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OZET

Vaskiiler hasar durumunda kanamayi durdurarak hemostazi saglayan plateletler asiri
aktivasyon sonucu trombiis olusumuna yol agmaktadir. Trombls kan damarlarini bloke
ederek miyokard enfarktiis veya inme gibi iskemik komplikasyonlara sebep olmaktadir.
Piyasada var olan antiplatelet ilaglarin kanama riskini arttic1 ve primer hemostazi bozan
yan etkilerinden dolay1 kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Dolayisiyla, diinyada 6liim nedenleri
arasinda birinci sirada yer alan kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltmak ic¢in halen etkili ve
giivenli antitrombotik ilaglara ihtiyag duyulmaktadir. Platelet temel kollajen reseptori
Glikoprotein VI (GPVI)’nin sadece plateletlerde ve prekirsorleri olan megakaryositlerde
eksprese olmasi ve ana kanama komplikasyonlarina sebebiyet vermeden 6nemli 6l¢iide
patolojik trombiis olusumunu azaltmasi nedeniyle son zamanlarda GPVI giiglii ve giivenli
antitrombotik tedavi i¢in hedef olmustur. Yeni ilag kesfi ve gelistirilmesinde ilaglarin
yeniden konumlandirilarak kullanimi i¢in, uygunlugu onaylanmis mevcut ilaglarm ikincil
etkilerinin bulunmasina yonelik stratejiden hareketle FDA onayl: ilaglardan ve satisa hazir
milyonlarca sentezlenmis bilesiklerin sanal tarama icin oldukca zengin bir kutlphane
olmasi sebebiyle Molport veri tabanindan GPVI reseptorii antagonistleri baz alinarak
yapilan sanal tarama sonucu bilesikler secilmistir. Antiplatelet aktivitelerini tespit etmek
amactyla yikanmus plateletlerde (2x10® platelet/ml) GPVI agonistleri (kollajen 3ug/ml,
konvalksin 50 ng/ml) ve en glclu platelet agonisti trombin (0,1 U/ml) ile indikleyerek
olusturulan platelet agregasyonu iizerine Secilen bilesiklerin inhibitor etkileri incelenmistir.
Gucli platelet agregasyon inhibitorii ve GPVI antagonisti olabilecek bilesikler
bulunmustur. Elde edilen veriler glcli ve givenli antitrombotik bilesiklerin
gelistirilmesine 1s1k tutacaktir.
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ABSTRACT

Platelets that maintain homeostasis by stopping bleeding in vascular injury lead to
formation of thrombus after excessive platelet activation. Thrombus causes ischemic
complications like myocardial infarction and stroke blocking blood vessels. Antiplatelet
drugs in the market have limitations in use because of the risk of increasing bleeding and
side effects that impair primary homeostasis. Hence, safe and effective antithrombotic
drugs have been still needed to reduce the cardiovascular diseases which are primary
reason of deaths in the world. Nowadays, Glycoprotein VI (GPVI), platelet major collagen
receptor, is a target for potent and safe antithrombotic therapy because of only being
expressed in platelets and their precursors, megakaryocytes, and significantly reducing
formation of pathological thrombus without causing major bleeding complications. In
discovery and development of new drugs, the compounds from (i) FDA approved drugs,
aiming drug repurposing, a strategy of finding the secondary effect of approved drugs for
use, and (ii) Molport database that is ready to order millions of compounds making a giant
library for virtual screening were chosen by a combined virtual screening method based on
GPVI receptor antagonists. Inhibitory activities of selected compounds on platelet
aggregation-induced by GPVI agonists (collagen 3ug/ml, convulxin 50 ng/ml) and by the
strongest platelet agonist (thrombin 0.1 U/ml) in washed platelets (2x10® platelet/ml) were
studied. The compounds that may be potent platelet aggregation inhibitors and GPVI
inhibitors were determined. The results may clarify to develop potent and safe
antithrombotic compounds.
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1. GIRIS

Platelet bulgusu ilk olarak onsekizinci yiizyilin sonuna dogru Hewson tarafindan kanda
bulunan ¢ok kiiciik partikiil tanimi ile ortaya c¢ikmustir [1]. 1842 yilinda ise Donne
tarafindan plazmadan tiiremis kii¢iik yuvarlaklar olarak tarif edilmistir [2]. Kanin ti¢iinci
seliler komponenti olarak 1882 yilinda tanimlayan Bizzozzero, plateletlerin sadece
fizyolojik hemostazda degil, ayn1 zamanda trombozda da rol oynadigini bulmustur [3].
Ardindan hemostatik tika¢ olusumunda plateletlerin primer rolleri oldugu goriilmiis ve bu
hemostatik olusum ile ilgili temel bilgiler olusturulurken, ilerleyen yillarda platelet

fonksiyonlarina dair olduk¢a detayli bilgi elde edilmistir.

Cekirdeksiz hicreler olan plateletler, normal kosullar altinda kan dolasiminda serbestge
sirklile olmakta, ayrica birbirlerine ya da damar duvarina yapismamaktadirlar. Asil rolleri
primer hemostazi saglamak, yani kan damar biitiinliigiinii korumak ve bir vaskuler hasar
durumunda kanamay1 hizli bir sekilde durdurmay1 saglamaktir. Vaskiiler hasar esnasinda
subendotelyal ekstraseliiler matriksin agiga ¢ikmasiyla plateletlerin aktivasyonu, fazla kan
kaybin1 6nleyen hemostatik tika¢ olusumuna yol a¢gmaktadir. Bu durum, hemostaz i¢in
onemli olsa da, fazla ve kontrol edilemeyen platelet aktivasyonu ve agregasyonu insan
sagligina zararlidir. Kontrol edilemeyen trombozun oldugu aterosklerotik plaklarin ruptir
bolgelerinde plateletler aktive oldugunda da ayni mekanizma devreye girerek damar
okluzyonuna ve miyokard enfarktiis, inme veya periferik arter hastaliklar1 gibi iskemik
komplikasyonlara yol agmaktadir [4]. Dolayisiyla, dengeli olarak ve dikkatli bir sekilde

platelet fonksiyonunun diizenlenmesi gerekmektedir.

Dinyada 6lim nedenleri arasinda birinci sirada yer alan kardiyovaskiiler hastaliklarin
merkezinde plateletlerin énemli bir rol oynamasi sebebiyle ve bu akut iskemik hastaliklar
ile iligkili 6liim oranin1 azaltmak amaciyla, anti-trombotik ilaclar icin plateletler ana hedef
olmuslardir. Platelet aggregasyonunu etkin bir sekilde inhibe etmek i¢in piyasada var olan
antiplatelet ilaglar klinik olarak yarar saglamakta, ancak kontrol edilemeyen kanama riskini
arttici ve primer hemostazi bozan yan etkilerinden dolay1 kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Bu
nedenle, hemostaz Uzerine minimal etkisi olan, etkili ve givenli bir sekilde platelet

inhibisyonunu saglayan yeni farmakolojik hedefin tanimi, hayati kan damarlarinda okliisif



trombiis olusumunu Onlemek igin acil ihtiyag duyulmaktadir. Bu, kardiyovaskiler

arastirmalar i¢in olduk¢a 6nemli bir amacgtir.

Platelet kollajen reseptori Glikoprotein VI (GPVI) son zamanlarda umut vaat edici
antitrombotik bir hedef haline gelmistir. GPVI reseptOriniin sadece plateletlerde ve
prekursorleri olan megakaryositlerde eksprese olmasi, deneysel hayvan modellerinde
GPVI'nin deneysel olarak blokaji, antikor-indikli downregilasyonu veya genetik olarak
eksikligi major kanama komplikasyonlarina sebebiyet vermeden onemli 6lgiide azalmis
patolojik trombils olusumu ile sonuclanmasi ve GPVI reseptoriiniin, platelete bagh
enflamatuar proseslerin anahtar regiilatérii oldugunun farkina varilmasi gibi sebepler
dolayisiyla GPVI giclu ve givenli antitrombotik tedavi icin hedef olmustur [5]. Ancak,
henlz yetkili otoriteler tarafindan piyasaya ¢ikmasi i¢in onaylanmig GPVI antagonisti olan

bir ila¢ bulunmamaktadir.

Yeni ilag kesfi ve gelistirilmesinde, ilag yeniden konumlandirmasi (repositioning) ile
piyasadaki ilaglarin yeni etki profillerinin bulunmasina yonelik strateji giderek Onem
kazanmistir. Ilacin insanlardaki giivenligi ve farmakokinetik etkileri klinik olarak
dogrulanip kullanimi i¢in uygunlugu onaylanmis oldugu i¢in sekonder etkilerine bagli
olarak yeni endikasyonlarda kullanimlar1 zaman ve ekonomik olarak kolaylik
saglamaktadir. Ote yandan, ila¢ kesfi i¢in satisa hazir milyonlarca bilesigi (6r;ZINC [6],
Molport [7]) stokta bulunduran, periyodik olarak bilesik listesinin giincellenmesiyle sayisi
artan kimyasal bilesik veri tabanlari, sanal tarama icin oldukca zengin bir kituphane
olusturmakla birlikte, bir¢ok satici firmanin tek bir yerde toplanmasiyla isi kolaylastirmasi

sebebiyle bu kimyasal bilesik veri tabanlarinin tercih edilme yiizdesi artmaktadir.

GPVI antagonisti kesfine yonelik tez kapsaminda, GPVI reseptOri antagonistleri baz
alinarak; (i) Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus ilaglarm yeniden
konumlandirilmasi amaciyla FDA onayli ilaglardan ve (ii) baz1 filtrelemelerin ardindan
Molport kimyasal bilesik kiitiiphanesinden sanal tarama ¢alismasi sonucu sec¢ilen yeni hit
bilesiklerin in vitro GPVI reseptoru agonistleri ve guclu platelet agregasyon agonistleriyle
olusturulan platelet agregasyonu iizerine olan inhibitor etkilerinin degerlendirilmesi

amaclanmustir.



Bu amacla, bilesikleri filtrelemek i¢in GPVI antagonisti oldugu belirlenmis (i) losartana
gore, (ii) tez galismas yiiriitiiliirken yayimlanan sentetik GPV1 antagonist bilesigi olan 2,3-
disubstitlie tetrahidropirido(3,4-b)indole gore dizayn edilmis e-farmakofor modeller ile
kiyaslanarak benzer farmakofor Ozellikler, yiksek docking skoru ve bilesiklerin benzer
ctkilesim gosterme durumlart degerlendirilerek FDA ilaci ve Molport kimyasal veri
tabanindan bilesik se¢iminin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Bu bilesiklerin, antiplatelet
aktivite caligmalar1 kapsaminda saglikli goniillillerden alinmis taze kandan elde edilen
yikanmig plateletce zengin plazmada (PRP) gesitli platelet agonistleriyle induklenen
platelet agregasyonu iizerine inhibitor etkilerinin ve reseptor spesifikliginin belirlenmesi

amaclanmustir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Platelet Fizyolojisi
2.1.1. Platelet

Hemostazin, enflamasyonun, tiimér metastazinin ve yara iyilesmesinin fizyolojik ve
patolojik stireclerinde anahtar rolt olan plateletler, 6zellesmis kan hiicreleridir. Plateletler,
normal hemostazda kan akisin1 saglayarak, vaskiiler hasarda ise pihtt olusumunu

gergeklestirerek hemostaz ve tromboz siireglerinde dengeyi saglamaktadirlar [8].

Biitiin kan hiicrelerinin orijini, yetiskin kemik iligindeki hematopoetik kok hiicresidir
(HSC). HSC’lerin, uzun siirede kendini yenileyen HSC’ler (LT-HSC’ler), kisa siirede
kendini yenileyen HSC’ler (ST-HSC’ler) ve kendini yenilemeyen multipotent progenitorler
(MPP’ler) olmak iizere ii¢ ¢esidi bulunmaktadir. LT-HSC’lerden ST-HSC’lere ve
bunlardan da MPP’lere doniisiim, mitotik aktivitenin artis1 ile iligkilidir. Bu proliferatif
aktiviteden sonra, MPP’ler iki hematopoetik 6ncii hiicre grubuna doniismektedir [9]. Bu iki
hiicre grubu; kan hucreleri makrofaj, noétrofil, bazofil, eozinofil, eritrosit ve plateletleri
olusturan miyeloid hiicreler ile T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri
olusturan lenfoid hiicrelerden olusmaktadir (Sekil 2.1). Cekirdeksiz hicreler olan
plateletler, kemik iliginin miyeloid hiicreleri olan progenitér dnciilleri megakaryositlerden

meydana gelmektedirler [10].
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Sekil 2.1. Hematopoetik 6ncii hiicrelerin degisimi [9]

2.1.2. Platelet yapisi

Megakaryositlerin alt fragmanlar1 olarak bilinen plateletler sitoplazmada 0zgul platelet
grandlleri, mitokondri, endoplazmik retikulum ve lizozom gibi normal hicresel organeller
icermektedirler (Sekil 2.2). En kiiglk kan hiicreleri olan plateletler dinlenme durumlarinda
diskoidal sekle sahiptirler. Olusumdan sonra periferik dolasima salinan dinlenme
durumundaki normal insan plateletlerinin ¢ap1 yaklasik olarak 2,0 — 5,0 um arasinda ve

kalinligt ise 0,5 pm biyiikliigiindedir [11,12].

Platelet olusumu trombopoetin hormonu tarafindan regiile edilirken her megakaryositin,
yasamui siiresince 5 000 — 10 000 arasinda platelet iirettigi bilinmektedir. Saglikli bir
yetiskin insanda, dolasimdaki plateletlerin fizyolojik konsantrasyon araligi litrede 150 —

400 x 10%dur. Plateletlerin yasam omiirleri 7 ile 10 giin arasinda degismektedir. Yash ve



kusurlu olan plateletler, karaciger ve dalaktaki fagositler tarafindan dolasimdan

uzaklastirilmaktadirlar [11,13].
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Platelet Yapisi

Sekil 2.2. Platelet Yapisi [14]

2.1.3. Platelet grandlleri

Plateletler cekirdek icermedikleri igin yeni protein eksprese etmeleri oldukga gugtur.
Ancak, fizyolojik etkilerini gosterebilmeleri igin ihtiyag duyduklart molekiillerle
donatilmiglardir. Sitoplazmalarinda, a-granuller, dens grandller ve lizozomlar olmak lzere

plateletlere 6zg ii¢ gesit graniil bulunmaktadir [15].

a-Graniiller, yaklasik olarak 0,2 — 0,5 um ¢apinda, en biiyiikk ve en ¢ok bulunan platelet
graniilleridir (~80 a-grandl/insan plateleti) [16]. Bu graniller hem primer hem de sekonder
hemostatik mekanizmada rol oynayan, platelet ve ekstraseliiler matriks arasinda adezyonu
saglayacak fibrinojen, fibronektin ve von Willebrand faktori (vVWF) gibi matriks adezyon
proteinlerini, GPIb-1X-V ve integrin allbB3 gibi adezif reseptorleri, biiyiime faktorlerini,



proteaz inhibitorlerini, plateletin yiizeyinde bulunan p-selektini ve ayrica platelet
membranina gémiilii glikoprotein reseptorlerini icermektedirler [15] (Cizelge 2.1). a-
Graniillerin igeriginde, sekonder hemostazda gdrevli trombin ve fibrin olusumuna neden
olan protrombin, faktér V ve XI dahil koagiilasyon faktorleri de yer almaktadir [17,18].
Plazmin-iliskili fibrinolizi kisitlayan plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) ve o2-
antiplazmin gibi inhibitor proteazlar da a-grandllerden salinmaktadir. Ayrica, plateletler
koagiilasyon siirecini sinirlandiran birgok protein salgilayarak hemostatik dengeyi
saglamaktadirlar. a-Graniiller intrinsik ve ekstrinsik yolaklardaki aktif pihtilasma
faktorlerini inhibe eden antitrombini, faktor Xla ve faktor XIla olusumunu 6nleyen C1-
inhibitoriinii igermektedir. Ayrica, bir serin proteaz olan plazmin ve onun inaktif
prekiirsorii plazminojen de yer almaktadir. a-Graniillerin yapisinin oldukca heterojenik
olmast nedeniyle a-graniller hem anti-koagilan, hem de pro-koagiilan etkiyi regle

edebilir 6zellige sahiptirler [18].

Dens graniller, plateletlerde a-graniillerden yaklasik olarak 10 kat daha az bulunmaktadir.
Normal insan plateletinde, bir platelet basina diisen dens graniil sayist 3 ile 8 arasinda
degismektedir [19]. Ayrica, dens graniillerin ¢ap1 yaklasik olarak 0,2 pum ile 0,3 pum
araliginda olmasiyla boyut olarak da o-grandllerden daha kucuklerdir. Platelet dens
granilleri ADP, ATP, GDP, GTP gibi niikleotidleri, Ca®* gibi divalent katyonlar1 ve bir
vazokonstriktor olan serotonin gibi hiicre aktivasyonunda onemli rol oynayan diisiik

molekiil agirlikl bilesikleri yiksek konsantrasyonda icermektedir [15,19] (Cizelge 2.1).

Bir diger platelet graniilii olan lizozomun igeriginde ise asit hidrolaz, katepsinler ve
heparinaz gibi bazi hidrolitik enzimler bulunmaktadir [17] (Cizelge 2.2). Her ne kadar
platelet lizozomlariin fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilmamis olsa da, diger ¢ekirdekli
hiicreler gibi fagositik ve sitozolik komponentlerin sindiriminde rol oynamaktadirlar.
Lizozomal igerigin salinmasi; reseptor ayrilmasi, fibrinoliz, ekstraseltler matriks
komponentlerin yikimi ve damarlarin yeniden sekillenmesi gibi 6nemli ekstraseliiler

fonksiyonlarin ger¢eklesmesinde rol oynayabilmektedir [20].

Platelet graniil igeriginin ekzositozu, hiicre yiizey reseptorlerinin aktivasyonu ile
baglatilmakta ve regiile edilmektedir. Ekzositoz sirasiyla; graniiliin baglanmasi,

kenetlenmesi ve plazma membranina flizyonundan ibarettir [20].



Ekzositozdan sonra salinan ADP gibi agonistler plateletlerdeki reseptorlerini stimule

etmekte ve dolasimda bulunan daha fazla sayidaki plateletlerin aktivasyonunu ve

dolayisiyla hasarli bolgeye toplanmalarini saglamaktadir [19,20].

Cizelge 2.1. Platelet a- ve dens grandllerinin icerikleri [15]

a- Granuller

Dens granuller

Platelete 6zgu proteinler
Platelet faktor 4

B-Tromboglobulin ailesi
Multimerin
Adezif glikoproteinler
Fibrinojen
von Willebrand faktor
von Willebrand faktor propeptid
Fibronektin

Trombospondin-1
Vitronektin

Koagulasyon faktorleri
Faktor V

Protein S

Faktor XI

Mitojenik faktorler
Platelet-kaynakli biiytime faktorii
Dondistiiriicti buytme faktori-f
Endotelyal hiicre blyime faktori
Epidermal biytme faktori
Insiilin-benzeri biytime faktori |
Anjiogenik faktorler
Vaskiler endotelyal blylime faktori
Platelet faktor 4 (inhibitor)
Fibrinolitik inhibitorler
az-Plazmin inhibitor
Plazminojen aktivator inhibitor-1
Albimin
Immiinoglobulinler
Granul membrana 6zgu proteinler
P-selektin (CD62P)
CD63 (LAMP-3)
GMP 33

ADP

ATP

Kalsiyum

Serotonin

Pirofosfat

GDP

Magnezyum

Proteaz neksin |

Gas6

Amiloid B-protein prekursor (proteaz
neksin 1)

Doku faktoru yolu inhibitori
Faktor X111

a1-Proteaz inhibitorl

Yiiksek molekiil agirlikli kininojen
az2-Makroglobulin

Vaskiler permeabilite faktori
Interlokin-1B

Histidinden zengin glikoproteinler
Kemokinler

Platelet faktor 4

Interlokin-8
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Cizelge 2.2. Platelet lizozomun igerigi [19]

Lizozomal grandller

Katepsin D a-L-arabinofuranosidaz
Katepsin E a-D-galaktosidaz
Karboksipeptidaz A a-L-fukosidaz
Karboksipeptidaz B B-D-fukosidaz

Prolin karboksipeptidaz B-D- glukosidaz
B-N-asetil-D-heksoaminidaz a-D-glukosidaz
B-D-glukuronidaz Asit fosfataz
B-D-galaktosidaz Arilsilfataz
a-D-mannosidaz

2.1.4. Platelet fonksiyonlari

Plateletlerin asil fizyolojik fonksiyonu, zarar gérmiis kan damarlarinda olusan bosluklari
tikayarak kan kaybii engellemektir. Ayrica, plateletler anjiyojenezde, enflamasyonda ve

immun sistemde de fonksiyon gostermektedirler [8].

Platelet tikaci olugsma siireci birka¢ basamakta meydana gelmektedir. Vaskuler bir hasar
meydana geldiginde, platelet reseptorlerinin spesifik agonistleri ile etkilesmesiyle
kompleks zincirleme sinyaller indiiklenmektedir. Plateletler hemostatik piht1 olusturma
amaciyla Oncelikle, ekstraseluler matrikse hizlica yapismaktadirlar. Outside-in
sinyalizasyonu denilen membrandan sitoplazmaya gecen sinyallerin etkisiyle, hasarli
bolgeye dolasimdaki diger plateletler go¢ ederken plateletlerin  aktivasyonu
gerceklesmektedir. Aktive olan plateletlerin sitoplazmalarinda homojen olarak bulunan
graniil icerikleri ekzositoz yolu ile salinmakta ve sekresyon sonrasi platelet hiicre
iskeletinde sekil degisikligi meydana gelmektedir. Plateletlerin aktivasyonu, agregasyonda
gorevli GPIIb/llla (integrin  allbp3)’nin ligandi olan fibrinojen ile etkilesmesini
tetiklemektedir. Bu birlesim, plateletler aras1 koprii olusturarak giiclii bir agregasyon
meydana getirmektedir. Primer hemostazin ardindan, sekonder hemostazda ise platelet
stimulasyonunun amplifikasyonu; prokoagiilan aktiviteye, trombin olusumuna ve stabil

hale gelen platelet-fibrin agregatinin olusumuna yol agmaktadir [8] (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Platelet aktivasyonu [21]

e Adezyon
Plateletlerin subendotelyal matrikse adezyonu, primer hemostaz mekanizmasinin ilk

basamagidir. Plateletler, spesifik adezif glikoproteinlerin (GP) Uzerinden ekstraseliler

matriks proteinler ile etkilesmektedirler (Sekil 2.4).
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a. Platelet adezyonu ﬁ Platelet Tikacinin ilk Olusumu \
b. Platelet aktivasyonu

VWF — Platelet Tikaginin ik Olugumu
Koagifasyon Faktdden i
Kolla)en y (Fibrinojen, Faktér V, Faktse xary | — Fibrin Olusumu
vWF .’
w g e
.l‘ ]
PRIV ! Aezyon Molekiilleri e
'- ,, (p-selektin) TGFB
’ PF4
........................................ P | o2-antiplazmin
. l?_la_telet ..... P | e — Neri Platelet Aktivasyonu
Yogun 13 o Serotonin
v e ﬁ
........... Prokoagiilan
 Poitostatar | —3 Antifibrinolitik

{rombin ) o.-.
s Platelet Tikac Olugumu
Fnbrinojen .........

Sekil 2.4. Primer hemostaz (platelet tika¢ olusumu) [22]

Yiiksek basing altinda (>500/s), kiiciik arterlerde, arteriyollerde ve damar tikanikliginda,
plateletler ilk once hasarli bolgeyi kaplamaktadirlar. Hasarli bolgede subendotel tabaka
yiizeyindeki kollajene baglanan multimerik plazma proteini VWF, platelet adezyonu igin
substrat gorevi gormekte ve adezyon basamagi platelet yiizey reseptorii olan GPIb-1X-V
kompleksi ve VWF’nin arasindaki etkilesim ile tetiklenmektedir [8,21]. Bu etkilesim, sik1
baglarin olusumuna ve plateletlerin tutunmasina yol acarak plateletlerde aktivator sinyal

olusturmaktadir [8,23].

Diisiik basing altinda (<500/s), biyiik arterlerde ve damarlarda, plateletler
subendotelyumdaki kollajene yapismaktadirlar. Bu sartlar altinda plateletler, integrin
reseptorii a2p1 (GPla/lla) ve GPVI reseptorii aracilign ile direkt kollajene baglanmakta ve
boylelikle plateletler aktive olmaktadirlar. Adezyon sonucu plateletlerin stimiilasyonu;
granul sekresyonuna, yayillmaya ve sonrasinda GPIIb/Illa (alIbB3) integrin reseptorunin

aktivasyonuna sebep olmaktadir [8,11].

Platelet aktivasyonu, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesini saglayacak platelet
morfolojik degisikliklerini indiiklemektedir. Sikica yapigsmis ve aktive olmus plateletler,

daha sonra ‘lamellipodia’ ile doldurulacak olan ‘filopodia’ denen uzun parmak gibi ¢ikinti
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yaparak uzamaktadirlar (Sekil 2.5). Filopodia, plateletlerin hasarli yiizeye daha siki
yapismasini ve kan dolasiminda bulunan plateletlerin daha rahat yakalanmasini

saglamaktadir. Bdylelikle, yayilma ile plateletler vaskiiler lezyonda daha genis ve biiyiik

bir alan kaplayabilmektedirler [11,23].

Sekil 2.5. Dinlenme durumundaki ve aktif haldeki plateletler [11]

e Sekresyon

Aktif plateletler; ADP ve tromboksan Az (TxAz) gibi gugcli agonistler iceren granil
icerigini salgilayarak diger plateletlerin, kanin ve hasarli hiicrelerin fonksiyonlarini
etkilemektedirler. Aktif plateletler tarafindan salinan ADP ve TxAz, sinerjistik olarak
maksimum platelet aktivasyonunu indiklemek ve ayrica biiyiiyen platelet tikacina daha
cok platelet toplamak amaciyla fonksiyon gostermektedirler. Fibrinogen ve VWF gibi
adezyon proteinlerinin salinimi da trombiisiin olusumuna ve biiyiimesine neden olmaktadir.
Salinan pihtilagma faktorleri ise (faktor V, XIII ve protrombin) lokal trombin olusumunu

hizlandirmaktadir [8,18,20].

e Agregasyon

Plazma- ve platelet-kaynakli fibrinojen ve vWF, platelet agregasyonuna aracilik
etmektedir. Agregasyonda ana platelet reseptorii integrin allbB3 (GPIIb/Illa)’tiir. Hizli
trombiis biiyiimesine yol agan yiiksek afiniteli etkilesimler allbB3 ve fibrinojen, allbB3 ve

vWF arasinda meydana gelmektedir. Aktive olmus platelet iizerindeki immobilize
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fibrinojen, allbB3 reseptorii araciligi ile primer agregasyonu arttirmakta ve ‘‘inside-out
signaling”’ denen sinyalizasyonu tetiklemektedir. Ayrica meydana gelen konformasyonel
degisikliklerle siki bir baglanma elde edilmektedir [8,24].

o Trombis stabilizasyonu

Sekonder hemostaz esnasinda stabil platelet agregat olusumu, fibrinojenin trombin
araciliiyla fibrine doniismesiyle saglanmaktadir. Trombin vaskiiler hiicrelerin ylizeyinde
olusmakta ve platelet membrani sekonder hemostatik olaylar1 baslatan ve degistiren eden

pihtilagsma faktorleri i¢in yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri olan reseptorleri igermektedir

8].

Plateletlerin plazma membranlarinda ¢ogunlukla fosfolipidler, kolesterol ve glikolipidler
bulunmaktadir. Temel fosfolipidler; fosfatidilkolin (PC), sfingomiyelin (SphM),
fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) ve fosfatidilinozitoldiir (PI). SphM ve PC dis
tarafta, PE ve PS ise i¢ tarafta olmak (zere, bu fosfolipidler plazma membraninda
asimetrik olarak konumlanmaktadir [25]. Platelet aktivasyonu, anyonik fosfolipidlerin yer
degistirmesi ile iligkilidir; 6rnegin i¢ taraftaki PS’nin dis tarafa c¢ikmasiyla fosfolipid
igeriginde % 2’den 12’ye PS artis1 gozlemlenmektedir [8]. PS’nin varligi, hasarli bolgede
trombin olusumunu mimkiin kilarak prokoagilan olaylar icin Katalitik ylzey

saglamaktadir [25].

Proinflamatuar uyarilar doku faktoriinlin (TF) ekspresyonunu indiiklemektedir.
Pihtilasmada zimojen protrombinden trombin olusumunu baglatan faktor III veya
tromboplastin de denilen TF, fosfolipid maruziyetinde prokoagulan aktivite gostermekte ve
trombiis biiylimesine zemin hazirlamaktadir [26]. TF’nin yiizeyinde az miktarda olusan
trombin, stabil fibrin pihtis1 yaratmaya yetmez, ancak plateletleri aktive etmek icin
yeterlidir [8]. Aktive olmus plateletler, sonra kalsiyum iyonu ve spesifik reseptorler
aracilifi ile koagiilasyon faktorlerine ve kofaktorlere baglanabilmektedir. Sekonder
hemostaz olarak kan koagiilasyon yolagi intrinsik ve ekstrinsik yolaklart olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Ekstrinsik yolak TF ile tetiklenmekte ve TF, faktor VII’yi (FVII), FVII ise
faktor X’u (FX), o da faktdr Vi (FV) aktive etmektedir. Intrinsik yolak ise subendotelyal
kollajen tarafindan tetiklenmekte ve sirasiyla faktor XII, faktor X1, faktor IX, faktor VI,

FX ve FV birbirlerini aktive etmektedir. Aktive olmus FV, protrombini trombine
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doniistiirmekte ve trombin de fibrinojeni fibrine ¢evirmektedir. Endotelyal hiicrelerden

proinflamatuar uyarilara cevaben salinan vWF ve o hiicrelerde eksprese olan PAI-1 de

hasarli bolgede platelet aktivasyonunu, agregasyonunu ve fibrin olusumunu

desteklemektedir. Boylelikle, fibrin pihtisi stabil hale gelmektedir [8,22,26] (Sekil 2.6).

Sekonder Hemostaz

Fibrinolitik yolak

) Plazminojen
Fibrinojen we——— Coziiniir fibrin A-1 - Alfa2

\ é - \{ VPA § An}_iplazmin
(Ge8%e- 1 ‘,.,: v
A\ : /‘. ‘mell TA®I  plazmin
“l E o"':‘ Y E
N E ,,-" Xl Coziinmeyen carpraz Y FDP
L bagh fibrin P 0-dimerieri
A Temel yolak "
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' —
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Sekil 2.6. Sekonder hemostaz (fibrin olusumu) [22]

Trombiis, allbB3 araciligi ile platelet-fibrinojen/fibrin agregatinin sikilagmasi ile stabilize
olmaktadir. Plateletlerin eksprese ettigi kas dis1t miyozin II (non-muscle myosin II), komsu
plateletlerin sitoskeletonlarinin kenetlenmesi igin gerekli olan kasilma gucini saglamakta
ve boylelikle pihti daralmasi gergeklesmektedir [21,27].

2.1.5. Platelet reseptorleri

Plateletler, butlin fonksiyonlarini1 diizenleyen c¢ok ¢esitli yiizey reseptorlerine sahiptirler.
Platelet reseptorleri, sinyalizasyon yolaklarina gore reseptor tirozin kinazlar ve G protein-

kenetli reseptorler olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Baslica platelet aktivasyon ve adezyon reseptorleri [28]

Reseptor Agonistler Reseptor Tipi Sinyalizasyon Yolu

GPVI Kollajen (fizyolojik) Ig Tirozin kinaz
Laminin (fizyolojik)
CRP (kollajen iligkili
peptid) (sentetik)
Konvalksin (yilan zehri)
JAQ1 (antikor)

a2f1 Kollajen (fizyolojik) Integrin Tirozin kinaz (zayif)

61 Laminin (fizyolojik) Integrin

GPIb-I1X-V VWE (fizyolojik) Losinden zengin | Tirozin kinaz
Ristosetin (yilan
zehri)

auibP3 Fibrinojen (fizyolojik) Integrin Tirozin kinaz
VWE (fizyolojik)

P2Y1 ADP (fizyolojik) GPCR Gog

P2Y12 ADRP (fizyolojik) GPCR Gai

P2X1 ATP (fizyolojik) Ca?* kanali

TP TxA:2 (fizyolojik) GPCR Gog, Ga2/13
U46619 (sentetik)

PAR1 Trombin (fizyolojik) GPCR Gayg, Ga12/13
PARL1 peptid (sentetik)

PAR4 Trombin (fizyolojik) GPCR Gog, Ga2/13
PAR4 peptid (sentetik)
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Reseptor Tirozin Kinazlar

Reseptor tirozin kinazlar, tirozin fosforilasyonu uUzerinden ©zel hicresel cevaplar
olusturmaktadirlar. Plateletlerde en 6nemli ve iyi tanimlanmis reseptor tirozin kinazlar;
VWEF reseptori GPIb-1X-V, kollajen aktivasyon reseptoriic GPVI / Fc reseptor (FcR) -
zincir kompleksi, kollajen adezyon reseptorii integrin 021, C-tipi lektin-benzeri reseptor 2

(CLEC-2) ve fibrinojen reseptorii integrin ollbfB3 tiir.

Kollajen Reseptorleri

Kollajen hayvanlarda en ¢ok bulunan proteindir. Damar duvarinda yer alan bu fibr6z yapili
protein, ekstraseliiler matriksin ana bilesinidir. Kollajen yapisal olarak gl heliks peptid
zincirlerinden olusmaktadir. Bu zincirler prolince ve hidroksiprolince zengin ve her (¢
rezidiide bir glisin tekrar1 olan GPO (glisin-prolin-hidroksiprolin) amino asit sekansi
icermektedirler. Kan, damar hasarini takiben kollajen ile temasa ge¢cmektedir [29].
Plateletlerin kollajen igin, immunreseptor GPVI ve integrin a2f31 olmak tzere iki reseptori
bulunmaktadir [30]. GPVI ve a2p1, kollajen fibrillerinin farkli bolgelerine baglanmaktadir.
GPO, GPVI'y1 aktive eden spesifik sekanstir [31]. GPVI diisiik afinite ile GPO tekrarina,
a2p1 ise yuksek afinite ile GFOGER tekrarina baglanmaktadir. GPVI 6ncelikli olarak hizli
ve siregelen sinyal Gzerinden platelet aktivasyonunu, o2f1 ise oncelikli olarak siki
adezyonu saglamaktadir. Dolayisiyla, bu iki reseptoriin kollajen indukli platelet
adezyonunu ve trombiis olusumunu diizenlemede farkli fonksiyonlar1 bulunmaktadir [32—

36].

GPVI/ FcR y-zinciri kompleksi

GPVI ekstraseliiler bolgesinde iki immunglobulin (1gG)-benzeri boélge, musin-benzeri
kisim, transmembran bdlge ve 51 amino asitlik kisa bir sitoplazmik ugtan olusan 58 kDa
agirhginda tip 1 transmembran reseptoriidiir (Sekil 2.7). Dinlenme halindeki insan
plateletleri, yilizeylerinde yaklasik olarak 4 000 — 6 000 adet GPVI kopyasi icermekte ve bu
reseptorler sadece plateletlerde ve megakaryositlerde eksprese olmaktadir. GPVI,
plateletlerde kollajen agonisti igin ana sinyalizasyon reseptoridir. GPVI'nin
transmembran bolgesindeki pozitif ylklii arjinin, FcR y-zinciri ile nonkovalent etkilesim
saglamaktadir. GPVI ile y-zincirinin birlesmesi, platelet yiizeyinde GPVI ekspresyonu i¢in

onemli ve ayrica sinyalizasyon i¢in de ihtiya¢ duyulan bir durumdur [37]. GPVI, dinlenme
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halindeki plateletlerin ylzeyinde kismen dimer olarak bulunmakta ve ligand ile birlikte
kiimelenmeyi, sinyalizasyonu tesvik etmektedir [38,39]. GPVI'nin fizyolojik ligandlar
arasinda kollajen ve diger ekstraseliiler matriks komponentlerinden biri olan laminin yer
alirken [40], GPVI-spesifik kollajen-iliskili sentetik peptid olan kollajen-iligkili peptid
(CRP) [41], yilan toksini konvalksin [42] ve GPVI'nin ekstraseliiler bolgesine baglanarak
sinyalizasyonu tetikleyen monoklonal antikor JAQ1 ise fizyolojik olmayan ligandlaridir
[43]. Tim bunlara ek olarak, hem insan, hem fare plateletlerinde GPVI’y1 stimiile ettigi

bildirilen, GPVI’nin yeni kesfedilmis ligandi fibrindir [44].

GPVI agonisti CRP, tekrarli GPO dizisinden olusmakta ve en az kollajen-indikli platelet
aktivasyonu kadar gucli plateletleri aktive etmektedir. Tekrarli GPO motiflerinin
varligindan ve ligandin ¢apraz baglanmasindan dolayi, CRP giiclii bir agonist olma

potansiyeline sahiptir [45,46].

Giiney Amerika ¢ingirakli yilanindan (Crotalus durissus terrificus) iretilen yilan C-tipi
lektin proteini konvalksin, GPVI’nin saflastirilmasinda ve klonlanmasinda kullanilmistir
ve GPVTI’ya spesifik olarak baglanmaktadir. Konvalksin, yap1 olarak a- ve 3- subunitelerini
iceren tetramerik bir proteindir [47]. Gucli bir agonist olan konvalksin, multimerik
etkilesimler araciligi ile birkag GPVI molekulint kimelendirerek plateletleri aktive

etmektedir.
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Sekil 2.7. Glikoprotein VI / Fc reseptor y-zinciri kompleksinin yapisi [5]

GPVI Sinyal Yolagi

T ve B hiicre reseptorii sinyal yolaklarindaki bir¢ok sinyal molekiillerini kullanmasi
dolayistyla GPVI sinyal yolagi aslinda, bu sinyal yolaklarinin karisimindan olusmaktadir.
Onemli olan ve erken safhada meydana gelen GPVI sinyalizasyonu, FcR y-zincirindeki
immunreseptor tirozin-bazli aktivasyon motifin (ITAM) fosforilasyonudur ve her FCRy
zinciri, bir ITAM kopyasi icermektedir. FCRy fosforilasyonunu saglayan ana Src kinazlari,
Fyn ve Lyn’dir. ITAM fosforilasyonu, GPVI'nin sitoplazmik ucundaki prolince zengin
bolgeyle iligkili olan Fyn ve Lyn’in SH3 domainleri araciligiyla gergeklesmektedir [48]
(Sekil 2.8). Genetik olarak, Fyn ve Lyn’in tek tek veya birlikte eksik oldugu farelerde
yapilan ¢aligsmalarda, Fyn’in pozitif olarak GPVI sinyalizasyonunu, Lyn’in ise hem pozitif,
hem de negatif olarak GPVI sinyalizasyonunu regiile ettigi ve Fyn ve Lyn’in beraber

eksikliginde ise diger Src ailesi protein tirozin kinazlar1 (SFK) tarafindan kompanse
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edildiginden [49], eksiklik olsa da fosforillenen FcR y-zinciri ITAM’a baglandigi ve
SFK’lar tarafindan oto-fosforilasyona ugradigi saptanmustir. Aktif Syk, lipid yiginlarinda
sinyali arttirmakta ve downstream hedef olan adaptor proteinlerinden; ‘T hiicrelerin
aktivasyonu i¢in baglayici protein (linker for activation of T-cells, LAT), lenfosit sitozolik
protein 2 (lymphocyte cytosolic protein 2, SLP-76), GRB2-iliskili adaptér protein 2
(GRB2-related adaptor protein 2, Gads), Vav proteinleri (kiucik GTPazlar); Tec ailesi
protein tirozin kinaz, efektor proteinler olan fosfatidilinozitol 3-kinaz (Pl 3-kinaz) ve
fosfolipaz Cy2’den (PLCy2) olusan ‘LAT sinyalozom’a dahil olmaktadir [48]. PLCy2,
ikincil haberciler olan 1,2-diagilgliserol (DAG) ve inozitol 1,4,5-trisfosfat (IP3) olusumunu
induklemektedir. DAG, protein kinaz C’yi (PKC) aktive etmekte ve IP3 de intraseller
depodan Ca?* salinnmmi ve sonra Ca?* girisini induklemektedir. GPVI sinyalizasyonu
sonucunda; hizli integrin aktivasyonu, a-granil ve dens granullerin iceriklerinin
sekresyonu, ADP ve TxA: gibi sekonder mediyatorlerin salinimi gergeklesmekte ve tiim

bunlar primer uyarict sinyali cogaltmak ve trombiisiin biiylimesi i¢in 6énem arz etmektedir

[50].
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Sekil 2.8. GPVI sinyal kaskadi [48]
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Integrin 021

GPIa/lla olarak da bilinen integrin a2p1 reseptorii, plateletlerde tanimlanan ilk kollajen
reseptOri olup ana adezyon reseptdrii olarak gorev yapmaktadir [51]. Genellikle, ylksek
afiniteyle kollajen cesitleri (I — V)’e baglanmaktadir [34]. Bireylere gore degiskenlik
gosterse de, dinlenme halindeki insan plateletinin her birinde yaklasik olarak 900 — 4 000
adet integrin 02p1 reseptorii bulunmaktadir [51]. Platelet aktivasyonunda reseptoriin
ekspresyon diizeyi degismemektedir. Integrin a2B1 genelde, dinlenme halindeki plateletin
yiizeyinde ve diisiik afiniteli durumda bulunmaktadir. Adezyonu saglayan agonist-indikIi
‘inside-out’ sinyalizasyonuna cevaben o231, konformasyonel degisiklige ugrayarak yiksek
afiniteli duruma gecmektedir [52]. GPVI'nin agonistiyle indiiklenmesi, ayn1 zamanda o231
aktivasyonuna yardimc1 oldugu gibi, kollajenin a2B1’e baglanmasi, diisiik afiniteli GPVI-
kollajen etkilesimini kuvvetlendirmekte ve platelet aktivasyonu amaciyla zayif ‘outside-in’
sinyalizasyonunu desteklemektedir. Dolayisiyla, GPVI ve a2B1 birbirlerinin gdrevlerini
arttirmak i¢in kooperatif etkiyle caligmaktadir. Ancak, a2B1 sinyalizasyon yolagi GPVI
sinyalizasyon yolagindaki Src, Syk, SLP-76 ve PLCy2 gibi pek ¢ok ayni sinyal molekiilleri
icermesine ragmen, a2f1 sinyalizasyonu GPVI sinyalizasyonundan daha zayif oldugu gibi

trombiis olusumunda da daha az rolii bulunmaktadir [52,53].
CLEC-2

C-tipi lektin-benzeri (CLEC)-2 reseptorii, insan ve fare plateletlerinde eksprese olmaktadir.
CLEC-2’nin endojen ligand1 tip I transmembran glikoproteini olan ve ilk olarak immiin
hiicrelerde tanimlanan podoplanin, platelet agregasyonunu giiclii bir sekilde
indlklemektedir [54]. CLEC-2 sinyal yolunun aydinlatilmasiyla ve son yillarda &zellikle
timor metastazindaki roliinlin kesfedilmesi nedeniyle dikkat gekmektedir. TUmor hicre
yiizeyindeki podoplaninin, CLEC-2 reseptoriiyle baglanarak tiimor hiicreleriyle indiiklenen

platelet agregasyonunda ve kanser metastazinda rol oynamaktadir [55].
Fibrinojen reseptorl — integrin allbfi3 (GPIIb/Ila)

GPlIb/1lla olarak da bilinen integrin allbp3 reseptorl, platelet yizeyinde en ¢ok bulunan
glikoproteindir. Dinlenme halindeki insan plateletinin her birinde yaklasik olarak 60 000 —
80 000 adet integrin allbPB3 eksprese olmaktadir. Bu, o-graniillerde olan ollbfB3
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reseptoriiniin platelet ylzeyine tasinmasi ile % 30-50 oraninda artmaktadir [56,57]. allb alt
unitesi sadece megakaryosit ve plateletlerde bulunurken, B3 alt {initesi ise diger o alt
iinitelerle etkilesim halinde farkli hiicre tiplerinde eksprese olmaktadir. integrin allbp3
reseptorii fibrinojen, fibronektin ve vWF’li igeren birgok ligandla baglanmaktadir.
Dinlenme halindeki plateletlerde ollbp3, genelde diisiik afiniteli halde bulunmakta ve
agonist-indiiklii  ‘inside-out’ sinyalizasyonuna cevaben konformasyonel degisiklige
ugrayarak yiiksek afiniteli duruma gegmektedir [57]. Ligand-iligkili allbB3’iin
kiimelenmesi, ‘outside-in’ sinyalizasyonu yolu ile, filopodia ve lamellipodia olusumunu,
sekresyon ve pihtinin daralmasinmi tetiklemektedir. allbp3, vaskiiler hasarda adezyon ve

agregat olusumu i¢in 6nemlidir [56,57].

allbB3 ve GPVI reseptorlerinin outside-in sinyal yolaklar1 arasinda bazi benzerlikler
bulunmaktadir. GPVI reseptoriiniin sinyalizasyonuna benzer olarak, fibrinojen-iliskili
allbP3 reseptoriiniin kiimelenmesi SFK’larin birbirini izleyen aktivasyonuna, SLP-76 gibi
adaptor proteinlerin toplanmasina ve PLCy2, PI 3-kinaz ve Vav kiigiik GTPazlar1 igeren
downstream efektdr enzimlerin aktivasyonuna yol ag¢maktadir. ollbf3 ve GPVI
reseptorlerinin bulunduklar1 yer ve sinyalizasyon mekanizmasi arasindaki iki énemli fark
vardir. GPVI lipid yiginlarinda yer alirken, allbB3 ise yer almamaktadir. Transmembran
adaptor protein LAT, GPVI sinyalizasyonu agisindan énemliyken, allbB3 sinyalizasyonu

icinse bir deger tasimamaktadir [58].
VWF reseptori — GPIb-1X-V kompleksi

Her platelette yaklasik olarak 25 000 adet bulunan GPIb-IX-V, yapisal olarak reseptor
kompleksidir ve sadece platelet ve megakaryositlerde eksprese olmaktadir. Losinden
zengin tekrarli protein siliperailesine ait GPIb a- ve B-alt {initeleri, GPIX ve GPV’den
olusan reseptor kompleksi, dort farkli gen tarafindan kodlanmaktadir [59].

GPIb-1X-V reseptoriiniin asil fonksiyonu, hasarli bolgedeki plateletlerin baska, daha
yuksek afiniteli reseptorlerle etkilesimini kolaylastirmak i¢in plateletlerin hizlarim
diistirerek bu bolgeye plateletleri toplamaktir. Yiiksek basingta, aktive olmus plateletlerin
ylizeyinde veya immobilize olmus kollajenin iizerinde GPIba ve vWF arasindaki etkilesim,

stiriiklenen plateletlerin ilk baglanmasi ig¢in olduk¢a 6nemlidir. Ancak bu etkilesimin tek
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basina, stabil adezyonu saglamak igin yetersiz olmasi nedeniyle adezyonu stabil hale

getirmek igin integrinlerin aktivasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir [60].

GPIb-IX-V / vWF etkilesiminin, sadece fiziksel etkilesim olan plateletlerin subendotelyal
matrikse tutunmalarini sagladigi ve intraseliiler aktivasyon sinyalleri olusturan kollajen
reseptorleriyle kollajenin Dbirlesmesi i¢in gerekli zamani saglamakta roli oldugu
diistiniilmektedir. Buna karsin GPIb-IX-V, Src ailesi kinaz1 ve PLCy2-iliskili yolaklar
izerinden platelet aktivasyonuna ve allbp3-aracili agregat olusumuna yol agan intraseliiler
sinyalizasyonu baslattigi bilinmektedir. GPIb-IX-V ve vWF arasindaki etkilesim, PI 3-
kinaz ve Src arasindaki baglanmay: indiiklemekte ve bu da sonrasinda downstream

sinyalleri tetikleyerek PLCy2 aktivasyonuna yol agmaktadir [61].

G protein—kenetlenmis reseptorler (GPCR)

Platelet hcreleri, platelet aktivasyonunu ve inhibisyonunu duzenlemede gorev alan
GPCR’ler eksprese etmektedirler. GPCR’ler, reseptor tirozin kinazlara goére farkli sinyal
iletim yolunu izlemektedirler. Bu sinyal iletim yolunu kullanarak etki eden énemli platelet
aktivasyon reseptorleri; 1) trombin proteaz ile aktive olan reseptérler (PAR-1 ve PAR-4),
2) ADP reseptorleri (P2Y1 ve P2Y12), 3) TxAz reseptori (TP)’dir. [50].

Trombin proteaz ile aktive olan reseptorler (PAR)

Pihtilagma faktorii IIa olarak da bilinen trombin, aktive olmus plateletlerin yiizeyinde
gerceklesen koagiilasyon kaskadi denen enzimatik reaksiyonlar serisi sonucunda olusan
¢oziinebilir bir plazma serin proteazdir [62]. Inaktif zimojen protrombin aktif trombine
doniismekte ve trombin ¢ozlnebilir fibrinojeni  ¢dzinmeyen fibrin  polimerine
cevirmektedir (Sekil 2.6). Trombin ayn1 zamanda ¢ok giiclii bir platelet agonistidir ve
baglayici ligand olarak bilinen kisa aktivator peptid sekansin agiga ¢ikmasi igin PAR-1 ve
PAR-4’ii parcalayarak platelet aktivasyonunu tetiklemektedir [63]. Insan plateletleri
yaklagik olarak 500 — 2 000 adet PAR-1 eksprese etmektedirler [64]. PAR-1 ve PAR-4
heterotrimerik G proteinlerle kenetlenmektedir. Insan plateletleri PAR-1 ve PAR-4’ii
eksprese ederken, fare plateletleri ise PAR-3 ve PAR-4’1i eksprese etmektedirler. PAR-1
ve PAR-4, G protein a-alt birimleri olan Gq, Gi213 ve Gi’yi aktiflestirebilmektedir. Gq
yolagi, ana PAR-1 ve PAR-4’lin aktivasyon yolagi olmakla birlikte, PLCP’nin
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aktivasyonuna, IP3’iin ve DAG’mn olusumuna yol agmakta ve sonucunda, sirastyla PKC’yi
ve Ca?* mobilizasyonunu aktive etmektedir. Gi2113 yolagi ise, Rho kinaz aktivasyonuna ve
sitoskeletal diizenlemelere onclluk ederken, Gi yolagi da platelet aktivasyonuna sebep olan
adenilat siklazi inhibe etmektedir [63]. Trombin reseptdrlerinin sinyalizasyonu G protein-
kenetli reseptdr yolagi lizerinden olmasina ragmen, downstream sinyalizasyon yolaginda
Src kinaz komponentinin kiigiik bir rolii bulunmaktadir [65]. PAR-3 transmembran
sinyalizasyonu saglamazken, fare plateletlerinde PAR-4 reseptoriiniin pargalanmasini ve

aktivasyonunu destekleyerek kofaktor olarak fonksiyon gostermektedir [63].
ADP reseptorleri - P2Y1 ve P2Y12

Aktivasyon esnasinda dens graniillerden salmman bir platelet agonisti olan ADP, ayni
zamanda vaskiiler hasarli bolgedeki zarar gormiis endotelyal hiicrelerden de salinmaktadir.
ADP’nin fizyolojik fonksiyonu, pozitif feedback mekanizma ile platelet aktivasyonunu
attirmaktir ve bu, bliyliyen trombiise plateletlerin toplanmasini siddetlendirmek acisindan
onemlidir [50]. Plateletler P2Y1 ve P2Y12 olmak (zere iki adet ADP reseptorl eksprese
etmektedirler. Insan plateletlerinde, P2Y12’den yaklasik 10 kat fazla olarak 150 kopya
P2Y1 bulunmakta ve iki reseptor birlikte hizli ve giiclii bir sekilde platelet aktivasyonunu
indlklemektedir [4]. P2Y1 Gq heterotrimerik G protein a-subiinitesine baglanirken, P2Y12
ise Gi’ye baglanmaktadir [50]. P2Y1 reseptorii, ADP’ye cevaben Ca?* mobilizasyonunu,
platelet sekil degisikligini, zayif ve gegici agregasyonu tetiklemektedir. P2Y12, adenilat
siklaz1 inhibe etmekte ve bu, intraseliiller cAMP diizeyinde diismeye sebep olurken, ayni
zamanda Pl 3-kinaz1 da aktive etmektedir. P2Y12 aktivasyonu; kollajen, TxAz ve integrin
allbB3 gibi diger uyaricilar tarafindan baglatilan platelet agregasyonunun ve
amplifikasyonunun sinyallerini desteklemektedir [4]. P2Y1 ve P2Yi2 reseptorleri
sinyalizasyonlarin1 farkli mekanizmalar {izerinden gerceklestirseler de, Src kinazin her iki
reseptoriin downstream yolaginda aktive oldugu bildirilmistir [66]. Bu iki reseptorlerden
birinin inhibisyonuyla bile, platelet agregasyonunda belirgin bir diigiis gozlemlenmesinden
dolay1, P2Y1 ve P2Y12’nin koaktivasyonu normal ADP-indukli platelet aktivasyonu igin

onemlidir [4].
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Tromboksan Az reseptorii — TP

TxA2, aktivasyon sinyallerini ¢ogaltmak ve trombiis olusum bdlgesine ek plateletleri
toplamak icin aktive olmus plateletler tarafindan sentezlenen kisa Omiirlii bir lipid
mediyatoriidiir. Ayn1 zamanda giicli bir vazokonstriktor olan TxA2, aktive olan
plateletlerde tromboksan-A sentaz enzimi tarafindan prostaglandin Hz’den (PGH2)
meydana gelmektedir. TP reseptorl Uzerinden sinyalizasyon, platelet agregasyonuna yol
acan platelet aktivasyonunu ve sekresyonunu indiikleyerek gerceklesmektedir. Trombin
reseptorlerinden PAR-1 ve PAR-4, ADP reseptorlerinden P2Y1 gibi, plateletlerde aktive
olmus TP reseptorii Gq ve G123 lizerinden etkisini gostermektedir [50].

TxA2 ve ADP sinerjistik etkiyle ¢alismaktadir. Bu sinerjistik etkiyle, platelet aktivasyon

sinyalini siddetlendirmekteler ve daha gii¢lii platelet agregasyonu saglamaktadirlar [50].

ITIM reseptorleri

Plateletler; platelet endotelyal hiicre adezyon molekiliu-1 (PECAM-1, CD31), TREM-
benzeri transkript-1 (TLT-1), G6b-B protein ve karsinoembriyonik antijen-iligkili hiicre
adezyon molekili-1 (CEACAM-1) gibi birkag immunreseptor tirozin-bazli inhibisyon
motif (ITIM) - iceren reseptorler / reseptor-benzeri proteinler eksprese etmektedirler.
ITIM-iceren reseptorler, ITAM reseptorlerinin sinyalizasyonunu inhibe etme 6zellikleriyle

tanimlanmislardir [67].

Plateletlerde tanimlanan ilk ITIM-igeren reseptor olan PECAM-1, dinlenme halindeki
plateletlerde yaklasik olarak 10 000 adet ve endotelyal hiicrelerde ise 1 000 000 adet
eksprese olmaktadir [67]. PECAM-1’in fizyolojik fonksiyonu, saglikli bireylerin
dolagiminda bulunan inaktif durumdaki plateletleri korumak ve hasarli bélgede trombiis
boyutunu sinirlandirmaktir. Yapilan PECAM-1 - eksik fare caligmalar1 bu modeli
desteklemektedir [68]. Ayrica, PECAM-1’in ¢apraz baglanmasi; ITAM-iceren kollajen
reseptoric. GPVI / FcR y-zinciri, G protein-kenetli reseptor ailesinden olan trombin
reseptoriic PAR-4 ve vWF reseptori GPIb-IX-V sinyalizasyonunu inhibe etmektedir.
Plateletlerdeki diger ITIM-igeren reseptorler hem aktivator, hem de inhibitér reseptor

olarak gorev yapmakta ve ayrica GPCR-iliskili cevabi diizenlemektedirler [69].
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2.1.6. Platelet inhibisyonu

Periferik dolasimda bulunan plateletler, istenmeyen trombiis olusumunu Onlemek igin
aktive olmadan dinlenme konumunda bulunmalidirlar. Plateletlerin dinlenme konumunda
tutan ii¢ farkli inhibitor mekanizma bulunmaktadir. Bunlar, platelet aktivasyonunun
azalmasina yol acan ITIM reseptorlerinin aktivasyonu, endotel hiicrelerden salinan
prostaglandin Iz (PGI2)’nin ve nitrik oksit (NO)’in varligi seklinde siralanmaktadir
(Cizelge 2.4) [67].

Cizelge 2.4. Major platelet inhibitér mekanizmalari [28]

Reseptor Agonistler Reseptor Tipi Sinyalizasyon Yolu

- Nitrik oksit - cGMP
IP PGl2 GPCR Gas
CD39 ATP )

ADP
G6b Unknown Ig
PECAM- 1 PECAM- 1 Ig

CEACAM-1 | CEACAM-1 Ig

TLT-1 Unknown g Unknown

Prostaglandin I

Prostasiklin olarak da adlandirilan PGI2; platelet aktivasyonunun, adezyonunun,
agregasyonunun ve sekresyonunun gugcli bir inhibitéradar. PGl2, endotelyal hiicrelerde
prostasiklin sentaz enzimi tarafindan PGHz2’den sentezlenmekte (Sekil 2.9) ve ardindan
diisiik konsantrasyonlarda dolasima salinmaktadir. PGIz, kisa yarilanma dmriine sahiptir ve
plateletler Gzerindeki etkisini damar duvarina yakin bir bolgede gostermektedir [70,71].
PGl2, Gs-kenetli reseptore baglanmakta ve bu reseptor iizerinden sinyalizasyonunu
gerceklestirmektedir. PGI2 baglandiginda aktiflesen Gs, adenilat siklazt cAMP’yi meydana
getirmek tizere uyarmaktadir. Olusan cAMP, protein kinaz A’y1 (PKA) aktive etmektedir
(Sekil 2.9). PKA, plateletlerde bulunan birgok proteini fosforilleyerek inhibitor etkisini
gostermektedir [70].
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Nitrik Oksit

NO, platelet aktivasyonunu ve agregasyonunu o©Onlemede oldukca onemli bir rol
oynamaktadir. Endotelyal hiicrelerde nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-argininden
uretilen (Sekil 2.9) ve salinan NO, plateletlerin dinlenme durumlarimi saglamakta ve
stirdiirmektedir. Kisa yarilanma dmriine sahip NO, damar duvarina yakin bdlgede yiiksek
konsantrasyonlarda lokalize olurken duvardan wuzaklastikga konsantrasyonu da
azalmaktadir. NO kolayca platelet plazma membranini gecerek platelet fonksiyonu uzerine
etkisini gosterecegi sitozole girmektedir. NO’nun inhibitor etkisi, cGMP olusumu ile
sonuglanan ¢ozlniir guanilat siklaz aktivasyonu ile olmaktadir. Artan intraseliiler cGMP
diizeyi, protein kinaz G’yi (PKG) aktive etmektedir [70] (Sekil 2.9). Ayrica, PKG’nin
aktivasyonu intraseliiler kalsiyum diizeyinin artigini, integrin aktivasyonunu, hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve platelet granul sekresyonunu iceren hemen hemen

tim agonist-indiiklii olaylar1 inhibe etmektedir [72].

Endotelyum NO PG|2
I sinerji 1
L-Arg i
NO M
Eg ACh
. O
ATP
GTP
PPARp
PGH .
/ 2 ~ PGl,
smer]l .
: cGMP cAMP .
‘ intraselliler kalswumda azalma
damar platelet
vazodilatasyon azalan tromboz

Membran fosfolipidleri

Sekil 2.9. NO ve PGl nin sentezi, NO ve PGl nin inhibisyon mekanizmalar1 [70]
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2.2. Antiplatelet flaclar

Antiplatelet ilaglar, morbidite ve mortalite nedenleri arasinda ilk siralarda yer alan
kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesinde ve tedavisinde kullanilan en Onemli ilag
grubudur. Bu ilaglar, koroner arter hastaliklari, akut koroner sendrom, periferal arteryel
hastaliklar ve serebrovaskiiler fel¢ gibi aterotrombotik risk tasiyan pek ¢ok hastalikta, plak
rliptiiri ve erozyonunu takiben veya cerrahi girisimler sonrasi gelisen arteryel trombozun

Onlenmesinde en 6nemli tedavi se¢enegini olusturmaktadirlar.

Giinlimiizde klinik kullanimda olan veya preklinik asamada olup klinige ge¢mek iizere
gelistirilmekte olan pek ¢ok antiplatelet ilag grubu bulunmaktadir. Bu ilaglar; c¢oklu
transmembran sinyal yolaklarinin siirece katildigi kompleks bir mekanizmay1 igeren
platelet aktivasyonunda, agregasyonunda ve agregasyonun stabilizasyonunda rol oynayan
hedeflere yoneliktir. Bu hedefler; platelet reseptorleri ve bu reseptorlerin ligandlari, sinyal

proteinleri veya platelet fonksiyonunun ¢ozinlr mediyatérleridir (Sekil 2.10).

Agonist olusumunun
inhibisyonu

O Reseptor inhibisyonu

Amplifikasyon fazi ve ( j Enzimatik kaskadin

O platelet agregasyonunun et
stabilizasyonu inhibisyonu

Platelet
agregasyon fazi

o) G protein inhibisyonu

Platelet gogii ve
adezyonu fazi

Sekil 2.10. Antiplatelet ilag hedefleri

Mevcut antiplatelet ilaglarin klinik kullanimiyla ilgili heniiz ¢6zliime ulastirilmamis en
onemli problemlerden biri bu tedavinin uygulandig1 bireylerde hayati tehdit edebilecek
kanama riskinin hala mevcut olmasidir. Klinikte yaygin olarak kullanilan antiplatelet
ilaglar ya aterotrombotik riski olan hastalarda kronik olarak ya da cerrahi girisim esnasinda
trombiis gelisiminin 6nlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Vaskiiler hasara karsi cevap
olarak olugsan ve patolojik trombiis olusumuna neden olan platelet aktivasyonu ve
agregasyonu ayni zamanda normal hemostaz i¢in 6nemli bir fizyolojik koruyucu

mekanizmadir ve platelet fonksiyonunun bloke edilmesi dolayisiyla kanama riskini
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arttirmaktadir. Her ne kadar antiplatelet ilaglar 6liimciil ve 6liimciil olmayan vaskiiler
hastaliklar1 azaltmada etkili olsalar da ana giivenlik sorunu yiiksek kanama riskidir. ideal
antiplatelet ilag; vaskiiler hastaliklarda trombojenik platelet kaynakli mekanizmalari
spesifik olarak inbibe ederken plateletlerin hemostaz ve yara iyilesmesindeki normal

fonksiyonlarini engellememelidir.

Giliniimiizde antiplatelet tedaviye yonelik hala tam olarak ¢dzlilmemis diger problemler;
etkinlik ve guvenirlilik, optimal doz, uygulama sekli, kombine tedavi, klinik degerlendirme
ve ilag direnci gibi sorunlardir. Bireyler arasindaki platelet fenotip veya genotip farkliligina
bagl olarak diger aterotrombotik risk faktorleriyle de birlestiginde bireylerde platelet
reaktivitesi ve trombotik yatkinlik da degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle antiplatelet

tedavide pratik bir klinik klavuz, doz ve izlem i¢in bir standart belirlemek zor olmaktadir.

Giliniimiizde FDA tarafindan onaylanmis 4 ana ilag grubu tek basina veya kombine olarak
antiplatelet tedavide kullanilmaktadir: Siklooksijenaz-1 inhibitorleri (aspirin), ADP P2Y12

reseptor antagonistleri  (kangrelor, klopidogrel, prasugrel ve tikagrelor), PAR1

antagonistleri (vorapaxar) ve GPIIb/Il1a antagonistleri (abciximab, eptifibatid, ve tirofiban)
(Sekil 2.11) [73].

Aktivasyon
Agregasyon
Badlanma Uyannin baslamas Sekresyon-Geri Besleme Adezyon —
Artisi Absiksimab
Eptifibatid
VWF Tirofiban
R — : .
? I{olla]en S > 9\?
?’ T bi P2%1z2 udl :\'-‘ FGN AL
f{l m FombIN - Tromboksan | amaganisten| . 9 :I\
] 1 £
Wy ||r w \) T 1;:
:_| 2 i nhj f\IH || \ ﬂri'v I"Ih!"lv ‘ l | ,l| PFBray
GF bV ot Am ! I m lpay, "2";‘ /' GPiba
1Y
/ T = |
o ]
¥ " "‘-—-’-—m C/'_ - 'I
— Intlaselluleu CO){ o P )
* g | I—— ~ *Klopidogrel
In?lax,__ — / -‘"‘, Prasugrel
TIPGE antagonistleri__r-", _____.-“'"f 'Il;lh'ag!'allo!'
(dipiridirnal, — angralor
I silostazol)

Sekil 2.11. Mevcut onayli antiplatelet ilaglar ve etki bolgeleri [74]
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2.2.1. Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve tromboksan sentaz inhibitorleri ile tromboksan-

prostanoid (TP) reseptdr antagonistleri

Kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklara antitrombotik tedavi yaklagiminda uzun
yillardir kullanilan en 6nemli ilaglardan biri olan Aspirin selektif olmayan irreversibl
siklooksijenaz (COX) inhibitoriidiir. Ik antiplatelet ilag olan aspirin, kardiyovaskiiler
hastaliklarin primer ve sekonder tedavisinde onemli rol oynamakta ve bu hastaliklar
sonucu olusan 6liim oranini diistirmektedir. Aspirinin plazma yarilanma omrii sadece 15-
20 dakika iken, COX-1’in geri doniistimsiiz inaktivasyonundan dolay1 aspirinin platelet
inhibitor etkisi plateletlerin yasami siiresince devam etmektedir [75]. Aspirin COX-1
enzimini asetilleyerek geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmekte ve platelet aktivasyonunun
feedback amplifikasyonunda onemli bir agonist olan TxA2 olusumunu O6nlemektedir.
Uyartya bagl olarak plateletlerde arasidonik asitten COX-1 enzimi araciligiyla sentezlenen
ve salinan TxAz, TP reseptorleri araciligiyla fosfolipaz C aktivasyonuna ve bdylece platelet
agregasyonuna yol agmaktadir. TXA2 diger platelet agregasyon agonistleri ic¢in de
amplifiye edici bir sinyal oldugundan COX-1 inhibisyonu, platelet aktivasyonundaki
birgok yolagi etkilemektedir [76]. Kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin
onlenmesinde yarar saglamakla birlikte, aspirin ve diger non-steroidal antiinflamatuvar
ilaglarin kullanimi kanama riskini arttirmaktadir. Bircok dokuda bulunan COX-1’den
olusan prostaglandinler gastrik mukozay1 korurken, enflamasyonda gorevli COX-2’den
olusan prostaglandinler agr1 kesici, ates diisiirlicii fonksiyonlar1 ger¢eklestirmektedir.
Dolayisiyla, aspirinin kanama riski olusturucu etkisi hem antiplatelet etkisi, hem de
koruyucu prostaglandinlerin gastrointestinal dretiminin inhibisyonu ile iliskilidir. Bu
nedenle plateletler lizerindeki etkisinden bagimsiz olarak aspirinin kanama olusturma riski
doz arttikca artmaktadir. Ayrica, platelet dis1 dokularda da prostanoid sentezini inhibe
ettigi i¢in kanamaya neden olmaktadir [77,78]. Akut koroner sendromlu, stabil koroner
arter hastaligi, iskemik inme veya periferal vaskiiler hastalig1 olan hastalarda aspirinin tek
basia veya P2Y12 reseptor antagonisti ile birlikte verildigi dual antiplatelet tedavilerde,
yillik gastrointestinal kanama insidansi % 2-4 ve intrakranyal kanama insidans1 ise % 0,5

olarak bildirilmistir [79].

Aspirin, koroner arter hastaligi gelisme riski yiliksek olan bireylerde hastaligin
Onlenmesinde, koroner arter hastaligi olanlarda ise advers etkilerin veya tekrarlayan

iskemik ataklarin onlenmesinde etkin olmasina ragmen hastalarin % 5 - 60’1nda aspirin
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direncine bagh yetersiz antiplatelet etki elde edilmektedir [76,80]. Aspirin direnci; genetik
nedenler, bazi hastaliklar, ilag etkilesimleri ve aspirinin uygun olmayan dozda kullanimi
gibi bircok faktorden etkilenmektedir [73]. Aspirin direncinin, aspirinin hicre igi
konsantrasyonunu regille eden multi ilag rezistans protein 4 (MPR 4) ekspresyonunun
aspirin tarafindan arttirilmasindan veya COX enzimi polimorfizminden kaynaklanabilecegi

bilinmektedir [73,81].

Yeni antiplatelet ilag gelistirmeye yonelik calismalarda; TP reseptorlerinin blokasyonu
hedeflenmis, boylece TXAz2 nin plateletlerle etkilesiminin yani sira diger hiicrelerden gelen
endoperoksit ara iiriinlerinin de plateletlerle etkilesiminin engellenmesi amaglanmstir. TP
reseptorlerinin bloke edilmesi teorik olarak daha etkili bir yaklasim olarak diistiniilerek
hem TP reseptort, hem de tromboksan sentaz inhibitori olan dual etkili bircok aday ilag
gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bunlardan oral olarak aktif, selektif ve reversibl antagonist olan
terutroban, periferal arter hastaligi olanlarda doz bagimli antiplatelet etki gostermis, ancak
yapilan Faz III ¢alismasinda aspirine bir tistiinliigii bulunmamustir [76,82]. Diger bir dual
TxA2 ve TP reseptor antagonisti olan pikotamidin de major advers kardiyovaskuler
olaylarinin oranini azaltmada aspirine kiyasla bir Gstiinliiginiin olmadig1 goriilmiistiir [83].
Plateletlerde dogrudan COX-2’yi irreversibl ve selektif olarak COX-1’i inhibe eden
Triflusal ise Avrupa, Asya ve Giney Amerika’da kullanilmaktadir [74].

2.2.2. P2Y 1> ADP reseptor antagonistleri

Platelet dens granilleri ylksek konsantrasyonda adenozin nikleotidleri (ADP, ATP,
adenozin polifosfat) icermektedir ve fizyolojik agonistlere cevap olarak salinan bu
niikleotidler platelet aktivasyon siirecini  otokrin olarak hizlandirmaktadir. Salinan
ADP’nin P2Y: ile etkilesimi Ca?* mobilizasyonunun, platelet sekil degisikliginin ve
agregasyonunun baslamasina neden olurken, P2Y12 reseptoriiyle etkilesimi daha biiyiik ve
stabil platelet agregatlarinin olusmasina neden olmaktadir. P2Y12 reseptord, sinyal yolu
araciligi ile platelet adezyon reseptorii olan GPIIb/IIla’nin aktivasyonuna ve bu reseptoriin
aktif  konformasyonunun  siirdiiriilmesine  onemli  katkida  bulunarak trombiis
stabilizasyonuna neden olmaktadir [76]. Bu nedenle P2Y 12 reseptorleri antiplatelet tedavide
hedef reseptorlerdir. P2Y12 reseptor antagonistleri iki ana ilag sinifindan olusmaktadir.
Bunlar; tiyenopiridinler (tiklopidin, klopidogrel, prasugrel) ve nukleozid-nukleotid

tlrevleri (tikagrelor ve kangrelor)’dir.
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Butln tiyenopiridinler oral olarak kullanilan 6n ila¢ formunda bilesiklerdir ve plazma
esterazlar1 veya hepatik sitokrom P450 enzimleriyle aktif metabolitlerine
dontismektedirler. Bu aktif metabolitler P2Y12 reseptoruni irreversibl olarak inhibe
etmektedir. Tiyenopiridin turevi antiplatelet ilaglar inme, miyokard enfarktiisu ve koroner
girisim sonrasi stent trombozunun 6nlenmesinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir. FDA
tarafindan onaylanan ilk tiyenopiridin tiirevi P2Y12 antagonisti tiklopidindir [84,85], ancak
tiklopidinin kullanimi, noétropeni gibi yan etkiler olusturmasi nedeniyle oldukga
kisitlanmaktadir. Yasami tehdit eden hematolojik hastaliklara sebebiyet vermesi nedeniyle

pratikte klinik olarak tiklopidinin yerine klopidogrel kullanilmaktadir [86].

Klopidogrel, en yaygin kullanilan P2Y12 reseptor antagonisti olup, ayni zamanda dual
antiplatelet tedavide aspirinle birlikte kullanilmaktadir. NSTEMI, STEMI, perkiitan
koroner girisim, yakin zamanda inme gegirenlerde ve periferal arteryel hastaligi olanlarda
kullanilan antiplatelet ilagtir [74]. Ancak, tiim bunlara ragmen aspirin ve/veya klopidogrel
tedavisi uygulanan hastalarda platelet agregasyonunun inhibisyonunda yeterli cevap
alinamamasi1 s6z konusu olabilecegi gibi aspirin veya klopidogrel direnci gelisimi de
gOzlenebilmektedir [87,88]. Bu direng, sitokrom P450 enziminin CYP2C19*2 gen
lokusundaki mutasyonun ilacin metabolizmasini azaltmasiyla meydana gelmektedir [89].
Karsilagilan bir diger sorun ise, aspirin ve klopidogrel dual tedavisinin kanitlanmis etkisine

ragmen, bir¢ok hastada trombotik olaylar tekrarlamaya devam etmektedir [86].

Uclincii jenerasyon tiyenopiridin tiirevi 6n ilag olan prasugrelin metabolik doniisiimii daha
etkili olup in vivo olarak daha gucli antiplatelet etki gostermektedir. Prasugrelin
antiplatelet etkisinin klopidogrelin antiplatelet etkisinden en az 10 kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir, ancak prasugrel tedavisinde 6nemli 6lgiide hayati tehdit edici ve hatta
Oldiirtici kanama komplikasyonlar1 yiiksek oranda goriilebilmektedir. Yine de, perkiitan

koroner girisim uygulanacak hastalarda kullanimu tercih edilebilmektedir [74,90].

Nukleozid-nukleotid tiirevi antagonistleri, oral uygulanan tikagrelor ve intraventz
uygulanan kangrelor hepatik biyotransformasyona gerek olmaksizin dogrudan reseptore
baglanan, reversibl P2Yi2 antagonistleridir [84,91]. Tikagrelor tedavisi esnasinda
gbzlemlenen dispne, ventrikiiler aritmi, artmis serum kreatinin ve iirik asit diizeyi gibi yan
etkiler, genelde kisiye gore degisen kisitlamalar olsa da, klopidogrele gore tikagrelorun

tercih edilmemesine neden olan bir etken olmustur [86].
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Daha sonra kesfedilen P2Y12 antagonisti olan kangrelor, metabolize olmadan, direkt ve
tersinir bir sekilde P2Y12 reseptoriine baglanan ATP analogudur. Faz calismalar1 bitmis
olup 2015 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir [86]. Yukarida bahsedilen P2Y1i2
antagonistlerinin aksine, kangrelor intravenoz olarak verilmekte ve inflizyon sonrasi etkisi
hizla tersine donmektedir. Prasugrel ve tikagrelor gibi, kangrelor da hizli etki etmekte,
klopidogrelden daha iyi platelet inhibisyonu gerceklestirmekte ve klopidogrel ile

karsilastirildiginda major kanamada 6nemli bir artig goriilmemektedir [75].

2.2.3. Glikoprotein I1b/Illa (integrin allbp3) reseptdr antagonistleri

Glikoprotein  IIb/llla  antagonistlerinin  gelistirilmesi,  plateletleri ~ GPIIb/IIla
reseptorlerinden yoksun olan kisilerde Glanzmann trombositopenisi olarak bilinen
otozomal resesif kanama bozuklugunun anlasilmasiyla baslamistir [92]. Bu kisilerde
reseptoriin  olmayisina bagli olarak agonistlerle plateletler uyarildiginda fibrinojenle
baglanamadigindan platelet-platelet etkilesimi ve agregasyon gergeklesmemekte ve
kanama zamani uzamaktadir [93]. Bu reseptorler antiplatelet tedavide en ilgi cekici
reseptdrler olmustur. ilag hedefi olarak bu reseptdrlerin avantajlari; a) fibrinojen/fibrin
baglanmasi ile tetiklenen platelet-platelet etkilesiminde ve trombiis olusumunda merkezi
role sahip reseptér olmasi nedeniyle, reseptor inhibisyonu ile platelet agregasyonunu ve
pihtt olusumunu etkin bir sekilde inhibe etmesi, b) bu reseptorlerin sadece
megakaryositlerde ve plateletlerde eksprese edilmesinden dolayr hedef disi etkiden
kacinilmasi, c) plateletler aktive oldugunda reseptér konformasyonel degisiklige
ugradigindan, sadece aktif plateletlerin inhibisyonuna ve hemostazin bozulmamasina
imkan saglamasi olarak siralanabilmektedir. Ancak bu avantajlarina ragmen ilag
aragtirmalarinda bu reseptorler Uzerinden gergeklestirilecek tedavi segeneklerinin
dezavantajlar1 ortaya ¢ikmustir: a) Plateletlerde GPIIb/IIla reseptorleri 60 000 — 80 000
arasinda bulundugundan kan dolagiminda bulunan plateletlerdeki tiim reseptorlerinin
inhibisyonunu saglamak pek olasi degildir ve yiiksek plazma konsantrasyonunun
saglanmasini gerektirmektedir [91]. Bu ilaclarla, platelet agregasyonunun tamamen inhibe
olmas i¢in, tedavi edilen hastalarda reseptor blokaj oraninin % 80’nin iizerinde olmasi
gerekmektedir [94] b) Ligand-mimetik GPIIb/llla antagonistlerinin  reseptore
baglanmasinin, reseptoriin fibrinojene baglanmasini indiikleyerek paradoksik platelet

agregasyonuna neden oldugu goriilmiis ve klinik denemeleri basarisizlikla sonuglanmistir
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[91,95]. ¢) GPIIb/Illa aktivasyonundan bagimsiz olarak hemostazi etkileyip kanamaya

neden olduklar1 gézlenmistir.

Gpllb/Illa reseptorinun fonksiyonunu inhibe etmeye yoOnelik gelistirilen stratejilerde
antikorlar, peptidler ve ligand baglanmasini inhibe eden RGD peptit (Arg-Gly-Asp)
analoglar1 kullanmilmigtir [96]. Gilinimuzde, kimerik insan-fare moloklonal fab fragmani
olan Abciximab, sentetik disiilfid bagl siklik heptapeptid ligand mimetik Eptifibatid ve L-
tirozin tlrevi olan tirofiban olmak Uzere (i¢ adet FDA-onayl1 allbB3 reseptor antagonisti

ila¢ bulunmaktadir.

1980’1 yillarda ollbB3 reseptoriine karsi bircok monoklonal antikor gelistirilmis ve
bunlardan bazilarinin fibrinojenin plateletlere baglanmasini ve platelet agregasyonunu
inhibe ettigi saptanmistir. Bir monoklonal antikor ise klinik arastirma asamasina gegmeye
deger bulunmustur. Abciximab, ex vivo ortamda platelet agregasyonunu inhibe etmede
biiyiik basar1 gosterdikten sonra, 1991 yilinda perkiitan koroner girisim (PCG) sonrasi
iskemik komplikasyon riski olan hastalarda kullanilmistir. Neticesinde, miyokard
enfarktlisii ve 6liim orani azalmis, ancak kanama 6nemli Ol¢lide artmustir. 1994 yilinda
PCG’de kullanimi igin Abciximab, FDA onay1 alan allbB3 blokéri sinifinda Klinik
kullanimi olan ilk antagonistidir [91,97]. Abciximab kullanimimin; yuksek maliyetli
olmasi, etkisinin irrevesibl olmasi ve immin sistem (zerinde istenmeyen etkilere yol
acmasi nedeniyle, baska allbB3 reseptor blokori olabilecek etken madde galismalari hiz
kazanmustir [98].

1990’11 yillarin ortalarinda klinik ¢alismalarina baslanilan Eptifibatid, 1998 yilinda akut
koroner sendrom riski olan hastalarin tedavisinde kullanilmak {izere FDA tarafindan
onaylanmistir [97]. Yilan zehrinden izole edilen siklik peptid yapili Eptifibatid, yapisinda
bulunan Lys-Gly-Asp (KGD) amino asit sekansi araciligiyla allbf3 reseptorii tarafindan
taninip reseptore yarigsmali olarak baglandigindan ollbB3’lin fizyolojik ligandlarinin
reseptore baglanmasini bloke etmektedir [99]. Ilimli kanama artig1 gostermesinden dolay1
Eptifibatid, FDA-onayli alIbB3 antagonistleri i¢inde en ¢ok kullanilan ilagtir [97,100].

L-tirozin turevi olan Tirofiban, -Arg-Gly-Asp- (RGD) sekansini i¢eren kiigiik molekiildiir.

Yapisindaki RGD sekansi araciligiyla allbB3 reseptorii tarafindan taninan Tirofiban,
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inhibitor 6zelligini de bu sekans lizerinden gergeklestirmektedir. Reseptére baglanma

afinitesi Abciximab’dan daha diisiik, Eptifibatid’den daha yiiksektir [101,102].

Bu ilaclar intraventz yolla uygulanabilen ilaclar olup platelet agregasyonunun tamamen
inhibe olmasi igin, tedavi edilen hastalarda reseptor blokaj oraninin % 80’nin (izerinde
olmas1 gerekmektedir. Bu bilesikler her ne kadar antiplatelet aktiviteleri nedeniyle
gelistirilmis olsalar da, bu inhibitdrlerin tek hedefinin plateletler olmadigi, diisiik reseptor
blokaj oraninda trombiis gelisen bolgede platelet-lokosit agregatlarinin  olusumunu
arttirarak ve trombiislin stabilizasyonuna neden olarak uygun doz takibi yapilmadiginda
proenflamatuar ve protrombotik etki olusturabilmektedirler [84,94]. Bu ilaglarin
onaylandiktan sonraki yillarda yaygin kullanimlarina ragmen giiniimiizde sinirli sayida
hastada kullanilmaktadir. Akut koroner sendrom sonrasi perkiitan koroner mudahale
uygulanan hastalarda stent trombozunun Onlenmesinde veya yuksek riskli hastalarda
(6rnegin primer anjiyoplastiye giren hastalarda) major advers kardiyak olaylarin

onlenmesinde kullanilmaktadirlar [94].

Birgok sirket tarafindan oral GPIIb/Illa antagonistleri gelistirmeye yonelik ¢alismalar
yapilmis, bu kapsamda (¢ faz III ¢alismasi tamamlanmustir. Ancak, mevcut tedavilere bir
usttnliklerinin gorilmemesi ve yiksek kardiyovaskiler mortalite riski nedeniyle basari
elde edilememistir [84]. Mevcut GPIIb/Illa antagonistlerinin istenmeyen etkilerini bertaraf
edebilecek yeni aday bilesik gelistirmeye yonelik caligmalar devam etmekte, bu amacla
gelistirilen RUC-4, ollbB3 reseptoriiniin yapisindaki 3 altiinitesinin metal iyon bagiml
adezyon bolgesine Mg?* iyonunun baglanmasimi bozmaktadir. STEMI’li PCG yapilacak
hastalarda riski azaltma amaciyla kullanilan hayvan ¢alismalarinda olumlu sonuglar elde
edilmis, ancak kanama riski acisindan terapotik dozuyla ilgili calismalara ihtiyag
duyulmaktadir [103]. Yeni yaklasimlardan bir digeri, pleksin-semaforin-integrin (PSI)
domainini  hedeflemistir. Anti-PSI monoklonal antikorlar1 kullanilarak integrin
aktivasyonunun inhibe edildigi gosterilmistir. Anti-PSI, kanama zamanini ve platelet
sayisint etkilemeden in vitro olarak si¢can ve insan platelet agregasyonunu ve trombiis
biiytimesini engellemistir [100,104]. GUnumizde GPIlIb/Illa reseptord, halen antiplatelet

tedavide ilgi cekici hedeftir.
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2.2.4. Trombin proteaz ile aktive olan reseptdr antagonistleri

Trombin sadece giiclii bir platelet agonisti degil, ayn1 zamanda koagiilasyonda énemli rol
oynayan bir proteazdir ve ilerlemis aterosklerotik lezyonlarda oldukea aktiftir. Vaskiiler
hasar veya plak riiptiiri sonrasi doku faktorlerinin veya aktive olmus plateletlerin
prokoagiilan etkisiyle olusan trombin, platelet aktivasyonunu PAR-1 ve PAR-4 reseptorleri
araciligr ile gergeklestirmektedir. PAR-1’in trombine afinitesi PAR4’e gore oldukca
yiiksektir; nanomolar trombin konsantrasyonlarinda PAR-1 aktive olurken, diisiik afiniteli
PAR-4 i¢in daha yiiksek trombin konsantrasyonlart gerekmektedir. PAR-1 plateletlerde
anahtar rol oynayan reseptorken, PAR-4 daha ¢cok PAR-1 (izerinden elde edilen etkilerin
devamliligini saglamaktadir [76,105]. Koagiilasyondaki rolii ve ilerlemis aterosklerotik
lezyonlarda oldukga aktif olmasi nedeniyle dual antiplatelet tedaviye ek olarak trombinin
blokasyonu potansiyel antitrombotik strateji olarak goriilmiis ve PAR-1 hedefli

antagonistler gelistirilmistir [105].

PARI1’in guclt, selektif ve kompetetif oral antagonisti olan Vorapaxar, miyokard
enfarktiisii ve periferal arter hastaligi Oykisl olan hastalarda iskemik olaylar1 azaltmak
amaciyla 2014 yilinda FDA tarafindan onaylanmig ilk trombin reseptorii antagonistidir
[106]. Ancak, standart antiplatelet ajanlara ilave olarak vorapaxar kullaniminin akut
koroner sendrom ag¢isindan bir yararinin olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica, Klinik denemeler
tedaviye vorapaxarin ilave edilmesinin kanama oranimi (6zellikle de intrakranyal kanama
oranini) arttirdigini gostermistir. Bu nedenle klinik kullanimi sinirhidir ve inme, gegici

iskemik atak, intrakranyal hemoraji 6ykust olan hastalarda kontrendikedir [84,92].

Vorapaxara kiyasla daha kisa yarilanma Omriine sahip oral PARI antagonisti Atopaxar
gelistirilmis, ancak bu ilagla da kanama riskinin arttig1 gozlendiginden Faz III ¢calismasina
gecilememistir [107]. GuUnumizde PAR-1 hedefli parmadulin preklinik ¢alisma
asamasinda, PAR-4 hedefli ilk bilesik olan BMS-986120 ise Faz | klinik ¢alisma
asamasindadir [84,108,109].

2.2.5. Fosfodiesteraz inhibitorleri

Platelet aktivasyonunda inhibitér etki gosteren cAMP ve cGMP, fosfodiesterazlar
tarafindan hidroliz edilmektedir. Fosfodiesteraz tip 3 selektif inhibitorii Silostazol’lin

koroner kalp hastalig1 olanlarda dual tedavide kullaniminin sinirh yarar sagladig: gortilmiis
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ve yan etkilerinden dolay1 kullanimi sinirlandirilmistir. Restenozu azaltmada etkili olsa da
kardiyovaskiler hastaliklara engel olamamistir [110]. Cogunlukla periferal iskemik
hastalig1 olanlarda kullanilan Silostazol, kan damarlarini genisletmekte ve ADP, kollajen
ve arasidonik asit indikli platelet agregasyonunu bloke etmektedir. Adenozin alimini
engelleyerek cAMP diizeyini arttiran Dipiridamol’iin, aspirinle dual kullaniminin aspirinin
tek basina kullanimina kiyasla inme ve 6liim riskini % 37 azalttig1 goriilmiis [111], FDA
tarafindan inmenin Onlenmesinde kullanimi onaylanmistir. Ancak klopidogrel ayni
etkinlikte ve daha diisiik kanama riski olusturdugundan dipiridamol yerine klopidogrel

tercih edilmektedir [74].

Fosfodiesteraz inhibitorlerinin trombiis olusumunun duzenlenmesindeki rold, yeni
antitrombotik ajanlarin gelistirilmesinde fosfodiesteraz inhibitorlerini ilgi cekici hedef
yapmustir.  Glinimiizde izokersetinin  preklinik  calismalarda kanama zamanin
etkilemeksizin platelet trombiis olusumunu Onledigi gosterilmistir ve Faz III ¢alismasi

devam etmektedir [84,112].

2.2.6. GPIb-1X-V kompleksi antagonistleri

Platelet GPIb-1X-V kompleksi, 6zellikle yuksek basing altinda, vaskiiler hasarin oldugu
bolgede GPIb alt iinitesiyle vWF’e baglanmaktadir. Bu ise plateletlerin subendotelyal
dokuya tutunmasini saglamakta, diger adezyon ve aktivasyon yolaklariyla bu siireg
pekistirilmektedir. vVWF aym zamanda  GPIb-IX-V kompleksi araciligiyla platelet
agregatlarina da baglanmakta, bdylece diger plateletlerin toplanmasina ve trombiisiin
biiylimesine de aracilik etmektedir [92]. Son yillarda, trombiis olusumunun hem erken hem
de ge¢ fazinda rol oynayan GPIb-vWF yolunu hedefleyen antiplatelet bilesikler
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir [84].

Bu amagla gelistirilen insan ‘anti-vWF bivalan nano antikor’” Kaplasizumab (ALX-0081)
platelet adezyonunda ilk basamak olan VWF ile platelet GPlb reseptor kompleksi
arasindaki etkilesimi spesifik olarak inhibe etmektedir [113]. GPIb-IX-V antagonisti olan
Kaplasizumab’un yiiksek riskli perkiitan koroner girisim uygulanan hastalarda umut vaad

eden antiplatelet etkisinin gozlendigi Faz Il1 ¢aligmas1 tamamlanmustir [114].
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Yilan venomundan izole edilen Anfibatid’in yapilan ¢alismalarda kanama zamanini
arttirmadan platelet adezyonunu, agregasyonunu ve trombiis olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir [115], Faz II ¢alismalarinda non-STEMI hastalarda hemostazi 6nemli dlgiide
etkilemeksizin antiplatelet etkisi degerlendirilmistir [116]. Ancak bu bilesiklerin higbiri

heniz klinik kullanima girmemistir.

2.2.7. GPVI reseptor antagonistleri

Iskemik inmenin patogenezinde platelet GPVI reseptdriiniin rolii uzun yillardir
arastirilmaktadir [117,118]. Platelet adezyonu ve aktivasyonu, enflamatuvar yaniti
tetikleyerek enfarktisiin biiyiimesine yol ag¢tigindan [119,120], GPVI reseptérinin
blokajinin yaratacagi sonu¢ merak konusu haline gelmis ve yapilan hayvan ¢alismalarinda
anti-GPVI'nin tromboza, iskemi-reperfiizyon hasarina ve inmeye karsi etkili oldugu

gosterilmistir [121,122].

Deneysel hayvan modellerinde; GPVI'nin blokaji, antikor-indiikli downregiilasyonu veya
genetik olarak GPVI-eksik modellerde, major kanama komplikasyonlarina sebebiyet
vermeden patolojik trombiis olusumunun 6nemli dl¢iide azalmasi ve GPVI reseptoriiniin,
platelete bagli enflamatuvar siire¢lerde anahtar regiilatér oldugunun farkina varilmasi,
GPVI reseptoriinil ilgi ¢ekici bir antiplatelet hedef haline getirmistir. Sadece plateletlerde
ve megakaryositlerde eksprese olmasi, diger hiicre tiplerinde anti-GPVI ajanlarin
istenmeyen etkisinin oranini minimize etmekte, dolayisiyla reseptoriin spesifik hedef
olmasinda olduk¢a fayda gdstermektedir. Dolagimdaki plateletlerin ylizeyinden reseptoriin
uzun sureli downregiilasyonu ile sonuglanan deneysel olarak blokaji veya immiin-
deplesyon ile GPVI kolayca hedeflenebilmektedir. Ayrica, GPVI ve kollajen arasindaki
etkilesim, platelet aktivasyonunda erken gelisen bir durum oldugu i¢in GPVI hedefli
ilaglarla giincel ilaclara kiyasla tromboza daha erken miidahalede bulunulabilecek ve
platelet reaktivitesinde ve prokoagulan aktivitesinde daha etkili bir azalma
saglanilabilecektir [37]. Tim bu nedenlerden dolayi, GPVI giiglii ve giivenli bir
antitrombotik tedavi i¢in potansiyel farmakolojik bir hedef olmaktadir [5,118].

Kollajen-indukli insan platelet agregasyonunu inhibe eden insan Fc flizyon proteini olan
Revasept’in faz II calismasi karotis stenoz, gecici iskemik atak (TIA) ve inme hikayeleri

olan hastalarin iizerinde gerceklesmekte ve bu faz II caligsmast halen devam etmektedir

[123,124].
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GPVI antagonisti Revasept, insan GPVI reseptoriiniin ekstraseliiler kismini ve insan
IgG1’in Fc kismini icermektedir. Dolayisiyla, Revasept teknik olarak ¢oziinebilir dimerik
Glikoprotein VI-Fc¢’dir. En az diger bilinen antiplatelet ilaclar kadar etkili olan Revasept,
yarigsmali olarak inhibisyon gergeklestirmektedir [118,123]. Boylece, GPVI’ya agonisti
olan kollajenin baglanmasini engelleyerek Revasept antagonist etkisini gostermektedir.
Endotelyal lezyonlarda agiga ¢ikan kollajenin reseptore baglanmasini engelledigi i¢in akut
vaskiiler hastaliklari ¢ok erken basamakta engelleyebilmektedir. Bu asamada, Revasept
aterosklerotik plakta kollajen ve fibronektine baglanmaktadir (Sekil 2.12). Bu
baglanmayla, vaskiiler hasar bolgesinde ilk basamaklardan olan kollajen-iliskili platelet

adezyonunu ve ardindan trombiis olusumunu 6nlemektedir [123].

Platelet »

-

[ Endotelyum

EkstraselUler matrix o it S S UE Ekstraselluler matrix
subendotelyum R

Sekil 2.12. Revasept’in inhibisyon mekanizmasi [123]

Kollajene spesifik olan Revasept, trombin veya ADP indikli insan plateleti
agregasyonunu inhibe etmemekte, reseptoriin downregulasyonunu indiklememekte ve
ayrica platelet sayisin1 azaltmamaktadir. Bir hayvan ¢alismasinda ise, Revasept’in lokal
trombiis olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir [125]. Ayrica, piyasada bulunan giincel

antiplatelet ilaglarin aksine, artan kanama riskine sebebiyet vermemektedir [123].
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2.3. Bilgisayar Destekli Ila¢ Kesfi

Ilag kesfi ve gelisimi uzun yillar siiren ve yiiksek biiteler gerektiren olduk¢a mesakkatli
bir surectir. Bu surece rasyonel olarak katkida bulunmak adina, akademi ve ilag
endustrisinde bilgisayar destekli ilag kesfi stratejileri kullaniimaktadir. Bilgisayar destekli
ilag kesfinde; biyolojik olarak aktif olabilecek bilesikleri tanimlamak ve dizayn etmek igin
calismalar yiritilmektedir. Ayrica bu alan, rasyonel ilag¢ tasarimi ile kesif prosesine
katkida bulunulmasi igin sinerjistik olarak farmakoloji, biyoloji veya sentetik kimya gibi

diger iliskili farmasotik kimya alanlar: ile entegre edilebilmektedir [126,127].
2.3.1. Ila¢ kesfinde baz1 yaklasimlar

Ila¢ kesfinde bircok bilinmezlikler mevcutken istenilen hedefe ulasabilmek icin fayda
saglayabilecek kriterlerden yola ¢ikmak bir avantajdir. Genellikle bu kriterler ¢alismalarda
fikir verebilecek nitelikte olup fizikokimyasal parametrelere dayanmaktadir [128,129].

Ilag gelistirmede bir bilesigin yiiksek afinite ile hedefine baglanmasi istenmektedir. Hedef
dis1 baglanma, absorpsiyon — dagilim — metabolizma — eliminasyon (ADME) 6zellikleri,
toksisite, biyoyararlanim gibi parametrelerden faydalanarak bu 6zelliklere gore baglanma
ozelligine sahip bilesikler bulunmalidir [129]. “Ters farmakoloji” olarak da adlandirilan bu
tasarim siirecinde ilacin hedefe baglanmasina yonelik in vitro calismalarindan Once,
tizerinde calisilacak biyolojik materyalin segilme nedeni/etkisi,vb. gibi etkenler ilac
gelistirilmesinde fikir vermektedir [129,130].

Lipinski’nin 5 Kural1

Piyasada bulunan ilaglarin ¢ogunlugunun oral olarak kullanimi mevcuttur. Bu ilaclar i¢in
1997 yilinda Christopher Lipinski, ligandlarin oral kullanima uygun ila¢ olabilirliginin
arttirllmasi i¢in 2245 adet etken maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerini belirlediginde dort
farkli parametrenin ortak 6zellik gosterdigini bulmustur [131,132]. Bu parametrelere gore
degerlendirilmeye alinan bilesiklerin; yaklasik olarak % 90’1min, molekiil agirliginin 500
Da altinda oldugu, oktanol/su partisyon katsayisinin (logP) 5’in altinda oldugu, toplam
hidrojen bag1 verici (HBV) grup sayisinin 5’in altinda oldugu, toplam hidrojen bagi alici
(HBA) grup sayisinin 10’un altinda oldugu saptanmustir. Tiim bu parametrelerin 5’in kati

olmasi sebebiyle bu kriterlere Lipinski’nin 5 Kurali denmektedir.
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Oral kullanima uygun ilag olabilirligi belirleyen Lipinski’nin 5 kurali, belirli farmakolojik
veya biyolojik aktivitesi olan kimyasal bilesiklerin insanlarda oral olarak aktif ilag
olabilme 0Ozelligine sahip olup olmadigina karar vermektedir [131,132]. Bu Kkural,
insanlarda ilacin oral biyoyararlaniminda molekullerin fizikokimyasal 06zelliklerinin
onemli oldugunu tanimlamaktadir. Ancak, bilesigin farmakolojik olarak aktif olup

olmadigin1 6nceden dngdrmeyle iliskisi yoktur.

Ilag kesfi calismalarinda, bilesigin oral biyoyararlanimii arttirmak icin Lipinski kurali
tarafindan tanimlanan ilag-benzeri fizikokimyasal Ozellikler ile, farmakolojik olarak aktif
olabilecek ilag adayinin yapisinin optimize edilmesinin yarar saglayacagi disiiniilmektedir
[129].

2.3.2. Hit bilesiklerin tespitine yonelik strateji
Sanal Tarama

Sanal tarama, oldukga fazla sayida ve birgok farkli sentezlenmis / sentezlenmemis bilesige
sahip kimyasal veri bankasindaki ligandlarin spesifik bir biyolojik hedefe karsi aktif
olabileceklerini bilgisayar ortaminda belirleyebilmek i¢in kullanilan bir tarama metodudur
[127]. Hesaplamalar bu asamada yapilarak segilen hit bilesiklerin, daha sonra istenildigi

takdirde in vitro olarak deneysel ¢calismalar1 gerceklestirilmektedir [133].
2.3.3. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi ligand temelli ve yapi temelli olmak {izere ikiye

ayrilmaktadir.

Ligand temelli ilac tasarimi

Bir hedefe karst etkinligi/aktivitesi bilinen bilesiklerin bilgisayar ortaminda ligand
bilgilerinin kaydedildigi veri tabanlari, 6nceden bilinen bilesiklerin ‘retrospektif’ olarak
etkilerinin nedenlerinin incelenmesinde ve yeni bilesiklerin kesif ve gelistirilmesine
yonelik ‘prospektif’ olarak kullanilabilmektedir [134]. Hedefe yonelik aktifligi bilinen
bilesiklerden yola ¢ikilarak ligand bazli model yaratilabilmektedir. Benzer topolojiye sahip



42

bilesiklerin benzer biyolojik aktiviteye sahip olmasindan dolayi, ligand temelli ilag
tasarimi, bilesiklerin ~ farmakofor boélgeleri  gibi  topoloji-bazli  deskriptorlerden
yararlanmaktadir [126]. Aktifligi bilinen bilesikler ve potansiyel hit bilesikler
kiyaslandiginda, molekiiler benzerliklerinin bilgisayar araciligiyla bulunmasi matematiksel

parametreleri iceren benzerlik algoritmalarinin kullanimu ile saglanmaktadir [135,136].

Farmakofor Modelleme

Farmakofor terimi, bir bilesigin etkisinden sorumlu ve hedef ile uygun etkilesim gosteren
gruplart  kastetmektedir. Farmakofor modelleme, ligandin hedefle (reseptorle)
gergeklestirdigi  etkilesimleri g6z  Onlinde  bulundurarak, taranacak  bilesik
kiittiphanelerindeki ayn1 ozellikleri igeren bilesikleri belirleyen bilesige ait olusturulan
farmakofor gruplarmin ii¢ boyutlu olarak gosterilen, hizli ve yararli bir filtreleme
yontemidir [127]. Bu model; bilesiklerin ortak yapisal Ozelliklerini, benzerliklerini ve
farkliliklarin1 baz almaktadir [134]. Ligandlara ait bilgilerden yola c¢ikilabildigi gibi
reseptorden hareketle de farmakofor model olusturulabilmektedir. HBA, HBV, alifatik /
aromatik halka, negatif yiikk ve pozitif yilik gibi 6zellikler farmakofor modeli yaratirken
belirlenebilmektedir [134].

Yapi Temelli Ilac Tasarimi

Biyolojik makromolekiillerin {i¢ boyutlu yapilarinin aydinlatilmasi genelde x-ray
kristalografi ve NMR yontemlerinin kullanilmasiyla miimkiin kilinmakta ve bu veriler
ilgili veri tabanlarinda saklanmaktadir [137]. Taranan bilesiklerden aktif bolgeyle daha iyi
etkilesim gosterenleri tanimlayabilmek i¢in, bilesikler ve hedef (protein, reseptor)
arasindaki afinitelerini ve baglanma modlarin1 tahmin etmeye dayali bir metot olan yap1
temelli ilag tasarimi, potansiyel biyoaktif bilesikleri bulma amaciyla ligand temelli ilag
tasarimi ile birlikte de uygulanabilmektedir. Yapi temelli ila¢ tasarimi, hedef yapinin
baglanma bolgesiyle etkilestigi diisiiniilen bilesikleri aragtirmak i¢in genellikle molekiiler

docking yontemini kullanmaktadir [126].

Docking

Docking, ligandlar ile ligandlarin etkilesime girdikleri hedef bolge arasindaki molekdiler

etkilesim enerjisi s6z konusu olarak baglanma pozlari tahmin edilerek U¢ boyutlu gosterimi
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olan bilgisayar-destekli bir yontemdir. Ligand ve hedefin etkilesimi igin tanimlanan hedef
yapinin baglanma bolgesinin yerinin dogru aydinlatilmasi olduk¢a énemli bir kriterdir. Bu
aktif bolgede, ligand ile hedef arasindaki etkilesimler incelenmekte ve yaptiklari
etkilesimlere gore docking skorlari belirlenmektedir [126,138,139]. Enerji bakimindan en
cok tercih edilen konformasyonel baglanma modunu bulma amaciyla makromolekiiliin
(protein) aktif bolgesinde kiguk molekdlin (ligand) cevrilmesiyle, dénmesiyle ve
biikiilmesiyle docking, bir nevi tanima prosesi gergeklestirmekte ve baglanma enerjisi olan
protein-ligand afinitesi skorlama fonksiyonu olan algoritmayla hesaplanmaktadir [126].
Reseptoriin sabit tutuldugu, ancak baglanacak ligandin tercihe goére sabit tutularak veya
sabit tutulmayarak gerceklestirilen ‘rijit docking’, ligand ve reseptoriin indiiklenmis uyum
hipotezine gore en olabilecek baglanma modunun gergeklestigi ‘indiiklenmis uyum

docking’ gibi ¢esitli docking metotlart mevcuttur [127].
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3.1. Sanal Tarama

GPVI reseptoriiniin inhibisyonunu gergeklestirecek yeni bilesiklerin tespiti amactyla yap1
temelli ve ligand temelli (kombine) sanal tarama caligmalari yiiriitiilmiistiir. Yapilan
calismalarda; hedef yap1 olarak GPVI’nin kristal yapisindan faydalanilmistir (PDB kodu:
2GI7 [140]). Ligand temelli farmakofor model gelistirilmesinde ise, sekonder etki tespiti
amaciyla FDA tarafindan onaylanmis ve piyasada var olan ila¢ etken maddelerinin GPVI
inhibisyonuna yonelik yeniden konumlandirilmasi i¢in bu bilesiklerin hedef yapiya olasi
baglanma o6zellikleri degerlendirilmistir. Ayrica, yeni GPVI antagonisti bilesiklerin tespiti
amaciyla yaklasik 7 milyon stok kimyasal bilesige sahip Molport bilesik veri tabani
kullanilmistir. Yiiksek performansli hesaplama siireglerinin yiiriitiilmesi ve bu isi oldukca

hizlandirma amaciyla Chimera adli sunucu kullanilmistir.

Protein Data Bank’ta bulunan 2GI7 kodlu [140] GPVI'nin ylksek rezollisyona sahip
kristal yapisinin docking i¢in hazirlanmasinda Schrodinger Suite 2015 Update 4 [141]’te
yer alan Protein Preparation Wizard [142] programi ile hedef protein uygun hale
getirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Insan plateleti GPVI’nin kristal yapisi [140]
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GPVI’'nin baglanma bolgesini tespit edebilmek icin yayinlanmis olan ilgili makalelerden
de faydalanarak Schrodinger Suite 2015 Update 4’te yer alan Sitemap [143] uygulamasiyla
birlikte aktif bolge tanimlanmistir. Bu ¢alisma sonucunda, GPVI’nin aktif bélgesindeki
amino asitler; 16sin 39, lizin 41, 16sin 53, fenilalanin 54, 16sin 62, serin 44, tirozin 47,
arjinin 46, tirozin 66, glutamin 48, glutamik asit 40 ve valin 52 olarak saptanmustir. Ilgili
makalelerle [140,144,145] karsilastirilarak docking protokolii olusturulmustur. Dolayisiyla,
GPVI ile baglandigt NMR ile dogrulanan [144] losartanin en iyi pozu baz alinmistir ve
docking c¢alismalarinda kullanilan grid olusturulmasinda bu bilgilerden faydalanilmigtir

(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Ono ve ark. tarafindan ilgili makalede rapor edilmis olan losartan bilesigine ait
baglanma modu [144]

Ligand olarak sekonder etkisini arastirma amaciyla toksisite sorunu olmamasi, givenli,
piyasada satisa hazir ve erisebilirligi kolay olmasi sebepleriyle onaylanmig FDA ilaglar
secilmistir. Ayrica, daha genis kapsamda ila¢ kesfine yonelik tarama amagli milyonlarca
stok bilesik i¢eren ve siparise hazir ticari bir veri tabani olan Molport da, GPV1 inhibitor
Ozellik gosterebilecek adaylarin sanal olarak taranmasi i¢in kullanilmistir. Bu bilesik
kituphanesinden  dock edilecek  bilesiklerin  sterecizomerlerinin,  protonasyon
durumununun ve molekilin atom tiplerinin kuvvet alan1 parametrelerine uygun olarak

diizenleyebilmek icin LigPrep [146] ile ligand hazirligi yapilmistir.

Bilesikleri filtrelemek i¢in GPVI inhibitori oldugu belirlenmis (i) losartana gore, (ii) tez

¢alismasi yiritiilirken literatiirde yayimlanan sentetik GPVI antagonist bilesigi olan 2,3-
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disubstitlie tetrahidropirido(3,4-b)indole [147] gore dizayn edilmis e-farmakofor modeller
ile kiyaslanarak benzer farmakofor Ozelliklere sahip bilesiklerin belirlenmesi
amacglanmigtir. E-farmakofor model olusturulup benzer bilesiklerin bu veri tabanlarinda
varligina bakilmistir. H bagi1 akseptorii (A), H bagi donérii (D), hidrofobik gruplar (H),
negatif yukli grup (N), pozitif yikli grup (P) ve aromatik halka (R) gibi farmakofor

Ozellikler t¢ boyutlu gosterilerek ligandlar tizerinde isaretlenmistir.

2GI7 [140] ile her bir ligandin en iyi pozunun tespiti icin Maestro programinda [148]
bulunan Glide kullanilmistir. Hesaplamalar Single Precision Mode (GlideScore SP)’ta
yapilmistir. Grid generasyonu ve tim docking ¢alismasi, Glide’ta se¢ili standart degerler
ile yiritilmustir [149]. Sonuglar docking skorunun yiiksekligine ve ilaglarin benzer

etkilesim gosterme durumuna gore degerlendirilerek secilmistir. Is akis1 Sekil 3.3’te

verilmigtir.
Proteinin ) Baglanma E-farmakofor [\
hazirlanmasi bélgesinin modellerinin Docking Bilesik
(GPVI) — U tespiti I/ \l uygulanmasi _l/ secimi
Ligandlarmn

hazirlanmasi

Sekil 3.3. Sanal tarama is akisi

3.2. InVitro Antiplatelet Calismalar:

3.2.1. Plateletlerin hazirlanmasi

Antiplatelet aktivite caligmalari, tam kandan elde edilen yikanmis plateletce zengin
plazmada (PRP) gerceklestirilmistir. Herhangi bir kronik inflamatuvar hastaligi ve zorunlu

kronik ila¢ kullanimi olmayan son 10 giin igerisinde herhangi bir ila¢ almamis saglikli
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goniilliilerden alinan taze kan, 1: 9 (v/v) % 3,2 sodyum sitrat iceren vakumlu kan tiiplerine
alinmistir. Bu kan tlpleri 200xg’de 20 dakika santriflij edilerek tam kandan PRP elde

edilmistir.

Platelet yikama yOntemi

Final konsantrasyonu 0,1 pg/ml olacak sekilde PGl2 (5 ul) ekledikten sonra, PRP
1000xg’de 10 dakika santrifij edilmistir. Slpernatan pastor pipeti yardimiyla atilarak kalan
platelet ¢Okelegi yikama ¢ozeltisi i¢inde ¢oziiniir hale getirilmistir. Bu yikama ¢ozeltisi
12,5 ml Tyrode’s tamponundan ve 1,5 ml asit sitrat dekstroz (ACD) tamponundan
olusmaktadir. Yikama soliisyonlu platelet ¢ozeltisine final konsantrasyonu 0,1 upg/ml
olacak sekilde PGl2 (5 pl) ilave ettikten sonra, bu ¢ozelti 10 dakika 1000xg’de santrif(j
edilmistir. Yine siipernatan atilarak, kalan ¢okelti Tyrode’s tamponu ile ¢Ozunlr hale
getirilmistir. Plateletler, Swelab Alfa Kan Sayim cihazi ile sayilarak platelet agregasyon
calismalar1 icin Tyrode’s tamponu yardimiyla 2x10% platelet/ml konsantrasyonuna
ayarlanmistir. Yikanmus plateletler kullanim 6ncesi PGl2 nin etkisinin azalmasi i¢in en az
30 dakika dinlenmeye birakilmistir. Tiim bu platelet hazirlik asamalar1 oda sicakliginda

gergeklestirilmistir (Sekil 3.4).
PGI2’nin hazirlanmasi: 1 mg PGlz, pH’s1 9,1 olan 1 ml tris tamponunda ¢ozUlmiistiir.

ACD tamponunun hazirlanmasi: 120 mM sodyum sitrat, 110 mM glukoz, 80 mM sitrik

asitten olusmaktadir. pH’s1 4,4’¢ ayarlanmustir.

Tyrode’s tamponunun hazirlanmasi: 1,34 M NaCl, 3,4 mM Na:HPO4, 29 mM KCI, 120
mM NaHCOs, 200 mM HEPES ve 10 mM MgClz2’den olusan tampondan 2,5 ml alip
Uzerine deney giind 22,5 mg. glukoz ve 22,5 ml distile su ilave edilerek pH’s1 7,3’e

ayarlanmistir.
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PGl, —
Plateletten zengin plazma - 1000xg ‘
—» Beyaz tabaka 10 dk.
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Kirmizi kan hcreleri — %

PG,
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(¢ tamgont Platelet

Sekil 3.4. Platelet yikama yontemi semast

3.2.2. Platelet Agregasyonu

Antiplatelet aktivitesi tayin edilecek maddeler (0,5 pL), yikanmis plateletlerin (2x108/ml,
199 pL) tzerine eklenerek 37 °C’de 5 dakika inkibe edildikten sonra, indikleyici (10 pL)
ilave edilerek (final konsantrasyonlar1 3 pg/ml kollajen, 0,1 U/ml trombin, 50 ng/ml
konvalksin olacak sekilde) 37 °C 3 dakika icinde olusan platelet agregasyonun yzdesi,
tlrbidimetrik Born Metodu’na [150] gére Apact 4004 agregometre cihazi ile saptanmigtir
(Sekil 3.5). Her bir madde icin tek deneyde en az ¢ 6l¢lim yapilarak ve bu deneyler birkag
kez tekrarlanarak test edilecek madde igermeyen kontrole kiyasla, maddelerin
agregasyonda meydana gelen azalmadan % inhibisyon degerleri bulunmustur. Bu
inhibisyon degerleri asagidaki esitlige gore hesaplanarak antiplatelet aktiviteleri
degerlendirilmistir. Ayrica, maddelerin 1Cso grafikleri olusturularak [Cso degerleri
saptanmistir. Solvent etkisini elimine etmek amaciyla DMSO final konsantrasyonu %

<I’in altinda tutulmustur. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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PRP ile inkibe edilmis test bilesiginin maksimum agregasyonu

% Inhibisyon = ( 1 ) x 100
PRP ile inkube edilmis DMSO'nun maksimum agregasyonu

A) B)
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Sekil 3.5. A) Platelet agregasyon egrisi B) Inhibitér varliginda platelet agregasyon egrisi
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Molekiler modelleme sonucu docking skorunun yiiksekligine ve molekillerin benzer

etkilesim gdsterme durumuna gore degerlendirilerek secilen yedi FDA onayli ilacin ve on

alt1 Molport tedarikli bilesigin in vitro olarak antiplatelet aktivitelerine bakilmistir (Cizelge

4.1). Bu amagla, yikanmig plateletlerde kollajen, konvalksin ve trombin agonistleriyle

olusturulan platelet agregasyonu (Uzerine GPVI antagonist aday bilesiklerin etkileri

degerlendirilerek bu bilesiklere ait inhibisyon degerleri bulunmustur.

Cizelge 4.1. In vitro aktivite ¢alismasi i¢in seg¢ilen bilesiklerin listesi

1,2,3,4-tetrahidropirimidin -2,4-dion

Bilesikler Kimyasal adlar: Docking skoru
Potasyum 5-(4'-((2-bdtil-4-kloro-5-
Losartan (hidroksimetil)-1H-imidazol-1-il)metil)- -4,839
[1,1'-bifenil]-2-il)tetrazol-1-0r
Potasyum 5-(9-metil-4-okso-4H-
Pemirolast pirido[1,2-a] pirimidin-3-il)tetrazol- -4,909
1-0r
5 . (S)-4-((3-(2-(dimetilamino)etil)-1H-indol- |
7 [ Zolmitriptan | 5 iiymetil) oksazolidin-2-on 3,893
B (R)-4-(etilamino)-2-(3-metoksipropil)-3,4-
= Brinzolamid dihidro-2H-tiyeno[3,2-e][1,2]tiyazin-6- -4,477
S stilfonamid 1,1-dioksid
2 6-kloro-3-(diklorometil)-3,4-dihidro-2H-
A | Triklormetiyazid | benzo[e] [1,2,4]tiyadiazin-7-sulfonamid -4,969
- 1,1-dioksid
Aminofilin 1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion | -5,258
. 10-0kso0-10,11-dihidro-5H-
Okskarbazepin dibenzo[b,flazepin-5-karboksamit 6,412
= ) N'-{2-[(1-fenil-1H-1,2,4-triazol-3- i
g 3P0 il)oksiJetanimidoil} benzohidrazit 4,102
=
< = . . . T
2 % 80378510 _1-[2.-(4_-n_1etansulfon|Ifenll)plrlmldm-4- 4746
=X il]pirolidin-3-ol
5 13-[3-(piridin-3-il)-1H-pirazol-4-il]-
= 1,8,10,12
U~ C O, ) = _
% % 2232636338 tetraazatrisiklo[7.4.0.02,]trideka- 3,944
£ & 2,4,6,8,10-pentaen-11-amin
& 6-amino-1-benzil-5-{2-[5-(4-florofenil)-
S 754670628 2H-1,2,3,4-tetrazol-2-il]asetil}-3-metil- -4,948
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Cizelge 4.1.(devam) In vitro aktivite ¢calismasi igin segilen bilesiklerin listesi

Molport bilesik veri tabanindan

secilen molekuller

Z851137174

3-[3-(benziloksi)-2-hidroksipropil]-3-
metil-1-(4-sulfamoilfenil)ire

-4,002

216043060

2-[(1-amino-4-fenil-1H-imidazol-2-
il)stlfanil]-N-(4-etoksifenil)asetamit

-3,801

1303833

3-(2-hidroksi-5-metilfenil)-5-(3-
hidroksipropil)-4-(4-metoksifenil)-
1H,4H,5H,6H-pirolo[3,4-c]pirazol-6-on

-4,352

1692506

3-(2-hidroksi-3,5-dimetilfenil)-5-(3-
hidroksipropil)-4-(3-metoksifenil)-
1H,4H,5H,6H-pirolo[3,4-c]pirazol-6-on

-4,126

1591532

8-(butilamino)-7-(2-hidroksi-3-
fenoksipropil)-3-metil-2,3,6,7-tetrahidro-
1H-plrin-2,6-dion

-3,522

AE641/05538014

1-(4-metilbenzensulfonil)-1,2,3,4-
tetrahidrokinoksalin-2-karboksamit

-5,151

AKT778/43464987

3-{2-[5-(4-klorofenil)furan-2-il]-2-
oksoetil}-3-hidroksi-2,3-dihidro-1H-
indol-2-on

-3,904

STK908290

4-(3-butoksifenil)-3-(2-hidroksifenil)-5-
(3-hidroksipropil)-1H,4H,5H,6H-
pirolo[3,4-c]pirazol-6-on

-3,898

STK763609

6-amino-4-(2,5-dimetoksifenil)-3-
(metoksimetil)-1H, 4H-pirano[2,3-
c]pirazol-5-karbonitril

-4,162

STK685501

13-[3-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-4-il]-
1,8,10,12-tetraazatrisiklo[7.4.0.0%,]
trideka-2,4,6,8,10-pentaen-11-amin

-4,211

STK206687

2-{8-oksatrisiklo[7.4.0.02,"]trideka-
1(9),2(7),3,5,10,12-heksaen-4-
stilfonamido}-3-fenilpropanamit

-4,261

STK633709

N-(4-asetilfenil)-2-(1H-1,2,3,4-tetrazol-
1-il)benzamit

-5,123
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Losartan molekdlinin kimyasal yapisit Sekil 4.1.A’da, bu yapidan hareketle olusturulan
farmakafor model Sekil 4.1.B’de ve losartanin GPVI reseptorii ile yapisal etkilesimleri
Sekil 4.1.C’de verilmistir.

A)

C)

Sekil 4.1. A) Losartan potasyum bilesiginin kimyasal yapisi. B) Losartan molekulu baz
alinarak olusturulan farmakofor model*. C) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile Losartan molekiiliiniin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler

*Pembe renkli kirecik hidrojen bagi alicisini, kirmizi renkli Kirecik negatif yikli grup

varligini, turuncu renkli halka aromatik yan zincirleri ifade etmektedir.
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2,3-disuibstitlie tetrahidropirido(3,4-b)indol bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.2.A’da, bu
yapidan hareketle olusturulan farmakafor model Sekil 4.2.B’de ve bu bilesigin GPVI
reseptori ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.2.C’de verilmistir.

A)

C)

Sekil 4.2. A) 2,3-disubstitiie tetrahidropirido(3,4-b)indol bilesiginin kimyasal yapisi. B)
2,3-dislibstitlie tetrahidropirido(3,4-b)indol bilesigi baz alinarak olusturulan
farmakofor model*. C) GPVI reseptoriiniin baglanma bolgesi ile 2,3-dislbstitiie
tetrahidropirido(3,4-b)indol bilesiginin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler

*Pembe renkli kiirecik hidrojen bagi alicisini, mavi renkli kiirecik ise hidrojen bagi

vericisini ifade etmektedir.
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FDA bilesiklerinin deney kosullarinda final konsantrasyonlar1 1 mM ve 100 uM olacak
sekilde kollajen (3 pg/ml), konvalksin (50 ng/ml) ve trombin (0,1 U/ml) ile olusturulan
platelet agregasyonu iizerine olan etkileri incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. FDA onayli bilesiklerin 1 mM ve 100 uM konsantrasyonlardaki % inhibisyon

degerleri

Kollajen (3 pg/ml) Konvalksin(50 ng/ml) Trombin (0,1 U/ml)
1 mM 100 M |1 mM 100 uM | 1 mM 100 uM

Losartan 85,86+1,20 | 82,20+0,27 | 100,0+0,00 | 49,69+2,99 | 96,26+2,49 | 13,49+0,32
Pemirolast 69,94+229 | 14,93+4,84 | 5,01+3,43 | 3,61+3,35] 6,79+2,85 | 0,41+0,41
Zolmitriptan 16,91+3,39 | 1,64+2,50 2,27+2,06 | 0,89+154 | 6,01+4,96 | 0,00+0,00
Brinzolamid 93,26+1,21 | 38,51+4,32 | 0,25+ 0,43 | 0,00 £ 0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00
Triklormetiyazid | 72,04+1,97 | 29,46+5,52 | 0,00 % 0,00 | 0,00 + 0,00 | 10,36+2,54 | 0,72+0,76
Okskarbazepin | 99,97+0,06 | 56,25+6,55 | 97,10+0,27 | 3,01 + 4,68 | 19,23+1,91 | 4,09+1,65
Aminofilin 57,07£0,01 | 0,00+0,00 6,57+1,67 | 1,24 +1,13 | 2,64+2,51 | 0,00+0,00
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Losartan

Sekil 4.1.A’da kimyasal yapis1 ve Sekil 4.1.C’de GPVI ile yapisal etkilesimleri verilen
Losartan ilacinin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

tizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Losartan/Kollajen
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Losartan/Trombin

100
R 80
S 60
2
:_§ 40
< 2
T, mm ||

1.5 2.0 3.0

Log Losartan Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.3. Losartan’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi inhibisyon
grafikleri
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Losartan ilac1 kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda,
ortalama % 85,86 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 82,20
inhibisyon gostermistir. 30 UM konsantrasyonda ise ortalama % 33,26 inhibisyon verirken,
10 uM konsantrasyonda ortalama % 27,90 inhibisyon ve 3 uM konsantrasyonda % 4,18

inhibisyon gostermistir.

Losartan ilact konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda,
ortalama % 100 inhibisyon gostermistir. 100 uM konsantrasyonda ortalama % 49,69
inhibisyon verirken, 30 uM konsantrasyonda ise ortalama % 12,33 inhibisyon gostermistir.

Ancak, 10 uM konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon gostermemistir.

Losartan ilaci trombin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda,
ortalama % 96,26 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 13,49 ve

30 uM konsantrasyonda ortalama % 9,86 inhibisyon gdstermistir.
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Pemirolast

Pemirolast’in kimyasal yapist Sekil 4.4.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma bolgesi ile

yapisal etkilesimleri Sekil 4.4.B’de verilmistir.
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Sekil 4.4. A) Pemirolast potasyum bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptorinin
baglanma bolgesi ile Pemirolast ilacinin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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Pemirolast ilacinin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.5°te verilmistir.

Pemirolast/Kollajen
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Sekil 4.5. Pemirolast’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi inhibisyon
grafikleri

Pemirolast ilaci kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda,
ortalama % 69,94 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 14,93
inhibisyon gdstermistir. 30 UM konsantrasyonda ise ortalama % 14,26 inhibisyon verirken,
10 uM konsantrasyonda ise herhangi bir inhibisyon gostermemistir. Pemirolast’in 100 uM

konsantrasyonda gosterdigi inhibisyon diisiik oldugu i¢in ICso ¢aligilmamustir.

Pemirolast ilac1 konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda,
ortalama % 5,01 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ise ortalama % 3,61

inhibisyon gostermistir.
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Pemirolast ilaci trombin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 6,79 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ise inhibisyon

gOstermemistir (% 0,41 inhibisyon).

Zolmitriptan

Zolmitriptan’in kimyasal yapis1 Sekil 4.6.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma bolgesi ile

yapisal etkilesimleri Sekil 4.6.B’de verilmistir.

z
I
ZT

A) /

B)

Sekil 4.6. A) Zolmitriptan bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptdriiniin baglanma
bolgesi ile Zolmitriptan ilacinin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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Zolmitriptan ilacinin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Zolmitriptan/Kollajen
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Sekil 4.7. Zolmitriptan’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi inhibisyon
grafikleri

Zolmitriptan ilact kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda

ortalama % 16,91 inhibisyon gosterirken, 100 puM konsantrasyonda ortalama % 1,64

inhibisyon gostermistir.

Zolmitriptan ilac1 konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna kars1 1 mM konsantrasyonda

ortalama % 2,27 inhibisyon ve 100 uM konsantrasyonda ise bir inhibisyon gdstermemistir

(% 0,89 inhibisyon).
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Zolmitriptan ilac1 trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 6,01 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ise hi¢bir inhibisyon

gostermemistir.
Brinzolamid

Brinzolamid’in kimyasal yapis1 Sekil 4.8.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma bolgesi ile

yapisal etkilesimleri Sekil 4.8.B’de verilmistir.
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B)

Sekil 4.8. A) Brinzolamid bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile Brinzolamid ilacinin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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Brinzolamid ilacinin konvalksinle, trombinle ve Sekil 4.9°da verilen kollajenle indiiklenen

platelet agregasyonu (zerine olan etkisi incelenmistir.

Brinzolamid/Kollajen
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Sekil 4.9. Brinzolamid’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi inhibisyon
grafigi

Brinzolamid ilaci kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda

ortalama % 93,26 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 38,51

inhibisyon gostermistir. 30 UM konsantrasyonda ortalama % 24,02 inhibisyon verirken, 10

MM konsantrasyonda ise ortalama % 6,58 inhibisyon gostermistir.

Brinzolamid ilac1 konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
inhibisyon gostermezken (% 0,25 inhibisyon), 100 uM konsantrasyonda da hichir

inhibisyon gostermemistir.

Brinzolamid ilacit trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM ve 100 puM

konsantrasyonlarda hicbir inhibisyon gostermemistir.
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Triklormetiyazid

Triklormetiyazid’in kimyasal yapisi Sekil 4.10.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.10.B’de verilmistir.
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Sekil 4.10. A) Triklormetiyazid bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptorinin
baglanma bolgesi ile Triklormetiyazid ilacinin gerceklestirdigi yapisal
etkilesimler
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Triklormetiyazid ilacinin konvalksinle, Sekil 4.11°de verilen kollajenle ve trombinle

indlklenen platelet agregasyonu iizerine olan etkileri incelenmistir.

Triklormetiyazid/Kollajen Triklormetiyazid/Trombin
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Sekil 4.11. Triklormetiyazid’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

Triklormetiyazid ilact kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 72,04 inhibisyon g0sterirken, 100 uM konsantrasyonda
ortalama % 29,46 inhibisyon gOstermistir. 30 UM konsantrasyonda ortalama % 19,17

inhibisyon verirken, 10 uM konsantrasyonda ise ortalama % 7,70 inhibisyon géstermistir.

Triklormetiyazid ilac1 konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM ve 100 uM

konsantrasyonlarda hicbir inhibisyon gostermemistir.

Triklormetiyazid ilact trombin indiikli platelet agregasyonuna karst 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 10,36 inhibisyon goésterirken, 100 uM konsantrasyonda ise

inhibisyon gostermemistir (% 0,72 inhibisyon).
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Okskarbazepin

Okskarbazepin’in kimyasal yapist Sekil 4.12.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.12.B’de verilmistir.

B)

Sekil 4.12. A) Okskarbazepin bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile Okskarbazepin ilacinin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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Okskarbazepin ilacinin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

tizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.13’te verilmistir.

Okskarbazepin/Kollajen Okskarbazepin/Konvalksin
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Sekil 4.13. Okskarbazepin’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

Okskarbazepin ilac1 kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 99,97 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 56,25
inhibisyon gdstermistir. Ancak, 30 pM konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon

gostermemistir.

Okskarbazepin ilaci konvalksin indikli platelet agregasyonuna karsi 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 97,10 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda

ortalama % 3,01 inhibisyon géstermistir.
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Okskarbazepin ilaci trombin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 19,23 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 4,09

inhibisyon gostermistir.
Aminofilin

Aminofilin’in kimyasal yapisi Sekil 4.14.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma bolgesi ile
yapisal etkilesimleri Sekil 4.14.B’de verilmistir.
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Sekil 4.14. A) Aminofilin bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bélgesi ile Aminofilin ilacinin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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Aminofilin ilacinin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

Uzerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.15. Aminofilin’in agonist indiiklii platelet agregasyonuna kars1 verdigi inhibisyon
grafikleri

Aminofilin ilac1 kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 57,07 inhibisyon gosterirken, 100 pM konsantrasyonda bir inhibisyon

gOstermemistir.

Aminofilin ilac1 konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna kars1 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 6,57 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 1,24

inhibisyon gostermistir.
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Aminofilin ilac1 trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 2,64 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda hicbir inhibisyon

gostermemistir.

Kimyasal bilesik veri taban1 Molport’ta yapilan tarama sonucu segilen bilesiklerin deney
kosullarinda final konsantrasyonlar1 1 mM ve 100 uM olacak sekilde kollajen (3 pg/ml) ,
konvalksin (50 ng/ml) ve trombin (0,1 U/ml) ile olusturulan platelet agregasyonu tzerine
olan etkileri incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Deney ortaminda, 1 mM
sekilde

konsantrasyonu olan 420 mM konsantrasyonda ¢oziiniirliik problemi yasandigindan bu

konsantrasyonda  olacak hazirlanan  bilesiklerin ~ bazilarinda  baslangig

maddeler i¢in agregasyon caligsmasi daha diisiik konsantrasyonlarda yapilmistir.

Cizelge 4.3. Molport veri tabanindan segilen bilesiklerin 1 mM ve 100 uM
konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri (C.P.: Cozlnurluk problemi)

Kollajen (3 pg/ml) Konvalksin(50 ng/ml) | Trombin (0,1 U/ml)

1 mM 100 uM 1mM 100 uM 1mM 100 uM

216043060 98,06+3,37 | 88,17+1,78 | 87,97£1,02 | 62,61+2,28 | 43,20+1,21 | 0,51%0,89
AE641/05538014 | 98,89+1,31 | 79,69+2,78 | 94,68+0,26 | 2,08+2,98 | 92,63+3,57 | 0,00%0,00
STK763609 99,49+0,40 | 76,12+2,43 | 62,23£1,92 | 0,41+0,71 | 35,84+1,67 | 6,79+2,05
1692506 89,75+£3,09 | 75,03+£2,26 | 93,19+2,30 | 74,41+3,03 | 83,04+2,53 | 78,04+0,37
Z851137174 | 92,41+4,79 | 64,37£1,03 | 17,88+3,13 | 0,45+0,77 | 0,00+£0,00 | 1,09+1,89
STK685501 76,94+1,34 | 59,21+0,51 | 32,15+0,35 | 3,06+4,32 | 16,72+1,00 | 0,54+0,94
7232636338 C.P. 77,56+2,10 C.P. 5,62+1,82 C.P. 0,00+0,00
AK778/43464987 CP. 81,54+1,02 C.P. 63,34+1,16 C.P. 19,51+3,60
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Cizelge 4.3. (devam) Molport veri tabanindan segilen bilesiklerin 1 mM ve 100 uM

konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri (C.P.: Cozunurlik problemi)

80378510 63,31+2,50 | 23,01+4,21 | 62,45+1,21 | 4,93+3,17 | 82,80+1,22 | 2,52+2,62
STK206687 CP. |91,04+149| CP. |5093+018| GCP. |7,612,52
1303833 CP. ]9639+177| CP. |9760:048| CP. |9259+4,58
STK908290 CP. [8002#210| CP. |3269+341| GCP. |4960+626
STK633709 CP. |7149:083| GCP. |252+252 C.P. |0,00+0,00
754670628 | 78,14+2,03 | 42,65+3,28 | 19,64+3,80 | 1,69+1,41 | 10,20£2,25 | 0,70+1,21
3F-042 CP. |4086+534| CP. |4,39+1,66 C.P. |766%3,03
1591532 500 uM | 4865508 | GP. |2594+391| GP. | 099171
81,60+2,00




76

216043060

716043060 bilesiginin kimyasal yapist Sekil 4.16.A’da ve GPVI reseptdriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.16.B’de verilmistir.

STV o

H
A) NH,

'LYs59 |
59
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B)

Sekil 4.16. A) Z16043060 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 216043060 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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216043060 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Z16043060 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri
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716043060 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 98,06 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 88,17
inhibisyon gostermistir. 30 pM konsantrasyonda ortalama % 49,58 inhibisyon verirken, 10
MM konsantrasyonda ortalama % 34,03 inhibisyon gostermistir. Ancak, 3 UM

konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon gostermemistir.

716043060 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 87,97 inhibisyon g0sterirken, 100 uM konsantrasyonda
ortalama % 62,61 inhibisyon vermistir. 30 uUM konsantrasyonda ortalama % 40,85
inhibisyon verirken, 10 pM konsantrasyonda inhibisyon goéstermemistir (% 0,77
inhibisyon).

716043060 bilesigi trombin indkli platelet agregasyonuna kars1 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 43,20 inhibisyon g0sterirken, 100 uM konsantrasyonda inhibisyon

gostermemistir (% 0,51 inhibisyon).
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AE641/05538014

AE641/05538014 bilesiginin kimyasal yapist Sekil 4.18.A’da ve GPVI reseptorinin
baglanma bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.18.B’de verilmistir.

0=8=00
N
N
A) H
B)

Sekil 4.18. A) AE641/05538014 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptorinin
baglanma bolgesi ile AE641/05538014 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal
etkilesimler
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AE641/05538014 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet

agregasyonu lizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. AE641/05538014 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi
verdigi inhibisyon grafikleri

AE641/05538014 bilesigi kollajen indiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 98,89 inhibisyon gostermistir. 100 uM konsantrasyonda ise
ortalama % 79,69 inhibisyon gosterirken, 30 UM konsantrasyonda ortalama % 56,92
inhibisyon, 10 uM konsantrasyonda % 15,43 inhibisyon, 1 pM konsantrasyonda % 6,52

inhibisyon gostermistir.

AE641/05538014 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 94,68 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda

ortalama % 2,08 inhibisyon gostermistir.
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AE641/05538014 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 92,63 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda hicbir

inhibisyon gostermemistir.

STK763609

STK763609 bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.20.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.20.B’de verilmistir.

LYS59

LEU62 SER44

B)

Sekil 4.20. A) STK763609 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile STK763609 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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STK763609 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. STK763609 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

STK763609 bilesigi kollajen indukli platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda

ortalama % 99,49 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 76,12

inhibisyon gdstermistir. 30 uM konsantrasyonda ortalama % 62,49 inhibisyon gosterirken,

10 uM konsantrasyonda ise ortalama % 9,86 inhibisyon géstermistir.

STK763609 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna kars1 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 62,23 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda

inhibisyon gostermemistir (% 0,41 inhibisyon).
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STK763609 bilesigi trombin indUkIi platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 35,84 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 6,79
inhibisyon gostermistir.

1692506

1692506 bilesiginin kimyasal yapist Sekil 4.22.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.22.B’de verilmistir.

B)

Sekil 4.22. A) 1692506 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 1692506 bilesiginin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler
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1692506 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet agregasyonu

tizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.23°te verilmistir.
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Sekil 4.23. 1692506 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna kars1 verdigi
inhibisyon grafikleri
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1692506 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 89,75 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 75,03
inhibisyon gostermistir. 15 UM konsantrasyonda ortalama % 74,31 inhibisyon verirken, 10
MM konsantrasyonda ortalama % 25,43 inhibisyon ve 3 uM konsantrasyonda ortalama %

1,03 inhibisyon gostermistir.

1692506 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 93,19 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 74,41
inhibisyon, 10 pM konsantrasyonda % 17,92 inhibisyon ve 3 pM konsantrasyonda ise %
4,90 inhibisyon gostermistir.

1692506 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM Kkonsantrasyonda
ortalama % 83,04 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 78,04
inhibisyon, 30 uM konsantrasyonda % 47,90 inhibisyon ve 10 uM konsantrasyonda ise %
16,88 inhibisyon gostermistir. 3 UM konsantrasyonda ortalama % 7,03 inhibisyon

gosterirken, 1 uM konsantrasyonda ise inhibisyon gostermemistir.
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7851137174

7851137174 bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.24.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.24.B’de verilmistir.

\ ,NHZ

B)

Sekil 4.24. A) Z851137174 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 2851137174 bilesiginin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler
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7851137174 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indtklenen platelet agregasyonu

tizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.25°te verilmistir.
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Sekil 4.25. 7851137174 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karst verdigi
inhibisyon grafikleri

7851137174 bilesigi kollajen indukli platelet agregasyonuna karsi 1 mM konsantrasyonda

ortalama % 92,41 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 64,37

inhibisyon gostermistir. 70 pM konsantrasyonda ortalama % 35,05 inhibisyon verirken, 30

MM Kkonsantrasyonda ise ortalama % 6,48 inhibisyon gostermistir.

7851137174 bilesigi konvalksin indiikli platelet agregasyonuna karst1 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 17,88 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda

inhibisyon gostermemistir (% 0,45 inhibisyon).
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2851137174 bilesigi trombin indUkli platelet agregasyonuna karst 1 mM ve 100 uM (1,09)

konsantrasyonlarda inhibisyon gostermemistir.

STK685501

STK685501 bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.26.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.26.B’de verilmistir.

B)

Sekil 4.26. A) STK685501 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile STK685501 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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STK685501 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. STK685501 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

STK685501 bilesigi 1 mM konsantrasyonda kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karsi
ortalama % 76,94 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 59,21
inhibisyon gostermistir. 30 UM konsantrasyonda ortalama % 31,93 inhibisyon verirken, 10

MM konsantrasyonda ortalama % 6,44 inhibisyon g0stermistir.

STK685501 bilesigi  konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 32,15 inhibisyon gdsterirken, 100 uM konsantrasyonunda

ortalama % 3,06 inhibisyon g0stermistir.
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STK685501 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 16,72 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda inhibisyon

gOstermemistir (% 0,54 inhibisyon).

2232636338

7232636338 bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.28.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.28.B’de verilmistir.
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Sekil 4.28. A) 7232636338 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 2232636338 bilesiginin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler
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7232636338 bilesiginin  konvalksinle, trombinle ve Sekil 4.29°da verilen kollajenle

indiiklenen platelet agregasyonu iizerine olan etkileri incelenmistir.
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Sekil 4.29. 7232636338 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafigi

7232636338 bilesigi  kollajen indukli platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda ortalama olarak % 77,56 inhibisyon gosterirken, 30 uM konsantrasyonda
ortalama % 39,42 inhibisyon, 10 pM konsantrasyonda % 18,90 inhibisyon ve 1 uM

konsantrasyonda % 10,73 inhibisyon gostermistir.

7232636338 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM

konsantrasyonda ortalama % 5,62 inhibisyon gostermistir.

7232636338 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM

konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon gostermemistir.
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AK778/43464987

AK778/43464987 bilesiginin kimyasal yapist Sekil 4.30.A’da ve GPVI reseptorunin
baglanma bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.30.B’de verilmistir.

_\VAL52|

B)

Sekil 4.30. A) AK778/43464987 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptorinin
baglanma bolgesi ile AK778/43464987 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal
etkilesimler
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AK778/43464987 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet

agregasyonu lizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31. AK778/43464987 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi
verdigi inhibisyon grafikleri

AKT778/43464987 bilesigi Kollajen indiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM

konsantrasyonda ortalama % 81,54 inhibisyon gosterirken, 30 pM konsantrasyonda

ortalama % 46,62 inhibisyon ve 10 uM konsantrasyonda % 9,92 inhibisyon gostermistir.

AK778/43464987 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 63,34 inhibisyon gosterirken, 30 pM konsantrasyonda
ortalama % 21,20 inhibisyon, 10 uM konsantrasyonda % 7,28 inhibisyon gostermistir. 3

MM konsantrasyonda ise herhangi bir inhibisyon gostermemistir.
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AK778/43464987 bilesigi trombin indukli platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 19,51 inhibisyon ve 30 uM konsantrasyonda ise % 3,10

inhibisyon gostermistir.

80378510

80378510 bilesiginin kimyasal yapisi Sekil 4.32.A’da ve GPVI reseptoriniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.32.B’de verilmistir.

B)

Sekil 4.32. A) 80378510 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriinin baglanma
bolgesi ile 80378510 bilesiginin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler
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80378510 bilesiginin Kkollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

tizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.33°te verilmistir.
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Sekil 4.33. 80378510 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

80378510 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 63,31 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 23,01

inhibisyon ve 30 uM konsantrasyonda ise ortalama % 8,71 inhibisyon g0stermistir.

80378510 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna kargt 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 62,45 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 4,93

inhibisyon gostermistir.
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80378510 bilesigi trombin indiikli platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 82,80 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 2,52

inhibisyon gostermistir.

STK206687

STK206687 bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.34.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.34.B’de verilmistir.
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B)

Sekil 4.34. A) STK206687 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile STK206687 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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STK206687 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet agregasyonu

tizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.35°te verilmistir.
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Sekil 4.35. STK206687 bilesiginin agonist indukll platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

STK206687 bilesigi kollajen indiikli platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 91,04 inhibisyon gosterirken, 30 pM konsantrasyonda
ortalama % 82,09 inhibisyon, 15 pM konsantrasyonda % 60,07 inhibisyon, 10 uM
konsantrasyonda % 31,76 inhibisyon, 3 UM konsantrasyonda % 20,12 inhibisyon, 1 uM
konsantrasyonda % 20,48 inhibisyon, 0,3 uM konsantrasyonda % 15,98 inhibisyon, 0,1
MM konsantrasyonda % 13,75 ve 0,001 pM konsantrasyonda ise % 4,87 inhibisyon

gostermistir.
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STK206687 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 50,93 inhibisyon, 30 puM konsantrasyonda % 32,52
inhibisyon ve 10 pM konsantrasyonda % 13,88 inhibisyon g0sterirken, 1 uM

konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon géstermemistir.

STK206687 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda % 7,61 inhibisyon gosterirken, 30 UM konsantrasyonda ise inhibisyon

gostermemistir (% 0,48 inhibisyon).
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1303833

1303833 bilesiginin kimyasal yapisi Sekil 4.36.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.36.B’de verilmistir.

A)

B)

Sekil 4.36. A) 1303833 bilesiginin kimyasal yapist. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 1303833 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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1303833 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indlklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.37°de verilmistir.
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Sekil 4.37. 1303833 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri



101

1303833 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna kars1 100 UM konsantrasyonda
ortalama % 96,39 inhibisyon gosterirken, 30 UM konsantrasyonda ortalama % 83,98
inhibisyon, 10 uM konsantrasyonda ortalama % 78,58 inhibisyon, 5 uM konsantrasyonda
% 73,15 inhibisyon ve 1 UM konsantrasyonda ise % 49,20 gostermistir. Ancak 0,1 puM

konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon gostermemistir.

1303833 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karsi 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 97,60 inhibisyon gosterirken, 30 UM konsantrasyonda %
99,47 inhibisyon gostermistir. 10 UM konsantrasyonda ortalama % 72,47 inhibisyon
verirken, 7 UM konsantrasyonda ortalama % 47,02 inhibisyon, 5 uM konsantrasyonda %

29,03 inhibisyon ve 1 uM konsantrasyonda ise % 2,86 inhibisyon gdstermistir.

1303833 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna kars1 100 pM konsantrasyonda
ortalama % 92,59 inhibisyon gosterirken, 50 uM konsantrasyonda % 42,11 ve 30 uM

konsantrasyonda % 3,11 inhibisyon gdstermistir.
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STK908290

STK908290 bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 4.38.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.38.B’de verilmistir.

|LYS59

B)

Sekil 4.38. A) STK908290 bilesiginin kimyasal yapist. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile STK908290 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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STK908290 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

Uzerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.39°da verilmistir.
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Sekil 4.39. STK908290 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna kars1 verdigi
inhibisyon grafikleri



104

STK908290 bilesigi kollajen indikli platelet agregasyonuna karsi 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 80,02 inhibisyon, 10 puM konsantrasyonda % 77,49
inhibisyon, 1 puM konsantrasyonda % 73,45 inhibisyon, 0,5 pM konsantrasyonda % 58,31
inhibisyon, 0,1 puM konsantrasyonda % 11,45 inhibisyon ve 0,01 uM konsantrasyonda ise
% 8,91 inhibisyon gostermistir.

STK908290 bilesigi konvalksin indiikli platelet agregasyonuna karsi 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 32,69 inhibisyon verirken, 30 uM konsantrasyonda ortalama

% 27,62 ve 10 uM konsantrasyonda ise % 5,59 inhibisyon gostermistir.

STK908290 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 500 pM
konsantrasyonda ortalama % 88,80 inhibisyon, 200 uM konsantrasyonda ortalama % 88,78
inhibisyon, 100 pM konsantrasyonda ortalama % 49,60 inhibisyon, 30 uM
konsantrasyonda % 27,24 inhibisyon, 10 pM konsantrasyonda % 13,08 inhibisyon
gosterirken, 1 uM konsantrasyonda hicbir inhibisyon gostermemistir.
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STK633709

STK633709 bilesiginin kimyasal yapist Sekil 4.40.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.40.B’de verilmistir.

O
L O
N
LY
N7
N
A) =
B)

Sekil 4.40. A) STK633709 bilesiginin kimyasal yapist. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile STK633709 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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STK633709 bilesiginin  konvalksinle, trombinle ve Sekil 4.41°de verilen Kkollajenle

induklenen platelet agregasyonu tizerine olan etkileri incelenmistir.

STK633709/Kollajen
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Sekil 4.41. STK633709 bilesiginin agonist indiiklii platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafigi

STK633709 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 71,49 inhibisyon gosterirken, 30 uM konsantrasyonda
ortalama % 47,52 inhibisyon, 10 puM konsantrasyonda % 35,17 inhibisyon, 0,1 pM
konsantrasyonda % 23,13 inhibisyon, 0,01 uM konsantrasyonda % 15,45 inhibisyon ve 1

nM konsantrasyonda % 0,30 inhibisyon gostermistir.

STK633709 bilesigi konvalksin indiikli platelet agregasyonuna karsi 100 pM

konsantrasyonda % 2,52 inhibisyon gostermistir.

STK633709 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM

konsantrasyonlarda hicbir inhibisyon gostermemistir.
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254670628

Z54670628 bilesiginin kimyasal yapist Sekil 4.42.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.42.B’de verilmistir.
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Sekil 4.42. A) Z54670628 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 254670628 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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Z54670628 bilesiginin kollajen, konvalksin ve trombinle indiiklenen platelet agregasyonu

iizerine olan etkileri incelenmis ve Sekil 4.43’te verilmistir.
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Sekil 4.43. Z54670628 bilesiginin agonist indukli platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

754670628 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 78,14 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 42,65
inhibisyon gostermistir. 30 pM konsantrasyonda ortalama % 32,45 inhibisyon verirken, 1
MM konsantrasyonda ise ortalama % 17,30 inhibisyon gostermistir. Ancak 0,1 pM

konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon géstermemistir.

754670628 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM
konsantrasyonda ortalama % 19,64 inhibisyon ve 100 pM konsantrasyonda ise % 1,69

inhibisyon gostermistir.
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Z54670628 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 1 mM konsantrasyonda
ortalama % 10,20 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda inhibisyon

gostermemistir (% 0,70 inhibisyon).

3F-042

3F-042 bilesiginin kimyasal yapisi Sekil 4.44.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.44.B’de verilmistir.

Sekil 4.44. A) 3F-042 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma bolgesi
ile 3F-042 bilesiginin gerceklestirdigi yapisal etkilesimler
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3F-042 bilesiginin konvalksinle, trombinle ve Sekil 4.45°te verilen kollajenle indiiklenen

platelet agregasyonu iizerine olan etkileri incelenmistir.
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Sekil 4.45. 3F-042 bilesiginin agonist indUkli platelet agregasyonuna karst verdigi
inhibisyon grafigi

3F-042 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karsi 100 uM konsantrasyonda
ortalama % 40,86 inhibisyon gosterirken, 30 UM konsantrasyonda ortalama % 20,52

inhibisyon ve 10 uM konsantrasyonda ise ortalama % 11,51 inhibisyon gostermistir.

3F-042 bilesigi konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 pM konsantrasyonda

ortalama % 4,39 inhibisyon gostermistir.

3F-042 bilesigi trombin indiiklii platelet agregasyonuna karst 100 uM konsantrasyonda

ortalama % 7,66 inhibisyon gostermistir.
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1591532

1591532 bilesiginin kimyasal yapisi Sekil 4.46.A’da ve GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile yapisal etkilesimleri Sekil 4.46.B’de verilmistir.
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Sekil 4.46. A) 1591532 bilesiginin kimyasal yapisi. B) GPVI reseptoriiniin baglanma
bolgesi ile 1591532 bilesiginin gergeklestirdigi yapisal etkilesimler
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1591532 bilesiginin trombinle, Sekil 4.47°de verilen kollajenle ve konvalksinle induklenen

platelet agregasyonu iizerine olan etkileri incelenmistir.
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Sekil 4.47. 1591532 bilesiginin agonist indikli platelet agregasyonuna karsi verdigi
inhibisyon grafikleri

1591532 bilesigi kollajen indiiklii platelet agregasyonuna karst 500 pM konsantrasyonda
ortalama % 81,60 inhibisyon gosterirken, 100 uM konsantrasyonda ortalama % 48,65

inhibisyon ve 30 uM konsantrasyonda % 6,93 inhibisyon gostermistir.

1591532 bilesigi konvalksin indiikli platelet agregasyonuna karst 100 pM
konsantrasyonda ortalama % 25,94 inhibisyon gosterirken, 30 pM konsantrasyonda
ortalama % 11,54 inhibisyon gostermistir. Ancak, 10 uM konsantrasyonda herhangi bir

inhibisyon gostermemistir.

1591532 bilesigi trombin indiikli platelet agregasyonuna karst 100 pM konsantrasyonda

inhibisyon gostermemistir (% 0,99 inhibisyon).
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FDA onayl ilaglardan ve kimyasal veri tabani Molport’dan segilen ve Kkollajen,
konvalksin ve trombin ile induklenen platelet agregasyonu Uzerine inhibitor etkileri
degerlendirilen bilesiklerden 100 pM’da giiglii inhibitdr etkisi gozlenenlerin ICso
degerlerini belirlemek {izere yapilan ¢alisma sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.4°te ve
Sekil 4.48.(devam) FDA onayl ilaglarin ICso grafikleri Cizelge 4.5te, grafikler ise Sekil
4.48’de ve Sekil 4.49°da verilmistir.

Cizelge 4.4. FDA onayl ilaglarin ICso degerleri

I1Cso degeri (LM)
Kollajen Konvalksin Trombin
Losartan 29,76 106,0 -
Brinzolamid 165,9 - -
Triklormetiyazid 233,4 - -
Okskarbazepin 93,61 - -
Losartan-Kollajen Losartan-Konvalksin
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Sekil 4.48. FDA onayli ilaglarin ICso grafikleri
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Sekil 4.48.(devam) FDA onayl ilaglarin ICso grafikleri



Cizelge 4.5. Kimyasal veri tabani1 Molport bilesiklerinin ICso degerleri
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I1Cso degeri (LM)
Kollajen Konvalksin Trombin
216043060 19,38 17,18 -
AE641/05538014 29,86 - -
STK763609 28,90 - -
1692506 11,19 31,27 24,04
/7851137174 80,51 - -
STK685501 43,55 - -
7232636338 77,19 - -
AKT778/43464987 44,15 60,14 -
80378510 236,6 - -
STK206687 18,52 49,98 -
1303833 1,01 7,24 51,74
STK908290 0,35 195,2 81,38
STK633709 25,94 - -
754670628 87,97 - -
1591532 150,6 - -




116

216043060-Kollajen 216043060-Konvalksin

1001 1001

©
o
1

801

o
o
1

601

~
o
1

401

% Inhibisyon
L ]
Inhibisyon (% )

Ny
o
1

201

S
-
ro
w
~
S
-
o
w

Log Konsantrasyon (pM) Log Konsantrasyon (pM)

AE641/05538014-Kollajen

100 [}
80
60 Py

40

Inhibisyon (%)

20
$

Log Konsantrasyon (uM)

STK763609-Kollajen

1001

©
o
1

o
o
1
L]

Inhibisyon (%)
=~
=Y
1

o
o
1

)
-
N
w
~

Log Konsantrasyon (pM)

Sekil 4.49. Kimyasal veri taban1 Molport bilesiklerinin ICso grafikleri
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Sekil 4.49.(devam) Kimyasal veri taban1 Molport bilesiklerinin ICso grafikleri
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Sekil 4.49.(devam) Kimyasal veri taban1 Molport bilesiklerinin ICso grafikleri
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Sekil 4.49.(devam) Kimyasal veri taban1 Molport bilesiklerinin ICso grafikleri
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Sekil 4.49.(devam) Kimyasal veri taban1 Molport bilesiklerinin ICso grafikleri
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5. TARTISMA

Plateletler hemostazi saglamada ve tromboz olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Normal
fizyolojik sartlarda plateletler hemostazi siirdiiriirken, asir1 platelet aktivasyonu pihti
olusumuna neden olarak yasami tehdit edebilmektedir. Bir vaskuler hasar meydana
geldiginde, hasarli bolgede olusan kan kaybini durdurabilmek igin tikag olusturan
plateletler kardiyovaskiiler hastali§i olan veya risk tasiyan bireylerde kan damarlarim
kolayca tikayarak beyin, kalp gibi hayati 6neme sahip organlarin enfarktlisiine veya
iskemiye yol agabilmektedir. Bu nedenle fizyolojik hemostazi bozmayan iskemik
kardiyovaskiiler hastaliklart kontrol altina alabilecek yeni etken maddelere ihtiyac
duyulmaktadir. Ideal antiplatelet ilag; vaskiiler hastaliklarda trombojenik platelet kaynakli
mekanizmalar1 spesifik olarak inbibe ederken plateletlerin yara iyilesmesindeki normal

fonksiyonlarin1 ve hemostazi engellememelidir.

Giliniimiizde antiplatelet tedavi amacgli kullanilan ilaglar, vaskiiler hastaliklar1 azaltmada
etkili olmakla birlikte en 6nemli istenmeyen etkileri hayati tehdit edebilecek kanama riski
olusturmalaridir. Bu nedenle, trombus blyumesini 6nleyen ve kanama riskini arttirmayan

antiplatelet ajanlar1 gelistirme ¢alismalari halen devam etmektedir [151].

Platelet reseptorlerinden major kollajen reseptorii olan GPVI'nin; sadece plateletlerde ve
platelet prekiirsorii megakaryositlerde eksprese olmasi, deneysel olarak GPVI’nin bloke
edilmesinin veya genetik olarak eksikliginin major kanama komplikasyonlarina sebebiyet
vermeksizin patolojik trombiis olusumunu Onemli Olgiide azaltmasi ve ayrica GPVI
reseptoriiniin plateletlere bagli enflamatuvar siireclerde onemli bir diizenleyici olmasi
GPVI reseptoriinii  kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesinde ve tedavisinde gucli ve

guvenli bir antitrombotik hedef haline getirmistir [5].

Plateletler, subendotelyal matrikse adezyon esnasinda, spesifik adezif glikoproteinler
uzerinden ekstraseliiler matriks proteinleri ile etkilesmektedirler. GPVI ve kollajen
etkilesimi, platelet adezyon ve aktivasyonunun ilk agamasi oldugu igin giincel ilaclara
kiyasla GPVI hedefli ilaglar ile tromboz olusumuna daha erken sathada miidahale imkan1
olabilecektir [37]. Tim bu nedenlerden dolay1, yeni antiplatelet ajanlar gelistirme amaciyla

GPVI reseptorl giiclii ve giivenli bir potansiyel farmakolojik hedef olmaktadir.
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Son zamanlardaki caligmalar, GPVI-kollajen etkilesimini engelleme amaci giliden
stratejilerin giiglendigini gostermektedir. Gunimuzde ilag olarak piyasada mevcut bir
GPVI reseptor antagonisti bulunmamaktadir. GPVI reseptorini hedef alan ve Faz II
calismast devam eden tek aday bilesik; GPVI agonisti olan kollajenin baglanmasinm
engelleyen Fc flizyon proteini olan Revasept’tir. En az diger bilinen antiplatelet ilaclar
kadar etkili olan Revasept, endotelyal lezyonlarda agiga ¢ikan kollajenin reseptore
baglanmasin1 engelledigi icin akut vaskiiler hastaliklari ¢ok erken basamakta

engelleyebilmektedir [118,123,124].

Losartan ise GPVI inhibitorii olarak tanimlanan ilk kiigiik molekiildiir [152]. Daha sonra,
losartandan daha gucli GPVI antagonistleri olarak sentetik  2,3-disubstitiie
tetrahidropirido(3,4-b)indol bilesikleri gelistirilmistir [147].

Peptid olmayan anjiyotensin Il tip 1 reseptdr antagonisti olan losartan, bircok Ulkede
hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Daha 6nceki ¢aligmalarda, kalp yetmezligi
olan hastalara hem akut, hem de kronik dozda oral yolla verilen losartanin olumlu
hemodinamik etkisi oldugu gosterilmis ve ayrica, ani kardiyak dliimleri azaltmasi oldukca
dikkat ¢ekmistir [153]. Ani kardiyak oltmler genellikle mural trombis denilen damar
duvarina tutunan trombiis ile iliskili oldugu i¢in [154] arastirmacilar losartanin antiplatelet
etkisine yonelmistir. Buna yonelik yapilan bir ¢alismada, losartanin TxA2 reseptor
antagonisti oldugu gosterilmistir [155]. Daha sonra, losartanin platelet GPVI reseptorini
inhibe ederek platelet adezyonunu ve agregasyonunu engelledigi [156] bulunmus ve
losartanin  GPVI’ya baglanmasi NMR spektroskopisi ve in silico yontemlerle
aydinlatilmistir [144]. GPVI reseptori Uzerine olan inhibitor etkisinin TxA2 reseptorine
olan inhibitor etkisinden daha giiglii oldugu [152] ve bu etkiyi GPVI kiimelenmesini
engelleyerek yaptig1 [157] gosterilmistir. Trombiis modeli olusturulup losartan uygulanan
fare c¢alismasinda antiplatelet aktivite degerlendirildiginde, losartanin trombiise bagl
damar tikanikligimi geciktirdigi bildirilmistir [158]. Losartanin GPVI ile etkilesimlerine
bakildiginda; yapisindaki 1) tetrazol halkasiyla GPVI reseptoriiniin arginin 46 amino asidi
pi-pi etkilesimi yapmakta oldugu, 2) imidazol halkasina bagli hidroksili ise, GPVI
reseptorindn lizin 59 amino asidiyle H bagi kurmakta oldugu ve H bag alicis1 gorevi
gordiigii anlagilmaktadir. Bu etkilesimler nedeniyle, kollajen (ICso 29,76 pM) ve
konvalksin (1Cso 106,0 uM) indiiklii platelet agregasyonuna karst yiksek bir inhibisyon

gOstermigtir. Ayrica, uygulanan metoda gore yayinlanmis makalelerde Losartan’in
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inhibisyon degerinin farklilik gostermesi; plazmada bulunan platelet sayisinin ¢ok daha
altinda bir konsantrasyonda plateletlerin deney ortamina verilmesi ve indikleyicilerin ¢ok
daha diisiik bir final konsantrasyonda deney ortaminda kullanilmas1 gibi deney prosediirii

farkliligindan kaynaklanmaktadir [147,152].

GPVI reseptori hedefli antagonist kesfine yonelik ¢alismalardan yola ¢ikilarak sanal
tarama yontemi yardimiyla tasarlanip sentezlenen 2,3-dislibstitlie tetrahidropirido(3,4-
b)indol bilesigi, kollajen ve diger GPVI resept6ri agonistleri tarafindan indiiklenen platelet
agregasyonunu inhibe etmektedir [147]. Bu yeni antagonistin de GPVI ile olan
etkilesimlerine bakildiginda; yapisinda bulunan 1) siilfiiriin bir oksijeni H bag1 vericisi
olarak davranarak GPVI reseptorinun tirozin 66 amino asidiyle H bagi kurmakta, 2)
pirido-indol halkasina bagli amino grubu da, H bag: vericisi olarak davranarak GPVI
reseptdriinin 6sin 39 amino asidiyle H bagi kurmakta ve yine bu halkaya bagl karbonil
grubunun oksijeni GPVI reseptorinin arginin 46 amino asidiyle H bagi kurarak H bag

vericisi gorevi gormektedir.

Tum bu bilgiler cergevesinde, bu tez kapsaminda molekiler modelleme sonucu docking
skorunun yiiksekligine ve molekillerin benzer etkilesim gosterme durumuna gore
degerlendirilerek secilen yedi FDA onayli ilag ve Molport’tan segilmis onalti bilesigin
kollajen, konvalksin ve trombin agonistleri ile ayr1 ayr1 indiiklenen platelet agregasyonu
tizerine inhibitor etkileri incelenmistir. Fibroz kollajenin yani sira, GPVI fonksiyonunun
calisilmasinda iki spesifik agonist kullanilmaktadir. Bunlardan sentetik ticlii helikal
kollajen-iliskili peptid olan CRP’nin sentezinin zaman almasi ve maliyetinin yiksek olmasi
nedeniyle tez kapsaminda multimerik C-tipi lektin benzeri toksin olan konvalksin GPVI

spesifik agonist olarak kullanilmstir.

FDA onayl bilesiklerden secilen antialerjik ilag Pemirolast’in platelet aktive edici faktor
(PAF) indikli  platelet agregasyonunu ve aymi zamanda  PAF-indukli
bronkokonstriksiyonu inhibe ettigi daha 6nce bildirilmistir [159]. Bir baska c¢alismada ise,
mediadan intimaya diiz kas hiicrelerin gog¢iinii engelleyerek intimanin kalinlagsmasini
onledigi gosterilmistir [160]. Ayrica, Pemirolast’in muhtemelen neointimal hiperplaziyi
inhibe etmesinden dolay, stent yerlestirilmesinden sonra restenoza karsi 6nleyici bir etkisi
bulunmaktadir [161]. Bu ¢alismalarin tizerine, bu ilacin GPVI resept6ri tizerinden platelet

agregasyonuna olan etkisi arastirilmaya karar verilmistir. Yapi-etkilesim durumuna
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bakildiginda, Pemirolast’in yapisinda bulunan pirimidin halkasina bagli karbonil grubu
GPVI reseptoriinin serin 44 amino asidi ile H bagi yaptigi goriilmektedir. Bu tek etkilesim
guclu bir baglanmay1 saglayamamis olabilir ve inhibisyon yaratmaya yeterli olamayip

platelet agonistlerine kars1 diisiik bir inhibisyon vermistir.

Akut migren tedavisi gorenlerde inme ve miyokard enfarktls insidansinin artmasindan
hareketle, migren tedavisinde kullanilan ilaglarin eritrosit ve platelet reaktivitesi lizerine
etkisinin degerlendirildigi ¢aligmada triptan grubu ilaglarin platelet reaktivitesini
artttrmadig1 bildirilmistir [162]. Bu sebeple, FDA onayli serotonin reseptdr agonisti
Zolmitriptan’in GPVI reseptorii lizerinden platelet agregasyonuna olan etkisi agisindan
bakildiginda, ilacin oksazolidin halkasina bagli karbonil grubunun GPVI reseptorinin
serin 43 ve lizin 41 amino asitleriyle, amino grubunun glutamin 48 ile ve indol
halkasindaki amin grubunun arginin 46 ile H bag1 yaptigi, indoldeki benzenin arginin 46
ile katyon-n ve  — 7 etkilesimleri goriillmesine ragmen, in vitro ortamda GPV1 reseptdriine
baglanmama veya anlik baglanma ihtimalinden dolay1, platelet agonistlerine kars1 diisiik

bir inhibisyon goézlemlenmistir.

Intraokiiler basinci diisiiren karbonik anhidraz inhibitorii Brinzolamid’in GPVI reseptor(i
tizerinden platelet agregasyonuna olan etkisi arastirildiginda ise, yapisindaki oksijen GPVI
reseptoriindn lizin 41 amino asidi ile, sulfurtin oksijeni tirozin 66 ile, amino grubu arginin
46 ile ve siilfonamidin amino grubu glutamin 48 ile H bagi, tiyofen halkasi arginin 46 ile
katyon-n ve m- m etkilesimleri yapmakta ve bu da kollajen agonisti induklu platelet
agregasyonuna karsi bir inhibisyonu saglamaktadir (ICso 165,9 pM). Kollajen ve
konvalksinin reseptore baglanma bolgeleri her ne kadar ortiisen ve benzer rezidiileri igerse
de kollajen ve konvalksinin baglanma bolgelerinin farkli 6zellikler gosterebilecegi [163]
g6z oniinde bulunduruldugunda konvalksin indiiklii platelet agregasyonuna karsi giiclii bir
inhibisyon vermeyisinin nedenini agiklayabilir. Giiglii bir platelet agregasyon agonisti olan
trombine karst da bir inhibisyon gostermeyisi bu ilacin kollajen agonistine spesifik

olabilme potansiyeli tagidigini diisiindiirmektedir.

FDA onayli olan diiiretik ilag Triklormetiyazid’in, hipertansif ratlarda kardiyak hipertrofiyi
azalttign bildirilmistir [164]. GPVI reseptoriiyle iligkili platelet agregasyonuna etkisi
incelendiginde, etkilesim olarak yapisinda bulunan tiyadiazin halkasindaki amin grubu

GPVI reseptoriinun glutamin 48 amino asidi ile ve bu halkadaki kiikiirde bagli oksijen
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tirozin 66 ile H bagi yapmaktadir. Etkilesimlerin azligina ve yapmin da kiigiik olmasina
bagli olarak ilacin GPVI'nin genis baglanma bdlgesinde tutunamamasi kollajen indiiklii

agregasyonu iizerinde ¢ok gii¢lii olmayan bir inhibisyon olusturmasini agiklamaktadir (I1Cso
233,4 uM).

Epilepsi tedavilerinde kullanilan FDA onayli Okskarbazepin ilacinin GPVI reseptorii ile
iliskisine bakildiginda yapilan sanal taramada, ilacin yapisinda bulunan azepine bagh
karboksamitteki oksijen GPVI reseptorinin arginin 46 amino asidi ile, karboksamitteki
amino grubunun glutamin 48 ve yine azepine bagli karbonil grubunun tirozin 66 ile H bagi
yaptig1 goriilmektedir. Yeni antagonistle benzer etkilesimler gosteren Okskarbazepin bu
etkilesimler sayesinde kollajen (ICso 93,61 pM) ve konvalksin agonistlerinin olusturdugu
platelet agregasyonuna kars1 1 mM konsantrasyonda giiclii bir inhibitor gibi davranip doza
bagimli olarak etkisini gostermistir. Giiglii platelet agonisti trombine karst énemli bir
inhibisyon gostermeyisi antiplatelet etkisini GPVI reseptorii iizerinden gosterdigini

dogrular niteliktedir.

Aminofilin astim gibi akciger hastaliklarin1 tedavi etme amaciyla kullanilan bir
bronkodilatér FDA ilacidir. Nonselektif fosfodiesteraz inhibitdrii ve adenozin reseptor
antagonisti olan Aminofilin’in GPVI reseptorii iizerinden kollajen indUkli platelet
agregasyonuna olan etkisi incelendiginde, yapisinda bulunan plrindeki amin grubu GPVI
reseptOriiniin arginin 46 amino asidi ve piirine bagli karbonil grubu serin 44 ile H bagi
yapmaktadir. Ancak, bu ila¢ kiigiik yapida oldugu i¢in GPVI baglanma bdolgesine
muhtemelen gucli baglanamadigi i¢in 1 mM konsantrasyonda kollajen indiiklii platelet
agregasyonu disinda diger agonistlerin olusturdugu agregasyona karsi énemli derecede bir

inhibisyon gdstermemistir.

216043060 bilesiginin yapisindaki benzen halkast GPVI reseptoriiniin arginin 46 amino
asidi ile katyon-z etkilesimi, imidazol halkasina bagli H bag vericisi amino grubu ile GPVI
reseptorindn 16sin 39 amino asidi H bag1 ve yapidaki karbonil grubunun oksijeni H bag
vericisi olarak davranarak GPVI reseptorinun tirozin 66 amino asidi ile H bagi
yapmaktadir. Bu bilesik yeni antagoniste benzer etkilesimler gosterdigi icin GPVI
reseptorli agonistlerine karst inhibisyon olusturmaktadir. Z16043060 bilesigi GPVI

reseptoriinin kollajen agonisti ile indlklenen agregasyona karst anlamli olarak yiiksek bir
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inhibisyon gostermistir. 1Cso 19,38 pM bulunmustur. Kollajenin ve konvalksinin GPVI
reseptoriine baglanma bolgeleri gesitli ortak Ozellikler gostermesi [147,163] sebebiyle
GPVI reseptorinin spesifik agonisti konvalksin ile indiiklenen agregasyona karsi anlamli
olarak yiiksek bir inhibisyon goéstermistir. ICso 17,18 uM bulunmustur. Cok glcli platelet
agonisti olan trombine karsi ise ancak 1 mM gibi yuksek konsantrasyonda % 43,20
inhibisyon gosterirken, 100 pM gibi diisik konsantrasyonda etkili bir inhibitor
olamamustir. Dolayisiyla, tim bunlar Z16043060 bilesiginin kollajen ile yarisarak NMR
yontemiyle GPVI reseptoriine baglandigi kanitlanan losartan inhibitori [144] ve indol
tirevi olan yeni GPVI antagonisti baz alinarak yapilmis sanal tarama hipotezini
glclendirerek platelet agregasyonuna karsi inhibitor etkisini oncelikle GPVI reseptdrii

tizerinden gerceklestirdigini dogrular niteliktedir.

AE641/05538014 bilesiginin yapisinda bulunan siilfiirin bir oksijeni H bagi alicis1 olarak
davranarak GPVI reseptdriinin tirozin 66 amino asidiyle H bag:i kurmakta, kKinoksalin
halkasindaki benzen de GPVI reseptoriiniin arginin 46 amino asidiyle katyon-n etkilesimi
ve bu amino asit bilesigin karboksamit yapisindaki oksijen ve amino grubu ile H bagi, son
olarak da kinoksalindeki amin GPVI reseptorunin glutamin 48 amino asidiyle H bagi
yapmaktadir. Bu etkilesimler sayesinde inhibisyon s6z konusudur. AE641/05538014
bilesigi GPVI reseptoriiniin kollajen agonisti ile indiiklenen agregasyona karsi anlamli
olarak yiiksek bir inhibisyon gostermistir. ICso 29,86 uM bulunmustur. GPVI
agonistlerinin (kollajen, konvalksin, CRP) GPVI reseptoriine baglanma bolgeleri gesitli
ortak ozellikler igerdigi gibi, bu agonistlerin ligandlarla spesifik etkilesimleri i¢in istenilen
rezidileri farkli da olabilmektedir [147,163]. GPVI reseptoriiniin diger agonisti
konvalksine karst da 1 mM konsantrasyonunda oldukca yiiksek (% 94,68) inhibisyon
goOsterirken doza bagimli olarak etkisini siirdirmektedir. Bu veriler, AE641/05538014
bilesiginin platelet agregasonuna karsi inhibitor etkisinin oncelikli olarak kollajen iliskili

GPVI sinyalizasyonu Uzerinden oldugunu gosteren niteliktedir.

STK763609 bilesiginin yapisindaki H bag alicisi nitril ile GPVI reseptoriniin tirozin 66
amino asidi arasinda, pirazol halkasindaki H bag vericisi amin ile GPVI reseptorinin
tirozin 47 amino asidi arasinda ve piran halkasina bagli H bag vericisi amino grubu ile
GPVI reseptoruniin arginin 46 amino asidi arasinda H bagi, pirazol halkasi ile GPVI
reseptériiniin arginin 46 amino asidi arasinda ise katyon-m etkilesimi olusmaktadir. Bu

etkilesimler nedeniyle, STK763609 bilesigi GPVI agonisti kollajen ile induklenen
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agregasyona karsi anlamli olarak yiiksek bir inhibisyon gostermistir. 1Cso 28,90 UM
bulunmustur. Konvalksinle indlklenen platelet agregasyonuna Karsi inhibitor etkisi
kollajene kiyasla daha diisiik bulunmustur. Trombine karst da 1 mM konsantrasyonda
diisiik bir inhibisyon gostermesi STK763609 bilesiginin platelet agregasyonuna karsi
inhibitor etkisinin oncelikli olarak kollajen iligskili GPVI sinyalizasyonu Uzerinden

oldugunu dogrular niteliktedir.

1692506 bilesiginin yapisinda bulunan hidroksil ve pirazoldeki amin grubu GPVI
reseptoriiniin arginin 46 amino asidi ile, karbonildeki oksijen serin 44 ile, yapidaki bir
diger hidroksil ise serin 43, lizin 41 ve serin 61 amino asitleri ile H bagi yapmakta ve
pirazol halkas1 da arginin 46 ile katyon-m etkilesimine girmektedir. Bu etkilesimler
nedeniyle, 1692506 bilesigi kollajen (ICso 11,19 puM), konvalksin (ICso 31,27 uM) ve
trombin (I1Cso 24,04 puM) indikleyicilerinin olusturdugu platelet agregasyonuna karsi giicli
bir inhibitér olarak davranmaktadir. GPVI ve PAR sinyal yollarinin benzerligi; kollajen
reseptoriine kollajenin baglanmas1 PLCy yolunun, trombinin reseptoriine baglanmasi ise
PLCpB yolunun aktivasyonuna neden olmasidir. Bu iki yolun ortak noktasi ise PKC
aktivasyonu ve IPs Uzerinden hicre i¢i kalsiyum diizeylerinin artmasidir. Her {i¢ platelet
agregasyon agonistine karsi giiclii inhibitor etkinin goézlenmesi 1692506 bilesiginin
kollajen ve trombin sinyal yollarinin alt basamaklarindaki bu ortak yolaklar1 etkiliyor

olabilecegini gostermektedir.

7851137174 bilesigi yapisinda bulunan siilfiiriin bir oksijeni GPVI reseptoriiniin lizin 59
amino asidiyle, karboksamidin oksijeni GPVI reseptdriinin tirozin 66 ile ve yapidaki
hidroksil GPVI reseptoriinin arginin 46 ile H bag1 yapmaktadir. Bu etkilesimler sayesinde,
2851137174 bilesigi GPVI agonisti kollajen ile indiiklenen agregasyona karst anlamli bir
inhibisyon gosterirken (ICso 80,51 uM), trombinle indiklenen platelet agregasyonununda
bir inhibitdr etkisi gozlenmemistir. Bu veriler, Z851137174 bilesiginin platelet
agregasyonuna karsit inhibitor etkisinin ©ncelikli olarak kollajen iliskili GPVI

sinyalizasyonu tizerinden oldugunu dogrular niteliktedir.

7232636338 bilesigi yapisinda bulunan piridin halkasindaki azot GPVI reseptdriiniin
arginin 46 amino asidi ile, imidazol halkasindaki azot GPVI reseptoriiniin serin 44 ile ve

halkaya bagli amino grubu GPVI reseptoriiniin 16sin 39 ile H bagi, imidazol halkasi GPVI
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reseptoriiniin arginin 46 ve benzen halkasi GPVI reseptoriiniin lizin 41 ile katyon-m
etkilesimi yapmaktadir. Bu etkilesimler ile, 2232636338 bilesigi GPVI agonisti kollajen ile
indiiklenen agregasyona karsi inhibisyon gostermistir. ICso 77,19 pM bulunmustur.
Trombinle indiklenen platelet agregasyonununda bir inhibitor etkisinin gdzlenmemesi
7232636338 bilesiginin platelet agregasyonuna karsi inhibitor etkisinin oncelikli olarak

kollajen iliskili GPVI sinyalizasyonu tzerinden oldugunu gosterir niteliktedir.

STK685501 bilesigi yapisinda bulunan imidazol halkasindaki azot GPVI reseptdriiniin
serin 44 amino asidi ile ve halkaya bagli amino grubu GPVI reseptoriiniin arginin 46 ile H
bagi, imidazol halkast GPVI reseptoriiniin arginin 46 ve lizin 41 ile ve benzen halkasi
GPVI reseptorinin lizin 41 ile katyon-n etkilesimi yapmaktadir. Bu bilesigin kollajen ile
indiklenen platelet agregasyonunda 1Cso degeri 43,55 pM olarak bulunmustur. Ayrica,
7232636338 bilesigindeki piridin yerine STK685501 bilesiginin yapisina bagli p-
metoksibenzen varlig1 kollajen tUzerinden GPVI-iliskili sinyalizasyonunu inhibe etmesinde

katk1 sagladig1 goriillmUstUr.

AK778/43464987 bilesigi yapisinda bulunan karbonil grubu GPVI reseptorinin serin 44
amino asidiyle, indol halkasindaki azot GPVI reseptoriiniin glutamin 48 ile ve bu
halkadaya bagli hidroksil GPVI reseptoriiniin arginin 46 ile H bagi yapmaktadir. Bu
etkilesimler nedeniyle, AK778/43464987 bilesigi GPVI agonisti kollajen ile indiiklenen
agregasyona karsi anlamli bir inhibisyon gostermistir. ICso 44,15 uM bulunmustur. Bu
bilesik ayn1 zamanda GPVI spesifik agonisti konvalksin ile indiiklenen agregasyona karsi
da anlamli bir inhibisyon gostermistir ve 1Cso 60,14 uM bulunmustur. Cok guclu platelet
agonisti olan trombine karst ise bu bilesigin 100 pM’daki % inhibisyonu 19,51 olarak
bulunmustur. Her {i¢ platelet agregasyon agonistine karsi inhibitor etkinin gdzlenmesi
AKT778/43464987 bilesiginin kollajen ve trombin sinyal yollarinin alt basamaklarindaki

ortak yolaklari etkiliyor olabilecegini gostermektedir.

80378510 bilesiginin yapisinda bulunan stlfirin bir oksijeni GPVI reseptorunin lizin 59
amino asidiyle ve pirol halkasina bagli hidroksil GPVI reseptdriiniin arginin 46 ile H bagi
olustururken, pirimidin halkast GPVI reseptoriiniin arginin 46 amino asidiyle ise katyon-n
etkilesimi yapmaktadir. 80378510 bilesiginin kollajen icin 1Cso degeri 236,6 uM olarak

bulunmustur. Kollajen, konvalksin ve trombin agonistlerine kars1 inhibisyon gostermesi
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kollajen ve trombin sinyal yollarmin alt basamaklarindaki ortak yolaklar1 etkiliyor

olabilecegini gostermektedir.

STK206687 bilesiginin yapisinda bulunan karboksamitteki amino grubu GPVI
reseptOriiniin arginin 46 amino asidi ile ve siilfiiriin oksijeni tirozin 66 ile H baglar
olusturmaktadir. Bu bilesik GPVI reseptoriiniin  kollajen agonisti ile indiiklenen
agregasyona karsi anlamli bir inhibisyon gostermistir. ICso 18,52 uM bulunmustur.
STK206687 bilesigi GPVI spesifik agonisti konvalksin ile indiiklenen agregasyona karsi
da anlamli bir inhibisyon gostermistir. ICso 49,98 uM bulunmustur. Cok guclu platelet
agonisti olan trombine karsi ise 100 uM’da c¢ok disiik diizeyde (%7,61) inhibisyon
gostermistir. Bu bulgular STK206687 bilesiginin, e-farmakofor modelleri gelistirilerek
yapilmig sanal tarama hipotezini giiclendirerek platelet agregasyonuna karsi inhibitor
etkisinin oncelikli olarak kollajen iliskili GPVI sinyalizasyonu tzerinden oldugunu gosterir
niteliktedir.

1303833 bhilesiginin yapisinda bulunan benzene bagli hidroksil ve pirazoldeki amin grubu
GPVI reseptoriinun arginin 46 amino asidi ile, pirole bagl karbonil serin 44 ile, yapidaki
bir diger hidroksil ise lizin 41 ve serin 61 amino asitleriyle H bag1 yapmakta ve pirazol
halkas1 da arginin 46 ile katyon-n etkilesimine girmektedir. 1303833 bilesigi kollajen (ICso
1,01 pM), konvalksin (ICso 7,24 pM) ve trombin (ICso 51,74 pM) indikleyicilerinin
olusturdugu platelet agregasyonuna karsi giiglii bir inhibitdr olarak davranmaktadir. Her Ug
platelet agregasyon agonistine kars1 gii¢lii inhibitor etkinin gézlenmesi 1303833 bilesiginin
kollajen ve trombin sinyal yollarinin alt basamaklarindaki ortak yolaklart gerek
downstream proteinler, gerekse sekonder mediyatdrler araciligiyla etkiliyor olabilecegini
gOstermektedir. Ayrica, 1692506 bilesigine gore 1303833 bilesiginin yapisinda bir metil
cksik olmasi ve metoksi grubunun para konumunda yer almasi GPVI-iligkili
sinyalizasyonunu inhibe etmesinde katki saglarken, trombin-iligkili sinyalizasyonunu

inhibe etmesinde katki saglamamustir.

STK908290 bilesiginin yapisinda bulunan hidroksil GPVI reseptdriiniin serin 61, lizin 41
ve serin 43 amino asitleriyle, pirol halkasina bagli olan karbonil grubu serin 44 ile,
pirazoldeki amin ve benzen halkasina bagli hidroksil arginin 46 ile H bagi yapmakta ve

pirazol halkasi arginin 46 ile katyon-m etkilesimi yapmaktadir. STK908290 bilesigi
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kollajen (ICso 0,35 pM), konvalksin (ICso 195,2 pM) ve trombin (ICso 81,38 pM)

indiikleyicilerinin olusturdugu platelet agregasyonuna karsi inhibitor etki gostermistir.

STK633709 bilesiginin yapisinda bulunan benzen halkast GPVI reseptoriiniin arginin 46
amino asidi ile katyon-m etkilesimi ve yapidaki karbonil grubu lizin 59 ile H bagi
yapmaktadir. Bu etkilesimler nedeniyle, STK633709 bilesigi GPVI reseptoriiniin kollajen
agonisti ile indiiklenen agregasyona karsi anlamli bir inhibisyon gostermistir. ICso degeri
25,94 pM bulunmustur. Bilesik trombinle indiiklenen platelet agregasyonuna Kkarsi

inhibitor etki gdstermemistir.

754670628 bilesigi yapisinda bulunan pirimidin halkasina bagli karbonil grubu GPVI
reseptoriindn lizin 59 amino asidiyle ve tetrazol halkasindaki azot GPVI reseptoriniin serin
44 ile H bag1 ve tetrazol halkast GPVI reseptoriiniin lizin 41 ile katyon-m etkilesimi
yapmaktadir. Bu nedenle, Z54670628 bilesigi GPVI reseptorinin kollajen agonisti ile
indiiklenen agregasyona kars1 inhibisyon gostermistir. ICso degeri 87,97 UM bulunmustur.
Trombinle olusturulan platelet agregasyonuna karsi ise ¢ok diisiik diizeyde bir inhibitor

etki géstermistir.

3F-042 bilesiginin yapisindaki amino grubu GPVI reseptoriiniin 16sin 39 amino asidi ile,
karboksamitteki karbonil grubu tirozin 66 ile H bagi ve halka yapisi arginin 46 ile katyon-nt
etkilesimi yapmaktadir. Muhtemelen GPVTI ile zayif etkilesim nedeniyle, bu bilesik platelet
agonistleri olan kollajen, konvalksin ve trombinin olusturdugu platelet agregasyonuna karsi

zayif bir inhibisyon gostermistir.

1591532 bilesiginin yapisinda bulunan piirin halkasina bagli karbonil GPVI reseptoriiniin
tirozin 66 amino asidi ile, yapidaki hidroksil arginin 46 ile ve oksijen serin 44 ile H bagi
yaparken, benzen halkasi lizin 41 ile katyon-m etkilesimi yapmaktadir. Bu nedenle,
1591532 bilesigi GPVI reseptoriiniin kollajen agonisti ile indiiklenen agregasyona karsi
inhibisyon gostermistir. ICso degeri 150,6 uM bulunmustur. Konvalksin ile 100 uM’da %
25,94 inhibisyon olustururken, trombinle olusturulan platelet agregasyonuna karsi bir

inhibitor etki gézlenmemistir.

GPVI reseptoriiyle etkilesime giren bir bilesigin PAR reseptorleriyle de etkilesmesi klinik
acidan Onemlidir. GPVI/FcR sinyalizasyon kaskadinda eksiklige bagli hemostatik ve
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trombotik defekti yenmede trombinin olduk¢a Onemli rolii oldugu ¢alismalarla
gosterilmigtir [165]. Bundan hareketle, trombozun tamamen oOnlenmesi icin hem anti-
GPVI, hem de antitrombin ajanlarin uygulanmasi istenmektedir. In vivo tromboz model
caligmalarinda proteinlerin sinyalizasyonunun 6nem kazanmasi bu fikri desteklemistir.
GPVI downstream proteinleri yiizeysel hasarli platelet trombozunda 6nemli rol oynarken,
ciddi hasar durumunda trombin antagonistleri trombozu 6nemli Olclde etkilemektedir.
Dolayisiyla hem yiizeysel, hem de ciddi hasarda dual anti-GPVI ve antitrombin tedavisinin
trombozu Onleyecegi diisliniilmektedir. Ayrica, trombin ve GPVI agonistleri tarafindan
sinerjistik sinyalizasyon kaskadinin harekete gecirilmesi, ayrica Syk ve Src kinazlarin
eksikliginde trombinin durumu kompanse etmesi nedeniyle dual etkili bilesiklerin tedavide

etkili olabilecegi diistintilmektedir.
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6. SONUC

GPVI antagonisti kesfine yonelik tez calismasinda, bilinen selektif bir antagonisti
olmamasi nedeniyle selektif GPVI antagonist etki gosteren bilesiklerin bulunmasi, bu
etkiden sorumlu yapisal gerekliliklerin molekiiler modelleme teknikleriyle belirlenmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. GPVI reseptoru antagonistleri olarak losartan ve sentetik 2,3-
disubstitiie tetrahidropirido(3,4-b)indol bilesikleri baz alinarak dizayn edilmis farmakofor
modeller temel alinarak; (i) FDA tarafindan onaylanmis ilaglardan secilen yedi bilesigin ve
(i1) baz1 filtrelemelerin ardindan Molport kimyasal bilesik kiitiiphanesinden segilen onalti
yeni hit bilesiklerin in vitro olarak antiplatelet aktivitelerini tespit etmek amaciyla GPVI
reseptOri agonistleri kollajen ve konvalksin ile ve de gig¢li agregasyon agonisti trombin ile

indiklenen platelet agregasyonu tzerine inhibitor etkileri incelenmistir.

Elde ettigimiz bulgular sanal tarama hipotezini giiclendirmistir. Klinikte kullanimda olan
onaylanmis ilaglarin endikasyon alanlar1 disinda farkli yeni etki profillerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismamizin ilk basamaginda, docking skorlar1 ve etkilesimleri
yiiksek olmakla birlikte kanser tedavisinde kullanilmalari nedeniyle c¢alisma dist
birakilarak segilen FDA onayli ilaglarda selektif ve guicli bir inhibitor etki g6zlenmemekle
birlikte, bulgularimiz kullanimi olan bu ilaglarin platelet agregasyonu {izerine olan
etkilerini aydinlatmaktadir. Bununla birlikte, molekiil sayisinin fazlaligi ve ¢esitliligi
nedeniyle ticari olarak mevcut Molport veri tabanina uygulanan sanal tarama sonucu, daha

guclu inhibitor bilesiklere ulagilmistir.

GPVI reseptoriiyle etkilesime giren bir bilesigin PAR reseptorleriyle de etkilesmesi klinik
acidan Onemli bir faktordiir. GPVI/FcR sinyalizasyon kaskadinda eksiklige bagh
hemostatik ve trombotik defekti yenmede trombinin oldukga 6nemli rolli olmasi nedeniyle
trombozun tamamen Onlenmesi igin hem anti-GPVI, hem de antitrombin ajanlarin
uygulanmasi avantaj saglayacaktir. In vivo tromboz model ¢alismalarinda proteinlerin
sinyalizasyonunun Onem kazanmasi bu fikri desteklemektedir. GPVI downstream
proteinleri yiizeysel hasarli platelet trombozunda Onemli rol oynarken, ciddi hasar
durumunda trombin antagonistleri trombozu 6nemli Slgiide etkilemektedir. Dolayisiyla
hem vyizeysel, hem de ciddi hasarda dual anti-GPVI ve antitrombin tedavi Onem

tasimaktadir. Elde edilen veriler yeni bilesiklerin gelistirilmesine 151k tutacaktir.
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