3. PAR1 Agonisti Olan TFLLR-NH,’nin Vaskiiler Tonus Uzerindeki Etkisi

Dokularin endotel fonksiyonunu tespit etmek icin tek doz Phe (10° M) ile kasilma yaniti
aldiktan sonra kiimiilatif olarak ACh (10™-10° M) uygulanmistir. Ardindan tek doz
SNP (10 M) ile gevseme yamit1 almmustir. ACh ile elde edilen gevseme yaniti SNP ile
elde edilen toplam gevsemenin yiizdesi olarak hesaplanmistir. %60’in {izerindeki
degerlere sahip dokularin endotel tabakasi saglam olarak kabul edilmistir. %60°’tan daha
az gevseme yaniti elde edilen damarlarin iginden pamuk ge¢irilmis ve bu damarlar

endotel tabakas1 hasarli damarlar olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Ardindan endotel tabakasi saglam ve hasarli LIMA halkalarinda 10° M Phe ile kasilma
yanitt olusturulmustur. Kasilma yaniti platoya ulaginca dokulara kiimiilatif olarak
TFLLR-NH; (10!-10"® M) uygulanmustir. Ardindan 10° M SNP ile dokularin gevseme
yanitt alinmigtir. TFLLR-NH; ile elde edilen gevseme yaniti SNP ile elde edilen toplam
gevseme yanitiin yiizdesi olarak verilmistir. Endotel tabakasi saglam ve hasarl

damarlarda TFLLR-NH; ile elde edilen yanitlar karsilastirilmistir.

3.3.4. PAR1 Antagonisti Olan Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Fonksiyonu
Uzerindeki Etkileri

Endotel tabakasinin saglam oldugu tespit edilen damarlar kontrol grubu olarak
belirlenmistir. 45 dakika boyunca dinlendirilen dokulara 30 dakika boyunca
vorapaksar/ML161 (10° M) ile inkiibasyon yapilmistir. Ardindan Phe (10° M)
kasilmas1 sonrasi kiimiilatif ACh (10-10° M) ile gevseme yanitt alinmistir ve kontrol

deneyleri ile karsilagtirilmistir. Vorapaksar ve ML161’in hazirlanmasinda ¢oziicii olarak
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kullanilan DMSO’nun deney sonuglarina etki etmemesi i¢cin banyodaki DMSO’nun

yiizdesi %0,1’den fazla olmayacak sekilde ayarlanmistir.

3.3.5. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Fonksiyonu Uzerindeki Etkilerinin
Altinda Yatan Mekanizmalar

PAR1 antagonistleri ile meydana gelen endotel hasarinin mekanizmasini arastirmak igin
PARI1 antagonistleri ile inkiibasyon yapilirken ortama endotel bagimli gevseme yanitini
inhibe eden molekiiller de eklenmistir. ilk olarak vorapaksar/ML161’in NO aracili
gevseme yanitlar1 tizerindeki etkisini belirlemek i¢in selektif olmayan NOS inhibit6rii L-
NAME (10* M) varhiginda ilaglar 30 dakika boyunca organ banyosunda inkiibe
edilmistir. Ayrica NO substrati olan L-arginin (10 M) varhiginda da ilaglar 30 dakika
inkiibe edilmistir. Diger yolaklar1 degerlendirmek igin ayrica guanilaz siklaz inhibitorii
ODQ (10®° M) varliginda ilaglar 30 dakika inkiibe edilmistir. Tek doz Phe (10° M)
kasilmasi sonrasi kiimiilatif ACh (10*-10° M) yamitlar1 almmustir. Elde edilen sonuglar

tek basina ila¢ uygulamasi ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir.

Vorapaksar/ML161’in PG aracili gevseme yanitlar1 tizerindeki etkisini belirlemek igin
PG sentezinde gdrev alan COX inhibitorii olan indometazin (10° M) varliginda ilaglar
30 dakika boyunca organ banyosunda inkiibe edilmistir. Ardindan tek doz Phe (10° M)
kasilmasi sonrasi kiimiilatif ACh (10'11-10'6 M) yanit1 alinmistir. Sonuglar tek basina ilag

uygulamasi ile elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir.

Son olarak vorapaksar/ML161’in endotel bagimli hiperpolarizan faktor (EDHF) aracili
gevseme yanitlar1 lizerindeki etkisini belirlemek i¢in biiylik kondiiktansh kalsiyumla
aktive olan potasyum (BKCa) kanal blokérii karibdotoksin (107 M) ve kiigiik
kondiiktansli kalsiyumla aktive olan potasyum (SKCa) kanal blokérii apamin (107 M)
varhiginda 30 dakika boyunca organ banyosunda vorapaksar/ML161 inkiibasyonu
yapilmistir. Daha sonra tek doz Phe (10® M) kasilmas1 sonrasi kiimiilatif ACh (10*-10°
M) yanit1 elde edilmistir. Sonuclar tek basina ila¢ uygulamas ile elde edilen sonuglarla

karsilastirilmistir.
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3.3.6. Vorapaksar/Parmodulin-2 ile Yapilan Farkl inkiibasyon Siirelerinin Endotel
Fonksiyonu Uzerindeki Etkileri

LIMA halkalar1 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca organ banyosunda vorapaksar/ML161
ile inkiibe edilmistir. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda tek doz Phe (10’6 M) ile kasilma
yamti almmistir. Kasilma yaniti platoya ulastiktan sonra kiimiilatif ACh (10™-10° M)

ile gevseme yanit1 alinmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.

3.3.7. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Bagimsiz Gevseme Yamiti Uzerindeki
Etkileri

Kontrol deneyi olarak tek doz Phe (10°® M) kasilmasi sonrasi kiimiilatif SNP (10*-107
M) ile gevseme yaniti elde edilmistir. Ardindan vorapaksar/ML161 ile 30 dakika
boyunca inkiibasyon yapilmis ve Phe (10° M) ardindan kiimiilatif SNP (10™1-10° M)
yanit1 alinmistir. Kontrol grubu ve ilag grubundan elde edilen konsantrasyon-yanit

egrileri karsilagtirilmistir.

3.3.8. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Ligand ve Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar:
Uzerindeki Etkileri

Kalsiyum kanallarinin roliinii arastirmak i¢in EDTA (0,4 mM) iceren kalsiyum kloriir
icermeyen Krebs soliisyonu hazirlanmigtir. LIMA halkalart 45 dakika boyunca bu
EDTA’l kalsiyumsuz Krebs soliisyonunda dinlendirilmistir. Kontrol deneyi i¢in organ
banyolarina kalsiyumsuz Krebs ile hazirlanan 50 mM KCl eklenmistir. Daha sonra
CaCl, veya BaCl, (0,8 mM x 5 kez) ilave edilerek konsantrasyon-yanit egrisi elde

edilmistir.

Vorapaksar/ML161’in ligand ve voltaj bagiml Ca*? kanallan iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in ilag inkiibasyonu sonrasi CaCl, (0,8 mM Xx 5 kez) yanitt alinmistir.

Sonuglar kontrol grubu ile karsilastiriimistir.

Vorapaksar/ML161’in sadece voltaj bagimh Ca*? kanallari iizerindeki etkisini
arastirmak igin ilag inkiibasyonu sonrast BaCl, (0,8 mM x 5 kez) ile elde edilen yanitlar

kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.
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3.3.9. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Fonksiyonu Uzerindeki Etkilerinde
Protein C’nin Rolii

Aktive protein C temin edilemedigi i¢in ProC Global kitinde (Siemens) bulunan protein
C aktivatori kullanilmistir. Bu kitte protein C aktivatorii heksadimetrin bromiir ile
beraber bulundugu igin tasiyict olarak heksadimetrin bromiir grubu eklenmistir. Ilk
olarak protein C aktivatorii varliginda vorapaksar/ML161 ile organ banyosunda 30
dakika inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra tek doz Phe (10'6 M) kasilmas1 sonrasi
kiimiilatif ACh (10'-10° M) yamiti elde edilmistir. Ayrica tasiyict deneyinde PAR1L
antagonisti vorapaksar/ML161 ve heksadimetrin bromiir 30 dakika boyunca organ
banyosunda inkiibe edilmistir. Ardindan tek doz Phe (10° M) kasilmasi sonrasi
kiimiilatif ACh (10™-10° M) yamti elde edilmistir. Elde edilen sonugclar

karsilastirilmustir.

3.4. Transmisyon Elektron Mikroskobu Deneyleri

PAR1 antagonisti vorapaksar ve parmodulin-2’nin endotel hasari iizerine etkileri
transmisyon elektron mikroskobu goriintiileri ile degerlendirilmistir. Bunun i¢in PAR1
antagonistleri ile 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca inkiibasyon yapilan ¢alismalarda
Phe-ACh doz-yanit egrileri alinarak endotel yanitlarinin bozuldugu goriilen siire tespit
edilmis ve inkiibasyon siiresi ayarlanmistir. Ayrica protein C aktivatorii inkiibasyonun

endotel hasarini engelleyici etkisi olup olmadigi TEM goriintiileri ile degerlendirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda LIMA halkalar1 %4’liik glutaraldehit ¢dzeltisinde (0,1 M
Sorensen’s fosfat tampon (SFT) soliisyonununda (pH=7,3) hazirlanmis) +4°C de 2 saat
boyunca bekletilip fiksasyon iglemi yapilmistir. Ardindan halkalar %6,5’luk sakkaroz
¢ozeltisinde (0,1 M SFT ile hazirlanmis) oda sicakliginda 3 kez 10 dakika boyunca
rotatorda dondiiriilerek yikanmistir. Her yikamada soliisyon degistirilmistir. Daha sonra
dokular osmiyum tetraoksit fiksatifi (0,1 M SFT’de hazirlanmis) ile 2 saat boyunca oda
sicakliginda rotatorda dondiirilmistiir. Ardindan LIMA halkalart %6,5’luk siikroz
¢ozeltisine (0,1 M SFT ile hazirlanmis) alinmis ve oda sicakliginda rotatorda 3 kez 10

dakika dondiiriilerek yikanmistir. Son yikamada siseler degistirilmistir.
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Dehidratasyon iglemi igin +4°C’de sirastyla %30’luk, %50°’lik ve %70’lik etanol
¢ozeltisi ile 3 kez 10’ar dakika boyunca bekletilmistir. +4°C 1 saat boyunca %1’lik
tiranil asetat soliisyonu (%75’lik etanol ile hazirlanmis) ile blok boyama uygulanmistir
(kontraslama). Ardindan tekrar dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %80’lik, %90k,
%96’ 11k ve %100’liik etanol ¢ozeltisi iginde 3’er kez 10 dakika boyunca bekletilmistir.

Doku 6rnekleri propilen oksit ¢ozeltisinde 2 kez 10 dakika bekletilmistir. Ardindan
araldit-propilen oksit karisiminda (1:1) 1 gece boyunca oda sicakliginda rotatorda
dondiirilmustiir. Doku ornekleri kiirdan yardimi ile siseden cikarilip, slizge¢ kagidi
tizerinde yuvarlanarak fazla cozeltiden uzaklastirilmistir. Ardindan LIMA o6rnekleri
1.Araldit karistmina [Araldit ana karisimi (50 ml) + hizlandirict (BDMA-DY-062)(1
ml)] gomiilmiistiir. 1.Araldit karisimindaki dokular oda sicakliginda 4 saat boyunca
rotatorda dondiiriilip ve +60°C’de 48 saat bekletilerek gomiilme islemi yapilmistir.
Etiivden ¢ikarilan bloklardan Once yari ince ardindan da ince kesitler (50-70 nm)
alinmigtir. ZEISS-LEO 906E model TEM kullanilarak goriintiileme yapilmugtir.

3.5. Veri Analizi ve Istatistik

Tiim degerler ortalama + SH olarak verilmistir. ACh ile elde edilen gevseme yanitlart
SNP ile elde edilen toplam gevseme yanitina gore % gevseme olarak ifade edilmistir.
Maksimum yanitin (Emax) %350’sini olusturan agonist konsantrasyonu EC50 olarak

belirlenmistir. Potens ise; pD2 (-log EC50) olarak ifade edilmistir.

Grafik ve istatistiksel analiz i¢in GraphPad Software kullamlmistir. Istatistiksel yontem
olarak tekrarlayan 6lgiimler igin Student t testi, ikiden fazla gruplar icin ANOVA testi,
post-hoc analizler i¢in ise Tukey testi kullanilmistir. p degeri 0,05’ten kiigiik bulunan

sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Calismada kullamlan LIMA halkalar1 icin submaksimal gerilim 2 gram olarak
belirlenmistir

Organ banyosunda LIMA halkalarimin  bazal gerilimini  belirlemek igin
1,50/1,75/2,00/2,25 ve 2,50 gram seklinde artan gerilim altinda 50 mM KCI ile kasilma
yanitt alimmistir. 50 mM KCI ile elde edilen kasilma miktarlar1 degerlendirildiginde
maksimum kasilma yanitinin 2,25 gram gerilim altinda elde edildigi saptanmistir (Sekil
4.1). Bu nedenle submaksimal gerilim olarak 2,00 gram gerilim se¢ilmistir. Sonug olarak
yapilan deneylerde organ banyosuna asilan LIMA halkalar1 2,00 gram gerilime
ayarlanarak 60 dakika boyunca dinlendirilmistir.
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Kasilma (gram)

1.50 1.75 2.00 225 2.50
Bazal gerilim (gram)

Sekil 4. 1. Farkli gerilimler altinda 50 mM KCI ile submaksimal gerilimin belirlenmesi.

A) 1,5 gram gerilim altinda 50mM KCl ile elde edilen kasilma yaniti. B) 1,75 gram gerilim altinda 50mM
KCl ile elde edilen kasilma yanit1. C) 2 gram gerilim altinda 50mM KCl ile elde edilen kasilma yaniti. D)
2,25 gram gerilim altinda 50mM KClI ile elde edilen kasilma yaniti. E) 2,5 gram gerilim altinda 50mM
KCI ile elde edilen kasilma yamiti. F) Farkli gerilimler altinda 50 mM KCI ile elde edilen kasilma
yanitlarinin grafigi.
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4.2. PAR1 Agonisti Olan TFLLR-NH; LIMA Halkalarinda Endotel Bagimh
Gevseme Yamit1i Meydana Getirmistir

Endoteli saglam ve endoteli hasarli LIMA halkalarina PAR1 agonisti olan TFLLR-NH,
uygulanmistir. LIMA halkalar1 énce tek doz Phe (10° M) ile kasilma yaniti alinan
dokulara kiimiilatif olarak TFLLR-NH, (10!-10® M) uygulanmistir. PAR1 agonisti
olan TFLLR-NH; endoteli saglam LIMA halkalarinda maksimum %44,33+3,33
gevseme yaniti olustururken, endoteli hasarli damarlarda maksimum %14,33+3,00
gevseme olusturmustur (Sekil 4.2). Endoteli saglam ve hasarli damarlarin TFLLR-NH,
yanitlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Endoteli saglam

pD2+SH=8,39+0,21; endoteli hasarli 8,66+0,55; p=0,0046; n=7).
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Sekil 4. 2. Kiimiilatif TFLLR-NH, uygulamasinin vazoreaktivite iizerindeki etkisi.
A) Endoteli saglam LIMA halkasinda TFLLR-NH, yaniti. B) Endoteli hasarli LIMA halkasinda TFLLR-
NH, yaniti. C) Endoteli saglam ve hasarli LIMA halkalarinda kiimiilatif TFLLR-NH, yanitinin grafigi.

4.3. Vorapaksar Inkiibasyonu Sonras1 Endotel Bagimh Gevseme Yanmit1 Azalmistir
Endotel fonksiyonunu kontrol etmek icin Phe (10° M) ile kasilma yaniti olusturulan
dokulara kiimiilatif ACh (10!-10° M) ve tek doz SNP (10° M) uygulanmistir ve
%60°dan fazla gevseme elde edilen endoteli saglam dokular kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Inkiibasyon i¢in 10° M konsantrasyonda vorapaksar/ML161 ile

caligilmistir.
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Vorapaksar inkiibasyonu oOncesi endotel bagimli gevseme yaniti maksimum
%72,33+3,50 olarak belirlenmistir. 30 dakika vorapaksar inkiibasyonundan sonra
endotel bagimli gevseme yaniti ise maksimum %34,67+2,30 oldugu saptanmustir (Sekil
4.3). Sonug olarak vorapaksar inkiibasyonu endotel bagimli gevseme yanitini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (Kontrol pD2+SH=7,75+0,17; vorapaksar
7,33+0,23; p=0,027; n=7)
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Sekil 4. 3. Vorapaksar inkiibasyonunun endotel bagimli gevseme yanit1 iizerindeki etkisi.
A) Vorapaksar inkiibasyonu 6ncesi Phe-Ach yaniti. B) Vorapaksar inkiibasyonu sonrasi Phe-Ach yanit1.
C) Vorapaksar inkiibasyonu dncesi ve sonrasi endotel bagimli gevseme yanitint gésteren grafik.

4.4. Parmodulin-2 Inkiibasyonu Sonrasi Endotel Bagimh Gevseme Yamti
Degismemistir

ML161 inkiibasyonu oncesi endotel bagimli gevseme yaniti maksimum %79,00+2,73
iken ML161 inkiibasyonu sonrasinda ise %76,50+2,56 oldugu saptanmistir (Sekil 4.4).
MLI161 inkiibasyonunun endotel bagimli gevseme yaniti iizerinde istatistiksel olarak
anlamli bir etki olusturmamistir (Kontrol pD2+SH=7,96+0,09; MLI161 inkiibasyonu
8,00+0,09; p=0,917; n=7).
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Sekil 4. 4. Parmodulin-2 inkiibasyonunun endotel bagimli gevseme yaniti tizerindeki etkisi.

A) MLI161 inkiibasyonu oncesi Phe-Ach yamiti. B) ML161 inkiibasyonu sonrast Phe-Ach yaniti.
C) ML161 inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasi endotel bagimli gevseme yanitin1 gosteren grafik.

% Gevseme

ML161 ve vorapaksar grubu kendi aralarinda karsilastirildigi zaman ML161°e gore
vorapaksarin endotel hasarlayict etkisinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha

fazla oldugu saptanmistir (Sekil 4.5) (p= 0,044).
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Sekil 4. 5. Vorapaksar ve ML161 inkiibasyonu sonrasi elde edilen endotel bagimli gevseme yanitlarinin
karsilagtirildigt grafik.

4.5. Vorapaksar Inkiibasyonu Sonrasi NO ve EDHF Aracih Endotel Bagimh
Gevseme Yamti Azalmistir

Vorapaksar ile meydana gelen endotel hasarinin altinda yer alan mekanizmalar
arastirmak i¢in endotel bagimli gevseme mekanizmalarini inhibe eden ¢esitli molekiiller
ve L-arginin varliginda Phe-ACh yamit1 alinmustir. Ik olarak NOS inhibitrii L-NAME
ve vorapaksar 30 dakika boyunca inkiibe edilmis ve tek basina vorapaksar inkiibasyonu
ve vorapaksar+L-NAME inkiibasyonu sonrasi kiimiilatif ACh ile elde edilen gevseme

yanitlar1 karsilastirilmistir (Sekil 4.6-C). Emax degerlerine bakildiginda tek basina
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vorapaksar grubunda %52,20+3,18; vorapaksar+L-NAME grubunda ise %51,10+2,83
olarak bulunmustur (Sirasiyla pD2=7,09+0,16; 7,39+0,19; n=7). L-NAME varliginin
vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen gevseme yanmiti1 iizerinde anlamli bir
degisiklik olusturmadigr gorilmistir (p=0,18). Ayrica ¢cGMP inhibitérii olan ODQ
varliginda da vorapaksar inkiibasyonu sonrasi gevseme yanitlart degerlendirildiginde
Emax degerinin %45,1542,3; pD2 degerinin ise 6,34+0,12 oldugu saptanmustir (Sekil
4.6-D). Tek basina vorapaksar grubu ile karsilastirildigi zaman istatistiksel bir fark
bulunmamistir (p=0,135). Son olarak NO kaynagi olan L-arginin varliginin vorapaksar
inkiibasyonu sonrasi kiimiilatif ACh ile elde edilen gevseme yanitlarina etkisi
arastirilmistir.  Vorapaksar+L-arginin  grubunda Emax degeri %46,76+2,10 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.7) ve bu degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (Sirasiyla pD2=7,79+0,22; p=0,95; n=7).

Vorapaksar inkiibasyonunun endotel bagimli gevseme yanitin1 azaltici etkisinde
prostasiklinlerin etkisini arastirmak i¢in indometazin varliginda kiimiilatif ACh ile
gevseme yaniti alinmis ve tek basina vorapaksar uygulanan grupla karsilastirilmistir.
Tek basina vorapaksar inkiibasyonu yapilan gruba goére indometazin varligr gevseme
yanitini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (p=0,003; n=7). Indometazin
varliginda vorapaksar grubunda gevseme yanitt i¢in Emax degerinin %14,00+1,41; pD2

degerininin ise 6,61+0,17 oldugu saptanmustir (Sekil 4.6-E).

Son olarak vorapaksarin endotel hasari olusturucu etkisinde EDHF’nin roliini
degerlendirmek igin karibdotoksin ve apamin kullanilmistir (Sekil 4.6-F). EDHF
inhibitorii+vorapaksar inkiibasyonu sonras: kiimiilatif ACh ile elde edilen gevseme
yaniti i¢in Emax degeri 44,00+3,44 ve pD2 degeri 7,64+0,2 olarak bulunmustur.Tek
basina vorapaksar inkiibasyonuna gore gevseme yanitlar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistur (p=0,487; n=7).
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Sekil 4. 6. Endotel bagimli gevseme yanitin1 inhibe eden molekiillerin vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda
elde edilen endotel bagimli gevseme yanitina etkisi.

A) Phe-ACh ile elde edilen kontrol yaniti. B) Tek bagina vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-
ACh yamti. C) Vorapaksar ve L-NAME inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yamiti. D) Vorapaksar
ve ODQ inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yamiti E) Vorapaksar ve indometazin inkiibasyonu
sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. F) Vorapaksar ve karibdotoksin-apamin (K+A) inkiibasyonu sonrasi
elde edilen Phe-ACh yamiti. G) Cesitli inhibitor molekiiller ve vorapaksar varliginda elde edilen endotel
bagimli gevseme yanitinin grafigi.
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Sekil 4. 7. L-arginin inkiibasyonun vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda elde edilen endotel bagiml
gevseme yanitina etkisi.

A) Tek bagina vorapaksar inkiibasyonu sonrasi Phe-ACh yamti. B) L-arginin ile vorapaksar inkiibasyonu
sonrast Phe-ACh yaniti. C) L-arginin inkiibasyonunun vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda elde edilen
endotel bagimli gevseme yanitina etkisini gosteren grafik.
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4.6. Parmodulin-2 Inkiibasyonu Sonrasi Elde Edilen Endotel Bagimh Gevseme
Yanitinin NO ve EDHF Aracili Oldugu Saptanmistir

ML161 inkiibasyonu sonrasinda kiimiilatif ACh ile elde edilen gevseme yanitinin
mekanizmalarini arastirmak i¢in Oncelikle L-NAME ile NOS enzim blokajinin etkisi
degerlendirilmistir. L-NAME varliginda ML161 inkiibasyonu sonrasi elde edilen
gevseme yanitinin azaldigi (Sekil 4.8-C) ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmustir (p=0,046; n=7). ML161 inkiibasyonu i¢in Emax degeri 94,40+3,50 ve pD2
degeri 7,81+0,09 iken L-NAME+ML161 grubunda Emax degeri 56,60+3,09 ve pD2
degeri 7,53+0,14 olarak bulunmustur. ODQ varligi da ML161 inkiibasyonu sonrasi
gevseme yanitin1 azaltmistir (Sekil 4.8-D) ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Emax=47,15+3,10 ve pD2=6,51+0,19; p=0,03; n=7). Fakat tek basina
ML161 inkiibasyonuna gore L-arginin varliginda ML161 inkiibasyonu sonrasinda
endotel bagimli gevseme yaniti degismemistir (Sekil 4.9; Emax=85,40+3,40;
pD2=7,50+0,09; p=0,578).

Indometazin ile COX enziminin blokaji ML161 inkiibasyonu sonras1 kiimiilatif ACh ile
elde edilen gevseme yanmitim1 azaltmistir (Sekil 4.8-E; Emax=49,80+3,43 ve
pD2=7,65+0,14) fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,07;
n=7).

EDHF inhibisyonunun ML161 inkiibasyonu sonucu elde edilen gevseme yaniti
tizerindeki etkisi degerlendirildiginde karibdotoksintapamin varlifi endotel bagiml
gevseme yanitini azalttigi (Sekil 4.8-F; Emax=44,60+1,33 ve pD2=7,65+0,27) ve bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p=0,03; n=7).
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Sekil 4. 8. Endotel aracili gevseme yanitini inhibe eden molekiillerin ML161 inkiibasyonu sonrasinda elde

edilen endotel bagimli gevseme yanmitina etkisi.

A) Phe-ACh ile elde edilen kontrol yaniti. B) Tek bagina ML161 inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-
ACh yanmiti. C) ML161 ve L-NAME inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. D) ML161 ve ODQ
inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yanit1 E) ML161 ve indometazin inkiibasyonu sonrasi elde
edilen Phe-ACh yaniti. F) ML161 ve karibdotoksin-apamin (K+A) inkiibasyonu sonras1 elde edilen Phe-
ACh yamti. G) Cesitli inhibitor molekiiller ve ML161 varliginda elde edilen endotel bagimli gevseme

yanitinin grafigi.
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Sekil 4. 9. L-arginin inkiibasyonun ML161 inkiibasyonu sonrasinda elde edilen endotel bagimli gevseme

yanitina etkisi.

A) Tek bagina ML161 inkiibasyonu sonrast Phe-ACh yaniti. B) L-arginin ile ML161 inkiibasyonu sonrasi
Phe-ACh yaniti. C) L-arginin inkiibasyonunun ML161 inkiibasyonu sonrasinda elde edilen endotel

bagimli gevseme yanitina etkisini gosteren grafik.
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4.7. Inkiibasyon Siiresi Vorapaksar/Parmodulin-2 Inkiibasyonu Sonrasi Elde
Edilen Endotel Bagimh Gevseme Yamitina Etki Etmemistir

PARL1 antagonisti vorapaksar/ML161 ile 30, 60, 90 ve 120 dakika olmak tizere farkli
stirelerde inkiibasyon yapilmis ve ardindan Phe ile kasilan LIMA halkalarinda kiimiilatif
ACh ile gevseme yanit1 alinmistir. Vorapaksarla yapilan inkiibasyonun siiresi uzadik¢a
ACh ile elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig saptanmustir (Sekil 4.10; p>0,05; n=7).
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Sekil 4. 10. Vorapaksar ile yapilan farkli inkiibasyon siirelerinin endotel bagimli gevseme yaniti iizerine
etkisi.

A) 30 dakika vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yamiti. B) 60 dakika vorapaksar
inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. C) 60 dakika vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen
Phe-ACh yaniti. D) 120 dakika vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. E)
Vorapaksar ile farkli inkiibasyon siirelerinin Phe-ACh yaniti {izerine etkisinin grafiksel gosterimi.
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ML161 ile farkli inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen endotel bagimli gevseme
yanitlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4.11;
p>0,05; n=7). ML161 ile inkiibasyon yapilan siirenin uzamasi endotel bagimli gevseme

yanitina etki etmemistir.
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Sekil 4. 11. ML161 ile yapilan farkli inkiibasyon siirelerinin endotel bagimli gevseme yaniti {izerine etkisi.
A) 30 dakika ML161 inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. B) 60 dakika ML161 inkiibasyonu
sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. C) 60 dakika ML161 inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti.
D) 120 dakika ML161 inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. E) ML161 ile farkli inkiibasyon
stirelerinin Phe-ACh yanit1 {izerine etkisinin grafiksel gosterimi.
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4.8. Vorapaksar/Parmodulin-2 Inkiibasyonu Sonrasi Endotel Bagimsiz Gevseme
Yanit1 Degismemistir

Endotel bagimsiz gevseme yanitlarii Karsilastirmak i¢in Phe ile kasilan LIMA
halkalarinda kiimiilatif SNP ile gevseme yaniti alinmistir. Vorapaksar inkiibasyonu
sonrasinda kiimiilatif SNP ile gevseme yaniti ile vorapaksar inkiibasyonu Oncesi elde
edilen gevseme yanit1 arasinda fark bulunmamustir (Sekil 4.12; p=0,812; n=7). Kontrol
grubu i¢cin Emax=97,33+£3,30 ve pD2=8,22+0,16; vorapaksar grubu i¢in ise
Emax=100,00+2,2 ve pD2=8,87+0,17 olarak saptanmistir.
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Sekil 4. 12. Vorapaksar inkiibasyonunun endotel bagimsiz gevseme yanit1 tizerindeki etkisi.

A) Vorapaksar inkiibasyonu Oncesinde elde edilen Phe-SNP yanmiti. B) Vorapaksar inkiibasyonu
sonrasinda elde edilen Phe-SNP yanmiti. C) Kontrol ve vorapaksar grubunda elde edilen kiimiilatif SNP
yanitinin grafigi.

ML161 inkiibasyonu dncesi ve sonrast bu deney protokolii tekrarlandiginda SNP ile elde
edilen endotel bagimsiz gevseme yanitinin da kontrol grubuna benzer oldugu
saptanmistir (Sekil 4.13; p=0,09; n=7). Kontrol grubu i¢in Emax=100,00+£6,40 ve
pD2=8,34+0,17; ML161 grubu i¢in ise Emax=100,00+4,60 ve pD2=8,64+0,20 olarak

saptanmuistir.
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Sekil 4. 13. ML161 inkiibasyonunun endotel bagimsiz gevseme yanit1 iizerindeki etkisi.
A) ML161 ile inkiibasyon dncesinde elde edilen Phe-SNP yaniti. B) ML161 inkiibasyonu sonrasinda elde
edien Phe-SNP yaniti. C) Kontrol ve ML161 grubunda elde edilen kiimiilatif SNP yanitinin grafigi.

4.9. Vorapaksar ve Parmodulin-2 inkiibasyonu Sonras1 Ligand ve Voltaj Bagimh
Kalsiyum Kanallarinin Etkisi Degismemistir

Vorapaksar inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasinda CaCl, soliisyonu ile kiimiilatif kasilma
yaniti alinmistir. Vorapaksar inkiibasyonu CaCl, ile elde edilen kasilma yanitinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik yapmamistir (Sekil 4.14; p=0,97; n=7). Emax
degerleri kontrol grubu i¢in 1,92+0,18 gram; vorapaksar grubu i¢in 1,83+0,21 gram

olarak saptanmustir.
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Sekil 4. 14. Vorapaksar inkiibasyonu 6ncesinde ve sonrasinda CacCl, ile elde edilen kasilma yaniti.
A) Vorapaksar inkiibasyonu 6ncesi kiimiilatif CaCl, ile edilen kasilma yaniti. B) Vorapaksar inkiibasyonu
sonrasi kiimiilatif CaCl,ile edilen kasilma yaniti.

Vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda BaCl, soliisyonu ile elde edilen kasilma yanitinda
da istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 4.15; p=0,95;
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n=7). Emax degerleri kontrol grubu i¢in 1,96+0,25 gram; vorapaksar grubu igin

2,00+0,25 gram olarak saptanmuistir.
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Sekil 4. 15. Vorapaksar inkiibasyonu 6ncesinde ve sonrasinda BaCl, ile elde edilen kasilma yaniti.
A) Vorapaksar inkiibasyonu oncesi kiimiilatif BaCl, ile edilen kasilma yaniti. B) Vorapaksar inkiibasyonu
sonrasi kiimiilatif BaCl, ile edilen kasilma yanit.

MLI161 inkiibasyonu sonrasinda CaCl, soliisyonu ile elde edilen kasilma yanitinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 4.16; p=0,63; n=7).
Emax degerleri kontrol grubu i¢in 1,49+0,19 gram; ML161 grubu i¢in 1,65+0,21 gram

olarak saptanmustir.
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Sekil 4. 16. ML161 inkiibasyonu 6ncesinde ve sonrasinda CacCl, ile elde edilen kasilma yanit1.
A) ML161 inkiibasyonu 6ncesi kiimiilatif CaCl, ile edilen kasilma yanitt. B) ML161 inkiibasyonu sonrasi
kiimiilatif CaCl, ile edilen kasilma yanati.

ML161 inkiibasyonu sonrasinda BaCl, soliisyonu ile elde edilen kasilma yanitinda da

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 4.17; p=0,78; n=7).

75



Emax degerleri kontrol grubu i¢in 1,164+0,19 gram; ML161 grubu i¢in 1,66+0,22 gram

olarak saptanmustir.
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Sekil 4. 17. ML161 inkiibasyonu 6ncesinde ve sonrasinda BaCl, ile elde edilen kasilma yanit1.
A) ML161 inkiibasyonu oncesi kiimiilatif BaCl, ile edilen kasilma yaniti. B) ML161 inkiibasyonu sonrast
kiimtilatif BaCl, ile edilen kasilma yanut.

4.10. Protein C Aktivatorii Varhgimda Vorapaksar Endotel Hasarina Yol
Ac¢mamistir

Vorapaksarin endotel hasarina yol actig1 tespit edildigi i¢in protein C aktivatdriiniin
endotel bagimhi gevseme yaniti tiizerindeki etkisi sadece vorapaksar grubunda
degerlendirilmistir. Endoteli saglam LIMA halkalarina 30 dakika boyunca tek basina
vorapaksar inkiibasyonu yapilan grup kontrol grubu olarak degerlendirilmis ve Phe-ACh
yanitt alinmigtir. Bir bagka gruba ise protein C aktivatorii varliginda vorapaksar ile 30
dakika inkiibasyon yapilmis ve inkiibasyon sonrasi Phe-ACh yanit1 alinmistir. Ayrica
protein C aktivatorii tek basina temin edilemedigi igin beraberinde bulunan
heksadimetrin  bromiiriin (tasiyici) etkisini saptamak amaciyla vorapaksar ve

heksadimetrin bromiir inkiibasyonu yapilarak tasiyict grubu olusturulmustur.

Protein C aktivatorii+vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda endotel bagimli gevseme
yanitinin bozulmadigi goriilmistiir (Sekil 4.18-B). Tek basina vorapaksar inkiibasyonu
yapilan grup ile protein C aktivatdrii+vorapaksar inkiibasyonu yapilan grup endotel
bagimli gevseme yanitlart agisindan karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05; n=7). Vorapaksar grubu i¢in Emax=40,20+5,30 ve
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pD2=8,01+0,34 iken protein C aktivatorii+vorapaksar grubunda Emax=77,354+6,10 ve
pD2=7,88+0,21 olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak protein C’nin aktive edilmesi

vorapaksarin endotel hasarina yol agmasina engel olmustur.

Ayrica tastyici+vorapaksar grubunda tek basina vorapaksar grubuna gore endotel
bagimli gevseme yanitinin degismedigi saptanmis (Emax=35,15+3,20; pD2=7,09+0,21;
p>0,05) ve heksadimetrin bromiiriin vorapaksarin neden oldugu endotel hasara etki

etmedigi goriilmiistiir (Sekil 4.18-C).
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Sekil 4. 18. Protein C aktivatorii ve/veya vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda elde edilen endotel bagiml
gevseme yanitl.

A) Vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. B) Protein C aktivatorii varliginda
vorapaksar inkiibasyonu sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. C) Tasiyici ve vorapaksar inkiibasyonu
sonrasi elde edilen Phe-ACh yaniti. D) Gruplarin birbirleriyle karsilastirildigi grafik.

4.11. Vorapaksar Inkiibasyonunun Endotel Hasarma Yol Actifi Sonucu
Transmisyon Elektron Mikroskobu Gériintiileri ile Desteklenmistir

[zole organ banyosu c¢aligmalarinda PAR1 antagonisti vorapaksar ile 30 dakika
inkiibasyonun endotel hasari meydana getirdigi saptandigi i¢in 30 dakika
vorapaksar/ML161 ile inkiibasyon sonrasi endotel hiicreleri TEM’de incelenmistir. TEM
ile endotel hiicreleri goriintiilendigi zaman endotel hiicrelerinde vakuol olusumu,
niikleusun kaybolmasi, mitokondri sayisinda azalma, sitoplazmik organellerin
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kaybolmasi ve hiicre membraninin piiskiillii yapida olmasi, endotel hiicrelerinin bazal
lamina ile bitisik olmamasi ve endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilarin bozulmasi

endotel hasari olarak degerlendirilmektedir (Onan ve ark., 2014).

Tek basma vorapaksar inkiibasyonu endotel hiicrelerinde hasarla iligkili siki
baglantilarinin bozuldugu ve vakuol olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.19-A). Tek
basina MLI161 inkiibasyonu yapilan endotel hiicrelerinde ise siki baglantilarin
korundugu gozlemlenmistir (Sekil 4.19-B). LIMA halkalarinin vorapaksar ve protein C
aktivatorii ile inkiibasyonu sonucu endotel hiicrelerinde vakuol olusumu veya siki
baglantilarda herhangi bir bozulma gozlemlenmemistir (Sekil 4.19-C). Protein C
aktivatoriiniin yaninda heksadimetrin bromiir de bulundugu i¢in tastyict grup olarak
vorapaksar ve heksadimetrin bromiir inkiibasyonu yapilan LIMA halkalar1 da TEM’de
incelenmistir. Vorapaksar grubuna benzer sekilde bu grupta da siki baglantilarin

baglantilariin bozuldugu ve vakuol olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.19-D).
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Sekil 4. 19. Vorapaksar/ML161/Protein C inkiibasyonu uygulanan LIMA halkalarinin TEM goriintiisii.

A) Tek basina vorapaksar inkiibasyonu yapilan grup. B) Tek basina ML161 ile inkiibasyon yapilan grup.
C) Vorapaksar ve protein C aktivatorii ile inkiibasyon yapilan grup. D) Vorapaksar ve heksadimetrin
bromiir ile inkiibasyon yapilan tastyici grubu.
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5. TARTISMA

GPKR disfonksiyonu ¢esitli patolojik kosullar ile iligskilendirilmistir ve bu nedenle
GPKR’ler ilgi ¢ekici bir ilag hedefidir. GPKR’lerin ¢ogu sentetik analoglar tarafindan
kolayca taklit edilebilen peptid, hormon veya iyonlar gibi kiiciik molekiiller tarafindan
aktive olmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan ana molekiiller bir GPKR olan PAR1’1 farkli
mekanizmalarla hedefleyen antiplatelet ilag olan vorapaksar ve bir parmodulin olan
ML161°dir. Vorapaksarin PAR1’in tiim sinyal yolaklarini inhibe ettigi, ML161’in ise
PARZL’in bias ligand1 oldugu o6ne siiriilmektedir. ML161’in bias agonist etkiye sahip
olmasi sayesinde PAR1’in endotel koruyucu 6zelligini antagonize etmedigi ve boylece
endotel tabakasinda zararli etkilere sahip olmadigi diisiiniilmektedir (Aisiku ve ark.,
2015). Fakat bu molekiillerin insan LIMA endotel tabakasi lizerindeki etkilerine dair
bilgi literatiirde yer almamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada vorapaksar ve ML161’in
insan LIMA endotel tabakasi {izerindeki etkilerinin in Vvitro olarak karsilastirilmasi

amaclanmustir.

Antiplateletler ile tedavideki gelismelere karsin akut koroner sendrom sonrasinda
tekrarlayan kardiyovaskiiler olay riski hala yiiksektir (Abu-Assi ve ark., 2016). Ayrica
aterotrombotik olaylarin azaltilmasi ile elde edilen yararlarin artisi hemorajik yan
etkilerin artisin1 da beraberinde getirmektedir. Ornedin vorapaksar ile yapilan
caligmalarda da kanama riski goze ¢arpmaktadir (Magnani ve ark., 2015) ve bu etkinin
endotel hiicrelerindeki global PAR1 inhibisyonuyla baglantili oldugu diistiniilmektedir
(Ramachandran, 2012). Bias ligand olan parmodulinlerin ise kanamaya yol agmadigi
One siirlilmektedir (Aisiku ve ark., 2015). Bu da ML161’in bias agonist etkiye sahip
olmast ile koruyucu yolaklar1 bloke etmeden antiplatelet etki olusturabilecegini

desteklemektedir.

Trombinin insan damar sistemindeki fizyolojik etkilerini anlamak zordur ¢iinkii direkt
trombin uygulamasi in situ olarak akut tromboza ve dolayisiyla damar tikanikligina

neden olma potansiyeline sahiptir. PAR1 reseptor agonistinin kullanimi sayesinde ise
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koagiilasyon kaskadi ve fibrin olusumunun enzimatik aktivasyonu olmaksizin direkt
trombinin hiicresel yanitlar1 degerlendirilebilmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada
PARL1 agonisti SFLLRN-NH,’nin in vivo olarak uygulanmasinin insan vaskiilatiiriinde
arteriyel dilatasyon, venoz konstriksiyon, platelet aktivasyonu ve doku tipi plazminojen
aktivatorii (t-PA) salimimia neden oldugu gosterilmistir (Gudmundsdottir ve ark.,
2006). Trombinin kardiyovaskiiler hastaligin patofizyolojisindeki merkezi rolii goz
ontine alindiginda PAR1 aracili bu etkilerin mekanizmalarini ve 6zellikle endotelin bu
etkideki roliinii tespit etmek 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda ise SFLLRN-NH;’ye gore
daha selektif bir PARL agonisti olan TFLLR-NH, (Fujita ve ark., 2009) literatiirle
uyumlu olarak endoteli saglam LIMA halkalarinda gevseme yaniti meydana getirmistir.
Endoteli hasarli LIMA halkalarinda ise kiimiilatif TFLLR-NH, uygulamasi ile gevseme
yaniti olusmamistir. Béylece TFFLLR-NH, ile PAR1 aktivasyonu sonucu meydana

gelen gevseme yanitinin endotel bagimli oldugu saptanmustir.

Koagiilasyon-fibrinoliz sistemindeki proteazlar ve inflamatuar ve immiin hiicrelerden
uretilenler de dahil olmak {iizere diger proteazlar; trombiis olusumu, kanama,
inflamasyon veya doku hasar1 gibi patolojik kosullar altinda aktive olmaktadir. Bu
nedenle proteazlarin vaskiiler etkileri ve PAR’larin rolii patolojik kosullar altinda daha
onemlidir. Fizyolojik kosullar altinda in vitro olarak trombin uygulamasinin endotel
bagimli vazorelaksasyona aracilik ettigi (Mizuno ve ark., 1998; Hamilton ve Cocks,
2000) ancak endotel bagimli damar kasilmasini indiikledigi de bildirilmistir (D. D. Ku
ve Zaleski, 1993). Patolojik kosullar altinda PAR1’in diiz kas hiicrelerinde direkt
aktivasyonu ise vazokonstriksiyona neden olmustur (David D Ku ve Dai, 1997a). Ayrica
cesitli patolojik durumlarda 6zellikle balon anjiyoplasti sonrasinda veya aterosklerotik
plaklarin gelisimi sirasinda PAR1’in upregiile oldugu (Takada ve ark., 1998; Andrade-
Gordon ve ark., 2001) ve bu upregiilasyonun vaskiiler kasilma yanitlarinin artmasi ile
korele oldugu (David D Ku ve Dai, 1997a; Fukunaga ve ark., 2006) gosterilmistir. Daha
onceden yapilan bu c¢alismalarda endoteli hasarli damarlarda PAR1 agonsitleri ile
kasilma yaniti olusturdugu bulunmus olmasina karsin bu calismada endoteli hasarli

LIMA halkalarina kiimiilatif TFLLR-NH; uygulamasi kasilma yanit1 olugturmamustir.
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PARY’in bagh ligand dizisi ile aktive olmas1 farkli PAR1 aktive edici proteazlarin ayni
sinyal kaskadlarini tetikleyecegi ve lineer etkinlik sergileyecegi diisinlilmiistiir. Ancak
PARI1 bias sinyalizasyon gostermektedir ve farkli ligandlar farkli sinyalizasyon
kaskadlarmi1 aktive etmektedir. Ornegin endotel hiicresinde PAR1’in trombin ile
aktivasyonu sonucu endotelyal bariyerde bozulmaya ve damar gecirgenliginde artisa
neden olan proinflamatuar yanitlar olusurken (Coughlin, 1994), APC ile PAR1
aktivasyonu ise antikoagiilan, antiinflamatuar ve sitoprotektif sinyalizasyonu
tetiklemektedir (Riewald ve ark., 2002; Mosnier ve ark., 2007). insan endotel hiicre
kiiltiriinde trombin ile PAR1 aktivasyonu Ga12/13 ve Gaq alt tnitesi ile kenetlenmeyi,
RhoA aktivasyonunu, aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve endotelyal
bariyerin bozulmasini tetiklemektedir (McLaughlin ve ark., 2005; Komarova ve ark.,
2007). APC ile PARI1 aktivasyonunun ise Gal2/13 veya Gogq sinyallemesini
tetiklemeden Gai sinyalini aktive ederek Racl sinyalinin selektif olarak aktivasyonu ile
endotel bariyer stabilizasyonunu indiikklemektedir (Russo ve ark., 2009). Parmodulinler
de Gal2/13 sinyalini ve platelet sekli degisimini biiyiik Olgiide etkilemeden Gaq

kaynakli graniil sekresyonunu inhibe etmektedir.

Bu tez calismasinda Aisiku ve arkadaslarinin (Aisiku ve ark., 2015) hiicre kiiltiirii
caligmasinda elde ettigi sonucglara benzer olarak golabal PAR1 antagonisti olan
vorapaksarin endotel fonksiyonunu bozdugu, bias agonist olan ML161’in ise endotel
bagimhi gevseme yanitin1 degistirmedigi organ banyosu deneyleri ile saptanmustir.
Vorapaksar inkiibasyonu sonucu endotel tabakasi transmisyon elektron mikrokobu ile

goriintiilenmesi ile vorapaksarin endotel hasar1 yapici etkisi desteklenmistir.

Vorapaksarin endotel bagimli gevseme yanitini azalttig1 saptandiktan sonra bu etkinin
altinda yatan mekanizmalar arastirilmistir. Insanlarda endotel hasar1 ¢alismalarini in vivo
olarak, karsilastirilabilir ve etik bir sekilde yapmak zordur. Bu nedenle bu c¢aligmada
endotel bagimli vazodilatasyonun bilinen 3 ana mediyatorii (PGI;, NO ve EDHF) in
vitro ortamda farmakolojik olarak inhibe edilmistir. eNOS enziminin L-NAME ile

blokaji veya NO kaynag1 olan L-arginin ile inkiibasyonu vorapaksar grubunun endotel
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yanitin1  degistirmedigi i¢in vorapaksarin NOS enziminin aktivitesini bozarak NO
tizerinden endotel hasarma yol actigi One siiriilebilir. Daha 6nce domuz koroner
arterinde PAR1 ve PAR2 agonistlerinin hem endotelyal NO hem de EDHF’ye bagh
olarak vazorelaksasyon yanit1 olusturdugu gosterilmistir (Hamilton ve Cocks, 2000). Bu
calismada ise EDHF blokeri olan karibdotoksin ve apamin varli§i vorapaksar
inkiibasyonunun endotel bagimli gevseme yanitinda bir miktar azalmaya yol agmigtir
fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Boylece vorapaksarin EDHF

aracili gevseme yanitini da bozdugu diistiniilebilir.

Indometazin varhig1 ise vorapaksar inkiibasyonu sonrasinda elde edilen gevseme yanitini
ortadan kaldirmistir. Bu sonuca gore vorapaksar inkiibasyonunun insan LIMA
halkalarinda PGI;, aracili endotel bagimli gevseme yanitint bozmadigi 6ne siiriilebilir.
PGl,’nin insan safen ven diiz kas hiicresinde CAMP ve PKA araciligiyla PAR1
ekspresyonunu ve mitojenik sinyallemeyi azalttigi daha 6nce rapor edilmistir (Pape ve
ark., 2008). Bu durum arteriyel damarlarla karsilastirildiginda PGI,’yi iiretmek igin
endojen kapasitesi yetersiz olan safen ven bypas greftlerinin azalmis agikligina katkida
bulunabilir (Subramanian ve ark., 1986). Boylece PAR1 diizenleyici etkilerde insan
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde endojen olarak iretilen PGIy’nin rolii olabilecegi
gosterilmistir. Vorapaksarin PGI, iizerinde bir etki olusturmamasi nedeniyle in vivo
olarak vorapaksar uygulamasi boyunca diiz kasta PGl,’nin PAR1 ekspresyonunu azaltici
etkisinin devam ettigi disiiniilebilir. Boylece azalmig PARI ekspresyonu nedeniyle

vorapaksarin diiz kas tizerindeki PAR1 antagonizma etkisinde bir miktar azalma olabilir.

Endotel kaynakli gevsetici ve kasict faktorlerin dengesizligi kardiyovaskiiler
hastaliklarin belirleyicisidir. Atererosleroza sahip insanlarda eNOS ekspresyonunun
azalmasi sonucu NO iretiminin azaldigi tespit edilmistir (Oemar ve ark., 1998).
Trombin ile meydana gelen endotel bagimli gevsemenin mekanizmasinda eNOS
aktivasyonunun veya COX yolagi aracili PGl; saliniminin yer aldigi 6ne siirtilmistiir (Z.
Yang ve ark., 1994). Ongerilim uygulanmis sigan aort halkasinda endotel PARI

aktivasyonu NO iiretimine neden oldugu bdylece gevseme yaniti olusturdugu one
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stiriilmiistiir (Laniyonu ve Hollenberg, 1995). Sigan perfiize mezenter arter endotelinde
PARL>’in trombinin neden oldugu NO-bagimli gevsemeye aracilik edebilecegi
diisiiniilmektedir (Fernandez-Patron ve ark., 2000). insan koroner arterinde PARI
agonistinin baskin olarak NO {iretimi ile gevseme yanitt olusturdugu bulunmustur
(Hamilton ve ark., 1998). Daha once yapilmis bir ¢alismada PARI ile indiiklenen
vazodilatasyonda PGl, inhibisyonunun etkisinin olmadig1 gériilmesine karsin NO ve K*
kanallarinin inhibisyonunun bu gevsemeyi azalttigi saptanmistir (Gudmundsdottir ve
ark., 2008). Benzer olarak bu tez ¢alismasinda da global PAR1 blokeri olan vorapaksarin

NO ve EDHF iizerinden endotel bagimli gevseme yanitin1 bozdugu bulunmustur.

MLI161 inkiibasyonu endotel bagimli gevseme yanitini bozmadigi goriilmiistir. Bu
nedenle ML161 inkiibasyonu sonrasinda elde edilen endotel bagimli gevseme yanitinin
altinda yatan mekanizma arastirtlmistir. Endotel bagimli gevseme mekanizmalar1 olan
NO, PGI; ve EDHF’nin sirasiyla L-NAME, indometazin ve karibdotoksin ve apamin ile
bloke edildiginde ML161 inkiibasyonu sonrasinda elde edilen endotel bagimli gevseme
yamitinin azaldigi saptanmustir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde L-NAME ve
karibdotoksin ve apamin blokaji sonrasinda gevseme yanitlarinda meydana gelen
azalmanin anlamli oldugu goriilmistiir. Boylece ML161 inkiibasyonu sonucu elde edilen
endotel bagimli gevseme yanitinda agirlikli olarak NO ve EDHF’nin rolii olabilecegi
diisiiniilmistiir. Elde edilen bu sonuglar PARI1 aracili vazodilatasyonda NO ve
EDHF’nin rol oynadigini gosteren in vivo insan c¢alismasmin sonuglari ile tutarh

bulunmustur (Gudmundsdottir ve ark., 2008).

Vorapaksar/ML161 ile inkiibasyon siiresi arttikca endotel bagimli gevsemede anlamli bir
azalma olmadig1 tespit edilmistir. Vorapaksar maruziyeti sonucu endotel hiicrelerinde
meydana gelen hasarin inkiibasyon siiresinden bagimsiz oldugu 6ne siiriilebilir. Ayrica
bu calismada uzun siireli ML161 inkiibasyonunun da endotel hiicrelerinde hasara yol

acmadig1 saptanmistir.

Vorapaksar/ML161 inkiibasyonunun endotel bagimsiz gevseme yanitt {izerindeki etkisi

degerlendirildigi zaman inkiibasyon sonrast SNP ile elde edilen gevseme yanitlarinin
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degistirmedigi goriilmiistiir. Boylece vorapaksar/ML161’in diiz kas hiicresinde meydana
gelen gevseme mekanizmalari iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 dne siiriilebilir.
Boylece elde edilen bu sonug¢ ile vorapaksar inkiibasyonu sonucu meydana gelen

gevseme yanitindaki azalmanin endotel bagimli oldugu desteklenmistir.

Vorapaksar/ML161 inkiibasyonunun ekstraseliiler Ca* aracili kasilma yanitlari
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. VVorapaksar/ML161 inkiibasyonunun ligand ve
voltaj bagimli kalsiyum kanallariin etkisini degistirmedigi goriilmiistiir. Béylece her iki

molekiiliin de ekstraseliiler alandan Ca*? girisine etki etmedigi diisiiniilebilir.

Protein C aktivatorii ve vorapaksarin birlikte inkiibe edilmesi ile vorapaksarin endotel
tizerindeki olumsuz etkisinin oniine gecilmistir. Ayrica TEM ile elde edilen goriintiilerle
protein C’nin aktive edilmesi ile vorapaksarin endotel hasarlayici etkisinin Oniine
gecildigi goriilmustiir. Boylece literatiire benzer sekilde bu tez caligmasinda da ortosterik
PAR1 antagonisti olan vorapaksarin APC yolagimi bloke ederek APC aracili endotel
koruyucu etkileri bozmus olabilecegi 6ne siiriilebilir (Aisiku ve ark., 2015). PARL’in
parmodulinler ile bias olarak uyarilmasi ile aktive protein C yolagini bozmadan PAR1

antagonist etki elde etmemizi saglayabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

PAR’lar; hangi PAR’in eksprese edildigine, hangi hiicre tipine etki ettigine ve hangi
serin proteazin onu aktiflestirdigine baglh olarak c¢esitli fizyolojik siirecleri
diizenlemektedir. Farkli kardiyovaskiiler patolojilerde yer alan PAR1’in vaskiiler etkileri
farkli tiirlerde ve/veya kan damarlarinda biiyiik 6lgiide farklilik gostermektedir ve
vazomotor modiilasyonunda PAR1’in bir¢ok rolii oldugu one siiriilmiistiir. PAR1’in
karmasik rollerin fizyolojik Onemi tam olarak anlasilamamistir. Ayrica hayvan
caligmalarindan elde edilen verilerin insanlara translasyonu smirhidir ¢iinkii PARI1
reseptor ekspresyonu ve fonksiyonu tiirler arasinda degisenlik gostermektedir. PAR1’in
insan vaskiilatiiriindeki roliinii arastirilmasi ile yeni terapotik stratejilerin  klinik

gelisiminde 6nemli olacaktir.

Endotel hasari; koagiilasyon kaskadini aktive eden ve ayrica aterosklerotik siireci
tetikleyebilen bir faktordiir. Bu tez ¢alismasinda PAR1 i¢in bias agonist etkiye sahip
olan béylece PAR1’in koruyucu yolaklarini bloke etmeden PAR1 antagonisti olarak etki
gosteren ML161°in insan LIMA dokusunda endotel hasarma yol a¢madigi tespit
edilmistir. Parmodulinler koruyucu sinyal yollari1 koruyarak veya hatta uyararak
patolojik  sinyallemeye  araciilk  eden  yolaklart  inhibe  etmek  igin
kullanilabilir. Parmodulinlerin daha fazla arastirilmasi endotel hiicrelerindeki PAR1

aktivasyonunun mekanizmalarint anlamamiza yardimci olacaktir.

Bu c¢alismada global PARI1 antagonisti olan vorapaksarin endotel bagimli gevseme
yanitint NO ve EDHF iizerinden bozdugu belirlenmistir. Global PAR1 antagonisti
vorapaksarin kanama i¢in ilave bir risk faktorii olusturan endotel hiicresi hasarina neden
olup olmadig1 konusunda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Ayrica PAR’larin diger
vaskiiler hastaliklardaki roliiniin daha fazla arastirilmasi ve tanimlanmasi PAR

antagonistlerinin uygulama alanini genisletecektir.
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