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ÖZET 

Amaç: Antiplatelet ilaç olarak hedeflenen proteazla aktive olan reseptör 1 plateletlerin 

yanında damar endotel ve düz kas hücrelerinde de eksprese edilmektedir. Daha önce 

proteazla aktive olan reseptör 1’in ortosterik antagonisti olan vorapaksar ve bias agonisti 

olan parmodulin-2’nin endotel tabakası üzerindeki etkileri hücre kültüründe 

değerlendirilmiş ve vorapaksarın endotel hasarına yol açtığı ileri sürülmüştür. Bu tez 

çalışmasının amacı ise vorapaksar ve parmodulin-2’nin insan sol internal mammarian 

arter yanıtları üzerindeki etkilerinin in vitro olarak karşılaştırılmasıdır. 

Yöntem: Endoteli sağlam dokular vorapaksar/parmodulin-2 ile inkübe edilerek endotel 

bağımlı gevşeme yanıtına bakılmıştır. Ardından vorapaksar/parmodulin-2 

inkübasyonuna ek olarak sırasıyla L-NAME, L-arginin, indometazin, karibdotoksin-

apamin ve protein C aktivatörü varlığında endotel bağımlı gevşeme yanıtı araştırılmıştır. 

Vorapaksar/parmodulin-2’nin endotel bağımsız gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi sodyum 

nitruoprussit ile değerlendirilmiştir. Vorapaksar/parmodulin-2’nin endotel tabakası 

üzerindeki etkisi transmisyon elektron mikrokobu kullanılarak görüntülenmiştir. 

Bulgular: Vorapaksarın istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde endotel fonksiyonunda 

bozulmaya yol açtığı ve bu bozulmayı büyük oranda nitrik oksit ve endotel türevi 

hiperpolarizan faktör bağımlı gevşeme mekanizmaları üzerinden oluşturduğu 

bulunmuştur. Protein C aktivatörü varlığında vorapaksarın endotel fonksiyonu 

üzerindeki etkisi önlenmiştir. Her iki molekül de endotel bağımsız gevşeme yanıtlarını 

bozmamıştır. Vorapaksarın endotel tabakası üzerindeki etkisi transmisyon elektron 

mikrokobu ile elde edilen görüntüler ile desteklenmiştir. 

Sonuç: Sonuç olarak parmodulin-2 proteazla aktive olan reseptör 1’in koruyucu 

yolaklarını bozmadan bu reseptörü inhibe ettiği için kardiyovasküler hastalıklarda 

vorapaksara göre daha iyi bir seçenek olabilir. 

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

endotel hasarı, bias agonist.  
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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. GİRİŞ 

Proteaz ile aktive olan reseptör (PAR) ailesi G-protein kenetli reseptörlerdir (GPKR) ve 

PAR1, PAR2, PAR3 ve PAR4 olmak üzere 4 üyeden oluşmaktadır (Coughlin, 2000). 

PAR’lar endotel hücreleri, plateletler, monositler, T lenfositler ve düz kas hücreleri de 

dahil olmak üzere çok sayıda hücre üzerinde eksprese edilmektedir (Hollenberg ve 

Compton, 2002). PAR1 aktivasyonu sonucu ligand bağımlı olarak farklı downstream 

yolaklar aktive olmaktadır ve bu durum bias (taraflı)  sinyalizasyon olarak 

tanımlanmaktadır (Kenakin ve Christopoulos, 2013). PAR1 bias sinyalizasyonu özellikle 

endotel hücrelerinde önemlidir. Trombin ya da metalloproteinazlar tarafından PAR1 

aktivasyonu endotel bariyer fonksiyonunda bozulma ve apoptoz ile sonuçlanırken 

(Knezevic ve ark., 2009; Tressel ve ark., 2011), aktive protein C (APC) tarafından PAR1 

aktivasyonu ise endotel bariyer fonksiyonu kaybı ve apoptoza karşı koruma 

sağlamaktadır (Riewald ve ark., 2002; Mosnier ve ark., 2007; J. S. Bae ve Rezaie, 

2008).   

PAR1; başlangıçta plateletlerin trombin ile aktivasyonundan sorumlu reseptörü olarak 

tanımlanmış olması nedeniyle ve miyokard infarktüsü (MI) ve inme üzerindeki 

öneminden dolayı antiplatelet hedef olarak araştırılmıştır. Ardından PAR1’in ligand 

bağlanma bölgesi ile etkili bir şekilde yarışan birkaç küçük moleküllü antagonist 

molekül geliştirilmiştir (S. Chackalamannil ve ark., 2008; M. Kogushi, Matsuoka, 

Kuramochi ve ark., 2011). En iyi karakterize edilmiş PAR1 antagonsiti; yüksek riskli 

hastalarda trombotik kardiyovasküler olayların önlenmesi için 2014 yılında Gıda ve İlaç 

İdaresi (FDA) ve Avrupa İlaç Ajansı (EMA) tarafından onaylanmış olan 

vorapaksardır. Vorapaksar; PAR1 üzerinde bulunan gizli ligand bağlanma bölgesi ile 

etkileşime giren ve PAR1’den gelen tüm downstream sinyalleri inhibe eden klasik bir 

ortosterik antagonisttir. Ortosterik antagonistlerin PAR1’e sıkı bağlanması nedeniyle 

meydana gelen inhibisyon kolayca tersine çevrilememektedir. Vorapaksar kullanımı 

iskemik olay ve kardiyovasküler ölümlerde azalma ile ilişkilendirilmiştir (Morrow ve 

ark., 2012) olsa da vorapaksar kullanımı sırasında kanama riskinde artış bildirilmiştir 
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(Magnani ve ark., 2015) ve bunun plateletlerin dışındaki hücrelerde özellikle endotel 

hücrelerindeki global PAR1 inhibisyonuyla ilişkili olduğu düşünülmektedir 

(Ramachandran, 2012). Vorapaksar ve ikinci bir ortosterik PAR1 antagonisti olan 

atopaksarı değerlendiren klinik araştırmaların meta-analizleri bu antagonistlerin kanama 

riski ile ilişkisini doğrulamıştır (Capodanno ve ark., 2012; M. Lee ve ark., 2012).   

PAR1’in hedeflenmesinde yan etkileri önlemek için PAR1’in sitoplazmik yüzünü 

hedefleyen küçük moleküllü parmodulinler geliştirilmiştir (Aisiku ve ark., 2015). 

Ortosterik PAR1 antagonistlerine göre parmodulinlerin potensinin daha düşük olduğu ve 

reversibl antagonizma gösterdiği belirlenmiştir. Parmodulinlerin selektivitesi tam olarak 

tanımlanmamıştır ancak en selektif parmodulinin parmodulin-2 olduğunu gösteren 

çalışmalar vardır (Dockendorff ve ark., 2012; Aisiku ve ark., 2015).  Bu çalışmalar 

GPKR’lerin sitozolik yüzeyini hedefleyen, fonksiyonel olarak selektif olan bu 

bileşiklerin ortosterik antagonistlere alternatif olabileceğini göstermektedir. PAR1 

antagonisti olan parmodulin-2 ve vorapaksarın endotel hücrelerinde proinflamatuar 

sinyal yolaklarını bloke ettiğini, parmodulin-2’nin APC aracılı sitoproteksiyonu 

koruduğunu ancak vorapaksarın bu yolağı da bloke ettiğini öne süren hücre kültürü 

çalışması vardır. Bu çalışmada uzun süreli vorapaksar inkübasyonunun endotel hasarını 

indüklediği öne sürülmüştür (Aisiku ve ark., 2015).   

Antiplatelet olarak etkili vorapaksar ve parmodulin-2’nin endotel hasarı üzerindeki 

etkilerine dair hücre kültürü çalışması olmasına karşın damarın fizyolojik yanıtlarına ve 

damar endoteli üzerindeki etkisine dair bilgi literatürde yer almamaktadır. Bu nedenle bu 

çalışmada klinik olarak kullanılan PAR1 antagonisti vorapaksar ve yeni bir PAR1 

antagonisti olan parmodulin-2’nin damar endoteli üzerindeki etkilerinin insan sol 

internal mammarian arter (LIMA) üzerinde in vitro olarak karşılaştırılması 

amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Vasküler Endotel Tabakası  

Büyük kan damarları tunika intima, medya ve adventisya olmak üzere 3 tabakadan 

oluşmaktadır. Tunika intima tabakasında tek sıra hücreler halinde endotel hücreleri 

bulunmaktadır ve bu hücreler bazal membran (internal elastik lamina) ile bitişiktir. 

Tunika medya tabakasında internal ve eksternal elastik lamina ile sınırlı halde vasküler 

düz kas hücreleri bulunmaktadır.  Tunika adventisya tabakası ise fibroblastların yer 

aldığı damar duvarının dış kısmını oluşturmaktadır (Şekil 2.1) (Ahmed ve Warren, 

2018). 

 

Şekil 2. 1. Vasküler yapının illüstrasyonu. Vasküler yapı tunika intima, medya ve adventisya olmak üzere 

3 bölgeden oluşmaktadır. Endotel tabakası vasküler yapının iç lümeninde yani tunika interna tabakasında 

bulunan tek sıra halindeki hücrelerdir ve bazal membran ile bitişiktir. Vasküler düz kas hücreleri ise 

internal ve eksternal elastik lamina ile sınırlıdır. Düz kas tabakasının altında ise fibroblastların yer aldığı 

adventsiya tabakası bulunmaktadır. Bu şekil Ahmed ve Warren’ın 2018 yılı yayınından uyarlanmıştır 

(Ahmed ve Warren, 2018). 

Endotel terimi ilk kez 1865 yılında İsviçreli anatomist Wilhelm His tarafından vücut 

boşluklarının iç kısmını kaplayan hücreleri epitel hücrelerden ayırmak için kullanılmıştır 

(Aird, 2007). Endotel hücrelerinin belirgin özelliği pinositotik veziküllere sahip 

olmasıdır. Endotel hücrelerini çevre hücrelerden ayıran özelleşmiş, ince ekstraselüler 
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matriks protein tabakası ise bazal membran olarak adlandırılmıştır (Davis ve Senger, 

2008). Endotel hücreleri arasında; doku bütünlüğünde görev alan adherens bağlantılar, 

bariyer fonksiyonu gören sıkı bağlantılar (tight junction) ve hücre-hücre iletişimden 

sorumlu geçit bağlantıları (gap junction) yer almaktadır (Şekil 2.2) (Wallez ve Huber, 

2008).  

 

Şekil 2. 2. İnsan internal mammarian arter endotel hücresinin transmisyon elektron mikroskobu ile elde 

edilen görüntüsü. Sağlam endotel hücreleri düzgün bir yüzey sahiptir. Endotel hücreleri bazal lamina ile 

bitişik haldedir ve hücreler arası bağlantıları ve bazal lamina oklarla gösterilmiştir. Bu görüntü Onan ve 

arkadaşlarının 2014 yılı yayınından alınmıştır (Onan ve ark., 2014). 

Endotel tabakası; kan ve altındaki dokular arasındaki permeabiliteyi düzenleyerek 

vasküler bariyer yapısını oluşturan ve pıhtılaşma proteinleri, sitokinler, hemodinamik 

kuvvetler ve büyüme faktörleri gibi çeşitli uyaranlara cevap veren dinamik ve heterojen 

bir yapıdır. Endotel tabakası subendotelyal alana bağışıklık hücrelerinin adezyonunu ve 

monositlerin infiltrasyonunu önleyerek aterosklerotik plakların gelişimini de 

engellemektedir (Lau ve Baldus, 2006). Endotel hücrelerinin aktivasyonu konak 

savunması ve onarımında önemlidir, ancak sepsisten (Aird, 2003) ateroskleroza (Libby 

ve ark., 2006) kadar değişen çeşitli hastalıkların patogenezine de katkıda bulunabilir. 

Vasküler endotel hücreleri inflamasyonu da düzenlemektedir (Marti ve ark., 2012). 

Endotel hücreleri kan basıncı ve kan akışındaki değişiklikleri algılayabilmekte ve bu 

değişikliklere yanıt olarak endotel hücrelerinden vasküler düz kas tonusunu etkileyen 

çeşitli vazoaktif maddeleri salınmaktadır. Endotel; endotel bağımlı gevşetici faktörler 
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[Nitrik oksit (NO/EDRF), prostasiklin (PGI2), endotel türevi hiperpolarizan faktör 

(EDHF), natriüretik peptidler] ve endotel bağımlı kasıcı faktörlerin [endotelin-1(ET-1), 

tromboksan A2 (TxA2) ve süperoksit (O2
-
)] sentezlenmesi ve salınması yoluyla vasküler 

tonusun düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır (Shimokawa, 2014; Vanhoutte ve 

ark., 2017). Ayrıca endotel hücreleri antitrombotik (NO ve PGI2) ve protrombotik [von 

Willebrand faktör (vWF) ve plazminojen aktivatör inhibitörü-1 (PAI-1)] etkiye sahip 

molekülleri üretmektedir (Félétou, 2011). Normal koşullar altında endotel tabakası 

antitrombotik faktörlerin yüksek ekspresyonu ve protrombotik faktörlerin ise düşük 

ekspresyonu ile pıhtılaşmayı önlemektedir. 

2.2. Endotel Tabakasının Vasküler Tonusu Düzenleme Mekanizmaları 

2.2.1. Nitrik Oksit 

Nitrik oksit (NO); endotel bağımlı bir vazodilatörüdür ve yaklaşık 40 yıl önce Furchgott 

ve Zawadzki tarafından tanımlanmıştır (Furchgott ve Zawadzki, 1980). NO’nun kan 

damarlarının bazal vazodilatör tonusunun korunmasında önemli bir rol oynadığı 

gösterilmiştir (Vallance ve ark., 1989). L-argininin NO sentaz (NOS) enzimi ile L-

sitrüline dönüşümü sırasında NO üretilmektedir (Palmer ve ark., 1988). NOS’un 3 

izoformu vardır. Nöronal izoform (nNOS, NOS1); sinaptik nörotransmiter salınımını 

düzenleyen bir nöronal haberci olarak etki eden NO’yu üretmektedir (Prast ve Philippu, 

2001). İndüklenebilir NOS (iNOS, NOS2) izoformu; sadece inflamatuar mediatörlere ve 

makrofajları aktive eden diğer zararlı uyarıcılara maruz kalan hücrelerde eksprese 

edildiği öne sürülmüştür (Michel ve Feron, 1997). iNOS endotel hücrelerinde de 

bulunmaktadır ve septik şok durumunda meydana gelen kontrolsüz vazodilatasyondan 

sorumlu olabileceği düşünülmektedir (Bassenge, 1996). Endotelyal NOS (eNOS, NOS3) 

izofomu ise damarlarda NO üretmektedir (Lamas ve ark., 1992). Bazal vazodilatasyonun 

sürdürülmesinde NO salınımının önemli rolü olduğu bilinmektedir (Vane ve ark., 1990; 

Busse ve Fleming, 1996). Bu izoformlar orijinal olarak bulundukları hücreler temel 

alınarak sınıflandırılmıştır, ancak bu izoformların kardiyak miyositler (Balligand ve ark., 
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1995), iskelet kası, plateletler ve hipokampus (Arnal ve ark., 1999) gibi diğer hücrelerde 

de eksprese edildiği bilinmektedir. 

Vazodilatasyon büyük ölçüde eNOS aktivitesine bağlıdır. İnaktif eNOS; kaveola adı 

verilen hücre zarındaki küçük kılıflarda bulunan kaveolin proteinine bağlı haldedir 

(Bucci ve ark., 2000). Hücre içi kalsiyum (Ca
+2

) seviyelerinin arttığı durumlarda eNOS 

kaveolinden ayrılmakta 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
+2

 salınımını uyararak 

eNOS’un kaveolinden ayrılmasını tetikleyebilmektedir (Şekil 2.3) (S. W. Bae ve ark., 

2003; Moncada ve Higgs, 2006). Hücre içi Ca
+2 

depoları tükendiği zaman membran 

reseptörlerine sinyal gönderilmekte ve hücre dışı Ca
+2

’un hücreye girmesine izin veren 

Ca
+2

 kanalları açılmaktadır. Ca
+2

 regülasyonunun bu süreci depo kontrollü (store-

operated/SOCa
+2

) Ca
+2

 girişi veya kapasitatif Ca
+2

 girişi olarak bilinmektedir (Putney, 

1986). Ca
+2

 hücre sitoplazmasındaki kalmodulin proteinine bağlanmakta daha sonra 

eNOS’un bağlanmasına izin veren yapısal değişikliklere uğramaktadır (Fleming ve 

Busse, 1999). Böylece aktive olan eNOS ile L-argininden NO üretilmektedir (Şekil 2.3) 

(Palmer ve ark., 1988). Sentezlenen NO endotel hücreleri boyunca bitişik olan düz kas 

hücrelerine geçmekte ve soluble guanilil siklaz (sGC) enzimine bağlanarak bu enzimi 

aktive hale getirmektedir (Ignarro ve ark., 1986). Aktive olan sGC; guanozin-5’-

trifosfatın (GTP) siklik guanozin-3’-5’-monofosfata (cGMP) dönüşümünü 

arttırmaktadır, bu da düz kas gerilimini azaltmaktadır (Jones ve ark., 1999). Ayrıca 

cGMP düz kas hücresinde bulunan sarkoplazmik retikulumdan Ca
+2

 salınımını 

azaltmakta (Collins ve ark., 1986) ve Ca
+2

’nın sarkoplazmik retikuluma girişine 

yardımcı olmaktadır (Cornwell ve ark., 1991). Sonuç olarak düz kas hücrelerinde 

gevşeme yanıtı meydana gelmektedir (Şekil 2.3). 
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Şekil 2. 3. Endotelyal nitrik oksit üretimi ve vasküler düz kas hücreleri üzerindeki etkisi. ACh, bradikinin, 

ATP, ADP ve P maddesi gibi agonistler endotel hücreleri üzerinde bulunan reseptörlerini aktive ettiği 

zaman endoplazmik retikulumdan sitoplazmaya Ca
+2

 salınımını arttırarak eNOS aktivasyonuna yol 

açmaktadır. Aktive eNOS L-argininden NO üretimine neden olmaktadır. Üretilen NO düz kas hücresine 

geçmekte ve soluble guanilaz enzimini (sGC) aktive ederek cGMP seviyesini arttırmaktadır. Böylece 

hücre içi Ca
+2

 miktarı azalmakta ve miyozin hafif zincir kinaz (MLCK) aktivitesini azaltarak damar düz 

kasında gevşeme yanıtına yol açmaktadır. Bu şekil Sandoo ve arkadaşlarının 2010 yılı yayınından 

uyarlanmıştır (Sandoo ve ark., 2010). 

NO üretim mekanizması hücre içi depolardan ve hücre dışından sitoplazmaya geçen 

Ca
+2

 seviyesine bağlıdır. Ca
+2

 seviyesindeki azalma Ca
+2

-kalmodulin kompleksinin 

eNOS’dan ayrılmasına neden olmakta ve eNOS kaveoline bağlanarak inaktive hale 

geçmektedir (Fleming ve Busse, 1999).  

Kayma gerilimi damarda artmış kan akışından kaynaklanmaktadır ve protein kinaz B 

(PKB=Akt) ile (Boo ve ark., 2002) eNOS fosforilasyonunu başlatmaktadır. Böylece 

kayma gerilimi eNOS fosforilasyonu yoluyla NO üretimini arttırabilmektedir (Tran ve 

ark., 2000). Kayma gerilimi ayrıca endotelde bulunan Ca
+2

 ile aktive olan K
+
 (KCa) 

kanallarını aktive etmekte ve hücreden K
+
 çıkışına ve hücreye Ca

+2
 girişine neden 

olmaktadır (Moens ve ark., 2005) (Şekil 2.3). Ca
+2

 ve eNOS fosforilasyonunun NO 

üretimine katkısı kayma geriliminin süresine bağlıdır. Örneğin kısa süreli kayma 

geriliminde hücre içi Ca
+2

 salınımı artarken (Kuchan ve Frangos, 1994), daha uzun 

süreli (> 30 dakika) kayma gerilimi sonucu hücre içi Ca
+2

 depoları tükenebilmektedir. 

Hücre içi Ca
+2

 depoları tükendiğinde NO üretimi eNOS fosforilasyonuna bağlıdır 

(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 bağımlı II (Butt ve ark., 2000) gibi protein kinazlar 

(Michel ve Feron, 1997) ile gerçekleşmektedir.  

Yukarda bahsedilen mekanizmalar sürekli olarak aktiftir ve bazal vazodilatör tonusu 

korumak için NO üretmektedir. NG monometil-L-arginin (LNMMA) kullanılarak NO 

aktivitesinin inhibe edilmesi sonucu kan basıncında doz bağımlı bir artış bulunmuş ve 

NO uygulanması ile bu yanıt tersine çevrilmiştir (Rees ve ark., 1989). Bu bulgular 

NO’nun istirahat vazodilatör tonusun korunmasındaki önemini vurgulamaktadır. NO 

yokluğunda da damarlarda gevşeme yanıtı oluşturulabilmektedir. Endotelin 

hasarlanmasından sonra gliseril trinitrat uygulanması vazodilatasyona yol açmaktadır 

(Vallance ve ark., 1989). NO’nun plateletlerdeki antiagregan etkisi ve endotel hücreleri 

ve düz kas hücrelerinde vazodilatör etkisi sGC aktivasyonu ve cGMP oluşumu ile 

meydana gelmektedir.  

2.2.2. Prostasiklinler ve Tromboksan A2 

Siklooksijenaz 1 (COX-1) ve 2 (COX-2) ile araşidonik asitten sentezlenen PGI2 ve TxA2 

vasküler fonksiyonu düzenlemektedir (Bunting ve ark., 1983). Endotel hücresinde 

araşidonik asit COX-2 ile prostaglandin H2’ye (PGH2) dönüşmekte ve prostasiklin 

sentaz ile PGI2 üretilmektedir. PGI2; baskın olarak endotel hücrelerinde sentezlenmekte 

ve yaralanma bölgelerinde lokal etki oluşturmaktadır. PGI2’lerin çoğu lümenden 

salınmakta ve burada antiplatelet olarak etki yapmaktadır. PGI2; hem plateletlerde hem 

de vasküler düz kas hücrelerinde bulunan prostasiklin reseptörlerine (IP) bağlanmaktadır 

(McAdam ve ark., 1999). Düz kas hücresindeki IP reseptörüne PGI2 bağlanması sonucu 

adenilaz siklaz (AC) aktive olmakta ve siklik adenozin-3’-5’-monofosfat (cAMP) 

sentezini indüklemektedir (Şekil 2.4). cAMP düz kasın NO ile aynı şekilde gevşemesini 

sağlayan PKA’yı aktive etmektedir (Fetalvero ve ark., 2007). NO bloke edildiği zaman 

kalan dilatasyon artmış PGI2 sentezine bağlanmıştır (Beverelli ve ark., 1997), PGI2’nin 

NO azaldığı durumlarda kompanze edici bir rol oynadığını düşünülmektedir. 
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Şekil 2. 4. Prostasiklin ve tromboksan A2’nin etki mekanizmaları. Endotel hücresinde COX-2 enzimi ile 

araşidonik asitten PGI2 üretilmektedir. PGI2 düz kas hücresi üzerinde bulunan IP reseptörüne bağlanarak 

adenilaz siklazı (AC) aktive etmekte ve cAMP seviyesini arttırmaktadır. Böylece vazodilatasyona yol 

açmaktadır. PGI2 plateletler üzerinde bulunan IP reseptörüne bağlandığı zaman platelet agregasyonunu 

azaltmaktadır. Platelerde COX-1 enzimi ile araşidonik asitten üretilen TxA2 düz kas hücresi üzerinde 

bulunan TP reseptörüne bağlanmakta ve inositol trifosfat (IP3) ve diaçilgliserol (DAG) seviyesini 

arttırarak vazokonstriksiyona neden olmaktadır. TxA2 plateletlerde bulunan TP reseptörüne bağlandığı 

zaman ise platelet agregasyonunu arttırmaktadır.  

PGI2’nin aksine TxA2 platelet agregasyonuna ve vazokonstriksiyona neden olmaktadır. 

Plateletlerde araşidonik asit COX-1 ile PGH2’ye dönüşmekte ve tromboksan sentaz ile 

TxA2 sentezlenmektedir (Bunting ve ark., 1983). TxA2; plateletlerde bulunan 

tromboksan/prostanoid reseptörü (TP)  ile platelet agregasyonuna neden olmaktadır 

(FitzGerald, 1991). TP reseptörü aynı zamanda düz kas hücrelerinde de bulunmakta ve 

vazokonstriksiyona yol açmaktadır (Şekil 2.4) (Alexander ve Griendling, 1996). 

PGI2 ve TxA2 aktivitesindeki denge sağlıklı damarda homeostazın korunmasına 

yardımcı olmaktadır. Bu dengenin önemi selektif COX-2 inhibitörleri kullanıldığı zaman 

belirgin hale gelmektedir. Selektif COX-2 inhibitörleri TxA2’nin üretimini 

etkilemeksizin PGI2 üretimini azaltmaktadır. Bu nedenle selektif COX-2 inhibitörleri; 

vazokonstriksiyon ve platelet agregasyonuna neden olmakta ve kardiyak olay riskini 

arttırmaktadır (Marwali ve Mehta, 2006). 

2.2.3. Endotel Kaynaklı Hiperpolarizan Faktör  

Endotel kaynaklı hiperpolarizan faktör (EDHF) henüz tanımlanamayan bir vazodilatör 

maddedir ve hücrenin membran potansiyelini daha negatif hale getirerek düz kasları 

hiperpolarize etmektedir (Feletou ve Vanhoutte, 1988). İzole koroner arterlerinde NOS 
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inhibitörü olan arginin analogları ve COX inhibitörü olan indometazin varlığında da 

hiperpolarizasyon meydana geldiği görülünce NO, PGI2 ve EDHF’nin insan koroner 

arterinin gevşemesinde ayrı ayrı rolü olduğu öne sürülmüştür (De Meyer ve Herman, 

1997).  

EDHF’nin özelliği bilinmemektedir ama farklı biyolojik mekanizmaları kapsamaktadır 

(Şekil 2.5). Hiperpolarizasyona neden olan birkaç yolak vardır. Ca
+2

 ile aktive olan K
+
 

kanallarının (KCa) açılması ile endotel hücrelerinde meydana gelen hiperpolarizasyon 

geçit bağlantıları (gap junctions) ile düz kas hücresine iletilmekte ve düz kas hücresinde 

endotel bağımlı hiperpolarizasyon oluşturmaktadır (Feletou ve Vanhoutte, 2006). Ayrıca 

düz kas hücrelerinde bulunan KCa, içe doğrultucu potasyum kanalları (Kir) ve Na
+
/K

+
 

pompasını aktive ederek direkt olarak düz kas hücresinde hiperpolarizasyona neden 

olmaktadır. Düz kas hücresinin membran potansiyelindeki bu değişim voltaj bağımlı 

Ca
+2

 kanallarının kapanmasına yol açmakta ve  böylece hücre içi Ca
+2

 seviyesini 

azaltarak gevşemeye neden olmaktadır (Edwards ve Weston, 2004).  

 

Şekil 2. 5. Endotel kaynaklı hiperpolarizan faktörün etki mekanizması. EDHF; endotel ve düz kas 

hücresindeki Ca
+2

 ile aktive olan K
+
 kanallarını (KCa) aktive ederek endotel hücresinden K

+ 
çıkışına ve 

hiperpolarizasyona neden olmaktadır. Endotel hücresinde meydana gelen hiperpolarizasyon; geçit 

bağlantılar (gap juncitonlar) ile düz kas hücresine iletilmektedir. Ayrıca düz kas hücresinde bulunan KCa, 

içe doğrultucu potasyum kanalları (Kir) ve Na
+
/K

+ 
pompasını aktive etmektedir. Böylece düz kasta 

meydana gelen hiperpolarizasyon voltaj bağımlı Ca
+2

 kanallarını kapanmasına yol açarak hücre içi Ca
+2

 

([Ca
+2

]i) seviyesini azaltmakta ve vazodilatör yanıt oluşturmaktadır. Bu şekil Ozkor ve Quyyumi’nin 2011 

yılı yayınından uyarlanmıştır (Ozkor ve Quyyumi, 2011). 
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Bulgularda EDHF’nin bazı kan damarlarında sitokrom P450 aracılı araşidonik asit 

metabolitleri ve lipoksijenaz türevleri veya hidrojen peroksit (H2O2) olduğu öne 

sürülmüştür (Feletou ve Vanhoutte, 2006). Araşidonik asit metabolizmasının ürünü olan 

epoksieikosatrienoik asitler (EET)  endotel hücrelerinde sentezlenmelerine karşın düz 

kas hücrelerinden K
+
 akışını artırarak, hiperpolarizasyon ve gevşemeye yol açmaktadır 

(Quilley ve McGiff, 2000). Bununla birlikte EET aktivitesinin inhibe edildiği 

damarlarda hiperpolarizasyonun hala devam ettiği görülmüştür (Petersson ve ark., 

1997). 

2.2.4. Endotelin-1 

Endotelin (ET); ET-1, ET-2 ve ET-3 olmak üzere üç izoforma sahiptir (Alonso ve 

Radomski, 2003). Bilinen 3 ET’den sadece ET-1 endotel hücreleri tarafından 

üretilmektedir. ET-1; 21 amino asitten oluşan bir peptiddir ve potent vazokonstriktör 

olarak aktivite göstermektedir (Levin, 1995; Masaki, 1995). 41 amino asitten oluşan 

büyük ET-1’den endotelin dönüştürücü enzim (ECE) ile ET-1 sentezlenmektedir. ET-1 

üretiminin interlökinler ve tümör nekroz faktör ile arttığı ve NO ve PGI2 ile azaldığı 

gösterilmiştir (Alonso ve Radomski, 2003). ET-1 reseptörleri hem düz kas hücrelerinde 

(ETA ve ET-B2) hem de endotel hücrelerinde (ET-B1) tanımlanmıştır (Bacon ve ark., 

1995). ET-1’in vazokonstriktör etkisine büyük oranda düz kas hücrelerinde bulunan ET-

A reseptörü aracılık etmektedir. ET-1; ETA veya ET-B2 reseptörlerine bağlandığında 

düz kas hücresindeki Ca
+2

 kanalları açılmakta ve hücre içine Ca
+2

 girmektedir. Bu 

TxA2’ye benzer şekilde vazokonstriksiyona neden olmaktadır. Endotel üzerindeki ET-

B1 reseptörlerinin aktivasyonu ise NO ve PGI2 salınımını indükleyerek vazodilatasyona 

yol açmaktadır (Şekil 2.6) (Cardillo ve ark., 2000). Endotel disfonksiyonunda endotel 

hücrelerindeki ET-B1 reseptörleri downregüle olurken, düz kas hücrelerinde ET-B2 

reseptörleri upregüle olmakta ve böylece vazokonstriksiyon yanıtı artmaktadır (Bohm ve 

ark., 2002).  
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Şekil 2. 6. Endotelin-1’in damar endotel ve düz kas hücresi üzerindeki etkisi. Endotel hücresinde üretilen 

ET-1; damar düz kasında bulunan ETA ve ETB2 reseptörlerine bağlanarak Ca
+2

 kanalını aktive etmekte 

ve hücre içi Ca
+2

 düzeyini artırmaktadır. Böylece damar düz kasında vazokonstriksiyona yol açmaktadır. 

ET-1; endotel hücresinde bulunan ETB1 reseptörüne bağlandığında ise NO ve PGI2 salınımına yol 

açmakta, böylece damar düz kasında vazodilatasyona neden olmaktadır. Bu şekil Barst’ın 2007 yılı 

yayınından uyarlanmıştır (Barst, 2007). 

2.2.5. Diğer Mediyatörler 

Süperoksit anyonunun (O2
-
) vasküler tonusun önemli bir düzenleyicisi olduğu öne 

sürülmektedir (Busse ve Fleming, 1996; Katusic, 1996). Bu serbest radikalin kaynağı 

endotel veya inflamatuar hücreler olabilmektedir. Süperoksit radikali ve NO etkileşimi 

sonucu peroksinitrit (ONOO
-
) meydana gelmekte ve böylece NO konsantrasyonu 

azalmaktadır. Peroksinitrit ayrıca düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonuna ve 

endotel hasarına neden olmaktadır.  Artmış süperoksit üretimi PGI2 sentezini inhibe 

etmekte, TxA2 sentezini ise etkilememektedir (Katusic, 1996).  

Hidrojen sülfit (H2S) ise NO ve karbonmonoksitten sonra üçüncü endotel türevi 

vazodilatör gaz olarak tanımlanmıştır (G. Yang ve ark., 2008) ve NO ile birlikte etki 

oluşturduğu öne sürülmüştür (Cortese-Krott ve ark., 2015; Yuan ve ark., 2015). L-

sisteinden sistatiyonin γ-liyaz enzimi ile damarlarda üretilen H2S’in  kan basıncını ve 

hücresel metabolizmayı düzenlediği, anjiyogenezi arttırdığı, iyon kanallarını düzenlediği 

ve fibrözisi ve inflamasyonu azalttığı bilinmektedir (R. Wang, 2012). 
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2.2.6. Endotel Disfonksiyonu 

Endotel disfonksiyonu ilk kez 1990’da hipertansif insanların ön kol damarlarında 

tanımlanmıştır ve esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda endotel bağımlı 

vazodilatasyonun bozulmuş olduğu saptanmıştır (Panza ve ark., 1990). Endotel 

disfonksiyonu antitrombotik faktörlerin üretiminde azalmanın ve vazokonstriktör ve 

protrombotik faktörlerin üretiminde artışın eşlik ettiği kronik inflamatuar bir süreçtir. 

Sonuç olarak vasküler tonusun bozulmasına ve kardiyovasküler olay riskinde artışa yol 

açmaktadır. Sigara kullanımı, yaşlanma, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, hiperglisemi 

ve aterosklerotik hastalık öyküsü gibi kardiyovasküler risk faktörleri endotel 

disfonksiyonu ile ilişkilendirilmiştir.  

Endotel disfonksiyonu temel olarak endotel kaynaklı gevşetici faktörlerin üretiminin ve 

etkisinin azalmasından kaynaklanmaktadır. Çünkü bunlar yalnızca vasküler tonusu 

değil, plateletlerin ve immün hücrelerin aktivitesini ve endotele yapışmasını da 

etkilemektedir (Pries ve Kuebler, 2006; Karbach ve ark., 2014; Steven ve ark., 2015). 

Endotel disfonksiyonunun gelişiminde monomer haldeki eNOS’un (eNOS uncouplingi) 

süperoksit üretmesi ve NO’yu inaktive etmesi, NO biyoyararlanımında azalma, sGC 

desensititizasyonu, PGI2 sentazın inaktivasyonu ve ET-1’in aktivasyonu rol 

oynamaktadır (Forstermann ve Munzel, 2006). NO miktarında azalmaya yol açan 

endojen eNOS inhibitörü; asimetrik dimetilargininin (ADMA) de endotel disfonksiyonu 

ile ilişkili olduğu öne sürülmektedir (Şekil 2.7) (Boger ve ark., 1998).  

 

Şekil 2. 7. Endotel disfonksiyonunun mekanizmaları. Tetrahidrobiyopterin (BH4) kofaktörü varlığında 

eNOS ile L-argininden NO üretilmektedir. NAPH oksidaz (NOX) aktivitesi, ksantin oksidaz ve 

mitokondri solunum zinciri gibi kaynaklardan ise süperoksit anyonu (O2
-
) üretilmektedir. NO ve O2

-
 

peroksinitrit oluşturarak BH4 oksidasyonuna yol açmaktadır. BH4’ün azalması ve ADMA; eNOS 

uncouplingine neden olmaktadır. Uncoupling haldeki eNOS; NO üretimini azaltarak ve oksidatif strese 

yol açarak endotel disfonksiyonuna neden olmaktadır. Bu şekil Huynh ve Heo’nun 2019 yılı yayınından 

uyarlanmıştır (Huynh ve Heo, 2019). 
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Endotel disfonksiyonunun kardiyovasküler hastalıkların başlamasında ilk faktör 

olabileceği öne sürülmektedir (Vanhoutte ve ark., 2017). Bu nedenle endotel 

disfonksiyonunun ateroskleroz, hipertansiyon ve diyabet hastalığının patolojisinde yer 

aldığı öne sürülmüştür.  

2.3. Antiplatelet Tedaviler ve Etki Mekanizmaları 

Platelet temelli hemostazın aktivasyonu; arteriyel yatakta aterotrombotik olayların 

gelişiminde anahtar faktördür. Koagülasyonun aktivasyonu ise venöz sistemde ve kalp 

odacıklarındaki trombotik ve tromboembolik olaylara neden olmaktadır. Bununla 

birlikte agregasyon ve koagülasyon mekanizmaları iç içe geçmiş haldedir. Örneğin 

koagülasyon kaskadının anahtar enzimi olan trombin (faktör IIa) PAR’ları uyararak 

plateletleri aktive etmektedir (Bultas, 2013).  

Normal koşullar altında sağlam kan damarlarında platelet aktivasyonu veya koagülasyon 

meydana gelmemektedir. Kan damarı hasarlandıktan sonra plateletlerin subendotelyal 

yüzeyde bulunan kollajen ve von Willebrand faktöre (vWF) adezyonu trombüs 

oluşumunu başlatmaktadır. Adezyon sonrası kollajen ve vWF plateletlerin yüzeyindeki 

glikoprotein reseptörlerine bağlanarak plateletleri aktive etmektedir. Aktive 

plateletlerden salınan ADP reseptörleri P2Y1 ve P2Y12’yi, serotonin reseptörü 5HT2A’yı, 

TxA2 reseptörü TP’yi ve trombin reseptörü PAR’ı uyararak platelet aktivasyonunu 

tetiklemekte ve trombüs oluşumuna yol açmaktadır (Clemetson, 2012). Böylece hücre 

içi Ca
+2

 düzeyi artmakta ve spesifik sinyal yolakları aktive olmaktadır (Thomas ve 

Storey, 2015). Aktif glikoprotein IIb/IIIa reseptörü (GP IIb/IIIa) platelet agregasyonunda 

merkezi role sahiptir. Plateletlerde meydana gelen konformasyonel değişiklik sonucu 

fibrinojen plateletler üzerinde bulunan GP IIb/IIIa reseptörüne bağlanmakta ve böylece 

plateletlerin çapraz bağlanmasına ve trombüs stabilizasyonuna katkıda bulunmaktadır 

(Şekil 2.8) (Clemetson, 2012). P2Y12 reseptörü, PAR1 ve TP’nin aktivasyonu AC’yi 

inhibe ederek cAMP miktarını azaltmakta ve platelet agregasyonuna neden olmaktadır 

(Bultas, 2013).  
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Şekil 2. 8. Platelet aktivasyon mekanizmaları. Arteriyel duvarda hasar sonucu kollajen ve von Willebrand 

faktör (vWF) reseptörlerine bağlanarak platelet adezyonuna ve aktivasyonuna yol açmaktadır. Aktive olan 

plateletlerden ADP, serotonin, trombin ve TxA2 salınmakta ve böylece platelet agregasyonuna neden 

olmaktadır. Plateletlerin aktivasyonu GPIIb/IIIa reseptöründe konformasyonel değişikliğe yol açarak 

fibrinojenin bağlanmasına  ve sonuç olarak agregasyona ve trombüs oluşumuna yol açmaktadır.  

Endotel hasarı bölgesinde istenmeyen platelet aktivasyonu; aterotromboz ve son organ 

hasarı ile sonuçlanmakta (Gremmel ve ark., 2016) ve kardiyovasküler hastalıkların 

patogenezinde trombozis önemli bir rol oynamaktadır. Antiplatelet tedaviler advers 

kardiyovasküler olayların sekonder profilaksisinde kritik role sahiptir. Piyasada bulunan 

antiplatelet ilaçlar; TxA2 oluşumunu engelleyerek, P2Y12 reseptörünü inhibe ederek, 

cAMP seviyesini arttırarak, GPIIb/IIIa reseptörünü inhibe ederek veya PAR1’i 

antagonize ederek etki etmektedir. 

2.3.1. Siklooksijenaz-1 Enziminin Bloke Edilmesi  

Antiplatelet amaçla COX-1 enziminin bloke edilmesi yaygın olarak ve uzun zamandır 

kullanılan bir seçenektir. Araşidonik asitten plateletlerde TxA2 üretilirken, endotel 

hücrelerinde PGI2 üretilmektedir. COX-1 aracılığı ile üretilen TxA2 platelet 

agregasyonunu ve vazokonstriksiyonu indüklerken, COX-2 aracılığı ile üretilen PGI2 

platelet agregasyonunu ve vazokonstriksiyonu inhibe etmektedir (Majerus, 1983). Düşük 

doz (75-350 mg/gün) aspirin, plateletlerde araşidonik asitten TxA2’nin üretilmesi için 

gerekli olan COX-1 enzimini irreversibl olarak bloke etmektedir. Bu blokajı enzimin 

katalitik bölgesinde serin asetilasyonu ile sağlamaktadır (Şekil 2.9) (Bultas, 2013). 
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Şekil 2.9. Antiplatelet ilaçların etki mekanizmaları. Antiplatelet etkide adenilaz siklaz (AC) enziminin 

aktivasyonu ile cAMP üretiminin artışı kritik öneme sahiptir. Artan cAMP ile aktive olan PKA vazodilatör 

ile uyarılan fosfoproteini (VASP) fosforilize (VASP-P) etmektedir. Böylece GP IIb/IIIa reseptörü inaktive 

olmakta ve platelet stabilizasyonu ile sonuçlanmaktadır. TP, P2Y12 ve PAR1 reseptörlerinin aktivasyonu 

AC enzimini inhibe etmektedir. Bu reseptörleri inhibe eden ilaçlar AC enzimini inhibisyonunu 

engelleyerek antiplatelet etki sağlamaktadır. Ayrıca AC enzim aktivatörü ilaçlar ve cAMP 

parçalanmasında rol oynayan fosfodiesteraz enzim-3(PDE3)’ü inhibe eden ilaçlar da cAMP seviyesini 

arttırarak antiplatelet etki göstermektedir. GPIIb/IIIa reseptörünün inhibe eden ilaçlar ise platelet 

agregasyonunu engelleyerek antiplatelet olarak etki etmektedir. Bu şekil Bultas’ın 2013 yılı yayınından 

uyarlanmıştır (Bultas, 2013). 

2.3.2. P2Y12 Reseptörünün İnhibe Edilmesi  

Platelerde ADP’nin bağlandığı pürinerjik bir reseptör olan P2Y12 platelet agregasyonuna 

neden olmaktadır. P2Y12 reseptörünün inhibe edilmesi vazodilatör ile uyarılan 

fosfoproteini (VASP) azaltarak, fosforile edilmiş VASP formunu (VASP-P) artırmakta 

ve böylece platelet stabilizasyonunu sağlamaktadır. P2Y12 reseptör blokerleri 

(tienopiridinler) reversibl ve irreversibl etkili olmak üzere 2 gruba ayrılmaktadır. 

Tikagrelor ve cangrelor reversibl olarak etki ederken, prasugrel, klopidogrel, and 

tiklopidin ise reseptörü irreversibl olarak inhibe etmektedir (Şekil 2.9) (Bultas, 2013). 

2.3.3. Siklik Adenozin Monofosfat Seviyesinin Arttırılması  

cAMP seviyesi ya sentezi arttırılarak ya da degradasyonu inhibe edilerek arttırılabilir. 

Dipiridamol; adenozinin hücre içine alınmasını inhibe ederek plazma adenozin miktarını 

arttırmakta ve böylece adenozin plateletler üzerindeki reseptörüne bağlanmaktadır. 

Adenozin reseptör aktivasyonu sonucu AC enzimi aktive olmakta ve cAMP miktarı 

artmaktadır. Silositazol ise PDE3’ü inhibe ederek cAMP degradasyonunu inhibe 
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etmektedir. Artan cAMP düzeyi PKA aktivasyonu ile VASP fosforilizasyonunu 

arttırmakta ve böylece antiplatelet etki oluşturmaktadır (Şekil 2.9)  (Bultas, 2013).  

2.3.4. Glikoprotein IIb/IIIa Reseptörünün İnhibe Edilmesi 

Fibrinojen veya vWF gibi proteinler ile plateletlerde bulunan GPIIb/IIIa reseptörünün 

aktivasyonu sonrasında plateletler arasında fibrinojen-fibrin köprülerinin oluşması ile 

agregasyon meydana gelmektedir. GPIIb/IIIa reseptörünü inhibe eden ilaçlar böylece 

primer hemostazın son basamağını inhibe etmektedir. Reseptöre karşı geliştirilen antikor 

absiksimab ve proteinlerin reseptöre bağlandığı yeri işgal eden eptifibatid ve tirofiban 

GPIIb/IIIa reseptör inhibitörü antiplatelet ilaçlardır (Şekil 2.9)  (Bultas, 2013). 

2.3.5. Proteaz ile Aktive Olan Reseptör1’in İnhibe Edilmesi  

PAR1’in ana ligandı olan trombin primer ve sekonder hemostaz arasında bağlantı görevi 

görmektedir. PAR1 reseptörü AC inhibisyonu, platelet hücresi içine Ca
+2

 girişi ve ADP 

salınımı ile platelet degranülasyonu gibi etkilere sahip olması nedeniyle karmaşık bir 

reseptördür (Falker ve ark., 2011). Vorapaksar miyokard infarktüsü (MI) ve periferik 

arter hastalığı olan hastalarda trombotik kardiyovasküler olayların azaltılması için onaylı 

ilk PAR1 antagonistidir (Şekil 2.9) (Magnani ve ark., 2015). 

2.4. Proteaz ile Aktive Olan Reseptörler, Etki Mekanizması ve Sinyal İletimi 

Proteazla aktive olan reseptörler (PAR); proteazların hücresel etkilerine aracılık eden 

heptaheliks GPKR’ler olup, önemli ilaç hedefleridir (Hamilton ve Trejo, 2017). Endotel 

hücreleri, plateletler, monositler, T lenfositler ve düz kas hücreleri de dahil olmak üzere 

çok sayıda hücre üzerinde eksprese edilen (Hollenberg ve Compton, 2002) PAR’lar 

vasküler fizyoloji, gelişim, tromboz, inflamasyon, nöronal hasar ve kanser 

progresyonunda önemli fonksiyonlara sahiptir (Cirino ve ark., 1996; Boire ve ark., 2005; 

Coughlin, 2005; Hamill ve ark., 2009). 

Memeli genomunda dört tane PAR kodlanmıştır ve bu PAR’lar PAR1, PAR2, PAR3 ve 

PAR4 olarak adlandırılmıştır (Coughlin, 2000). İlk olarak 1991 yılında ekspresyon 

klonlama stratejisi kullanılarak PAR1 bulunmuş ve çeşitli proteazlar tarafından aktive 
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edilen GPKR ailesinin prototipik bir üyesi olarak tanımlanmıştır (Vu, Hung ve ark., 

1991). Ayrıca Vu ve arkadaşları tarafından PAR1’in trombin substratı olduğu 

saptanmıştır (Vu, Hung ve ark., 1991).  Daha sonra PAR2 tanımlanmış ve trombine 

duyarsız olduğu tripsin (Nystedt ve ark., 1994) ve pıhtılaşma faktörü Xa gibi diğer serin 

proteazlara ise duyarlı olduğu bulunmuştur (Fox ve ark., 1997). Ardından trombin 

tarafından aktive edilen PAR3 (Ishihara ve ark., 1997) ve tripsin ve trombin tarafından 

aktive edilen PAR4 (Xu ve ark., 1998; Kahn ve ark., 1999) klonlanmıştır.   

Trombin dışında faktör Xa, plazmin, kallikreinler, APC, matriks metalloproteinaz-1 

(MMP1), nötrofil elastaz ve nötrofil proteinaz-3 gibi diğer proteazların da PAR’ları 

böldüğü ve aktive ettiği gösterilmiştir (Riewald ve ark., 2002; Boire ve ark., 2005; 

Mihara ve ark., 2013). PAR aktivasyonunun fizyolojik düzenleyicisi olarak görev yapan 

bu proteazlar; doku ve hücre tipine göre değişiklik göstermektedir (Hamilton ve Trejo, 

2017). PAR’ları aktivasyon bölgesinden parçalayan herhangi bir proteaz bir agonist 

olarak görev yapabilir, ancak bazı proteazların PAR’ları etkisiz hale getirdiği 

bilinmektedir (Hollenberg ve Compton, 2002). Tablo 2.1’de her bir PAR üyesini aktive 

ve inaktive eden proteazlar özetlenmiştir. Bazı proteazlar aynı reseptör için hem aktive 

edici hem de inaktive edici özelliğe sahiptir.  Örneğin plazmin ve tripsin PAR1’i hem 

aktive hem de inaktive edebilmektedir. 

Tablo 2. 1. PAR’ları aktive ve inaktive eden proteazlar. Bu tablo Hirano’nun 2007 yılı yayınından 

alınmıştır (Hirano, 2007). 

 Aktive eden proeazlar İnaktive eden proteazlar 

PAR1 Trombin, plazmin, VIIa, Xa, APC, tripsin, triptaz, 

katepsin G, granzim A, MMP, gingipain-R 

Plazmin, tripsin, katepsin G, proteinaz 

3, elastaz, kimotripsin 

PAR2 VIIa, 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 üyeleri yedi transmembran helikse (TMI-TMVII) ve üç intraselüler (il1, il2 

ve il3) ve üç ekstrasellüler (el1, el2 ve el3) kıvrıma sahip tüm GPKRlerin temel yapısal 

özellikleri paylaşmaktadır (Bockaert ve Pin, 1999) ancak eşsiz bir proteolitik aktivasyon 

mekanizmasına sahiptir (Macfarlane ve ark., 2001; Hollenberg ve Compton, 2002).  

Çoğu GPKR çözünür, küçük hidrofilik moleküllerin veya peptidlerin reseptörün 

ekstrasellüler tarafındaki derin bağlayıcı ceplerle birleşmesiyle reversibl olarak aktive 

olurken (Wettschureck ve Offermanns, 2005); PARlar endojen proteazlar  ile 

ekstrasellüler N terminal domaininin spesifik bölgesinden bölünmekte (Macfarlane ve 

ark., 2001; Hollenberg ve Compton, 2002) ve ortaya çıkan yeni N-terminal bölge bağlı 

bir ligand olarak işlev görmektedir. Bu bağlı ligand transmembran sinyali tetiklemek 

için intramoleküler bir etkileşim yoluyla reseptörün ekstrasellüler kısmına 

bağlanmaktadır (Şekil 2.10) (Vu, Wheaton ve ark., 1991). Meydana gelen 

intramoleküler aktivasyon aynı kökenden gelen G proteinleri ve β-arrestin ile iletilen bir 

konformasyonel değişikliğe neden olmakta (Soh ve Trejo, 2011; Canto ve ark., 2012) ve 

sinyalizasyonu tetiklemektedir (Vu, Hung ve ark., 1991; C. Zhang, Srinivasan ve ark., 

2012).  Reseptör aktive olduktan sonra fosforilasyon bağımlı mekanizmalar ile PAR’lar 

hızla internalize edilip ve lizozomda degrade olmaktadır (Barnes ve ark., 2004). 

PAR’ların hücre yüzeyinde yeniden oluşması için de novo sentezi veya hücre içi 

depolardan taşınması gerekmektedir (O'Brien ve ark., 2001).  
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Şekil 2. 10. PAR1 aktivasyon mekanizması. Trombin PAR1’in ekstrasellüler N terminaline bağlanıp, 

bölmekte ve ortaya çıkan bağlı ligand (kırmızı) reseptörün ikinci ekstrasellüler kısmına bağlanmaktadır. 

Reseptörde meydana gelen konformasyonel değişiklikler reseptör ile G protein etkileşimini 

kolaylaştırmakta ve intraselüler sinyalizasyona yol açmaktadır. α ve βγ altünitelere sahip G proteinler 

aracılığıyla transmembran sinyalizasyonu tetiklemektedir. PAR1 seçici değildir ve G proteinlerinin birçok 

farklı tipiyle (Gαi, Gαq ve Gα12/13) etkileşime girmektedir. Bu şekil Soh ve arkadaşlarının 2010 yılı 

yayınından uyarlanmıştır (Soh ve ark., 2010).  

Trombin veya tripsin gibi serin proteazlar PAR1, PAR3 ve PAR4’ün ekstrasellüler N 

terminalindeki spesifik tanıma bölgesinden kesme yeteneğine sahiptir. İkinci bir 

etkileşim trombinin anyon bağlayıcı kısmı ile PAR1 ve PAR3’ün N-terminal 

domainindeki asidik bir hirudin benzeri sekans arasında gerçekleşmektedir (Vu, 

Wheaton ve ark., 1991). PAR4 ise ikinci bağlama bölgesinden yoksundur ve trombin 

için düşük bir afinite göstermektedir (Ishihara ve ark., 1997). Diğer PAR’lara benzer 

şekilde, tripsin benzeri proteazlar PAR2’nin N terminalindeki farklı bölgeleri tanıyıp, 

bölmekte ve böylece ortaya çıkan bağlı ligand ile PAR2 aktive olmaktadır (Nystedt ve 

ark., 1994).  

PAR’lar bias agonizma göstermektedir. Bias agonizma veya fonksiyonel seçicilik; farklı 

ligandların GPKR’lerde farklı sinyal yanıtlarına yol açması durumudur. Farklı 

proteazların PAR’ları farklı bölgelerinden böldüğü ve ortaya çıkan bağlı peptid 

ligandların farklı heterotrimerik G protein alt tiplerinin veya β-arrestinlerin 
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sinyalizasyonunu tetiklediği gösterilmiştir. PAR’ların aktivasyonu fosfolipaz C (PLC) β, 

protein kinaz C (PKC), Ca
+2

  salınımı, MAPK ve potasyum (K
+
) kanallarını içeren bir 

G-protein kenetli sinyal yolağını uyarmaktadır (Coughlin, 2000; Ossovskaya ve Bunnett, 

2004). PAR sinyal yolakları çeşitli hücre tiplerinde farklı olmakla birlikte PAR1 aracılı 

sinyal kaskadının başlangıç aşaması bilinmektedir.  PAR1 seçici değildir ve G 

proteinlerinin birçok farklı tipiyle (Gαi, Gαq ve Gα12/13) etkileşime girmektedir (Şekil 

2.10) (Soh ve ark., 2010). PAR1 aracılı Gαq aktivasyonu sonucu guanozindifosfat 

(GDP)–guanozintrifosfat (GTP) değişimi; PLC izoformlarını aktive etmektedir. Aktive 

PLC; fosfatidilinositol 4,5-bisfosfattan (PIP2) inositol trifosfat (IP3) ve diaçilgliserol 

(DAG) meydana getirmektedir. IP3; IP3 reseptörüne bağlanarak hücre içi depolardan 

Ca
+2

 salınımına ve birçok downstream sinyal proteinlerinin aktivasyonuna neden 

olmaktadır. DAG ise; PKC izoformlarını uyarmaktadır. PAR1 aracılı 

Gα12/13 aktivasyonu; Rho-Rho kinaz yolağının ve miyozin hafif zincirinin downstream 

aktivasyonuyla RhoGEF’i uyarmaktadır. PAR1 aracılı Gαi aktivasyonu AC’yi inhibe 

etmektedir (Flaumenhaft ve De Ceunynck, 2017). PAR1 yolaklarının aktivasyonu farklı 

hücre tiplerinde farklı sonuçlara yol açmaktadır. Genel olarak PAR1 aktivasyonu hücre 

büyümesini, adezyonu ve granül salınımını uyarmakta ve hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesine katkıda bulunmaktadır (Şekil 2.10) (Flaumenhaft ve De Ceunynck, 

2017). 

PAR1’in proteolitik uyarıya bağlı olarak karşıt sinyal yolaklarını uyarabilme yeteneği 

sayesinde trombin aracılı aktivasyonu; plateletlerde agregasyon, granül salınımı, 

adezyon proteinlerinin aktivasyonu ve şekil değişimi ile sonuçlanmakta; endotelde ise 

ekzositozu, adezyon proteinlerinin ekspresyonunu, bariyer fonksiyonunun kaybını, 

transkripsiyonel aktivasyonu ve anjiyogenezi uyarmaktadır. Trombin aracılı PAR1’in 

aktivasyonu sonucu nöronlar, düz kas hücreleri, immün hücreler, epitel hücreleri ve 

fibroblastlarda önemli fenotipik değişiklikler meydana gelmektedir (Flaumenhaft ve De 

Ceunynck, 2017). Bu bulgular PAR aktivasyonu ile indüklenen sinyal yolaklarını seçici 

olarak aktive eden veya bloke eden bias ligandların geliştirilmesine olanak 

sağlamaktadır. 
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2.5. Proteaz ile Aktive Olan Reseptörlerin Vasküler Sistemdeki Rolleri 

Vasküler sistemde PARlar; plateletler, lökositlerin çoğu, vasküler endotel ve düz kas 

hücreleri, kardiyomiyositler, kardiyak fibroblastlar ve kalp ve kan damarlarını 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). İnsan arter ve 

venlerinin platelet, endotel ve düz kas hücrelerinde PAR1 tespit edilmiştir (Nelken ve 

ark., 1992; Z. Yang ve ark., 1997). PAR1 ekspresyonu esas olarak damarların endotel 

tabakasında ve daha az oranda vasküler düz kasında bulunmakta ve vazomotor etkiler 

ortaya çıkarmaktadır (Nelken ve ark., 1992). Platelet PAR1 aktivasyonu platelet 

agregasyonuna; endotel PAR1 aktivasyonu vazodilatasyona; vasküler düz kasta PAR1 

aktivasyonu ise vazokonstriksiyona neden olmaktadır (Coughlin, 2002).  

Trombin; proinflamatuvar, proaterojenik, mitojenik ve profibrotik etkiler göstererek 

endotel ve vasküler düz kas ile önemli etkileşimlere girmekte (Coughlin, 2005; Gailani 

ve Renne, 2007) ve insanda en etkili trombin reseptörü olan  PAR1 ile etki etmektedir 

(Leger ve ark., 2006).  Patolojik trombozdaki rolünün yanı sıra trombin; aterogenezis, 

inflamasyon ve vasküler mitogenez, restenoz ve neovaskülarizasyon da dahil olmak 

üzere yaralanma durumundaki vasküler yanıtta önemli bir mediatördür (Coughlin, 

2005). Knockout hayvan modellerinde sentetik PAR1 agonistleri ile yapılan çalışmalar 

sayesinde trombinin prokoagülan etkilerinden bağımsız olarak vasküler rolleri daha 

ayrıntılı bir şekilde anlaşılmıştır. PAR1 aktive edici peptid (PAR1-AP) ile koagülasyon 

kaskadının karışık ve potansiyel olarak zararlı etkileri olmaksızın trombinin hücresel 

etkileri araştırılmıştır (Gudmundsdottir ve ark., 2008). Bir PAR1-AP olan SFLLRN-

NH2; reseptörü proteolitik olarak bölmeksizin doğrudan PAR1’i aktive etmekte ve 

damarlarda PAR1 ve trombinin hücresel etkilerinin incelenmesinde yaygın olarak 

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

Plateletler; arteriyel trombüsün ana hücresel bileşenidir. Plateletlerin vasküler hasar 

bölgesine ilk lokalizasyonu için gerekli olan vWF, kollajen ve fibrinojen reseptörleri 

gibi birçok adhezyon reseptörü platelet yüzeyinde eksprese edilmektedir. Plateletler 

lokal olarak oluşan veya salınan ADP, TxA2 ve trombin gibi mediyatör ile aktive 

olmaktadır. PAR aktivasyonunun hemostazdaki fizyolojik rolü platelet ve endotel 

hücrelerinin aktivasyonu ile bağlantılıdır. Trombin ile plateletlerin aktivasyonu 

plateletlerin şekil değiştirmesi ve α-granüllerin serbest kalmasına neden olurken; 

trombin ile endotel hücrelerin aktivasyonu vWF ekzositozuna ve lökosit 

ekstravazasyonunu arttıran endotel bariyer fonksiyonunda azalmaya yol açmaktadır 

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

PAR’ların türe özgü bir şekilde farklı hücre tiplerinde farklı olarak eksprese edildiği ve 

trombin ile indüklenen platelet aktivasyonunun farklı mekanizmaları da olabileceği öne 

sürülmektedir. Trombin insanlarda PAR1 ve PAR4 aracılığıyla plateletleri aktive 

etmektedir. PAR1’in trombine afinitesi yüksek, PAR4’ün ise trombine afinitesi 

düşüktür. İnsan plateletlerinin aksine fare plateletlerinde PAR1’in eksprese edilmediği, 

PAR3 ve PAR4’ün ise eksprese edildiği öne sürülmüştür (Kahn ve ark., 1998). Kobay 

plateletlerinde ise PAR 1-3 eksprese edilmektedir (Andrade-Gordon ve ark., 2001). 

İnsan olmayan primatların platelet hücrelerinde de insanlardaki gibi PAR1 ve PAR4 

eksprese edilmektedir (Derian ve ark., 2003) ve bu nedenle PAR’lar üzerindeki preklinik 

çalışmaların çoğu insan olmayan primat modellerinde gerçekleştirilmiştir. Maymunlarda 

farmakolojik olarak PAR1 blokajı; PAR-eksik farelerde gözlemlenene benzer şekilde 

trombüs oluşumunu ve vasküler tıkanmayı azaltmıştır (Cook ve ark., 1995; Derian ve 

ark., 2003; M. Chintala ve ark., 2010). Bu çalışmalarda PAR1’in insanlarda tromboza 

karşı etkili bir ilaç hedefi olabileceği öne sürülmüş ve antiplatelet olarak etkili PAR 

antagonistlerinin geliştirilmesini sağlamıştır. MI veya periferik arter hastalığı olan 

hastalarda trombotik komplikasyonların önlenmesi için onaylı ilk oral PAR1 antagonisti 

olan vorapaksar 2014 yılında piyasaya çıkmıştır. 
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2.5.2. Vasküler Endotel Hücreleri 

PAR ailesinin 4 üyesi de arteriyel ve venöz endotel hücrelerde 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 

ekstrasellüler proteazların reseptörü olarak görev yapmakta ve trombin ve faktör VIIa ve 

Xa gibi proteazlar ile bölünmesinin ardından sinyalizasyonu tetiklemektedir (Camerer ve 

ark., 2000; Riewald ve Ruf, 2001). Endotelyal trombin reseptörlerinin aktivasyonu; Ca
+2

 

mobilizasyonuna ve adezyon moleküllerinin sekresyonuna neden olmakta (Hattori ve 

ark., 1989; Garcia ve ark., 1993) ve endotel hücresindeki vWF dolaşımdaki plateletlerin  

kan damarı duvarına bağlanmasını sağlamaktadır (Andre ve ark., 2000). Bu nedenle 

vasküler endotel hücrelerindeki PAR1 trombüsü vasküler hasar bölgesinde 

sınırlandırmaktadır. Koagülasyon faktörü olan faktör Xa endoteldeki PAR1 ve PAR2’yi 

aktive etmektedir. Doku faktörü (TF)/Faktör VIIa ise PAR2’yi ve daha az düzeyde 

PAR1’i aktive etmektedir (Camerer ve ark., 2000; Riewald ve Ruf, 2001; Camerer ve 

ark., 2002; Rao ve Pendurthi, 2005). 

PAR1 endotel hücrelerinde kan damarı tipine bağlı olarak endotel bağımlı gevşemeye 

veya endotel bağımlı kasılmaya katkıda bulunmaktadır (Şekil 2.11) (Coughlin, 2000; 

Hirano ve Kanaide, 2003; Moser ve Patterson, 2003; Steinberg, 2005). Endotel hücre 

kültüründe PAR1 aktivasyonu PGI2 ve NO üretimini uyarmış ve hücre küçülmesine 

neden olmuştur (Hollenberg ve ark., 1993; D. D. Ku ve Dai, 1997b; Sen ve ark., 2011). 

NO; PAR aracılı endotel bağımlı vazorelaksasyonda önemli bir rol oynadığı öne 

sürülmüştür (Hamilton ve ark., 1998; Mizuno ve ark., 1998; Hirano ve Kanaide, 2003; 

Steinberg, 2005).  
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Şekil 2. 11. Sağlam arter ve vasküler lezyonlu arterde PAR1’in rolü. Trombin normal arterde hem endotel 

bağımlı gevşemeyi hem de arter tipine bağlı olarak endotel bağımlı veya direkt olarak düz kasta kasılmayı 

indüklemektedir. Endotel hücrelerinde PAR1 proinflamatuar genlerin ekspresyonunda değişikliğe neden 

olmaktadır. Vasküler lezyon durumunda düz kasta PAR1 ekspresyonu upregüle olmaktadır. Böylece 

trombinin düz kastaki kasılma, migrasyon, proliferasyon, hipertrofi ve ekstraselüler matriks üretimi gibi 

etkileri baskın hale gelmekte, vasküler tonus, medial kalınlık ve neointimal dönüşüm artmaktadır. 

Endotelyal PAR1 ile vasküler permeabilitedeki artış vasküler lezyon patofizyolojisine katkıda 

bulunmaktadır. Bu şekil Hirano’nun 2007 yılı yayınından uyarlanmıştır (Hirano, 2007).  

PAR1 aktivasyonu sıçan (Muramatsu ve ark., 1992; Hollenberg ve ark., 1993), tavşan 

(Komuro ve ark., 1997), kobay (Muramatsu ve ark., 1992), domuz (Tesfamariam, 

1994b; Hamilton ve Cocks, 2000), köpek (Tesfamariam, 1994a), maymun ve 

insanlardan (Hamilton ve ark., 1998; Hamilton ve ark., 2001) elde edilen arter 

örneklerinde endotel bağımlı-NO aracılı gevşemeye neden olmuştur. Sıçan (Antonaccio 

ve ark., 1993; Hollenberg ve ark., 1993), kobay (Muramatsu ve ark., 1992), ve 

köpeklerden (Tesfamariam, 1994a) alınan örneklerde endotelin uzaklaştırılması PAR1 

aracılı direkt düz kas kasılması ile sonuçlanmıştır.  PAR1 aktivasyonu sağlam insan 

koroner arterlerinde kasılma yanıtı oluşturmamışken; endotel hasarlı arterlerde ise 

kasılma yanıtı oluşturmuştur (David D Ku ve Dai, 1997a). Ateromu olmayan arterlerin 

endotelinde PAR1 ekspresyonunun sınırlı olduğu gözlemlenmiştir ama ateromu olan 

arterlerin endotel ve düz kasında anlamlı düzeyde PAR1 ekspresyonu tespit edilmiştir 

(Nelken ve ark., 1992). Vazodilatör prostaglandinlerin insan vasküler düz kas hücre 

kültüründe PAR1 ekspresyonunu downregüle ettiğini gösteren çalışmalar vardır (Pape 

ve ark., 2008; Rosenkranz ve ark., 2009). Sonuç olarak PAR1 aktivasyonu normal 
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şartlarda endotel bağımlı-NO aracılı vazodilatasyona neden olmakta, ateroskleroz 

durumunda ve olası diğer proinflamatuar durumlarda ise PAR1’in düz kasta 

upregülasyonu sonucu vazokonstriksiyon meydana gelmekte ve restenotik olaylara da 

katkıda bulunabilmektedir.  

Endotelyal PAR1 akut inflamatuar yanıtlar ve damar onarımında da yer almaktadır. 

Plateletlerde G12/13-bağımlı şekil değişikliğine benzer olarak trombin ile PAR1 

aktivasyonu; endotel hücrelerde Rho-bağımlı hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesine 

neden olmakta ve hücre kasılması ve yuvarlanmasını indüklemektedir (Garcia ve ark., 

1995; Vouret-Craviari ve ark., 2002). Akut PAR1 aktivasyonu endotel hücre kasılması 

nedeniyle hücre-hücre teması bozmakta, vasküler permeabilitede artışa ve ödeme neden 

olmaktadır (Vergnolle ve ark., 1999; de Garavilla ve ark., 2001). Bu da kandaki molekül 

ve hücrelerin endotelin altına geçişini ve TF ve kollajen maruziyetini 

kolaylaştırmaktadır. Ayrıca endotelyal PAR1 aktivasyonu proinflamatuar sitokinlerin 

salınımına (Johnson ve ark., 1998; Chung ve ark., 2010) ve lökosit adezyon 

moleküllerinin artmış yüzey ekspresyonuna (Fu ve ark., 2005) neden olmaktadır. Bu 

nedenle akut vasküler inflamasyonda PAR1’in rolü dikkat çekmektedir.  

Endotel hücre kültüründe trombinin birçok genin ekspresyonunu upregüle ya da 

downregüle ettiği gösterilmiştir (Minami ve ark., 2004; McLaughlin ve ark., 2005). 

Anjiyogenez, hücre büyümesi, hemostazda yer alan faktörlerin, sitokin, kemokin ve 

hücre adezyonun moleküllerinin trombin ile upregüle olduğu gösterilmiştir (Minami ve 

ark., 2004). Gen ekspresyonundaki bu değişiklikler endotel hücrelerinin proinflamatuar 

fenotipe dönüşümü ile ilişkili olabilir. Endotel hücre kültüründe gözlenen böyle bir 

fenotip dönüşümü vasküler lezyon gelişiminin erken evresinde önemli bir rol 

oynayabilir. Ayrıca trombin ile vasküler geçirgenlik ve anjiyogenezdeki artış 

(Maragoudakis ve Tsopanoglou, 2000; van Nieuw Amerongen ve ark., 2000) vasküler 

lezyon patofizyolojisine de katkıda bulunabilir.  

PAR2 de endotel hücrelerinde endotel bağımlı gevşeme ve anjiyogeneze; düz kas 

hücrelerinde ise kasılma, hücre göçü, proliferasyon, hipertrofi ve ekstrasellüler matriks 
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üretimine aracılık etmektedir (Coughlin, 2000; Hollenberg ve Compton, 2002; Hirano ve 

Kanaide, 2003; Steinberg, 2005). PAR3; PAR4 aktivasyonu için bir kofaktör olarak 

işlev görmekte ve bu nedenle direkt hücre içi sinyalleri ortaya çıkarmadığı 

düşünülmektedir (Coughlin, 2000; Nakanishi-Matsui ve ark., 2000). PAR4’ün endotel 

hücrelerinde NO üretimini (Momota ve ark., 2006) ve endotel bağımlı gevşemeyi 

indüklediği (Hollenberg ve ark., 2004) öne sürülmüştür ancak düz kas hücrelerindeki 

rolü bilinmemektedir.  

2.5.3. Düz Kas Hücreleri ve Kardiyomiyositler 

İnsan vasküler düz kas hücrelerinde PAR1, PAR3 ve PAR4 eksprese edilmektedir. 

Ancak in vivo olarak vasküler düz kas hücrelerinde mitogenez, farklılaşma ve neointimal 

oluşum ve restenoza yol açan matriks sentezinde yer alan ana izoform PAR1’dir 

(Andrade-Gordon ve ark., 2001). Vasküler düz kas hücre kültüründe trombin PAR1 

aktivasyonu aracılığı ile proliferasyonu (McNamara ve ark., 1996), kontraksiyonu 

(Chieng-Yane ve ark., 2011), hipertrofiyi (Chieng-Yane ve ark., 2011), ekstrasellüler 

matriks üretimini (Ivey ve Little, 2008) ve sitokinlerin (Kranzhofer ve ark., 1996) ve 

mitojenik büyüme faktörlerinin (Rauch ve ark., 2007) salınımını uyarmaktadır.  

Sıçan veya babunlarda balon anjiyoplastisi sonrası meydana gelen vasküler lezyonlarda 

ve insanlarda meydana gelen ilerlemiş aterosklerotik lezyonlarda PAR1 ve PAR2’nin 

upregüle olduğu bildirilmiştir (Nelken ve ark., 1992; Wilcox ve ark., 1994; Damiano, 

D'Andrea ve ark., 1999). Sıçan ve babun artelerinde balon-katater hasarı hızlı bir şekilde 

ve anlamlı olarak medial düz kas hücrelerinde PAR1 ekspresyonunu arttırmıştır (Wilcox 

ve ark., 1994). Ayrıca angiotensin II ile indüklenen hipertansiyonlu sıçanların aort düz 

kasında PAR1 mRNA seviyelerinin yaklaşık 10 kat arttığı rapor edilmiştir (Capers ve 

ark., 1997). Bu artmış PAR1 ekspresyonu in vitro olarak endoteli hasarlanmış sıçan aort 

halkalarında trombin ile indüklenen kasılmaya katkı sağlamıştır (Capers ve ark., 1997) 

ve bu değişikliğin en azından kısmen anjiyotensin II’nin hipertansif etkilerinde vasküler 

düz kasta PAR1 ekspresyonunun sorumlu olduğu öne sürülmüştür. Yapısal endotel 

PAR1 aktivasyonu en azından farelerin vaskülogenezisinde önemli rollere sahip olduğu 
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da gösterilmiştir. PAR1’i eksik olan embriyoların yarısında kan damarı oluşumunun 

bozulması sonucu gelişimde anormallikler meydana gelmiştir (A. J. Connolly ve ark., 

1996) ve endotel hücrelerinde PAR1 ekspresyonunun sağlanması ile bu durum 

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

Normal insan izole koroner arter halkalarında PAR1 uyarısının endotel bağımlı 

gevşemeyi indüklerken, kasılma oluşturmadığı rapor edilmiştir (David D Ku ve Dai, 

1997a). Bu endotel bağımlı gevşeme aterosklerotik lezyonun şiddeti arttıkça azalmıştır. 

Duvar kalınlaşması ile ilişkili ileri lezyonlarda gevşeme yanıtı kaybolmuştur ve kasılma 

yanıtı baskın hale gelmiştir (David D Ku ve Dai, 1997a). İnsan aterosklerotik arterlerinin 

endotel ve vasküler düz kas hücrelerinde aşırı PAR1 ekspresyonu rapor edilmiştir 

(Nelken ve ark., 1992).  PAR1’in aktivasyonu düz kas hücresi ve fibroblastlarda 

mitojenik yanıtları tetiklemektedir (McNamara ve ark., 1993). Antikor ile PAR1’in 

bloke edilmesi katater ile indüklenen restenoz hasarı modelinde intimal hiperplaziyi 

%50 azaltmıştır (Takada ve ark., 1998).  

Aterosklerotik plaklar sitokin eksprese ve sekrete eden makrofajlar gibi inflamatuar 

hücreler de içermekte ve makrofajlar MMP’ları üretmektedir (Morgan ve ark., 2004). 

MMP-1; PAR1 agonisti olarak tanımlanmıştır (Boire ve ark., 2005). İnce fibröz çepere 

sahip stabil olmayan plakların MMP-1 düzeyinin stabil çeper yapısına sahip kalın 

plaklardan 8 kat daha fazla olduğu gösterilmiştir (Morgan ve ark., 2004). Sonuç olarak 

MMP-1’in downstreamindeki PAR1’in hedeflenmesi aterosklerotik hastalıklarda plak 

rüptürünün kontrolü veya azaltılmasında etkili olabilir.  

Sonuç olarak kasılma, göç, proliferasyon, hipertrofi ve ekstrasellüler matriks üretimi gibi 

düz kas üzerindeki PAR1’in etkileri vasküler lezyonlarda baskındır; aktivasyonu sonucu 

vasküler tonusta bir artışa ve vasküler lezyonların gelişimine katkıda bulunmaktadır 

(Şekil 2.11). PAR’ların özellikle PAR1 ve PAR2’nin, vasküler lezyonların düz kas 

hücrelerinde upregüle olduğu, oysa normal arterlerin düz kas hücrelerinde 

ekspresyonlarının sınırlı olduğu bildirilmiştir (Hirano ve ark., 2005). Bu nedenle 
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PAR’ların özellikle trombüs oluşumu ile ilişkili vasküler lezyonlar gibi patolojik 

koşullar altında daha önemli bir rol oynadığı düşünülebilir.  

Kardiyomiyositler ise fonksiyonel olarak PAR1 ve PAR2 içermektedir. Bir çalışmada 

PAR1 ve PAR2’nin uyarılması kardiyomiyositlerde hipertrofiye yol açmıştır (Sabri ve 

ark., 2000). Kardiyak hücrelerde trombin ile PAR1’in aktivasyonu kardiyak hücre 

kontraktilitesinde artışa ve Ca
+2

 seviyelerini artırarak ve dönüştürücü büyüme faktörü-β 

(TGFβ)’nın uyarılmasıyla hipertrofi ve fibrozisin indüklenmesine neden olmuştur (Sabri 

ve ark., 2000; Sabri ve ark., 2002). Böylece trombinin PAR1 aktivasyonu ile kalbin 

patolojik olarak yeniden şekillenmesinde rolü olabileceği öne sürlmüştür. İzole  

kardiyomiyositlerde aşırı PAR1 ekspresyonu kardiyak hipertrofiyi indüklemiş ve MI 

hayvan modelinde PAR1’in knockdown edilmesi kardiyak hipertrofiyi azaltmıştır 

(Pawlinski ve ark., 2007). Doğrudan trombin inhibitörleri veya PAR1 antagonisti 

kullanılarak reseptör aracılığıyla PAR1 inhibisyonun kardiyak fibroblastta fibrozisi 

zayıflattığı gösterilmiştir (Sonin ve ark., 2013). Sonuç olarak kardiyomiyositlerdeki 

PAR1 ve PAR2’nin hedeflenmesi trombin ve TF/VIIa/Xa gibi proteazların arttığı MI 

durumunda inflamatuar ve doku onarım yanıtlarının modülasyonunda olası terapötik bir 

seçenek olabilir. 

2.5.4. Vasküler Tonusun Düzenlenmesinde Proteaz ile Aktive Olan Reseptörler  

Trombin ve tripsin normal arterlerde canlı türünün ve  kan damarlarının tipine bağlı 

olarak endotel bağımlı vazorelaksasyonu (Muramatsu ve ark., 1992; D. D. Ku ve 

Zaleski, 1993; Tesfamariam, 1994b; David D Ku ve Dai, 1997a; Mizuno ve ark., 1998), 

endotel bağımlı kasılmayı (Derkach ve ark., 2000) veya doğrudan düz kas kasılmasını 

(D. D. Ku ve Zaleski, 1993; David D Ku ve Dai, 1997a) indüklediği bildirilmiştir. 

Sağlıklı domuz ve insan koroner arterlerinde PAR1’in aktivasyonu düz kas üzerinde 

endotel bağımlı gevşemeye neden olmuştur (Mizuno ve ark., 1998, 2000). Sağlıklı 

domuz interlobal renal arterinde trombinin vasküler tonusta ilk olarak endotel bağımlı 

gevşeme ve ardından endotel bağımlı bir kasılmadan oluşturan bifazik bir yanıta yol 

açtığı gösterilmiştir (Derkach ve ark., 2000). Sağlıklı kobay aortaları, tavşan aortaları ve 
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köpek koroner arterlerinde trombinin doğrudan düz kasta kasılmaya yol açtığı 

bildirilmiştir (Muramatsu ve ark., 1992; D. D. Ku ve Zaleski, 1993; Godin ve ark., 1995; 

David D Ku ve Dai, 1997a). Sonuç olarak normal arterlerde endotel hücrelerinin 

PAR’ların vasküler etkilerine aracılık eden primer hücreler olduğu düşünülmektedir 

(Soifer ve ark., 1994). Öte yandan, PAR1 ve PAR2’nin normal arterlerin düz kas 

hücrelerinde fonksiyonel ekspresyonunun sınırlı olduğu öne sürülmüştür (Nelken ve 

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

İzole damar preperatlarına trombin uygulanması hem vazodilatör hem de 

vazokonstriktör yanıtları indüklemektedir. Trombin veya PAR1-AP ile sağlam koroner 

arterlerinin uyarılması vazorelaksasyona neden olmuştur (D. D. Ku ve Zaleski, 1993; 

David D Ku ve Dai, 1997a). Ancak köprek koroner arterlerinin intimal endotel 

tabakasının mekanik olarak hasarlanması PAR1-AP’lerin gevşetici etkisini tamamen 

ortadan kaldırmıştır ve kasılmayı indüklemiştir. Aynı şekilde minimal intimal 

proliferasyona sahip insan koroner arterlerine SFLLRN-NH2 uygulanması endotel 

bağımlı gevşeme ile sonuçlanmıştır ve bu gevşeme yanıtı endotelin hasarlanması ile 

bloke olmuştur. Endoteli sağlam koroner arterlerin eNOS inhibitörleri NG-monometil-L-

arginin (L-NMMA) veya NG-nitro-Larginin metil ester (L-NAME) ile inkübasyonu 

endotel bağımlı gevşeme yanıtını azaltmış ve kasılma yanıtı meydana getirmiştir. 

Böylece sağlam arter endotel hücrelerinde PAR1’in uyarılması NO aracılı vasküler düz 

kas hücrelerinin parakrin gevşemesinde rol oynayabilir. Tersine ciddi aterosklerotik 

lezyonları olan insan koroner arterlerinde PAR1’in uyarılması ile gevşeme yanıtı elde 

edilememiştir ve bazı vakalarda anlamlı kasılmaya neden olmuştur (David D Ku ve Dai, 

1997a). Sonuç olarak PAR1 yanıtları endotelin sağlam veya aterosklerotik lezyonlu olup 

olmamasına göre değişkenlik gösterebilmektedir.  

Fare ve sıçanlarda yapılmış çalışmalarda PAR2 agonisti peptidlerin intravenöz 

uygulanması kalp hızında değişiklik meydana getirmeden arteriyel vazodilatasyon 

oluşturarak anlamlı hipotansiyona neden olduğu gösterilmiştir (Cheung ve ark., 1998; 

Damiano, Cheung ve ark., 1999). Fare aort halkalarında PAR4 agonisti AYPGKF 
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peptidi ile PAR4’ün selektif olarak uyarılması PAR1 ile elde edilen yanıta göre daha az 

vazorelaksasyon yanıtı meydana getirmiştir (Kataoka ve ark., 2003). Hayvanlarda 

endotelyal PAR4’ün vasküler tonusu düzenlemede önemli bir rol oynayıp oynamadığı 

halen belirsizdir.  

Sistemik PAR1 agonisti uygulamasına verilen yanıt ise daha karmaşıktır (Cheung ve 

ark., 1998; Damiano, D'Andrea ve ark., 1999). Sistemik PAR1 agonisti başlangıçta 

arteriyel basınçta ve kalp hızında azalmaya ve ardından hipertansiyona yol açmıştır. 

selektif PAR2 aktivasyonu ise selektif PAR1 aktivasyonuna göre daha fazla hipotansif 

yanıt meydana getirmiştir. Gen knockout deneylerde PAR agonistlerinin oluşturduğu 

kardiyovasküler yanıtlarda PAR1 ve PAR2’nin etkilerinin farklı olduğu ortaya 

koyulmuştur (Damiano, Cheung ve ark., 1999). Yabanıl tip ile karşılaştırıldığında PAR2 

knockout grupta sistemik PAR1 aktivasyonu şiddetli hipotansif ve bradikardi yanıtı 

oluşturmuştur. Böylece PAR2’nin PAR1’in oluşturduğu vazoreaktif yanıtları 

azaltabileceği öne sürülmüştür.  

2.6. Proteaz ile Aktive Olan Reseptör1’in Terapötik Önemi 

2.6.1. Kardiyovasküler Hastalıklar 

Trombüs oluşumunun kardiyovasküler hastalıkların patogenezinde ve patofizyolojisinde 

kritik bir rol oynadığı bilinmektedir. PAR’lar koagülasyon-fibrinoliz sistemi ve damar 

duvarı arasındaki etkileşimlere aracılık eden önemli reseptörlerden birisidir. Ayrıca PAR 

ekspresyonunun ateroskleroz gibi vasküler lezyonlarda upregüle olduğu (Nelken ve ark., 

1992; Wilcox ve ark., 1994), PAR1
 
knockout

 
farelerde ise proliferatif vasküler lezyon 

gelişimine karşı korunma sağlandığı tespit edilmiştir (Cheung ve ark., 1999).  

Trombinin fonksiyonel inhibisyonunun infarktüs boyutunu azalttığı gösterilmiş ve 

PAR1’in miyokardiyal iskemi/reperfüzyon (I/R) hasarında yer aldığı saptanmıştır 

(Chong ve ark., 2003). PAR1 knockout farelerde yapılan böbrek I/R modelinde PAR1 

eksikliğinin böbrek yetmezliğine karşı koruyucu olduğu gösterilmiştir (Sevastos ve ark., 

2007). Yapılan bir başka çalışmada PAR1 antagonisti olan SCH79797’nin iskemi 
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öncesinde veya iskemi sırasında verildiğinde miyokardiyal I/R hasarına bağlı miyokard 

hasarı ve disfonksiyonunu azalttığı ve bu kardiyoprotektif etkilerin PAR1 inhibisyonu 

ile ilişkili olduğu öne sürülmüştür (Strande ve ark., 2007). PAR1
-/-

 farelerde I/R hasarı 

sonrası kardiyak remodelingin daha az olduğu bulunmuştur (Pawlinski ve ark., 2007; 

Antoniak ve ark., 2011; Antoniak ve ark., 2014). Anjiyotensin II infüzyon modeli 

uygulanan PAR1
-/-

 farelerde perivasküler fibroz ve kalp yetmezliği daha az görülmüştür 

(Antoniak ve ark., 2017). İsoproterenol veya anjiyotensin II infüzyonu ile oluşturulan 

kardiyak remodeling ve I/R hasarı ile indüklenen kardiyak disfonksiyonda PAR1 

aktivasyonunun rolü olduğu gösterilmiştir (Pawlinski ve ark., 2007; Jaffre ve ark., 2012; 

Antoniak ve ark., 2017). Kardiyotoksik etkileri olan doksorubisinin kardiyotoksik 

etkilerinin PAR1 inhibitörü vorapaksar ile azaltılabileceği öne sürülmüştür. Farelere 

doksorubisin enjeksiyonundan sonra vorapaksar uygulamasının kalp fonksiyonunu 

PAR1
-/-

 farelerde görülen seviyelere yükselttiği gösterilmiştir (Antoniak ve ark., 2018). 

Vasküler hastalıkların önlenmesi ve tedavisi için PAR ekspresyonunu düzenleyen 

mekanizmalar önemlidir. Hücre yüzeyinde PAR1 ekspresyonunun seviyesini düzenleyen 

Rac1 protein aktivasyonunun statinler ile inhibe olduğu bulunmuş ve statinler PAR1’in 

yüzey ekspresyonunu ve trombin ile indüklenen sitozolik Ca
+2

 artışını önlemiştir (Yufu 

ve ark., 2005). Statinler potansiyel olarak vasküler lezyonlarda PAR1 upregülasyonunu 

önleyebilir. Bir hipertansiyon modelinde anjiyotensin II’nin PAR1 regülasyonunda kritik 

bir rol oynadığı öne sürülmüştür (Capers ve ark., 1997), böylece PAR1’in 

hedeflenmesinde anjiyotensin II reseptör antagonistlerinin terapötik bir rolü olabileceği 

düşünülmektedir. Serbest radikal süpürücülerin ve nikotinamid adenin dinükleotit fosfat 

(NADPH) oksidaz inhibitörlerinin PAR1’in upregülasyonunu inhibe ettiği gösterilmiş, 

oksidatif stresin PAR1 upregülasyonunda rol oynadığı saptanmıştır (Nguyen ve ark., 

2001). Reseptör upregülasyonu vasküler lezyonların gelişiminde ve vasküler 

hastalıkların patofizyolojisinde önemli bir basamaktır. Bu nedenle reseptör upregülasyon 

mekanizmasının aydınlatılması vasküler hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde yeni 

stratejilerin geliştirilmesi için kritik öneme sahiptir. Sonuç olarak vasküler hastalıkların 
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önlenmesi ve tedavisi için PAR’ların vasküler etkilerini inhibe etmek ya da vasküler 

lezyonlarda PAR’ların upregülasyonunu önlemek yeni terapötik hedefler olabilir.  

2.6.2. Kanser  

PAR1 onkogen olarak tanımlanmıştır (Whitehead ve ark., 1995).  PAR1’in farmakolojik 

inhibisyonu ya da genetik olarak silinmesi, hücre kültüründe çeşitli kanser türlerinin 

çoğalmasını bloke etmiş ve farelerde akciğer 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 üzere birçok tümör tipinin 

progresyonunu engellemiştir.  

PAR1 en çok meme kanserinde araştırılmıştır. PAR1’in MMP veya trombin aracılığıyla 

aktivasyonu meme kanseri progresyonunu tetiklemiş (Boire ve ark., 2005), PAR1’in 

farmakolojik inhibisyonu ya da genetik olarak silinmesi ise meme kanseri hücresinin 

canlılığı bozmuştur (E. Yang ve ark., 2009).  Bir başka çalışmada trombin-PAR1 yolağı 

MMP’lerin salgılanmasını artırarak tümör hücrelerinin invazyonunu tetiklemiştir 

(Radjabi ve ark., 2008). Ayrıca PAR1; melanoma hücre kemokinezini ve metastazı 

uyardığı öne sürülmüştür (Shi ve ark., 2004; Villares ve ark., 2011). Bu hücrelerde 

PAR1’in silinmesi in vivo olarak tümör büyümesini ve metastazını azaltmıştır 

(Melnikova ve ark., 2009). 

Bir meme kanseri ksenograft modelinde tek başına antikanser bir ilaç olan dosetaksele 

kıyasla dosetaksel ile PAR1 antagonisti olan P1pal-7 infüzyonundan sonra kanser 

progresyonu belirgin şekilde azalmıştır.  Tek başına P1pal-7 ile metastazlar inhibe 

olmuştur (E. Yang ve ark., 2009).  Yüksek dereceli infiltre duktal meme karsinomalı 

hastalarda selektif olarak PAR1’in aşırı eksprese edildiği görülmüştür (Hernandez ve 

ark., 2009). Benzer şekilde PAR1 ekspresyonu insan epidermal büyüme faktör 

reseptörü-2 (HER2) negatif meme karsinomalı hastalarda sağkalım ile negatif 

korelasyon göstermiştir (Gonda ve ark., 2015). Sonuç olarak kanser araştırmalarında 

PAR1 umut verici yeni bir ilaç hedefi olabilir.  
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2.6.3. İnflamatuar Hastalıklar  

Trombinin tromboz ve ateroskleroz ile ilişkili inflamatuar süreçlerdeki rolü göz önüne 

alındığında (McNamara ve ark., 1996; Libby, 1998), endotel ve düz kas hücrelerindeki 

PAR1 aktivasyonunun proinflamatuar etkilere sahip olması şaşırtıcı değildir (Cirino ve 

ark., 1996). Örneğin trombin vasküler hasar bölgesinde toplanmakta ve büyük ölçüde 

endoteldeki PAR1 aracılığı ile endotel hücresinde kasılma ile ödeme neden olmakta 

(Malik ve Fenton, 1992), inflamatuar hücre adezyonunu ve infiltrasyonunu 

tetiklemektedir (Rahman ve ark., 1999).  Endotel bariyerin bozulması ve ardından 

inflamatuar hücrelerin infiltrasyonu vasküler inflamatuar yanıtın başlatılmasında önemli 

süreçlerdir. Bu erken inflamatuar süreçlere ek olarak PAR1 ekspresyonu neointimal düz 

kas hücrelerinde gözlemlenmekte ve aterosklerozda (Stoop ve ark., 2000), 

hipertansiyonda (Capers ve ark., 1997) ve balon-kateter hasarı sonrasında (Wilcox ve 

ark., 1994) medial düz kasta anlamlı olarak artmıştır. Endotelin bozulması nedeniyle düz 

kas hücresinde artmış PAR1 ekspresyonu; biriken trombinin mitojenik ve kasılma 

etkisini arttırmaktadır (Capers ve ark., 1997). Domuz koroner arterinde hirudin ile PAR1 

inhibisyonunun balon-kateter hasarı sonrası neointimal oluşumu azaltması bu çalışmaları 

desteklemiştir (Gallo ve ark., 1998). PAR1 knockout farelerde vasküler hasar ile 

indüklenen neointimal oluşum da bozulmuştur (Cheung ve ark., 1999). Ayrıca PAR1 

inhibisyonu alkolik olmayan yağlı karaciğer hastalığı olan hayvanlarda karaciğer 

inflamasyonunu azaltmıştır (Kassel ve ark., 2011). PAR1’in inflamasyondaki rolü göz 

önüne alınıp, antiinflamatuar ilaç olarak PAR1 antagonistlerinin faydalı olup 

olmayacağına dair daha fazla araştırma yapılmalıdır.   

2.6.4. Nöronal Hastalıklar  

Beyinde 4 PAR altipinin de bulunduğu gösterilmiş (Striggow ve ark., 2001; H. Wang ve 

ark., 2002) ve immunohistokimyasal sonuçlara göre PAR-1 en çok hipokampüste 

bulunmuştur (Striggow ve ark., 2001). Son çalışmalarda sinir sistemindeki trombin ve 

PAR’ların nöroproteksiyon ve nörodejenerasyon dengesinin sağlanmasında önemli role 

sahip olduğu öne sürülmüştür ve PARlar birçok nörodejeneratif hastalık ile 

ilişkilendirilmiştir (Rohatgi ve ark., 2004).  
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PAR parkinson hastalığı ile ilişkilendirilmiştir. Dopaminerjik hücre ölümü parkinson 

hastalığının altında yatan mekanizmalardan biridir. Yapılan bir çalışmada sıçanların 

substantia nigrasında yer alan dopaminerjik hücrelerin ölümünde trombin ile mikroglia 

aktivasyonunun yer aldığı rapor edilmiştir (Carreno-Muller ve ark., 2003; Choi ve ark., 

2003). Ayrıca trombin ve PAR1’in insan immun yetmezlik virüsü (HIV) ile ilişkili 

nörodejenerasyonda yer aldığı öne sürülmüştür (Boven ve ark., 2003). HIV’li hastalarda 

meydana gelen beyin enfeksiyonu durumunda astrositlerde trombin ve PAR1’in mesajcı 

RNA (mRNA) ve protein seviyeleri anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (Boven ve ark., 

2003). HIV enfeksiyonu boyunca PAR1 aktivasyonu ve upregülasyonunun; beyin 

inflamasyonu ve nöronal hasara katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Boven ve ark., 2003). 

Nöronal hastalıkların patogenezinde yer aldığı öne sürülen PAR1 yeni bir ilaç hedefi 

olabilir. 

2.6.5. Sepsis 

Aktive protein C (APC); upstream kofaktörleri olan faktör Va ve VIIIa’yı parçalayarak 

koagülasyon aktivitesini azaltmaktadır. Rekombinant aktive protein C (rAPC); 

başlangıçta antikoagülan özelliklerine dayanarak inflamatuar ve koagülasyon yanıtlar ile 

karakterize şiddetli sepsis tedavisinde onaylanmıştır ve PAR1 aracılı sitoproteksiyonu 

uyardığı gösterilen ilk moleküldür (Bernard ve ark., 2001). Daha sonra ise PAR1’in 

sitoproteksiyonu uyarıcı fonksiyonu saptanmıştır (Riewald ve ark., 2002). Ancak daha 

sonra etkinlik problem nedeniyle rAPC piyasadan çekilmiş ve antikoagülan aktivitesi 

olmayan APC mutantlarıyla yapılan çalışmalar daha yaygın hale gelmiştir. rAPC’nin 

PAR1’e bağlı olmayan antikoagülan etkilere sahip olması nedeniyle araştırmacılar; 

PAR1 aracılığıyla sinyal verme yeteneğini koruyan fakat önemsiz antikoagülan 

aktiviteye sahip yeni APC mutantları geliştirmiştir. Hem APC hem de bu yeni mutantlar 

bir dizi durumda sitoproteksiyon sağlamak için PAR1 aracılığı ile etki etmektedir (J. H. 

Griffin ve ark., 2015).  
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2.6.6. İnme 

Nöronal hücrelerde PAR1 sitoprotektif sinyalinin uyarılması ile nöronal ölüm 

modellerinde fayda sağlandığını gösteren çok sayıda çalışma vardır (Cheng ve ark., 

2003; Domotor ve ark., 2003). Kemirgenlerde yapılan bir çalışmada APC PAR1’e 

bağımlı bir şekilde beyin kanamalarına karşı koruma sağlamıştır (Cheng ve ark., 

2006). Antikoagülan aktivitesi olmayan ve yalnızca PAR1 aracılı sitoprotektif sinyali 

uyararak etki eden bir APC mutantı (3K3A-APC) preklinik iskemik inme modellerinde 

nöroproteksiyon sağlamış (J. H. Griffin ve ark., 2016) ve klinik aşamaya geçmiştir 

(Lyden ve ark., 2019).   

2.6.7. Yara İyileşmesi 

PAR1’in keratinositlerde bulunduğu ve yara iyileşmesinde rol oynadığı 

bildirilmiştir. İnsanlardaki kronik deri ülserlerinde APC’nin etkili olduğunu öne süren 

çeşitli çalışmalar yapılmıştır (Whitmont ve ark., 2015; Wijewardena ve ark., 

2016). Diyabeti ve iyileşmeyen ülseri olan 12 hasta 20 hafta boyunca topikal APC veya 

salin uygulaması için randomize edilmiş ve APC ile tedavi edilen grupta yara boyutunda 

ve inflamasyonda azalma, vasküler proliferasyonda artış gösterilmiştir (Whitmont ve 

ark., 2015). Topikal APC’nin yara iyileşmesindeki etkililiğini doğrulamak için daha 

büyük çalışmalara ihtiyaç vardır.  

2.7. Proteaz ile Aktive Olan Reseptör 1’in Farmakolojik Olarak Düzenlenmesi 

PAR1’in in vivo fonksiyonlarının anlaşılmasında önemli ilerleme kaydedilmesine karşın 

PAR1’i hedef alan selektif ortosterik veya allosterik farmakolojik modülatörlerin 

geliştirilmesi zor olmuştur. PAR1’in aktivasyon mekanizmasının farklı oluşu PAR1’i 

hedefleyen ilaçların geliştirilmesinde çeşitli zorluklar ortaya çıkarmaktadır. Ligand 

bağlama bölgesini hedefleyen çözünür moleküller bağlı ligandı bloke etmek 

zorundadır. PAR1’in proteazlar (rekombinant APC, aka drotrecogin-alfa gibi) ile 

modüle edilmesi; PAR1’i hedefleyen tüm proteazların alternatif substratlara sahip 

olması ve dolayısıyla hedef dışı etkiler oluşturması nedeniyle karmaşıktır (Flaumenhaft 

ve De Ceunynck, 2017). 
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Farklı türlerde PAR1’in doku dağılımının farklı olması da PAR1’i hedefleyen ilaçların 

geliştirilmesini zorlaştırmaktadır. Özellikle fare gibi primat olmayan türlerin 

plateletlerinde PAR3 ve PAR4 eksprese edildiği, PAR1’in  ise eksprese edilmediği 

görülmüş (Kahn ve ark., 1998), ancak bu türlerin diğer dokularında PAR1 ekspresyonu 

saptanmıştır (T. M. Connolly ve ark., 1994). PAR1 ve PAR4’ü plateletlerinde eksprese 

eden türler arasında insanlar, maymunlar ve kobaylar bulunmaktadır (Derian ve ark., 

1995). Türler arasındaki bu farklılıklar PAR1 antagonistlerinin geliştirilmesinde 

kemirgen çalışmalarının kullanımını sınırlandırmaktadır. Bu sınırlamalara karşın ilaç 

geliştirme araştırmalarında PAR1 sinyalizasyonu araştırılmış ve PAR1’i hedefleyen 

birçok molekül tanımlanmıştır (Flaumenhaft ve De Ceunynck, 2017). Bu kısımda PAR1 

aktivitesini modüle etmek için kullanılan terapötik proteazlar, peptid temelli yaklaşımlar, 

bloklayıcı antikorlar ve küçük moleküllü antagonsitlere yer verilmiştir (Şekil 2.12 ve 

Tablo 2.2).  

 

Şekil 2.12. PAR1 antagonistlerinin etki mekanizmaları. PAR1 antagonisti olan bloklayıcı antikorlar 

trombin bağlayıcı bölgeye veya trombinin böldüğü bölgeye karşı geliştirilmiştir ve N terminalin 

proteolitik olarak bölünmesini bloke etmektedir. Küçük moleküllü antagonsitler (vorapaksar, atopaksar) 

ve peptidomimetikler yeni N terminalin ikinci ekstrasellüler kıvrıma bağlanmasını bloke etmektedir. 

Pepdusinler ve parmodulinler ise reseptörün intraselüler bölgesini hedeflemekte ve belli G protein sinyal 

yolaklarını inhibe etmektedir.  
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Tablo 2. 2. PAR1’i hedefleyen moleküller ve etki bölgeleri. 

Proteazlar Peptid Temelli 

Yaklaşımlar 

Bloklayıcı 

Antikorlar 

Küçük Moleküllü 

Antagonistler 

3K3A APC 

(Bölünme bölgesi) 

RWJ-58259 

(Ligand bağlanma bölgesi) 

IgG 9600 

(Bölünme 

bölgesi) 

Vorapaksar 

(Ligand bağlanma bölgesi) 

5A-APC 

(Bölünme bölgesi) 

BMS-200261 

(Ligand bağlanma bölgesi) 

Atopaksar 

(Ligand bağlanma bölgesi) 

APC-K193E 

(Bölünme bölgesi) 

P1pal-7 (PZ-128) 

(İntraselüler kıvrım) 

SCH79797 

(Ligand bağlanma bölgesi) 

APC-L38D 

(Bölünme bölgesi) 

P1pal-10S 

(İntraselüler kıvrım) 

F16618 

(Bilinmiyor) 

APC-L38D/N329Q 

(Bölünme bölgesi) 

P1pal-12 

(İntraselüler kıvrım) 

FR-171113 

(Bilinmiyor) 

APC-

D36A/L38D/A39V 

(Bölünme bölgesi) 

P1pal-12S 

(İntraselüler kıvrım) 

Parmodulin 1 (JF5) 

(Sitozolik bölge) 

P1pal-13 

(İntraselüler kıvrım) 

Parmodulin 2 (ML161) 

(Sitozolik bölge) 

2.7.1. Proteazlar  

rAPC (drotrekogin alfa); şiddetli sepsis tedavisi için 2001’de FDA onayı almıştır 

(Bernard ve ark., 2001). APC’nin başlangıçta tek başına antikoagülan aktivitesi 

nedeniyle sepsis hastalarına fayda sağladığı düşünülse de, daha sonra APC’nin PAR1’e 

bağımlı bir şekilde endotelde sitoprotektif sinyalizasyonu aktive ettiği öne sürmüştür 

(Riewald ve ark., 2002).  APC ile PAR1’in bölünmesinin hücre kültürü ve in 

vivo hastalık modellerinde koruyucu olduğu bulunmuştur (J. H. Griffin ve ark., 

2015). Ancak ciddi sepsis durumunda drotrekogin-alfa’nın etkililiği hakkında sorunlar 

olması sebebiyle EMA; Eli Lilly’nin PROWESS çalışmasının bulgularını yeniden elde 

etmesini istemiştir. Bu ikinci çalışma (PROWESS-SHOCK) (Ranieri ve ark., 2012) 

herhangi bir fayda sağlamamıştır ve drotrekogin-alfa 2011’de piyasadan çekilmiştir. 
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Araştırmacılar preklinik modellerde sitoproteksiyona seçici APC varyantlarını 

üretmiştir. Bu sinyalizasyona seçici APC varyantları sınırlı antikoagülan aktiviteye sahip 

olacak şekilde oluşturulmuştur. Böylece elde edilen non-antikoagülan APC formları in 

vitro PAR1 aracılı sitoprotektif sinyali uyararak kemirgen sepsis ve iskemik inme 

modellerinde yararlı etkiler meydana getirmiştir (Andreou ve ark., 2015; Gleeson ve 

ark., 2015; J. H. Griffin ve ark., 2015). Sitoproteksiyona seçici varyantların APC’nin 

antikoagülan fonksiyonuyla ilişkili kanama problemlerini önlediği göz önüne 

alındığında bu varyantlar klinik uygulamalar için umut verici moleküllerdir. 3K3A-APC 

klinik araştırmaları devam eden tek varyanttır. 3K3A-APC varyantının faz I klinik 

çalışmasında sağlıklı bireylere yüksek doz bolus enjeksiyon şeklinde uygulanması 

güvenli bulunmuştur (Lyden ve ark., 2013). İskemik inme geçiren hastalardaki 

güvenlilik ve etkililiği değerlendirmek için yürütülen bir Faz II çalışmada 

(NCT02222714) ise 3K3A-APC için maksimum tolere edilebilen doz 540 µg/kg olarak 

belirlenmiştir (Lyden ve ark., 2019). 

2.7.2. Peptid Temelli Yaklaşımlar 

İlk PAR antagonistleri büyük ölçüde sentez kolaylığı ve her bir reseptör için bağlı ligand 

sekansının spesifikliği nedeniyle peptid bazlı moleküller olmuştur. Antitrombotik olarak 

kullanımı nedeniyle PAR1 antagonistleri daha fazla sayıda geliştirilmiştir. PAR1 

antagonistlerini geliştirmeye yönelik ilk stratejilerde bağlı ligand dizisini temel alan 

peptidlerin ve peptidomimetiklerin tasarımına odaklanılmıştır. PAR1’in doğal sekansı 

olan SFLLRN-NH2’nin yan zincirlerinde spesifik modifikasyonlar yapılmış ve yüksek 

afiniteli bir peptid serisi elde edilmiştir. İn vitro olarak PAR1 aracılı platelet 

agregasyonunu  inhibe eden öncü bileşikler Bristol-Myers Squibb tarafından geliştirilen 

bir NH2-açil tetrapeptid olan BMS-200261 (Bernatowicz ve ark., 1996) ve Johnson 

Pharmaceuticals tarafından üretilen indazol türevi bir peptid olan RWJ-58259’dur 

(Andrade-Gordon ve ark., 1999).  

SFLLR-NH2’yi temel alan BMS-200261 en güçlü peptiddir ve PAR1-AP’nin 

indüklediği platelet agregasyonunu 20 nM IC50 ile inhibe etmiştir (Bernatowicz ve ark., 
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1996). BMS-200261 ayrıca PAR2’ye göre PAR1 için yüksek seçicilik göstermektedir 

(O'Brien ve ark., 2000). Ayrıca BMS-200261 tedavisinin orta serebral arter iskemik 

inme modelinde koruyucu olduğu gösterilmiştir (Hamill ve ark., 2009). Bu 

antagonistlerin yarışmalı oluşu ve reseptörün bağlı ligandının sahip olduğu güçlü stearik 

avantaj nedeniyle BMS 200261’in; trombin ile indüklenen hücresel yanıtlar üzerindeki 

etkilerinin zayıf olduğu saptanmıştır.  

RWJ-56110 ise PAR1-AP ile indüklenen platelet agregasyonu 0,16 μM IC50 ile inhibe 

etmiştir (Andrade-Gordon ve ark., 1999). RWJ-56110’un fare miyofibroblastlarında 

PAR1 için oldukça seçici olduğu, insan PAR1’inde trombin ile indüklenen Ca
+2

 

yanıtlarını tamamen inhibe ettiği, ancak PAR2 veya PAR4 ile bu etkinin oluşmadığı 

gösterilmiştir (Andrade-Gordon ve ark., 1999; Maryanoff ve ark., 2003).   

Bir başka PAR1 antagonisti olan RWJ-58259 de PAR1’e karşı yüksek seçiciliktedir (H. 

C. Zhang ve ark., 2001). Bir balon anjiyoplasti sıçan modelinde sıçan karotid arterinin 

adventisya tabakasına RWJ-58259 uygulaması restenotik lezyon boyutunu azaltmıştır 

(Andrade-Gordon ve ark., 2001). Kobaylara in vivo olarak RWJ-8259 (0,3 mg/kg, 

intravenöz) uygulaması sonrasında izole plateletlerde trombin ile indüklenen 

agregasyonun inhibe olduğu görülmüştür (H. C. Zhang ve ark., 2001). Başka bir 

çalışmada karotid arter hasarı yapılan maymunlara RWJ-58259 (3 mg/kg intravenöz 

yükleme dozu ve ardından 0,123 mg idame dozu ile) uygulaması vasküler hasar 

bölgelerinde trombüs oluşumunu önemli ölçüde inhibe etmiştir ancak kobaylara 

uygulanması herhangi bir etkiye yol açmamıştır (Derian ve ark., 2003). Bu 

peptidomimetiklerin pek çok hayvan modelinde test edilmesine karşın bu modellerde 

sınırlı etkinlik göstermesinden dolayı klinik araştırmaya geçememiştir.  

Peptid bazlı potensi yüksek PAR1 antagonistlerini tanımlamak için aynı kökenden G 

proteinleri ile etkileşen ve PAR1’in intraselüler kıvrımlarını hedefleyen ve hücreye 

penetre olabilen pepdusinler elde edilmiştir (Covic, Misra ve ark., 2002). Pepdusinler 

reseptör ve heterotrimerik G protein arasındaki etkileşimi engelleyerek etki ettiği öne 

sürülen benzersiz bir GPKR antagonisti sınıfıdır (Şekil 2.12) (Covic, Gresser ve ark., 
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2002). Pepdusinler intraselüler kıvrımdaki bir bölgeye karşılık gelen bir peptid 

sekansından veya G protein etkileşimine aracılık eden hedef GPKR’nin C terminalinden 

oluşmaktadır. G proteinler GPKR’lerin üçüncü intraselüler kıvrımı ile etkileşime 

girmektedir (Gilman, 1987). Pepdusinler PAR1’in üçüncü intraselüler kıvrımına benzer 

bir peptid dizisi içermektedir.  Bu kısa peptid dizisi lipit çift tabakadan oluşan hücre 

membranına taşınmayı ve bağlanmayı kolaylaştırmak için bir N-terminal hidrofobik 

palmitata konjuge edilmiştir. Böylece bu peptidler hücre zarına yerleşmekte ve 

GPKR’lerin etkileşime giren bölgelerini taklit etmektedir. Pepdusinler hücre içindeki 

serbest G proteinleri için yarışıp, onları bağlayarak sekestre etmektedir. Böylece GPKR 

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

Peptid dizilerinin kesilmesi sonucu; dizinin uzunluğu ve pepdusin aktivitesi arasında bir 

ilişki olduğunu gösterilmiştir. Daha uzun olan pepdusinler (P1pal-19; P1pal-13), platelet 

agregasyonunda agonist aktivite sergilerken, daha kısa pepdusinler (P1pal-7; P1pal-12) 

antagonist aktivite göstermiştir (O'Callaghan ve ark., 2012). Ayrıca insan plateletlerinde 

P1pal-12’nin, PAR1-AP ile indüklenen agregasyonu inhibe ettiği, ancak PAR4-AP, 

U46619, ADP, kollajen veya ristosetin dahil diğer agonistler tarafından indüklenen 

agregasyonu inhibe etmediği gösterilmiştir (Covic, Misra ve ark., 2002).  

Çalışmalar PAR1 pepdusinlerin  sadece in vitro değil, aynı zamanda sepsis (Kaneider ve 

ark., 2007), akciğer kanseri (Cisowski ve ark., 2011) ve tromboz (P. Zhang, Gruber ve 

ark., 2012) hayvan modellerinde GPKR aktivitesinin etkili modülatörleri olduğu 

gösterilmiştir. Kobay ve babun arteriyel tromboz modelinde bir pepdusin olan PZ-128 

ile PAR1’in inhibisyonunun; kanama üzerinde herhangi bir etki oluşturmadan PAR1 

aracılı platelet agregasyonunu ve arteryel trombozu hızlı ve etkili bir şekilde ve reversibl 

olarak baskıladığı görülmüştür (P. Zhang, Gruber ve ark., 2012). PZ-128’in PAR1’in 

üçüncü intraselüler kıvrımını taklit ederek hücre içi PAR1-G protein arayüzünü 

hedeflediği ve PAR1 aracılı insan platelet aktivasyonunu seçici olarak inhibe ettiği 

gösterilmiştir (P. Zhang, Gruber ve ark., 2012). 
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Spesifiklik konusundaki endişeye rağmen (Quoyer ve ark., 2013), anti-PAR1 pepdusin 

PZ-128 koroner arter hastalığı olan hastalarda sınırlı bir Faz I çalışmada 

değerlendirilmiştir (Gurbel ve ark., 2016).  Koroner arter hastalığının klinik bulguları 

veya risk faktörlerine sahip 31 hastaya PZ-128 uygulandığı ilk insan çalışmasında 

(Gurbel ve ark., 2016) PZ-128’in SFLLRN-NH2 ile indüklenen platelet agregasyonunu 

doz bağımlı ve reversibl olarak inhibe ettiği saptanmıştır (Gurbel ve ark., 2016). PZ-128; 

klinik çalışmalarda değerlendirilen ilk pepdusin olmasına rağmen kısa yarılanma ömrüne 

sahip olması (1,3-1,8 saat), oral biyoyararlanımının olmaması ve sürekli infüzyon 

gerektirmesi nedeniyle PZ-128’in sadece hastane ortamında uygulanması 

önerilmiştir. Ayrıca yüksek doz PZ-128; allerjik reaksiyonlarla ilişkilendirilmiştir 

(Gurbel ve ark., 2016). Acil olmayan perkütan koroner girişim geçiren yaklaşık 600 

hastada PZ-128 için Faz II (NCT02561000) güvenlik çalışmaları planlanmaktadır.  

2.7.3. Bloklayıcı Antikorlar 

PAR bloke edici antikorlar ile PAR1 ve PAR4’ün insan plateletleri üzerindeki etkileri 

incelenmiştir (Kahn ve ark., 1999). Bu tavşan poliklonal antikorları trombinin PAR1’i 

böldüğü bölgeye yani trombin bağlayıcı bölgeye karşılık gelen antijenler kullanılarak 

üretilmiştir. Böylece bu antikorlar trombin ile yarışarak reseptör bölünmesini 

engellemektedir (Şekil 2.12). Yüksek konsantrasyonlarda anti-PAR1 ve anti-PAR4 

antikorunun trombin ile indüklenen platelet aktivasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir 

(Kahn ve ark., 1999). Özellikle peptid yapılı olan trombin bağlayıcı bölge ile immunize 

edilen tavşanlardan üretilmiş IgG 9600’ün insan plateletlerinde trombin ile indüklenen 

agregasyonu (IC50=20 μg/ml) ve sekresyonu (IC50=8 μg/ml)  inhibe ettiği, ADP, 

kollajen veya PAR1-AP ile indüklenen platelet aktivasyonuna ise etki etmediği 

gösterilmiştir (Cook ve ark., 1995). Bu yaklaşım trombozu inhibe etmek için 

trombin/PAR1 etkileşimini bozan ilk in vivo kanıtı sağlamıştır.  

2.7.4. Küçük Moleküllü İnhibitörler 

Peptidomimetik antagonistler ve bloke edici antikorlar PAR biyolojisinin anlaşılmasına 

büyük katkı sağlamıştır. Ancak bu moleküllerin in vivo olarak önemli farmakokinetik ve 
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farmakodinamik sınırlamaları olması nedeniyle daha sonra küçük molekül antagonistler 

geliştirilmiştir. Peptid olmayan, selektif ve potensi yüksek PAR1 antagonistlerini 

geliştirmek için PAR aktive edici peptidlerin modifikasyonu ile rasyonel tasarımlar 

yapılmış ve kimyasal kütüphaneleri taranmıştır. Böylece 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 üzere birçok küçük moleküllü 

antagonist elde edilmiştir  (Tablo 2). FR17113 en eski küçük moleküllü PAR1 

antagonistlerinden birisidir (Kato ve ark., 1999). FR17113; insan plateletlerinin PAR1-

AP ve trombin ile indüklenen agregasyonu sırasıyla 0,15 μM ve 0,29 μM IC50 

değerleriyle inhibe etmektedir. FR17113’ün, trombinin proteolitik aktivitesini doğrudan 

inhibe ettiği de gösterilmiştir (Kato ve ark., 1999). Kobaya FR17113 (0,1-3,2 mg/kg, 

subkutan) uygulaması koagülasyonu etkilemeden ex vivo platelet agregasyonunu ve in 

vivo arteriyel trombozu doz bağımlı şekilde inhibe etmiştir (Kato ve ark., 2003). İlacın 

trombin aktivitesi üzerindeki sınırlı etkilerinin antitrombotik etkilerine katkıda 

bulunduğu öne sürülmüştür.  

Vorapaksar ve atopaksar yüksek oral biyoyararlanım, potens ve seçicilik açısından 

dikkat çekici olan ve klinik araştırmaları yapılmış küçük moleküllü PAR1 

antagonsitlerindendir.  Vorapaksar ve atopaksar PAR1’in bağlı ligand bölümüne 

reversibl olarak bağlanan kompetetif antagonistlerdir (Şekil 2.12). Klasik kompetetif 

antagonistler olarak işlev görmek için bu antagonistler endojen reseptör-bağlı ligand 

aktivasyon mekanizması ile yarışmaktadır (Hamilton ve Trejo, 2017). Önceden E5555 

olarak bilinen atopaksar, 609 Dalton (Da) moleküler ağırlığına sahip bir bisiklik amidin 

türevidir. Atopaksar SFLLRN-NH2’nin PAR1’e bağlanmasını ve platelet agregasyonunu 

inhibe etmiştir (M. Kogushi, Matsuoka, Kawata ve ark., 2011). Kobay tromboz 

modelinde in vivo atopaksar uygulaması antitrombotik aktivite göstermiş ve cilt kanama 

zamanını önemli ölçüde etkilemeden trombotik olarak damarın tıkanma süresini yaklaşık 

2 kat uzatmıştır (M. Kogushi, Matsuoka, Kawata ve ark., 2011). Bir tavşan hemoraji 

modelinde de atopaksarın antagonist etkilere sahip olduğu gösterilmiştir (Kai ve ark., 

http://www.cell.com/trends/pharmacological-sciences/fulltext/S0165-6147(17)30107-4#tbl0010
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2007). Atopaksarın umut verici in vivo etkinliğe sahip olması nedeniyle akut koroner 

sendromlu (LANCELOT-ACS) ve kronik koroner arter hastalığı (LANCELOT-CAD) 

olan hastalarda klinik denemeleri yapılmıştır (Goto, Ogawa ve ark., 2010; O'Donoghue 

ve ark., 2011). Ancak faz II güvenlik çalışmalarında yüksek doz atopaksar alan 

hastalarda önemli hedef dışı etkilere ve yan etkilere işaret eden karaciğer enzim 

düzeylerinin arttığı, majör kanama olay oranının arttığı, QT aralığının uzadığı ve 

taşiaritmiye yol açtığı gösterilmiştir (O'Donoghue ve ark., 2011; Wiviott ve ark., 2011). 

Atopaksar kullanımı sonucu bu önemli yan etkilerin görülmesi sebebiyle atopaksar Faz 

III aşamasına geçememiştir. Resmi olarak SCH530348 olarak bilinen vorapaksar da 

reversibl, kompetetif, küçük moleküllü bir PAR1 antagonistidir. Vorapaksar doğal 

olarak oluşan alkaloid himbasinin sentetik bir trisiklik 3-fenilpiridin analoğudur ve 

molekül ağırlığı 591 Da’dır (Şekil 2.12) (S. Chackalamannil ve ark., 2008). Fonksiyonel 

olarak vorapaksar; insanlarda trombin ve PAR1-AP tarafından indüklenen platelet 

agregasyonunu inhibe etmektedir. Atopaksar ile yapılan Faz II klinik çalışmasındaki 

bulguların aksine uzun süreli vorapaksar kullanımı karaciğer fonksiyonunda herhangi bir 

anormallik ile ilişkilendirilmemiştir (Becker ve ark., 2009; Ghosal ve ark., 2011). 

Vorapaksar MI veya periferik arter hastalığı olan hastalarda trombotik 

komplikasyonların önlenmesi için onaylanmış ilk oral PAR1 antagonistidir. Deneysel 

olarak kullanılan vorapaksar öncüllerinin her ikisi de belirgin seçiciliği olan güçlü PAR1 

antagonistleri SCH79797 ve SCH203099’dur (Ahn ve ark., 1999; Ahn ve ark., 2000; S. 

Chackalamannil ve ark., 2001). SCH79797 üstün spesifitesi nedeniyle deneysel kullanım 

için tercih edilmiş (Ahn ve ark., 2000) ve en yaygın kullanılan deneysel PAR1 

antagonistlerinden biri haline gelmiştir. Ancak bu antagonistlerin atopaksar ve 

vorapaksara göre düşük etkililik ve seçiciliğe sahip olduğu saptanmıştır (H. Lee ve 

Hamilton, 2013).  

PAR1 antagonistlerinin bir başka sınıfı ise PAR1’in bias G proteini kenetlenmesini 

hedefleyen ve küçük moleküllü antagonist olan parmodulinlerdir (Dowal ve ark., 2011; 

Aisiku ve ark., 2015). Parmodulinler; pepdusinlere benzer şekilde PAR1’in hücre içi 

yüzüne bağlanmakta ve hücre dışı trombin bölünmesi veya ligand bağlanması 
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olaylarından ziyade aktive edilmiş reseptör-G protein kenetlenmesini engellemektedir 

(Şekil 2.12). Vorapaksar gibi ortosterik antagonistler esas olarak PAR1’e bağlandığında 

hem zararlı hem de sitoprotektif downstream yolakları etkilemektedir. Parmodulinler 

(JF5 ve ML161) ise endotel hücrelerinde APC-koruyucu sinyalizasyona müdahale 

etmeden PAR1 aracılı platelet ve endotelyal aktivasyonu bloke etmektedir (Aisiku ve 

ark., 2015). Burada bu tez çalışmasınında da araştırma konusu olan küçük moleküllü 

PAR1 antagonsitlerinden vorapaksar ve bir parmodulin olan ML-161 daha ayrıntılı 

olarak ele alınmıştır. 

Vorapaksar 

Küçük moleküllü bir PAR1 antagonisti olan SCH530348 ileri klinik araştırmalar için 

seçilmiş ve vorapaksar olarak adlandırılmıştır. Schering Plough tarafından geliştirilen ve 

Merck tarafından satın alınan vorapaksar; kardiyovasküler olayları azaltmak için (2.08 

mg, günde 1 kez) FDA ve EMA tarafından onaylanmış ilk oral PAR1 antagonistidir. MI 

veya periferal arter hastalığı olan hastalarda standart antiplatelet tedaviye (aspirin 

ve/veya klopidogrel) eklenmekte ve kardiyovasküler olay oranını azaltmaktadır. Ancak 

vorapaksarın güçlü antiplatelet ilaçlara (prasugrel veya ticagrelor) ek olarak verilmesi 

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

Vorapaksar doğal bir ürün olan himbasinin sentetik trisiklik 3-fenilpiridin analoğudur 

(Şekil 2.13) (S. Chackalamannil ve ark., 2008) ve ilaç geliştirme ve klinik kullanım için 

kristalize tuzu şeklinde modifiye edilmiştir (Samuel Chackalamannil ve ark., 1996; 

Doller ve ark., 1999). Vorapaksar protein yapıda olmayan, küçük moleküllü, yüksek 

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 fonksiyonları etkilemeden trombin aracılı platelet 

aktivasyonunu inhibe etmektedir (Kosoglou ve ark., 2012).   Vorapaksar; bağlı ligandın 

ikinci intraselüler kıvrımı ile etkileşimini keserek PAR1 aktivasyonunu kompetetif 

olarak inhibe etmektedir (Ahn ve ark., 1999).  
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Şekil 2. 8. Vorapaksarın kimyasal yapısı. 

İnsanlarda vorapaksar iyi tolere edilmektedir ve tek bir yükleme dozundan sonra 126–

269 saatlik bir terminal plazma yarı ömrü ve %90’dan fazla biyoyararlanıma sahip 

olduğu saptanmıştır (Becker ve ark., 2009). Vorapaksar hızlı bir şekilde absorbe olmakta 

ve platelet agregasyonunu 2 saatte %80 oranında inhibe etmektedir (Kosoglou ve ark., 

2012; Kosoglou, Reyderman ve ark., 2013). Uzun yarılanma ömrü nedeniyle 

vorapaksarın kararlı durum konsantrasyonuna ulaşması 21 gün ve platelet inhibe edici 

etkisi ise 4 aydan fazla sürmektedir. Vorapaksar sitokrom P450 CYP3A4 ve CYP2J2 ile 

metabolize olmaktadır (Ghosal ve ark., 2011). Bu nedenle güçlü CYP3A4 

indükleyicileri (antikonvülzanlar, rifampin gibi) veya inhibitörleri (ritonavir, 

ketokonazol, klaritromisin gibi) ile beraber kullanımından kaçınılmalıdır (Kosoglou, 

Statkevich ve ark., 2013). Vorapaksar ile birlikte ketokonazol veya rifampinin üç 

haftadan daha fazla uygulanması sonucu ilaç maruziyetini teorik değerinin yarısı kadar 

sırasıyla arttığı veya azaldığı rapor edilmiştir (Committees, 2009; Morrow ve ark., 2009; 

Oestreich, 2009).  Vorapaksarın eliminasyonu yavaştır ve başlıca feçes ve sekonder 

olarak renal klerens (%5’den daha az) ile olmaktadır (Ueno ve ark., 2010). Vorapaksar 

maruziyeti doz bağımlıdır, bireyler arası değişkenlik %20-40 arasındadır ve cinsiyet ve 

ırk  açısından anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (Committees, 2009). Böbrek 

yetmezliği veya hafif-orta karaciğer bozukluğu olan hastalarda doz ayarlanmasına gerek 

yoktur, ilaç absorbsiyonu besinlerden etkilenmemektedir (Kosoglou, Reyderman ve ark., 

2013).  
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Vorapaksarın 24 saat boyunca 0,1 mg/kg dozunda oral olarak uygulanması hayvan 

modellerinde trombin reseptör agonisti peptid (TRAP) ile indüklenen platelet 

agregasyonunu tamamen inhibe etmiş ve %86 biyoyararlanıma sahip olduğu 

gösterilmiştir (S. Chackalamannil ve ark., 2008). Plateletten zengin insan plazmasında 

vorapaksar; trombin ve TRAP ile indüklenen platelet agregasyonunu inhibe etmiştir 

(IC50 47 nM ve 25 nM). ADP, TxA2 mimetik U46619 veya kollajen ile indüklenen 

agregasyonunu etkilememiştir. Ayrıca vorapaksar protrombin zamanını (PT) veya aktive 

parsiyel tromboplastin zamanını (aPTT) etkilememiştir ve kanama potansiyelini 

arttırmayacağı öne sürülmüştür (S. Chackalamannil ve ark., 2008). Vorapaksarın tek 

başına uygulanması veya aspirin ve klopidogrel ile kombinasyonu kanama zamanını 

veya cerrahi kan kaybını arttırmadığı saptanmıştır (Madhu Chintala, 2008). 

Vorapaksarın insan olmayan primatlarda ciddi bir kanama oluşturmaksızın trombozu 

önlenmede etkili olduğunu gösteren deneylerin ardından (M. Chintala ve ark., 2010), 

akut iskemik olayların sekonder önlenmesi için vorapaksar klinik aşamaya geçmiştir. 

Faz I Çalışmaları 

Vorapaksar ile yapılan ilk faz I çalışma tek doz oral 5-40 mg vorapaksar alan 50 sağlıklı 

gönüllüde yürütülmüştür (Kosoglou ve ark., 2009). Tüm katılımcılarda TRAP ile 

indüklenen platelet agregasyonunda 72 saatten fazla süreyle ortalama %90’dan fazla 

inhibisyon meydana gelmiştir. Plazma konsantrasyonu açısından bireyler arası 

değişenliğin az olduğu bulunmuştur. Bu çalışmada vorapaksar hızlı absorbsiyon ve 

yavaş eliminasyon ile karakterize edilmiştir. Diğer bir faz I çalışmada sağlıklı Kafkas ve 

Japon gönüllülerde 40 mg tek doz vorapaksarın güvenli olduğu ve iyi tolere edildiği 

gösterilmiştir (Kosoglou ve ark., 2008; Reyderman ve ark., 2009). TRAP ile indüklenen 

platelet agregasyonu her iki popülasyonda da %80 veya daha fazla inhibe olmuştur. 

Başka faz I çalışmada vorapaksarın dozlama rejimi 28 günlük tedavi periyodu boyunca 

40 mg yükleme dozunu takiben günde bir kez 2,5 mg idame dozu şeklinde belirlenmiştir 

(Kosoglou, 2008). Sağlıklı gönüllülerde yapılan ilk klinik çalışmalar ilacın iyi tolere 

edildiğini ve uzun süreli PAR1 inhibisyonu sağladığını göstermiştir. Preklinik ve ilk 
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klinik çalışmalarda vorapaksarın kanamayı önemli oranda arttırmadığı ve koagülasyon 

üzerinde herhangi bir etkisi olmadığı bildirilmiştir. 

Faz II Çalışmaları 

Vorapaksarın güvenlilik profili çok merkezli, büyük, randomize, çift kör, plasebo 

kontrollü bir klinik çalışma [Perküten koroner girişimde kardiyovasküler olayların 

azaltılması için trombin reseptör antagonisti (TRA-PCI)] ile değerlendirilmiştir. 76 

merkezden 1030 hastanın dahil edildiği bu çalışmada acil olmayan perkütan koroner 

girişim (PCI) yapılan hastalara 60 gün boyunca standart oral antiplatelet tedavi (aspirin 

ve klopidogrel) ve antitrombotik ilaç (heparin veya bivalirudin) ile vorapaksar 

kombinasyonu uygulanmıştır (Becker ve ark., 2009). Standart antitrombotik tedaviye ek 

olarak plasebo veya vorapaksar 3:1 olacak şekilde randomize edilmiştir.  Hastalar 

anjiografiden önce 3 yükleme dozundan (10, 20 veya 40 mg) birini almış ve PCI 

yapılmış hastaların %56’sı 2 ay boyunca 3 dozdan (0,5/1,0/2,0 mg günlük) biri ile idame 

tedavi almıştır. Primer sonlanım noktası major veya minör kanama insidansı olarak 

belirlenmiş ve vorapaksar ve plasebo grubu arasında primer sonlanım noktası açısından 

farklılık görülmemiştir. TRAP ile indüklenen platelet agregasyonunun doz bağımlı 

olarak vorapaksar ile inhibe olduğu da gösterilmiştir. Vorapaksar 40 mg yükleme dozu 

ile en erken yarım saatte ve hastaların yaklaşık %30’unda TRAP ile indüklenen platelet 

agregasyonunu inhibe etmiştir. Bu etki idame doz ile 60 günden fazla devam etmiştir 

(Jennings ve ark., 2007). Vorapaksar iyi tolere edilmiş ve mevcut antiplatelet ilaçlar olan 

aspirin ve/veya klopidogrel ile kombinasyon halinde uygulandığında bile majör kanama 

olaylarında artışa neden olmamıştır. Bu sonuçlar Japon hastalarda yapılmış 2 küçük 

randomize çalışma ile doğrulanmıştır. Bunlardan biri PCI geçirmiş ST elevasyonu 

olmayan akut koroner sendromlu (NSTE-ACS) hastalarda yürütülmüş (n=117) (Goto, 

Yamaguchi ve ark., 2010), diğeri ise iskemik inme geçirmiş hastalarda yapılmıştır 

(n=90) (Shinohara, 2008). Her 2 çalışmada da vorapaksarın iyi bir güvenlik profili 

olduğu gösterilmiştir ve farklı vorapaksar dozları major ve minör kanamayı 

arttırmamıştır (20 veya 40 mg yükleme dozunu takiben NSTE-ACS hastalarında günlük 

1 veya 2,5 mg idame dozu ve iskemik inme hastalarında ise günlük 1 veya 2,5 mg idame 
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dozu). Bu sonuçlar çok merkezli, randomize, çift kör, plasebo kontrollü faz 3 çalışma 

tasarlanmasını sağlamıştır. 

Faz III Çalışmaları 

Sağlıklı bireyler (Kosoglou ve ark., 2012) ve PCI uygulanan hastalarda (Becker ve ark., 

2009) yürütülmüş randomize, plasebo kontrollü çalışmalarda vorapaksarın güvenli ve iyi 

tolere edildiği ve klinik olarak anlamlı bir kanamaya yol açmadığı gösterilmiştir. Bu 

sonuçlar ve MI’da azalma eğilimi göz önüne alındığında iki önemli Faz III klinik 

çalışma başlatılmıştır. Bu çalışmalar akut koroner sendromda klinik olayların azaltılması 

için trombin reseptör antagonisti (TRACER) (Committees, 2009) ve aterotrombotik 

iskemik olayların ikincil önlenmesinde trombin reseptör antagonisti (TRA 2
◦
P-TIMI 

5050) (Morrow ve ark., 2009) çalışmalarıdır.  

TRACER çalışmasında standart antiplatelet tedavi alan ST elevasyonu olmayan 

miyokard infarktüsü (NSTE-MI) olan 12944 hasta vorapaksar (40 mg yükleme dozunu 

takiben günlük 2,08 mg) veya plasebo alacak şekilde randomize edilmiştir (Tricoci ve 

ark., 2012).  Primer sonlanım noktası kardiyovasküler nedenlerden ölüm, MI, inme, 

tekrarlayan iskemi ile hastaneye yatış veya acil koroner revaskülarizasyon olarak 

belirlenmiştir. Standart tedaviye vorapaksar eklenmesine karşın primer sonlanım 

noktasında anlamlı azalma olmamıştır, plasebo ile karşılaştırıldığında vorapaksar 

kardiyovasküler nedenlerden ölüm, MI veya inmede azalma sağlamamıştır (Tricoci ve 

ark., 2012). Diğer yandan plasebo ile karşılaştırıldığında vorapaksarın yanına aspirin ve 

bir P2Y12 inhibitörünün eklenmesi anlamlı olarak kanama riskinde artış ile 

ilişkilendirilmiştir (%7,2 vorapaksar ve %5,2 plasebo, p=0,001) (Tricoci ve ark., 2012). 

Vorapaksar tedavisi alan hastalarda intrakraniyal kanama 5 kat artmıştır (%1,1-%0,2, 

p=0,001). Veri ve Güvenlik İzleme Kurulu vorapaksarın 2 yıl sonra yararlı bir etki 

göstermeden intrakraniyal kanamayı 3,4 kat artırmış olması nedeniyle bu araştırmayı 

durdurmuştur.  
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TRA 2
◦
P-TIMI 5050 çalışmasında ise aterosklerotik hastalığı olan bireylerde uzun süreli 

vorapaksar tedavisinin etkililiği ve güvenliliği değerlendirilmiştir (Morrow ve ark., 

2009). Bu çalışmada koroner, serebral veya periferal damar sistemlerinde ateroskleroz 

geçmişi/kanıtı olan 26449 hasta standart tedaviye ek olarak günlük 2,5 mg idame dozda 

vorapaksar veya plasebo alacak şekilde randomize edilmiştir (Morrow ve ark., 2009). 

Bir yıllık takip boyunca primer sonlanım noktası kardiyovasküler ölüm, MI, inme ve acil 

koroner revaskülarizasyon olarak belirlenmiştir. Güvenlik sonlanım noktası olarak 

kanama değerlendirilmiştir. Klasik tedavi kolunda gözlemlenen %12,4’lük kardiyak 

ölüm oranının vorapaksar kolunda %11,2’e düştüğü gösterilmiştir ancak intrakraniyal 

kanamada iki kat artış gözlemlenmiştir (Morrow ve ark., 2012).   

TRA 2
◦
P-TIMI 5050 çalışmasında dayananarak vorapaksar; geçici iskemik atak ya da 

inme öyküsü olan hastalar hariç tutularak, MI ya da koroner arter hastalığı geçmişi olan 

hastalarda trombotik olayların sekonder önlenmesi için standart antiplatelet tedaviye ek 

olarak FDA tarafından 2014 yılında onaylanmıştır.  Ancak vorapaksarın diğer 

antiplatelet ilaçlarla birlikte uygulanmasının kanama olaylarını arttırabileceği öne 

sürülmüştür (Tricoci ve ark., 2012). Ayrıca daha yeni bir çalışmada standart antiplatelet 

tedavi ile karşılaştırıldığında tek başına vorapaksar kullanımı daha yüksek oranda 

kanama riski ile ilişkilendirilmiştir (Du ve ark., 2017). Beş randomize kontrollü 

çalışmanın dahil edildiği ve toplam 40630 hastanın yer aldığı bir meta analizde ise 

ateroskleroz hastalarında standart tedaviye vorapaksar eklenmesi MI ve iskemik inmede 

anlamlı olmayan bir azalmaya ve intrakraniyal kanama riskinde anlamlı olmayan bir 

artışa yol açmıştır (Sharma ve ark., 2017). Bu çalışmalarda kanamanın spesifik nedeni 

bilinmemektedir. Bununla birlikte bu çalışmalarda vorapaksar en çok klopidogrel ve 

aspirin içeren standart antiplatelet tedaviye eklenmiştir. PAR antagonistlerinin mevcut 

diğer antiplatelet ilaçlar ile etkileşimi hakkında çok az şey bilinmektedir.  

TRACER ve TRA 2
◦
P-TIMI 5050 çalışmaları kardiyovasküler hastalığı olan belirli hasta 

popülasyonlarında vorapaksarı değerlendirmek için bir alt grup analizi 

yapılmıştır. Periferik vasküler hastalığı olan hastalarda vorapaksar akut ekstremite 
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iskemisi (vorapaksar ile %2,3; plasebo ile %3,9; p=0,006) ve periferik arter 

revaskülarizasyonunda (vorapaksar ile %18,4; plasebo ile %22,2; p=0,017) azalma ile 

hastaneye yatış oranını azaltmıştır. Ancak vorapaksar alan hastalarda kanama daha sık 

gözlemlenmiştir (vorapaksar ile %7,4; plasebo ile %4,5; p=0,001) (Bonaca ve ark., 

2013).  TRA 2
◦
P-TIMI 5050 çalışmasına katılan diyabet hastalarında vorapaksarın 

primer sonlanım noktası (kardiyovasküler ölüm, MI veya serebrovasküler olay) 

açısından ek fayda sağladığı gösterilmiştir (vorapaksar ile %12,6; plasebo ile 

%15,7; p=0,004).   Ancak kontrol grubuna kıyasla vorapaksar alan diyabet hastalarında 

kanama 1,59 kat artmıştır (p=0,02) (Cavender ve ark., 2015).  Vorapaksar; plaseboyla 

karşılaştırıldığında iskemiyi önemli ölçüde azaltmıştır (p=0,005). Vorapaksar alan ve 

koroner arter bypas grefti uygulanan hastalarda kanamada anlamlı bir artış 

gözlemlenmemiştir (Whellan ve ark., 2014).  

Parmodulinler 

PAR1’in hedeflenmesinde yan etkileri önlemek için yeni yaklaşımlar PAR1’in 

sitoplazmik yüzünü hedefleyen pepdusinler (P. Zhang, Gruber ve ark., 2012) ve 

parmodulinler (Dockendorff ve ark., 2012) olmak üzere allosterik PAR1 antagonistinin 

geliştirilmesine yol açmıştır. Bu durum ilk önce pepdusinler adlı reseptör dizisine 

dayanan lipidlenmiş peptidler kullanılarak açıklanmış (O'Callaghan ve ark., 2012) ve 

allosterik modülasyon ile downstream sinyal yolaklarının selektif olarak kontrol 

edileceği gösterilmiştir. Daha sonra PAR1’in sitozolik tarafında etki eden ve 

parmodulinler olarak adlandırılan yeni bir PAR1 modülatör sınıf tanımlanmıştır 

(Dockendorff ve ark., 2012). Pepdusin ve parmodulinler ile allosterik modülasyon 

downstream sinyal yolaklarının selektif kontrolünü mümkün kılmaktadır.  

İlk çalışmalarda plateletten granül sekresyonunun inhibisyonu için yaklaşık 300000 

küçük molekül içeren bir kütüphane taranmış ve 1,3-diaminobenzen çekirdeği olan 

bileşiklerin PAR1 aracılı plateletten granül sekresyonunu selektif olarak inhibe ettiği 

tespit edilmiştir. Parmodulinlerin öncü bileşiği olan ML161’in modifikasyonu (Şekil 

2.14) ile ayrıntılı bir yapı-aktivite ilişkisi gösterilmiştir. Parmodulinlerin PAR1’e 
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bağlanması PAR1 gizli ligandının bağlanma afinitesini değiştirmediği için reseptörün 

genel şeklini değiştirmemiştir (Aisiku ve ark., 2015). 

 

Şekil 2. 9. Parmodulin-2 (ML161)’nin kimyasal yapısı. 

Aisiku ve arkadaşları tarafından tanımlanan parmodulin bileşikleri PAR1’in birden fazla 

G-proteini ve β-arrestin aracılığıyla sinyal verme yeteneğinden yararlanmaktadır.  Bu 

farklı yolaklar aracılığıyla sinyalleme bias agonizma olarak adlandırılmaktadır. Böylece 

reseptörler bias agonistler tarafından ya da allosterik modülatörler vasıtasıyla farklı 

yolaklar aracılığıyla sinyali yönlendirebilmektedir. Parmodulin-2 (ML161)’nin insan 

plateletlerinde Gα12/13 aracılı PAR1 sinyalinden ziyade tercihen Gαq sinyalini bloke 

ederek bias PAR1 sinyallemesini arttırdığı öne sürülmüştür (Aisiku ve ark., 2015). 

Vorapaksar gibi ortosterik antagonistler ise PAR1’e bağlandığında hem zararlı hem de 

sitoprotektif downstream yolakları tümünü bloke etmektedir. Parmodulinlerin hem in 

vitro hem de in vivo olarak etkili olduğu saptanmıştır. Reseptör-G protein 

kenetlenmesinin bu şekilde ayırt edici inhibisyonunun önemli bir avantajı baskın olarak 

Gαq’nun aracılık ettiği PAR1’in protrombotik ve proinflamatuar etkilerini selektif 

olarak modüle etmek için bir potansiyele sahip olmasıdır. Parmodulinlerin APC aracılı 

PAR1’in koruyucu sinyal yolaklarını bloke etmeden veya endotel hasarını indüklemeden 

protrombotik PAR1 sinyalini inhibe ettiği gösterilmiştir (Aisiku ve ark., 2015). Bu 

gözlemler vorapaksar gibi ortosterik PAR1 antagonistlerin tüm PAR1 aracılı sinyal 

yolaklarını ayrım gözetmeden inhibe etmesi ile meydana gelen etkilerin tam tersidir. Bu 

bulgular PAR1 aracılı patolojik hücre sinyal yolaklarını bloke eden fonksiyonel olarak 

seçici reseptör antagonizması umudunu arttırmaktadır.  

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

sinyalizasyona müdahale etmeden PAR1 aracılı platelet ve endotelyal aktivasyonu bloke 
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etmektedir (Aisiku ve ark., 2015). Parmodulinler in vivo olarak kanamayı 

uzatmaksızın tromboz oluşumunu engellemiştir (Aisiku ve ark., 2015). Eş zamanlı 

olarak patolojik sinyallemeyi bloke eden ve koruyucu sinyallemeyi aktive eden bu 

bileşikler kompleks inflamatuvar bozuklukların tedavisinde bir strateji sağlayabilir.  

Platelet üzerindeki etkileri fare lazer hasarı tromboz modeli ve kuyruk klipsi deneyiyle 

in vivo olarak test edilmiştir. İn vivo çalışmalardaki karışık olan durum fare 

plateletlerinin farklı bir PAR çeşitliliğine sahip olması ve PAR1’i eksprese etmemesi ve 

fare plateletlerinde primer sinyalleme reseptörünün PAR4 olmasıdır. İnsan PAR4’ün 

aksine fare PAR4’ü parmodulinlerin fare plateletlerinde fonksiyon görmesine izin veren 

PAR1’e benzer özelliklere sahiptir (Dowal ve ark., 2011; Aisiku ve ark., 2015).  Ancak 

PAR1 inhibisyonunun endotel hücreleri üzerindeki global etkileri ayrıntılı olarak 

anlaşılamamıştır. 

ML161 ayrıca fare miyokardiyal I/R hasarı modelinde kardiyak infarkt boyutunu önemli 

ölçüde azaltmıştır (Nazir ve ark., 2017). ML161’in doz bağımlı bir şekilde TFLLRN-

NH2’nin etkinliğini azalttığı bulunmuştur, PAR1’in negatif allosterik inhibisyonu ile 

tutarlı bir şekilde reversibl olduğu gösterilmiştir (Gandhi ve ark., 2018). Bu tür bileşikler 

özellikle sepsis veya I/R hasarı gibi inflamasyonla ilişkili hastalıkların terapötik 

modülasyonu için önemli bir potansiyele sahiptir. Gelecekteki çalışmalarda PAR1’deki 

parmodulinlerin bias sinyalizasyonunu ölçmek ve sitoprotektif etkilerini optimize etmek 

amaçlanmaktadır. 

TRACER veya TRA-2
◦
P-TIMI 5050 çalışmasında kullanılan dozlama protokolleriyle 

ulaşılan plazma vorapaksar seviyelerine (Kosoglou ve ark., 2012)
 

yaklaşık 

konsantrasyonlarda vorapaksar ile hücre kültüründe endotel hasarı görülmüştür (Aisiku 

ve ark., 2015). PAR1’in knockdown edilmesi endotel hücrelerinin vorapaksar ile 

indüklenen apoptoza duyarlılığı arttırması yapısal PAR1 sinyalizasyonunun endotel 

hücre canlılığı için gerekli olduğunu düşündürmüştür (Aisiku ve ark., 2015). PAR1 

knockout farelerde gelişme boyunca bozulmuş endotel gelişimi ve vasküler oluşum 

gözlemlenmiştir (C. T. Griffin ve ark., 2001). Bu nedenle PAR1 endotel hücresi 
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yaşayabilirliğinde önemli bir faktördür. PAR1 eksikliği yaygın kanamayla ilişkili olarak 

%50 embriyonik ölüm ile sonuçlanmıştır (C. T. Griffin ve ark., 2001). Parmodulinler ise 

in vivo olarak kanamayı uzatmaksızın tromboz oluşumunu engellemiştir (Aisiku ve ark., 

2015).   

Sonuç olarak parmodulin 2 ve vorapaksar endotel hücrelerinde proinflamatuar sinyal 

yolaklarını bloke etmiştir. Parmodulin 2; APC aracılı sitoproteksiyonu korumasına 

rağmen vorapaksar bu yolağı da bloke etmiştir. Buna ek olarak vorapaksar 

inkübasyonuna uzun süre maruz kalınması endotel hasarını indüklemiştir (Aisiku ve 

ark., 2015).  Bu çalışmalar sitozolik yüzeyi hedefleyen fonksiyonel olarak selektif 

bileşiklerin fonksiyonel bias sinyali olan GPKR’ler için ortosterik antagonistlere önemli 

bir alternatif olabileceğini göstermektedir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu çalışmada koroner arter bypass cerrahisi sırasında elde edilen sol internal 

mammarian arter (LIMA) örnekleri kullanılmıştır. Bu araştırma projesi için Akdeniz 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’na başvuru yapılmış ve etik 

kurul onay belgesi alınmıştır (Ek 1).  

3.1. Deneylerde Kullanılan Kimyasallar ve Krebs Solüsyonu  

Deneylerde kullanılan ML-161, apamin, karibdotoksin, L-NAME Cayman Chemical 

firmasından; 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 firmasından; asetilkolin klorid 

(ACh), indometazin, fenilefrin hidroklorid (Phe) TCI America firmasından; vorapaksar 

ADQ firmasından ve kalsiyum klorid dihidrat, magnezyum sülfat, potasyum klorid, 

potasyum fosfat, sodyum bikarbonat, sodyum klorid Merck firmasından; 

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ise Alfa Aesar firmasından temin edilmiştir.  

Glukoz, kalsiyum klorid dihidrat, magnezyum sülfat, potasyum klorid, potasyum fosfat, 

sodyum bikarbonat ve sodyum klorid distile suda çözülerek Krebs solüsyonunun [(mM): 

Distile su içinde NaCl (118,4), KCl (4,7), MgSO4 H2O (1,2), KH2PO4 2H2O (1,2), 

NaHCO3 (25), CaCl2 (2,5) ve glikoz (11,1)] hazırlanmasında kullanılmıştır. İndometazin 

ve ODQ etanolde çözülmüştür. PAR1 antagonisti olan ML161 ve vorapaksar; 

dimetilsülfoksit (DMSO) kullanılarak çözülmüştür. Diğer kimyasal maddeleri çözmek 

için Krebs solüsyonu kullanılmıştır. Kimyasalların istenen konsantrasyonları Krebs 

solüsyonu ile seyreltilerek hazırlanmıştır. Verilen konsantrasyonlar kimyasalların organ 

banyosu solüsyonundaki molar konsantrasyonları olarak ifade edilmiştir. 
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3.2. Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji Ana Bilim Dalı laboratuvarı 

altyapısında bulunan izole organ banyosu (MAY, IOBS 99, Commat Ltd., Ankara), 

bilgisayar tabanlı bir veri toplama sistemi (MP-35, Commat Ltd., Ankara), izometrik 

transdüser (FDT10, Commat Ltd., Ankara), su banyosu sirkülatörü (WBC3044, Commat 

Ltd., Ankara) ve hassas terazi (Shimadzu Corporation, Japan) kullanılarak deneyler 

yürütülmüştür (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3. 1. İzole organ banyosu sistemi. 

A) Su banyosu sirkülatörü. B) 4 banyo içeren organ banyosu C) %95 O2 ve %5 CO2 içeren gaz karışımı 

içeren tüp. 

TEM görüntülemesi deneyleri Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Elektron Mikroskop 

Görüntü Analiz Ünitesi’nde bulunan ZEİSS-LEO 906E model TEM ile 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.2).  

 

Şekil 3. 2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM). 
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3.3. İzole Organ Banyosu Deneyleri 

3.3.1. İnsan Sol İnternal Mammarian Arter Halkalarının Hazırlanması 

Damar örnekleri %95 O2 ve %5 CO2 içeren gaz karışımı ile tamponlanmış 4°C’deki taze 

Krebs solüsyonuna koyularak hızlı bir şekilde laboratuvara getirilmiştir. Damara zarar 

vermeden damarın etrafındaki bağ dokusu temizlendikten sonra damarlar 3-4 mm 

uzunluğunda halkalar halinde kesilmiştir. Halkalar damar lümeni zedelenmeden 

dikkatlice iki paslanmaz çelik klipsten geçirilerek 10 ml’lik organ banyolarına asılmıştır 

(Şekil 3.3).  

 

Şekil 3. 3. İnsan LIMA dokusunun hazırlanışı. 

A) Etrafındaki bağ ve kas doku temizlenmemiş haldeki LIMA görüntüsü. B) Temizlenmiş haldeki LIMA 

görüntüsü. C) 2 klipsten geçirilerek organ banyosuna asılmış LIMA halkasının görüntüsü. 

Deney süresince banyolarda bulunan Krebs solüsyonunun sıcaklığı 37°C’de sabit 

tutulmuş, pH’sının 7,4 olması için %95 O2 ve %5 CO2 karışım gazı ile gazlandırılmıştır. 

Damar halkaları organ banyosuna asıldıktan sonra 60 dakika boyunca dinlendirilmiştir. 

Her 15 dakikada bir banyolardaki Krebs solüsyonu yenilenmiştir. Damar yanıtları 

bilgisayar tabanlı bir veri toplama sistemine (MP-35, Commat Ltd., Ankara) bağlı 

izometrik transdüserler (FDT10, Commat Ltd., Ankara) aracılığı ile kaydedilmiştir.  
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3.3.2. Submaksimal Gerilimin Belirlenmesi 

İnsan LIMA halkasının submaksimal gerilimini saptamak için çeşitli gerilimler 

(1,50/1,75/2,00/2,25 ve 2,5 gram) altında 50 mM KCl solüsyonu ile kasılma yanıtları 

alınmıştır. Maksimum kasılmanın görüldüğü gerilimin bir altındaki gerilim submaksimal 

olarak belirlenmiştir. Devam eden deneylerde halkalar tespit edilen bu gerilim altında 60 

dakika boyunca dinlendirilmiştir.  

3.3.3. PAR1 Agonisti Olan TFLLR-NH2’nin Vasküler Tonus Üzerindeki Etkisi 

Dokuların endotel fonksiyonunu tespit etmek için tek doz Phe (10
-6

 M) ile kasılma yanıtı 

aldıktan sonra kümülatif olarak ACh (10
-11

-10
-6

 M) uygulanmıştır. Ardından tek doz 

SNP (10
-6

 M) ile gevşeme yanıtı alınmıştır. ACh ile elde edilen gevşeme yanıtı SNP ile 

elde edilen toplam gevşemenin yüzdesi olarak hesaplanmıştır. %60’ın üzerindeki 

değerlere sahip dokuların endotel tabakası sağlam olarak kabul edilmiştir. %60’tan daha 

az gevşeme yanıtı elde edilen damarların içinden pamuk geçirilmiş ve bu damarlar 

endotel tabakası hasarlı damarlar olarak çalışmaya dahil edilmiştir.  

Ardından endotel tabakası sağlam ve hasarlı LIMA halkalarında 10
-6

 M Phe ile kasılma 

yanıtı oluşturulmuştur. Kasılma yanıtı platoya ulaşınca dokulara kümülatif olarak 

TFLLR-NH2 (10
-11

-10
-6

 M) uygulanmıştır. Ardından 10
-6

 M SNP ile dokuların gevşeme 

yanıtı alınmıştır. TFLLR-NH2 ile elde edilen gevşeme yanıtı SNP ile elde edilen toplam 

gevşeme yanıtının yüzdesi olarak verilmiştir. Endotel tabakası sağlam ve hasarlı 

damarlarda TFLLR-NH2 ile elde edilen yanıtlar karşılaştırılmıştır. 

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

Üzerindeki Etkileri 

Endotel tabakasının sağlam olduğu tespit edilen damarlar kontrol grubu olarak 

belirlenmiştir. 45 dakika boyunca dinlendirilen dokulara 30 dakika boyunca 

vorapaksar/ML161 (10
-6

 M) ile inkübasyon yapılmıştır. Ardından Phe (10
-6

 M)  

kasılması sonrası kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) ile gevşeme yanıtı alınmıştır ve kontrol 

deneyleri ile karşılaştırılmıştır. Vorapaksar ve ML161’in hazırlanmasında çözücü olarak 
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kullanılan DMSO’nun deney sonuçlarına etki etmemesi için banyodaki DMSO’nun 

yüzdesi  %0,1’den fazla olmayacak şekilde ayarlanmıştır.  

3.3.5. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Fonksiyonu Üzerindeki Etkilerinin 

Altında Yatan Mekanizmalar 

PAR1 antagonistleri ile meydana gelen endotel hasarının mekanizmasını araştırmak için 

PAR1 antagonistleri ile inkübasyon yapılırken ortama endotel bağımlı gevşeme yanıtını 

inhibe eden moleküller de eklenmiştir. İlk olarak vorapaksar/ML161’in NO aracılı 

gevşeme yanıtları üzerindeki etkisini belirlemek için selektif olmayan NOS inhibitörü L-

NAME (10
-4

 M) varlığında ilaçlar 30 dakika boyunca organ banyosunda inkübe 

edilmiştir. Ayrıca NO substratı olan L-arginin (10
-5

 M) varlığında da ilaçlar 30 dakika 

inkübe edilmiştir. Diğer yolakları değerlendirmek için ayrıca guanilaz siklaz inhibitörü 

ODQ (10
-5

 M) varlığında ilaçlar 30 dakika inkübe edilmiştir. Tek doz Phe (10
-6

 M) 

kasılması sonrası kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) yanıtları alınmıştır. Elde edilen sonuçlar 

tek başına ilaç uygulaması ile elde edilen sonuçlarla karşılaştırılmıştır. 

Vorapaksar/ML161’in PG aracılı gevşeme yanıtları üzerindeki etkisini belirlemek için 

PG sentezinde görev alan COX inhibitörü olan indometazin (10
-5

 M) varlığında ilaçlar 

30 dakika boyunca organ banyosunda inkübe edilmiştir. Ardından tek doz Phe (10
-6

 M) 

kasılması sonrası kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) yanıtı alınmıştır. Sonuçlar tek başına ilaç 

uygulaması ile elde edilen sonuçlarla karşılaştırılmıştır. 

Son olarak vorapaksar/ML161’in endotel bağımlı hiperpolarizan faktör (EDHF) aracılı 

gevşeme yanıtları üzerindeki etkisini belirlemek için büyük kondüktanslı kalsiyumla 

aktive olan potasyum (BKCa) kanal blokörü karibdotoksin (10
-7

 M) ve küçük 

kondüktanslı kalsiyumla aktive olan potasyum  (SKCa) kanal blokörü apamin (10
-7

 M) 

varlığında 30 dakika boyunca organ banyosunda vorapaksar/ML161 inkübasyonu 

yapılmıştır. Daha sonra tek doz Phe (10
-6

 M) kasılması sonrası kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 

M) yanıtı elde edilmiştir. Sonuçlar tek başına ilaç uygulaması ile elde edilen sonuçlarla 

karşılaştırılmıştır. 



60 

 

3.3.6. Vorapaksar/Parmodulin-2 ile Yapılan Farklı İnkübasyon Sürelerinin Endotel 

Fonksiyonu Üzerindeki Etkileri 

LIMA halkaları 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca organ banyosunda vorapaksar/ML161 

ile inkübe edilmiştir. Her bir inkübasyon süresi sonunda tek doz Phe (10
-6

 M) ile kasılma 

yanıtı alınmıştır. Kasılma yanıtı platoya ulaştıktan sonra kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) 

ile gevşeme yanıtı alınmıştır. Elde edilen sonuçlar karşılaştırılmıştır. 

3.3.7. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Bağımsız Gevşeme Yanıtı Üzerindeki 

Etkileri 

Kontrol deneyi olarak tek doz Phe (10
-6

 M) kasılması sonrası kümülatif SNP (10
-11

-10
-6

 

M) ile gevşeme yanıtı elde edilmiştir. Ardından vorapaksar/ML161 ile 30 dakika 

boyunca inkübasyon yapılmış ve Phe (10
-6

 M) ardından kümülatif SNP (10
-11

-10
-6

 M) 

yanıtı alınmıştır. Kontrol grubu ve ilaç grubundan elde edilen konsantrasyon-yanıt 

eğrileri karşılaştırılmıştır. 

3.3.8. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Ligand ve Voltaj Bağımlı Kalsiyum Kanalları 

Üzerindeki Etkileri 

Kalsiyum kanallarının rolünü araştırmak için EDTA (0,4 mM) içeren kalsiyum klorür 

içermeyen Krebs solüsyonu hazırlanmıştır. LIMA halkaları 45 dakika boyunca bu 

EDTA’lı kalsiyumsuz Krebs solüsyonunda dinlendirilmiştir. Kontrol deneyi için organ 

banyolarına kalsiyumsuz Krebs ile hazırlanan 50 mM KCl eklenmiştir. Daha sonra 

CaCl2 veya BaCl2 (0,8 mM x 5 kez) ilave edilerek konsantrasyon-yanıt eğrisi elde 

edilmiştir.  

Vorapaksar/ML161’in ligand ve voltaj bağımlı Ca
+2

 kanalları üzerindeki etkisini 

araştırmak için ilaç inkübasyonu sonrası CaCl2 (0,8 mM x 5 kez) yanıtı alınmıştır. 

Sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır.  

Vorapaksar/ML161’in sadece voltaj bağımlı Ca
+2

 kanalları üzerindeki etkisini 

araştırmak için ilaç inkübasyonu sonrası BaCl2 (0,8 mM x 5 kez) ile elde edilen yanıtlar 

kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır. 
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3.3.9. Vorapaksar/Parmodulin-2’nin Endotel Fonksiyonu Üzerindeki Etkilerinde 

Protein C’nin Rolü 

Aktive protein C temin edilemediği için ProC Global kitinde (Siemens) bulunan protein 

C aktivatörü kullanılmıştır. Bu kitte protein C aktivatörü heksadimetrin bromür ile 

beraber bulunduğu için taşıyıcı olarak heksadimetrin bromür grubu eklenmiştir. İlk 

olarak protein C aktivatörü varlığında vorapaksar/ML161 ile organ banyosunda 30 

dakika inkübasyon yapılmıştır.  Daha sonra tek doz Phe (10
-6

 M) kasılması sonrası 

kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) yanıtı elde edilmiştir. Ayrıca taşıyıcı deneyinde PAR1 

antagonisti vorapaksar/ML161 ve heksadimetrin bromür 30 dakika boyunca organ 

banyosunda inkübe edilmiştir. Ardından tek doz Phe (10
-6

 M) kasılması sonrası 

kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) yanıtı elde edilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

karşılaştırılmıştır. 

3.4. Transmisyon Elektron Mikroskobu Deneyleri 

PAR1 antagonisti vorapaksar ve parmodulin-2’nin endotel hasarı üzerine etkileri 

transmisyon elektron mikroskobu görüntüleri ile değerlendirilmiştir. Bunun için PAR1 

antagonistleri ile 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca inkübasyon yapılan çalışmalarda 

Phe-ACh doz-yanıt eğrileri alınarak endotel yanıtlarının bozulduğu görülen süre tespit 

edilmiş ve inkübasyon süresi ayarlanmıştır. Ayrıca protein C aktivatörü inkübasyonun 

endotel hasarını engelleyici etkisi olup olmadığı TEM görüntüleri ile değerlendirilmiştir. 

İnkübasyon süresi sonunda LIMA halkaları %4’lük glutaraldehit çözeltisinde (0,1 M 

Sorensen’s fosfat tampon (SFT) solüsyonununda (pH=7,3) hazırlanmış) +4ºC de 2 saat 

boyunca bekletilip fiksasyon işlemi yapılmıştır. Ardından halkalar %6,5’luk sakkaroz 

çözeltisinde (0,1 M SFT ile hazırlanmış) oda sıcaklığında 3 kez 10 dakika boyunca 

rotatorda döndürülerek yıkanmıştır. Her yıkamada solüsyon değiştirilmiştir. Daha sonra 

dokular osmiyum tetraoksit fiksatifi (0,1 M SFT’de hazırlanmış) ile 2 saat boyunca oda 

sıcaklığında rotatorda döndürülmüştür. Ardından LIMA halkaları %6,5’luk sükroz 

çözeltisine (0,1 M SFT ile hazırlanmış) alınmış ve oda sıcaklığında rotatorda 3 kez 10 

dakika döndürülerek yıkanmıştır. Son yıkamada şişeler değiştirilmiştir.  
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Dehidratasyon işlemi için +4ºC’de sırasıyla %30’luk, %50’lik ve %70’lik etanol 

çözeltisi ile 3 kez 10’ar dakika boyunca bekletilmiştir. +4ºC 1 saat boyunca %1’lik 

üranil asetat solüsyonu (%75’lik etanol ile hazırlanmış) ile blok boyama uygulanmıştır 

(kontraslama). Ardından tekrar dehidratasyon işlemi için sırasıyla %80’lik, %90’lık, 

%96’lık ve %100’lük etanol çözeltisi içinde 3’er kez 10 dakika boyunca bekletilmiştir. 

Doku örnekleri propilen oksit çözeltisinde 2 kez 10 dakika bekletilmiştir. Ardından 

araldit-propilen oksit karışımında (1:1) 1 gece boyunca oda sıcaklığında rotatorda 

döndürülmüştür. Doku örnekleri kürdan yardımı ile şişeden çıkarılıp, süzgeç kağıdı 

üzerinde yuvarlanarak fazla çözeltiden uzaklaştırılmıştır. Ardından LIMA örnekleri 

1.Araldit karışımına [Araldit ana karışımı (50 ml) + hızlandırıcı (BDMA-DY-062)(1 

ml)] gömülmüştür. 1.Araldit karışımındaki dokular oda sıcaklığında 4 saat boyunca 

rotatorda döndürülüp ve +60ºC’de 48 saat bekletilerek gömülme işlemi yapılmıştır. 

Etüvden çıkarılan bloklardan önce yarı ince ardından da ince kesitler (50-70 nm) 

alınmıştır. ZEİSS-LEO 906E model TEM kullanılarak görüntüleme yapılmıştır. 

3.5. Veri Analizi ve İstatistik 

Tüm değerler ortalama ± SH olarak verilmiştir. ACh ile elde edilen gevşeme yanıtları 

SNP ile elde edilen toplam gevşeme yanıtına göre % gevşeme olarak ifade edilmiştir. 

Maksimum yanıtın (Emax) %50’sini oluşturan agonist konsantrasyonu EC50 olarak 

belirlenmiştir. Potens ise; pD2 (-log EC50) olarak ifade edilmiştir.  

Grafik ve istatistiksel analiz için GraphPad Software kullanılmıştır. İstatistiksel yöntem 

olarak tekrarlayan ölçümler için Student t testi, ikiden fazla gruplar için ANOVA testi, 

post-hoc analizler için ise Tukey testi kullanılmıştır. p değeri 0,05’ten küçük bulunan 

sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Çalışmada kullanılan LIMA halkaları için submaksimal gerilim 2 gram olarak 

belirlenmiştir 

Organ banyosunda LIMA halkalarının bazal gerilimini belirlemek için 

1,50/1,75/2,00/2,25 ve 2,50 gram şeklinde artan gerilim altında 50 mM KCl ile kasılma 

yanıtı alınmıştır. 50 mM KCl ile elde edilen kasılma miktarları değerlendirildiğinde 

maksimum kasılma yanıtının 2,25 gram gerilim altında elde edildiği saptanmıştır (Şekil 

4.1). Bu nedenle submaksimal gerilim olarak 2,00 gram gerilim seçilmiştir. Sonuç olarak 

yapılan deneylerde organ banyosuna asılan LIMA halkaları 2,00 gram gerilime 

ayarlanarak 60 dakika boyunca dinlendirilmiştir.  

  

Şekil 4. 1. Farklı gerilimler altında 50 mM KCl ile submaksimal gerilimin belirlenmesi. 

A) 1,5 gram gerilim altında 50mM KCl ile elde edilen kasılma yanıtı. B) 1,75 gram gerilim altında 50mM 

KCl ile elde edilen kasılma yanıtı. C) 2 gram gerilim altında 50mM KCl ile elde edilen kasılma yanıtı. D) 

2,25 gram gerilim altında 50mM KCl ile elde edilen kasılma yanıtı. E) 2,5 gram gerilim altında 50mM 

KCl ile elde edilen kasılma yanıtı. F) Farklı gerilimler altında 50 mM KCl ile elde edilen kasılma 

yanıtlarının grafiği. 
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4.2. PAR1 Agonisti Olan TFLLR-NH2 LIMA Halkalarında Endotel Bağımlı 

Gevşeme Yanıtı Meydana Getirmiştir 

Endoteli sağlam ve endoteli hasarlı LIMA halkalarına PAR1 agonisti olan TFLLR-NH2 

uygulanmıştır. LIMA halkaları önce tek doz Phe (10
-6

 M) ile kasılma yanıtı alınan 

dokulara kümülatif olarak TFLLR-NH2 (10
-11

-10
-6

 M) uygulanmıştır. PAR1 agonisti 

olan TFLLR-NH2 endoteli sağlam LIMA halkalarında maksimum %44,33±3,33 

gevşeme yanıtı oluştururken, endoteli hasarlı damarlarda maksimum %14,33±3,00 

gevşeme oluşturmuştur (Şekil 4.2). Endoteli sağlam ve hasarlı damarların TFLLR-NH2 

yanıtları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Endoteli sağlam 

pD2±SH=8,39±0,21; endoteli hasarlı 8,66±0,55; p=0,0046; n=7). 

 

Şekil 4. 2. Kümülatif TFLLR-NH2 uygulamasının vazoreaktivite üzerindeki etkisi. 

A) Endoteli sağlam LIMA halkasında TFLLR-NH2 yanıtı. B) Endoteli hasarlı LIMA halkasında TFLLR-

NH2 yanıtı. C) Endoteli sağlam ve hasarlı LIMA halkalarında kümülatif TFLLR-NH2 yanıtının grafiği.    

4.3. Vorapaksar İnkübasyonu Sonrası Endotel Bağımlı Gevşeme Yanıtı Azalmıştır 

Endotel fonksiyonunu kontrol etmek için Phe (10
-6

 M) ile kasılma yanıtı oluşturulan 

dokulara kümülatif ACh (10
-11

-10
-6

 M) ve tek doz SNP (10
-6

 M) uygulanmıştır ve 

%60’dan fazla gevşeme elde edilen endoteli sağlam dokular kontrol grubu olarak 

değerlendirilmiştir. İnkübasyon için 10
-6

 M konsantrasyonda vorapaksar/ML161 ile 

çalışılmıştır.  
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Vorapaksar inkübasyonu öncesi endotel bağımlı gevşeme yanıtı maksimum 

%72,33±3,50 olarak belirlenmiştir. 30 dakika vorapaksar inkübasyonundan sonra 

endotel bağımlı gevşeme yanıtı ise maksimum %34,67±2,30 olduğu saptanmıştır (Şekil 

4.3). Sonuç olarak vorapaksar inkübasyonu endotel bağımlı gevşeme yanıtını istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde azaltmıştır (Kontrol pD2±SH=7,75±0,17; vorapaksar 

7,33±0,23; p=0,027; n=7)  

 

Şekil 4. 3. Vorapaksar inkübasyonunun endotel bağımlı gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi. 

A) Vorapaksar inkübasyonu öncesi Phe-Ach yanıtı. B) Vorapaksar inkübasyonu sonrası Phe-Ach yanıtı. 

C) Vorapaksar inkübasyonu öncesi ve sonrası endotel bağımlı gevşeme yanıtını gösteren grafik. 

4.4. Parmodulin-2 İnkübasyonu Sonrası Endotel Bağımlı Gevşeme Yanıtı 

Değişmemiştir 

ML161 inkübasyonu öncesi endotel bağımlı gevşeme yanıtı maksimum %79,00±2,73 

iken ML161 inkübasyonu sonrasında ise %76,50±2,56 olduğu saptanmıştır (Şekil 4.4). 

ML161 inkübasyonunun endotel bağımlı gevşeme yanıtı üzerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir etki oluşturmamıştır (Kontrol pD2±SH=7,96±0,09; ML161 inkübasyonu 

8,00±0,09; p=0,917; n=7).  
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Şekil 4. 4. Parmodulin-2 inkübasyonunun endotel bağımlı gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi. 

 A) ML161 inkübasyonu öncesi Phe-Ach yanıtı. B) ML161 inkübasyonu sonrası Phe-Ach yanıtı.              

C) ML161 inkübasyonu öncesi ve sonrası endotel bağımlı gevşeme yanıtını gösteren grafik. 

ML161 ve vorapaksar grubu kendi aralarında karşılaştırıldığı zaman ML161’e göre 

vorapaksarın endotel hasarlayıcı etkisinin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha 

fazla olduğu saptanmıştır (Şekil 4.5) (p= 0,044). 

 

Şekil 4. 5. Vorapaksar ve ML161 inkübasyonu sonrası elde edilen endotel bağımlı gevşeme yanıtlarının 

karşılaştırıldığı grafik. 

4.5. Vorapaksar İnkübasyonu Sonrası NO ve EDHF Aracılı Endotel Bağımlı 

Gevşeme Yanıtı Azalmıştır 

Vorapaksar ile meydana gelen endotel hasarının altında yer alan mekanizmaları 

araştırmak için endotel bağımlı gevşeme mekanizmalarını inhibe eden çeşitli moleküller 

ve L-arginin varlığında Phe-ACh yanıtı alınmıştır. İlk olarak NOS inhibitörü L-NAME 

ve vorapaksar 30 dakika boyunca inkübe edilmiş ve tek başına vorapaksar inkübasyonu 

ve vorapaksar+L-NAME inkübasyonu sonrası kümülatif ACh ile elde edilen gevşeme 

yanıtları karşılaştırılmıştır (Şekil 4.6-C). Emax değerlerine bakıldığında tek başına 
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vorapaksar grubunda %52,20±3,18; vorapaksar+L-NAME grubunda ise %51,10±2,83 

olarak bulunmuştur (Sırasıyla pD2=7,09±0,16; 7,39±0,19; n=7). L-NAME varlığının 

vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen gevşeme yanıtı üzerinde anlamlı bir 

değişiklik oluşturmadığı görülmüştür (p=0,18). Ayrıca cGMP inhibitörü olan ODQ 

varlığında da vorapaksar inkübasyonu sonrası gevşeme yanıtları değerlendirildiğinde 

Emax değerinin %45,15±2,3; pD2 değerinin ise 6,34±0,12 olduğu saptanmıştır (Şekil 

4.6-D). Tek başına vorapaksar grubu ile karşılaştırıldığı zaman istatistiksel bir fark 

bulunmamıştır (p=0,135). Son olarak NO kaynağı olan L-arginin varlığının vorapaksar 

inkübasyonu sonrası kümülatif ACh ile elde edilen gevşeme yanıtlarına etkisi 

araştırılmıştır. Vorapaksar+L-arginin grubunda Emax değeri %46,76±2,10 olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4.7) ve bu değerler arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (Sırasıyla pD2=7,79±0,22; p=0,95; n=7).  

Vorapaksar inkübasyonunun endotel bağımlı gevşeme yanıtını azaltıcı etkisinde 

prostasiklinlerin etkisini araştırmak için indometazin varlığında kümülatif ACh ile 

gevşeme yanıtı alınmış ve tek başına vorapaksar uygulanan grupla karşılaştırılmıştır. 

Tek başına vorapaksar inkübasyonu yapılan gruba göre indometazin varlığı gevşeme 

yanıtını istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaltmıştır (p=0,003; n=7). İndometazin 

varlığında vorapaksar grubunda gevşeme yanıtı için Emax değerinin %14,00±1,41; pD2 

değerininin ise 6,61±0,17 olduğu saptanmıştır (Şekil 4.6-E).  

Son olarak vorapaksarın endotel hasarı oluşturucu etkisinde EDHF’nin rolünü 

değerlendirmek için karibdotoksin ve apamin kullanılmıştır (Şekil 4.6-F). EDHF 

inhibitörü+vorapaksar inkübasyonu sonrası kümülatif ACh ile elde edilen gevşeme 

yanıtı için Emax değeri 44,00±3,44 ve pD2 değeri 7,64±0,2 olarak bulunmuştur.Tek 

başına vorapaksar inkübasyonuna göre gevşeme yanıtları arasındaki fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştur (p=0,487; n=7). 
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Şekil 4. 6. Endotel bağımlı gevşeme yanıtını inhibe eden moleküllerin vorapaksar inkübasyonu sonrasında 

elde edilen endotel bağımlı gevşeme yanıtına etkisi. 

A) Phe-ACh ile elde edilen kontrol yanıtı. B) Tek başına vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-

ACh yanıtı. C) Vorapaksar ve L-NAME inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. D) Vorapaksar 

ve ODQ inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı E) Vorapaksar ve indometazin inkübasyonu 

sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. F) Vorapaksar ve karibdotoksin-apamin (K+A) inkübasyonu sonrası 

elde edilen Phe-ACh yanıtı. G) Çeşitli inhibitor moleküller ve vorapaksar varlığında elde edilen endotel 

bağımlı gevşeme yanıtının grafiği.  

 

Şekil 4. 7. L-arginin inkübasyonun vorapaksar inkübasyonu sonrasında elde edilen endotel bağımlı 

gevşeme yanıtına etkisi. 

A) Tek başına vorapaksar inkübasyonu sonrası Phe-ACh yanıtı. B) L-arginin ile vorapaksar inkübasyonu 

sonrası Phe-ACh yanıtı. C) L-arginin inkübasyonunun vorapaksar inkübasyonu sonrasında elde edilen 

endotel bağımlı gevşeme yanıtına etkisini gösteren grafik. 
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4.6. Parmodulin-2 İnkübasyonu Sonrası Elde Edilen Endotel Bağımlı Gevşeme 

Yanıtının NO ve EDHF Aracılı Olduğu Saptanmıştır 

ML161 inkübasyonu sonrasında kümülatif ACh ile elde edilen gevşeme yanıtının 

mekanizmalarını araştırmak için öncelikle L-NAME ile NOS enzim blokajının etkisi 

değerlendirilmiştir. L-NAME varlığında ML161 inkübasyonu sonrası elde edilen 

gevşeme yanıtının azaldığı (Şekil 4.8-C) ve bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

saptanmıştır (p=0,046; n=7). ML161 inkübasyonu için Emax değeri 94,40±3,50 ve pD2 

değeri 7,81±0,09 iken L-NAME+ML161 grubunda Emax değeri 56,60±3,09 ve pD2 

değeri 7,53±0,14 olarak bulunmuştur. ODQ varlığı da ML161 inkübasyonu sonrası 

gevşeme yanıtını azaltmıştır (Şekil 4.8-D) ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (Emax=47,15±3,10 ve pD2=6,51±0,19; p=0,03; n=7). Fakat tek başına 

ML161 inkübasyonuna göre L-arginin varlığında ML161 inkübasyonu sonrasında 

endotel bağımlı gevşeme yanıtı değişmemiştir (Şekil 4.9; Emax=85,40±3,40; 

pD2=7,50±0,09; p=0,578).  

İndometazin ile COX enziminin blokajı ML161 inkübasyonu sonrası kümülatif ACh ile 

elde edilen gevşeme yanıtını azaltmıştır (Şekil 4.8-E; Emax=49,80±3,43 ve 

pD2=7,65±0,14) fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0,07; 

n=7).  

EDHF inhibisyonunun ML161 inkübasyonu sonucu elde edilen gevşeme yanıtı 

üzerindeki etkisi değerlendirildiğinde karibdotoksin+apamin varlığı endotel bağımlı 

gevşeme yanıtını azalttığı (Şekil 4.8-F; Emax=44,60±1,33 ve pD2=7,65±0,27) ve bu 

azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir (p=0,03; n=7). 
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Şekil 4. 8. Endotel aracılı gevşeme yanıtını inhibe eden moleküllerin ML161 inkübasyonu sonrasında elde 

edilen endotel bağımlı gevşeme yanıtına etkisi. 

A) Phe-ACh ile elde edilen kontrol yanıtı. B) Tek başına ML161 inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-

ACh yanıtı. C) ML161 ve L-NAME inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. D) ML161 ve ODQ 

inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı E) ML161 ve indometazin inkübasyonu sonrası elde 

edilen Phe-ACh yanıtı. F) ML161 ve karibdotoksin-apamin (K+A) inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-

ACh yanıtı. G) Çeşitli inhibitor moleküller ve ML161 varlığında elde edilen endotel bağımlı gevşeme 

yanıtının grafiği.  

 

Şekil 4. 9. L-arginin inkübasyonun ML161 inkübasyonu sonrasında elde edilen endotel bağımlı gevşeme 

yanıtına etkisi.  

A) Tek başına ML161 inkübasyonu sonrası Phe-ACh yanıtı. B) L-arginin ile ML161 inkübasyonu sonrası 

Phe-ACh yanıtı. C) L-arginin inkübasyonunun ML161 inkübasyonu sonrasında elde edilen endotel 

bağımlı gevşeme yanıtına etkisini gösteren grafik. 
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4.7. İnkübasyon Süresi Vorapaksar/Parmodulin-2 İnkübasyonu Sonrası Elde 

Edilen Endotel Bağımlı Gevşeme Yanıtına Etki Etmemiştir 

PAR1 antagonisti vorapaksar/ML161 ile 30, 60, 90 ve 120 dakika olmak üzere farklı 

sürelerde inkübasyon yapılmış ve ardından Phe ile kasılan LIMA halkalarında kümülatif 

ACh ile gevşeme yanıtı alınmıştır. Vorapaksarla yapılan inkübasyonun süresi uzadıkça 

ACh ile elde edilen maksimum gevşeme yanıtları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark olmadığı saptanmıştır (Şekil 4.10; p>0,05; n=7).  

 

Şekil 4. 10. Vorapaksar ile yapılan farklı inkübasyon sürelerinin endotel bağımlı gevşeme yanıtı üzerine 

etkisi. 

A) 30 dakika vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. B) 60 dakika vorapaksar 

inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. C) 60 dakika vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen 

Phe-ACh yanıtı. D) 120 dakika vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. E) 

Vorapaksar ile farklı inkübasyon sürelerinin Phe-ACh yanıtı üzerine etkisinin grafiksel gösterimi. 
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ML161 ile farklı inkübasyon süreleri sonunda elde edilen endotel bağımlı gevşeme 

yanıtları arasındaki fark da istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Şekil 4.11; 

p>0,05; n=7). ML161 ile inkübasyon yapılan sürenin uzaması endotel bağımlı gevşeme 

yanıtına etki etmemiştir. 

 

Şekil 4. 11. ML161 ile yapılan farklı inkübasyon sürelerinin endotel bağımlı gevşeme yanıtı üzerine etkisi. 

A) 30 dakika ML161 inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. B) 60 dakika ML161 inkübasyonu 

sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. C) 60 dakika ML161 inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. 

D) 120 dakika ML161 inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. E) ML161 ile farklı inkübasyon 

sürelerinin Phe-ACh yanıtı üzerine etkisinin grafiksel gösterimi. 
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4.8. Vorapaksar/Parmodulin-2 İnkübasyonu Sonrası Endotel Bağımsız Gevşeme 

Yanıtı Değişmemiştir 

Endotel bağımsız gevşeme yanıtlarını karşılaştırmak için Phe ile kasılan LIMA 

halkalarında kümülatif SNP ile gevşeme yanıtı alınmıştır. Vorapaksar inkübasyonu 

sonrasında kümülatif SNP ile gevşeme yanıtı ile vorapaksar inkübasyonu öncesi elde 

edilen gevşeme yanıtı arasında fark bulunmamıştır (Şekil 4.12; p=0,812; n=7). Kontrol 

grubu için Emax=97,33±3,30 ve pD2=8,22±0,16; vorapaksar grubu için ise 

Emax=100,00±2,2 ve pD2=8,87±0,17 olarak saptanmıştır. 

 

Şekil 4. 12. Vorapaksar inkübasyonunun endotel bağımsız gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi. 

A) Vorapaksar inkübasyonu öncesinde elde edilen Phe-SNP yanıtı. B) Vorapaksar inkübasyonu 

sonrasında elde edilen Phe-SNP yanıtı. C) Kontrol ve vorapaksar grubunda elde edilen kümülatif SNP 

yanıtının grafiği. 

ML161 inkübasyonu öncesi ve sonrası bu deney protokolü tekrarlandığında SNP ile elde 

edilen endotel bağımsız gevşeme yanıtının da kontrol grubuna benzer olduğu 

saptanmıştır (Şekil 4.13; p=0,09; n=7). Kontrol grubu için Emax=100,00±6,40 ve 

pD2=8,34±0,17; ML161 grubu için ise Emax=100,00±4,60 ve pD2=8,64±0,20 olarak 

saptanmıştır. 
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Şekil 4. 13. ML161 inkübasyonunun endotel bağımsız gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi. 

A) ML161 ile inkübasyon öncesinde elde edilen Phe-SNP yanıtı. B) ML161 inkübasyonu sonrasında elde 

edien Phe-SNP yanıtı. C) Kontrol ve ML161 grubunda elde edilen kümülatif SNP yanıtının grafiği. 

4.9. Vorapaksar ve Parmodulin-2 İnkübasyonu Sonrası Ligand ve Voltaj Bağımlı 

Kalsiyum Kanallarının Etkisi Değişmemiştir 

Vorapaksar inkübasyonu öncesi ve sonrasında CaCl2 solüsyonu ile kümülatif kasılma 

yanıtı alınmıştır. Vorapaksar inkübasyonu CaCl2 ile elde edilen kasılma yanıtında 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik yapmamıştır (Şekil 4.14; p=0,97; n=7).  Emax 

değerleri kontrol grubu için 1,92±0,18 gram;  vorapaksar grubu için 1,83±0,21 gram 

olarak saptanmıştır. 

 

Şekil 4. 14. Vorapaksar inkübasyonu öncesinde ve sonrasında CaCl2 ile elde edilen kasılma yanıtı. 

A) Vorapaksar inkübasyonu öncesi kümülatif CaCl2
 
ile edilen kasılma yanıtı. B) Vorapaksar inkübasyonu 

sonrası kümülatif CaCl2
 
ile edilen kasılma yanıtı.  

Vorapaksar inkübasyonu sonrasında BaCl2 solüsyonu ile elde edilen kasılma yanıtında 

da istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir (Şekil 4.15; p=0,95; 
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n=7). Emax değerleri kontrol grubu için 1,96±0,25 gram;  vorapaksar grubu için 

2,00±0,25 gram olarak saptanmıştır. 

 

Şekil 4. 15. Vorapaksar inkübasyonu öncesinde ve sonrasında BaCl2 ile elde edilen kasılma yanıtı. 

A) Vorapaksar inkübasyonu öncesi kümülatif BaCl2 ile edilen kasılma yanıtı. B) Vorapaksar inkübasyonu 

sonrası kümülatif BaCl2 ile edilen kasılma yanıtı.  

ML161 inkübasyonu sonrasında CaCl2 solüsyonu ile elde edilen kasılma yanıtında 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir (Şekil 4.16; p=0,63; n=7). 

Emax değerleri kontrol grubu için 1,49±0,19 gram;  ML161 grubu için 1,65±0,21 gram 

olarak saptanmıştır.  

 

Şekil 4. 16. ML161 inkübasyonu öncesinde ve sonrasında CaCl2 ile elde edilen kasılma yanıtı. 

A) ML161 inkübasyonu öncesi kümülatif CaCl2
 
ile edilen kasılma yanıtı. B) ML161 inkübasyonu sonrası 

kümülatif CaCl2 ile edilen kasılma yanıtı.  

ML161 inkübasyonu sonrasında BaCl2 solüsyonu ile elde edilen kasılma yanıtında da 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir (Şekil 4.17; p=0,78; n=7). 
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Emax değerleri kontrol grubu için 1,16±0,19 gram;  ML161 grubu için 1,66±0,22 gram 

olarak saptanmıştır.  

  

Şekil 4. 17. ML161 inkübasyonu öncesinde ve sonrasında BaCl2 ile elde edilen kasılma yanıtı. 

A) ML161 inkübasyonu öncesi kümülatif BaCl2 ile edilen kasılma yanıtı. B) ML161 inkübasyonu sonrası 

kümülatif BaCl2 ile edilen kasılma yanıtı.  

4.10. Protein C Aktivatörü Varlığında Vorapaksar Endotel Hasarına Yol 

Açmamıştır  

Vorapaksarın endotel hasarına yol açtığı tespit edildiği için protein C aktivatörünün 

endotel bağımlı gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi sadece vorapaksar grubunda 

değerlendirilmiştir. Endoteli sağlam LIMA halkalarına 30 dakika boyunca tek başına 

vorapaksar inkübasyonu yapılan grup kontrol grubu olarak değerlendirilmiş ve Phe-ACh 

yanıtı alınmıştır. Bir başka gruba ise protein C aktivatörü varlığında vorapaksar ile 30 

dakika inkübasyon yapılmış ve inkübasyon sonrası Phe-ACh yanıtı alınmıştır. Ayrıca 

protein C aktivatörü tek başına temin edilemediği için beraberinde bulunan 

heksadimetrin bromürün (taşıyıcı) etkisini saptamak amacıyla vorapaksar ve 

heksadimetrin bromür inkübasyonu yapılarak taşıyıcı grubu oluşturulmuştur. 

Protein C aktivatörü+vorapaksar inkübasyonu sonrasında endotel bağımlı gevşeme 

yanıtının bozulmadığı görülmüştür (Şekil 4.18-B). Tek başına vorapaksar inkübasyonu 

yapılan grup ile protein C aktivatörü+vorapaksar inkübasyonu yapılan grup endotel 

bağımlı gevşeme yanıtları açısından karşılaştırıldığında aradaki fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p<0,05; n=7). Vorapaksar grubu için Emax=40,20±5,30 ve 
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pD2=8,01±0,34 iken protein C aktivatörü+vorapaksar grubunda Emax=77,35±6,10 ve 

pD2=7,88±0,21 olarak belirlenmiştir. Sonuç olarak protein C’nin aktive edilmesi 

vorapaksarın endotel hasarına yol açmasına engel olmuştur. 

Ayrıca taşıyıcı+vorapaksar grubunda tek başına vorapaksar grubuna göre endotel 

bağımlı gevşeme yanıtının değişmediği saptanmış (Emax=35,15±3,20; pD2=7,09±0,21; 

p>0,05) ve heksadimetrin bromürün vorapaksarın neden olduğu endotel hasarına etki 

etmediği görülmüştür (Şekil 4.18-C).  

 

Şekil 4. 18. Protein C aktivatörü ve/veya vorapaksar inkübasyonu sonrasında elde edilen endotel bağımlı 

gevşeme yanıtı. 

A) Vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. B) Protein C aktivatörü varlığında 

vorapaksar inkübasyonu sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. C) Taşıyıcı ve vorapaksar inkübasyonu 

sonrası elde edilen Phe-ACh yanıtı. D) Grupların birbirleriyle karşılaştırıldığı grafik. 

4.11. Vorapaksar İnkübasyonunun Endotel Hasarına Yol Açtığı Sonucu 

Transmisyon Elektron Mikroskobu Görüntüleri ile Desteklenmiştir 

İzole organ banyosu çalışmalarında PAR1 antagonisti vorapaksar ile 30 dakika 

inkübasyonun endotel hasarı meydana getirdiği saptandığı için 30 dakika 

vorapaksar/ML161 ile inkübasyon sonrası endotel hücreleri TEM’de incelenmiştir. TEM 

ile endotel hücreleri görüntülendiği zaman endotel hücrelerinde vakuol oluşumu, 

nükleusun kaybolması, mitokondri sayısında azalma, sitoplazmik organellerin 
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kaybolması ve hücre membranının püsküllü yapıda olması, endotel hücrelerinin bazal 

lamina ile bitişik olmaması ve endotel hücreleri arasındaki sıkı bağlantıların bozulması 

endotel hasarı olarak değerlendirilmektedir (Onan ve ark., 2014).  

Tek başına vorapaksar inkübasyonu endotel hücrelerinde hasarla ilişkili sıkı 

bağlantılarının bozulduğu ve vakuol oluşumu gözlemlenmiştir (Şekil 4.19-A). Tek 

başına ML161 inkübasyonu yapılan endotel hücrelerinde ise sıkı bağlantıların 

korunduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.19-B). LIMA halkalarının vorapaksar ve protein C 

aktivatörü ile inkübasyonu sonucu endotel hücrelerinde vakuol oluşumu veya sıkı 

bağlantılarda herhangi bir bozulma gözlemlenmemiştir (Şekil 4.19-C). Protein C 

aktivatörünün yanında heksadimetrin bromür de bulunduğu için taşıyıcı grup olarak 

vorapaksar ve heksadimetrin bromür inkübasyonu yapılan LIMA halkaları da TEM’de 

incelenmiştir. Vorapaksar grubuna benzer şekilde bu grupta da sıkı bağlantıların 

bağlantılarının bozulduğu ve vakuol oluşumu gözlemlenmiştir (Şekil 4.19-D). 
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Şekil 4. 19. Vorapaksar/ML161/Protein C inkübasyonu uygulanan LIMA halkalarının TEM görüntüsü. 

A) Tek başına vorapaksar inkübasyonu yapılan grup. B) Tek başına ML161 ile inkübasyon yapılan grup. 

C) Vorapaksar ve protein C aktivatörü ile inkübasyon yapılan grup. D) Vorapaksar ve heksadimetrin 

bromür ile inkübasyon yapılan taşıyıcı grubu. 
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5. TARTIŞMA 

GPKR disfonksiyonu çeşitli patolojik koşullar ile ilişkilendirilmiştir ve bu nedenle 

GPKR’ler ilgi çekici bir ilaç hedefidir. GPKR’lerin çoğu sentetik analoglar tarafından 

kolayca taklit edilebilen peptid, hormon veya iyonlar gibi küçük moleküller tarafından 

aktive olmaktadır. Bu çalışmada kullanılan ana moleküller bir GPKR olan PAR1’i farklı 

mekanizmalarla hedefleyen antiplatelet ilaç olan vorapaksar ve bir parmodulin olan 

ML161’dir. Vorapaksarın PAR1’in tüm sinyal yolaklarını inhibe ettiği, ML161’in ise 

PAR1’in bias ligandı olduğu öne sürülmektedir. ML161’in bias agonist etkiye sahip 

olması sayesinde PAR1’in endotel koruyucu özelliğini antagonize etmediği ve böylece 

endotel tabakasında zararlı etkilere sahip olmadığı düşünülmektedir (Aisiku ve ark., 

2015). Fakat bu moleküllerin insan LIMA endotel tabakası üzerindeki etkilerine dair 

bilgi literatürde yer almamaktadır. Bu nedenle bu çalışmada vorapaksar ve ML161’in 

insan LIMA endotel tabakası üzerindeki etkilerinin in vitro olarak karşılaştırılması 

amaçlanmıştır. 

Antiplateletler ile tedavideki gelişmelere karşın akut koroner sendrom sonrasında 

tekrarlayan kardiyovasküler olay riski hala yüksektir (Abu-Assi ve ark., 2016). Ayrıca 

aterotrombotik olayların azaltılması ile elde edilen yararların artışı hemorajik yan 

etkilerin artışını da beraberinde getirmektedir. Örneğin vorapaksar ile yapılan 

çalışmalarda da kanama riski göze çarpmaktadır (Magnani ve ark., 2015)  ve bu etkinin 

endotel hücrelerindeki global PAR1 inhibisyonuyla bağlantılı olduğu düşünülmektedir 

(Ramachandran, 2012). Bias ligand olan parmodulinlerin ise kanamaya yol açmadığı 

öne sürülmektedir (Aisiku ve ark., 2015). Bu da ML161’in bias agonist etkiye sahip 

olması ile koruyucu yolakları bloke etmeden antiplatelet etki oluşturabileceğini 

desteklemektedir. 

Trombinin insan damar sistemindeki fizyolojik etkilerini anlamak zordur çünkü direkt 

trombin uygulaması in situ olarak akut tromboza ve dolayısıyla damar tıkanıklığına 

neden olma potansiyeline sahiptir. PAR1 reseptör agonistinin kullanımı sayesinde ise 
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koagülasyon kaskadı ve fibrin oluşumunun enzimatik aktivasyonu olmaksızın direkt 

trombinin hücresel yanıtları değerlendirilebilmektedir. Daha önce yapılan bir çalışmada 

PAR1 agonisti SFLLRN-NH2’nin in vivo olarak uygulanmasının insan vaskülatüründe 

arteriyel dilatasyon, venöz konstriksiyon, platelet aktivasyonu ve doku tipi plazminojen 

aktivatörü (t-PA) salınımına neden olduğu gösterilmiştir (Gudmundsdottir ve ark., 

2006). Trombinin kardiyovasküler hastalığın patofizyolojisindeki merkezi rolü göz 

önüne alındığında PAR1 aracılı bu etkilerin mekanizmalarını ve özellikle endotelin bu 

etkideki rolünü tespit etmek önemlidir. Bu tez çalışmasında ise SFLLRN-NH2’ye göre 

daha selektif bir PAR1 agonisti olan TFLLR-NH2 (Fujita ve ark., 2009) literatürle 

uyumlu olarak endoteli sağlam LIMA halkalarında gevşeme yanıtı meydana getirmiştir. 

Endoteli hasarlı LIMA halkalarında ise kümülatif TFLLR-NH2 uygulaması ile gevşeme 

yanıtı oluşmamıştır. Böylece TFFLLR-NH2 ile PAR1 aktivasyonu sonucu meydana 

gelen gevşeme yanıtının endotel bağımlı olduğu saptanmıştır. 

Koagülasyon-fibrinoliz sistemindeki proteazlar ve inflamatuar ve immün hücrelerden 

üretilenler de dahil olmak üzere diğer proteazlar; trombüs oluşumu, kanama, 

inflamasyon veya doku hasarı gibi patolojik koşullar altında aktive olmaktadır. Bu 

nedenle proteazların vasküler etkileri ve PAR’ların rolü patolojik koşullar altında daha 

önemlidir. Fizyolojik koşullar altında in vitro olarak trombin uygulamasının endotel 

bağımlı vazorelaksasyona aracılık ettiği (Mizuno ve ark., 1998; Hamilton ve Cocks, 

2000) ancak endotel bağımlı damar kasılmasını indüklediği de bildirilmiştir (D. D. Ku 

ve Zaleski, 1993). Patolojik koşullar altında PAR1’in düz kas hücrelerinde direkt 

aktivasyonu ise vazokonstriksiyona neden olmuştur (David D Ku ve Dai, 1997a). Ayrıca 

çeşitli patolojik durumlarda özellikle balon anjiyoplasti sonrasında veya aterosklerotik 

plakların gelişimi sırasında PAR1’in upregüle olduğu (Takada ve ark., 1998; Andrade-

Gordon ve ark., 2001) ve bu upregülasyonun vasküler kasılma yanıtlarının artması ile 

korele olduğu (David D Ku ve Dai, 1997a; Fukunaga ve ark., 2006) gösterilmiştir. Daha 

önceden yapılan bu çalışmalarda endoteli hasarlı damarlarda PAR1 agonsitleri ile 

kasılma yanıtı oluşturduğu bulunmuş olmasına karşın bu çalışmada endoteli hasarlı 

LIMA halkalarına kümülatif TFLLR-NH2 uygulaması kasılma yanıtı oluşturmamıştır. 
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PAR1’in bağlı ligand dizisi ile aktive olması farklı PAR1 aktive edici proteazların aynı 

sinyal kaskadlarını tetikleyeceği ve lineer etkinlik sergileyeceği düşünülmüştür. Ancak 

PAR1 bias sinyalizasyon göstermektedir ve farklı ligandlar farklı sinyalizasyon 

kaskadlarını aktive etmektedir. Örneğin endotel hücresinde PAR1’in trombin ile 

aktivasyonu sonucu endotelyal bariyerde bozulmaya ve damar geçirgenliğinde artışa 

neden olan proinflamatuar yanıtlar oluşurken (Coughlin, 1994), APC ile PAR1 

aktivasyonu ise antikoagülan, antiinflamatuar ve sitoprotektif sinyalizasyonu 

tetiklemektedir (Riewald ve ark., 2002; Mosnier ve ark., 2007). İnsan endotel hücre 

kültüründe trombin ile PAR1 aktivasyonu Gα12/13 ve Gαq alt ünitesi ile kenetlenmeyi, 

RhoA aktivasyonunu, aktin hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini ve endotelyal 

bariyerin bozulmasını tetiklemektedir (McLaughlin ve ark., 2005; Komarova ve ark., 

2007). APC ile PAR1 aktivasyonunun ise Gα12/13 veya Gαq sinyallemesini 

tetiklemeden Gαi sinyalini aktive ederek Rac1 sinyalinin selektif olarak aktivasyonu ile 

endotel bariyer stabilizasyonunu indüklemektedir (Russo ve ark., 2009). Parmodulinler 

de Gα12/13 sinyalini ve platelet şekli değişimini büyük ölçüde etkilemeden Gαq 

kaynaklı granül sekresyonunu inhibe etmektedir. 

Bu tez çalışmasında Aisiku ve arkadaşlarının (Aisiku ve ark., 2015) hücre kültürü 

çalışmasında elde ettiği sonuçlara benzer olarak golabal PAR1 antagonisti olan 

vorapaksarın endotel fonksiyonunu bozduğu, bias agonist olan ML161’in ise endotel 

bağımlı gevşeme yanıtını değiştirmediği organ banyosu deneyleri ile saptanmıştır. 

Vorapaksar inkübasyonu sonucu endotel tabakası transmisyon elektron mikrokobu ile 

görüntülenmesi ile vorapaksarın endotel hasarı yapıcı etkisi desteklenmiştir. 

Vorapaksarın endotel bağımlı gevşeme yanıtını azalttığı saptandıktan sonra bu etkinin 

altında yatan mekanizmalar araştırılmıştır. İnsanlarda endotel hasarı çalışmalarını in vivo 

olarak, karşılaştırılabilir ve etik bir şekilde yapmak zordur. Bu nedenle bu çalışmada 

endotel bağımlı vazodilatasyonun bilinen 3 ana mediyatörü (PGI2, NO ve EDHF) in 

vitro ortamda farmakolojik olarak inhibe edilmiştir. eNOS enziminin L-NAME ile 

blokajı veya NO kaynağı olan L-arginin ile inkübasyonu vorapaksar grubunun endotel 
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yanıtını değiştirmediği için vorapaksarın NOS enziminin aktivitesini bozarak NO 

üzerinden endotel hasarına yol açtığı öne sürülebilir. Daha önce domuz koroner 

arterinde PAR1 ve PAR2 agonistlerinin hem endotelyal NO hem de EDHF’ye bağlı 

olarak vazorelaksasyon yanıtı oluşturduğu gösterilmiştir (Hamilton ve Cocks, 2000). Bu 

çalışmada ise EDHF blokeri olan karibdotoksin ve apamin varlığı vorapaksar 

inkübasyonunun endotel bağımlı gevşeme yanıtında bir miktar azalmaya yol açmıştır 

fakat bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Böylece vorapaksarın EDHF 

aracılı gevşeme yanıtını da bozduğu düşünülebilir.  

İndometazin varlığı ise vorapaksar inkübasyonu sonrasında elde edilen gevşeme yanıtını 

ortadan kaldırmıştır. Bu sonuca göre vorapaksar inkübasyonunun insan LIMA 

halkalarında PGI2 aracılı endotel bağımlı gevşeme yanıtını bozmadığı öne sürülebilir. 

PGI2’nin insan safen ven düz kas hücresinde cAMP ve PKA aracılığıyla PAR1 

ekspresyonunu ve mitojenik sinyallemeyi azalttığı daha önce rapor edilmiştir (Pape ve 

ark., 2008). Bu durum arteriyel damarlarla karşılaştırıldığında PGI2’yi üretmek için 

endojen kapasitesi yetersiz olan safen ven bypas greftlerinin azalmış açıklığına katkıda 

bulunabilir (Subramanian ve ark., 1986). Böylece PAR1 düzenleyici etkilerde insan 

vasküler düz kas hücrelerinde endojen olarak üretilen PGI2’nin rolü olabileceği 

gösterilmiştir. Vorapaksarın PGI2 üzerinde bir etki oluşturmaması nedeniyle in vivo 

olarak vorapaksar uygulaması boyunca düz kasta PGI2’nin PAR1 ekspresyonunu azaltıcı 

etkisinin devam ettiği düşünülebilir. Böylece azalmış PAR1 ekspresyonu nedeniyle 

vorapaksarın düz kas üzerindeki PAR1 antagonizma etkisinde bir miktar azalma olabilir. 

Endotel kaynaklı gevşetici ve kasıcı faktörlerin dengesizliği kardiyovasküler 

hastalıkların belirleyicisidir. Atererosleroza sahip insanlarda eNOS ekspresyonunun 

azalması sonucu NO üretiminin azaldığı tespit edilmiştir (Oemar ve ark., 1998). 

Trombin ile meydana gelen endotel bağımlı gevşemenin mekanizmasında eNOS 

aktivasyonunun veya COX yolağı aracılı PGI2 salınımının yer aldığı öne sürülmüştür (Z. 

Yang ve ark., 1994). Öngerilim uygulanmış sıçan aort halkasında endotel PAR1 

aktivasyonu NO üretimine neden olduğu böylece gevşeme yanıtı oluşturduğu öne 
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sürülmüştür (Laniyonu ve Hollenberg, 1995). Sıçan perfüze mezenter arter endotelinde 

PAR1’in trombinin neden olduğu NO-bağımlı gevşemeye aracılık edebileceği 

düşünülmektedir (Fernandez-Patron ve ark., 2000). İnsan koroner arterinde PAR1 

agonistinin baskın olarak NO üretimi ile gevşeme yanıtı oluşturduğu bulunmuştur 

(Hamilton ve ark., 1998). Daha önce yapılmış bir çalışmada PAR1 ile indüklenen 

vazodilatasyonda PGI2 inhibisyonunun etkisinin olmadığı görülmesine karşın NO ve K
+
 

kanallarının inhibisyonunun bu gevşemeyi azalttığı saptanmıştır (Gudmundsdottir ve 

ark., 2008). Benzer olarak bu tez çalışmasında da global PAR1 blokeri olan vorapaksarın 

NO ve EDHF üzerinden endotel bağımlı gevşeme yanıtını bozduğu bulunmuştur.  

ML161 inkübasyonu endotel bağımlı gevşeme yanıtını bozmadığı görülmüştür. Bu 

nedenle ML161 inkübasyonu sonrasında elde edilen endotel bağımlı gevşeme yanıtının 

altında yatan mekanizma araştırılmıştır. Endotel bağımlı gevşeme mekanizmaları olan 

NO, PGI2 ve EDHF’nin sırasıyla L-NAME, indometazin ve karibdotoksin ve apamin ile 

bloke edildiğinde ML161 inkübasyonu sonrasında elde edilen endotel bağımlı gevşeme 

yanıtının azaldığı saptanmıştır. İstatistiksel olarak değerlendirildiğinde L-NAME ve 

karibdotoksin ve apamin blokajı sonrasında gevşeme yanıtlarında meydana gelen 

azalmanın anlamlı olduğu görülmüştür. Böylece ML161 inkübasyonu sonucu elde edilen 

endotel bağımlı gevşeme yanıtında ağırlıklı olarak NO ve EDHF’nin rolü olabileceği 

düşünülmüştür. Elde edilen bu sonuçlar PAR1 aracılı vazodilatasyonda NO ve 

EDHF’nin rol oynadığını gösteren in vivo insan çalışmasının sonuçları ile tutarlı 

bulunmuştur (Gudmundsdottir ve ark., 2008). 

Vorapaksar/ML161 ile inkübasyon süresi arttıkça endotel bağımlı gevşemede anlamlı bir 

azalma olmadığı tespit edilmiştir. Vorapaksar maruziyeti sonucu endotel hücrelerinde 

meydana gelen hasarın inkübasyon süresinden bağımsız olduğu öne sürülebilir. Ayrıca 

bu çalışmada uzun süreli ML161 inkübasyonunun da endotel hücrelerinde hasara yol 

açmadığı saptanmıştır. 

Vorapaksar/ML161 inkübasyonunun endotel bağımsız gevşeme yanıtı üzerindeki etkisi 

değerlendirildiği zaman inkübasyon sonrası SNP ile elde edilen gevşeme yanıtlarının 
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değiştirmediği görülmüştür. Böylece vorapaksar/ML161’in düz kas hücresinde meydana 

gelen gevşeme mekanizmaları üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı öne sürülebilir. 

Böylece elde edilen bu sonuç ile vorapaksar inkübasyonu sonucu meydana gelen 

gevşeme yanıtındaki azalmanın endotel bağımlı olduğu desteklenmiştir. 

Vorapaksar/ML161 inkübasyonunun ekstraselüler Ca
+2

 aracılı kasılma yanıtları 

üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Vorapaksar/ML161 inkübasyonunun ligand ve 

voltaj bağımlı kalsiyum kanallarının etkisini değiştirmediği görülmüştür. Böylece her iki 

molekülün de ekstraselüler alandan Ca
+2

 girişine etki etmediği düşünülebilir.  

Protein C aktivatörü ve vorapaksarın birlikte inkübe edilmesi ile vorapaksarın endotel 

üzerindeki olumsuz etkisinin önüne geçilmiştir. Ayrıca TEM ile elde edilen görüntülerle 

protein C’nin aktive edilmesi ile vorapaksarın endotel hasarlayıcı etkisinin önüne 

geçildiği görülmüştür. Böylece literatüre benzer şekilde bu tez çalışmasında da ortosterik 

PAR1 antagonisti olan vorapaksarın APC yolağını bloke ederek APC aracılı endotel 

koruyucu etkileri bozmuş olabileceği öne sürülebilir (Aisiku ve ark., 2015). PAR1’in 

parmodulinler ile bias olarak uyarılması ile aktive protein C yolağını bozmadan PAR1 

antagonist etki elde etmemizi sağlayabilecektir.   
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

PAR’lar; hangi PAR’ın eksprese edildiğine, hangi hücre tipine etki ettiğine ve hangi 

serin proteazın onu aktifleştirdiğine bağlı olarak çeşitli fizyolojik süreçleri 

düzenlemektedir. Farklı kardiyovasküler patolojilerde yer alan PAR1’in vasküler etkileri 

farklı türlerde ve/veya kan damarlarında büyük ölçüde farklılık göstermektedir ve 

vazomotor modülasyonunda PAR1’in birçok rolü olduğu öne sürülmüştür. PAR1’in 

karmaşık rollerin fizyolojik önemi tam olarak anlaşılamamıştır. Ayrıca hayvan 

çalışmalarından elde edilen verilerin insanlara translasyonu sınırlıdır çünkü PAR1 

reseptör ekspresyonu ve fonksiyonu türler arasında değişenlik göstermektedir. PAR1’in 

insan vaskülatüründeki rolünü araştırılması ile yeni terapötik stratejilerin klinik 

gelişiminde önemli olacaktır.  

Endotel hasarı; koagülasyon kaskadını aktive eden ve ayrıca aterosklerotik süreci 

tetikleyebilen bir faktördür. Bu tez çalışmasında PAR1 için bias agonist etkiye sahip 

olan böylece PAR1’in koruyucu yolaklarını bloke etmeden PAR1 antagonisti olarak etki 

gösteren ML161’in insan LIMA dokusunda endotel hasarına yol açmadığı tespit 

edilmiştir. Parmodulinler koruyucu sinyal yollarını koruyarak veya hatta uyararak 

patolojik sinyallemeye aracılık eden yolakları inhibe etmek için 

kullanılabilir. Parmodulinlerin daha fazla araştırılması endotel hücrelerindeki PAR1 

aktivasyonunun mekanizmalarını anlamamıza yardımcı olacaktır. 

Bu çalışmada global PAR1 antagonisti olan vorapaksarın endotel bağımlı gevşeme 

yanıtını NO ve EDHF üzerinden bozduğu belirlenmiştir. Global PAR1 antagonisti 

vorapaksarın kanama için ilave bir risk faktörü oluşturan endotel hücresi hasarına neden 

olup olmadığı konusunda daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. Ayrıca PAR’ların diğer 

vasküler hastalıklardaki rolünün daha fazla araştırılması ve tanımlanması PAR 

antagonistlerinin uygulama alanını genişletecektir. 
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