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Amag: Cryptosporidium tiirlerinin neden oldugu kriptosporidiyoz, tiim diinyada oldukga yaygin olarak bulunan
zoonotik bir hastaliktir. Cryptosporidium parazitinin 6nemli bir viriilans faktéri olan cryptopain sistein proteaz,
cryptostatin ise sistein proteaz inhibitéridiir. Sistein proteazlar bircok parazitte 6nemli rol istlenen virilans
faktérleridir ve bundan dolayi ilag tasarimlari icin belirlenen hedefler arasinda yer alirlar. Bu ¢alismada
Cryptosporidium parvum’da bulunan cryptopain-1 ve cryptostatin genlerinin klonlanmasi ve etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Cryptosporidium spp. stipheli hayvanlardan alinan diskilardan modifiye Kinyoun asit-fast boyamasi
yapilmis, etken pozitif olarak degerlendirilen érneklerden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Orneklerden
cryptopain ve cryptostatin genleri klonlanmistir. Klonlamanin ardindan, total protein ekstrakti hazirlanmis ve
purifiye edilmistir. Saflastirilan proteinler SDS-Page goériintiileme yéntemiyle degerlendirilmistir. Saf olarak
elde edilen cryptopain ve cryptostatinin, jelatinaz aktivitesi, %3 jelatin iceren besiyerinde test edilmistir. Ayni
zamanda degisik pH ve sicaklikta cryptopain ve cryptostatinin aktivitesi test edilmistir.

Bulgular: Sistein proteaz olan cryptopain’de jelatinaz aktivitesi saptanirken, inhibitérii olan cryptostatin’de
ve kontrol grubunda jelatinaz aktivitesi saptanmamustir. Saflastirilan proteinlerin 1gG ve BSA degradasyonu
degerlendirmelerinde ise cryptopain-1’in her iki proteini de farkli sicaklik ve pH degerlerinde degrade ettigi
tespit edilmistir. Cryptostatinin ise degisik 1si ve pH dederlerinde cryptopain aktivitesini engellemistir.

Sonug: Rekombinant cryptostatinin Cryptosporidium parvum proteazlarinin inhibisyonunda ve enfeksiyonlarinda
onleyici olarak kullanilma potansiyeli vardir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium parvum, sistein proteaz, proteaz inhibitéri
ABSTRACT

Objective: Cryptosporidiosis, caused by Cryptosporidium species, is a common zoonotic disease all over the
world. Cryptopain, an important virulence factor of Cryptosporidium spp., is a cysteine protease inhibitor, and
cryptostatin is a cysteine protease inhibitor. Cysteine proteases are virulence factors that play an important role
in many parasites and are therefore among the targets for drug designs.

Methods: Modified Kinyoun acid-fast staining was performed using the feces of animals that may harbor
Cryptosporidium spp., and DNA isolation was performed from the positive samples. Cryptopain-1 and
cryptostatin genes were cloned. After cloning, total protein extract was prepared and purified. Purified proteins
were evaluated by SDS-Page imaging. Gelatinase activity of purely obtained cryptopain and cryptostatin were
tested on medium containing three percent gelatin. Moreover, the activities of cryptopain and cryptostatin at
different pH and temperature were tested.

Results: Our results showed that recombinant cryptopain, a cysteine protease, had gelatinase activity, however
in presence of recombinant cryptostatin and control group, no gelatinase activity was observed. In the IgG
and BSA degradation evaluations of the purified proteins, it was determined that cryptopain-1 degraded
both proteins at different temperatures and pH values. Cryptostatin inhibited cryptopain activity at different
temperatures and pH values.

Conclusion: Recombinant cryptostatin has potential for the inhibition of Cryptosporidium parvum proteases
and prevention of infections.

Keywords: Cryptosporidium parvum, cysteine proteases, protease inhibitors
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GIRIS

Clarke tarafindan “fare mide epiteli (izerinde yer alan
spor kiimeleri” olarak 1895 yilinda ilk kez tanimlanan
parazitler,1907 yilinda Amerikal parazitolog Ernest
Edwart Tyzzer, parazite Yunanca’'da gizli spor
anlamina gelen Cryptosporidium adini vermistir®),

Cryptosporidium  Okaryotik  bir  protozoondur.
Protozoa aleminin Apicomplexa subesinde vyer
almaktadir. Cryptosporidium cinsinde bulunan tim
turlerin genetik materyalleri bir ¢ift zarla gevrili olan
nikleus icerisinde bulunmaktadir. Bu cinse mensup
olan ttiim tirler hiicre ici parazitlerdir®?,

Cryptosporidium spp. hlicre ici sitoplazma disi
yerlesimli gOsteren protozoondur. Gastrointestinal
sistemin mikrovilluslarinda hasara neden olan
Cryptosporidium insanlari da kapsayan c¢ok sayida
omurgali tlrinde bulunmaktadir. Olusturduklari
tablo, konagin immun sistemine ve yasina gore
degisiklik gdstermektedir. immunsistemi baskilanmis
hastalarda ve bes yasin altindaki ¢cocuklarda, kolera
benzeri diyareye neden olabildigi icin, hayat
tehdit edici bir tablo olusturabilmektedir. Hastalk
Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan
biyoterdrizm ajani olarak tanimlanan tek parazitik tr
olan Cryptosporidium kategori B'de yer almaktadir®,

Proteazlar, peptit sindirimi, bagisiklik dizenlemesi,
hicressinyali, otofaji, farklilasma ve hiicre dongtsiinin
modilasyonu dahil olmak {zere c¢esitli biyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde kritik rol oynarlar®.
Cryptosporidium  ookistlerinin,  kist  duvarinin
parcalanmasinda; proteazlarin  (aminopeptidaz,
sistein proteaz ve serin proteaz) belirgin aktiviteleri
tanimlanmistir®,  Kist duvarinin parcalanmasinda,
sistein proteazlarin belirgin rol oynamasi ve sistein
proteaz inhibitorleriyle enfeksiyonun olusamamasi,
proteazlarin Cryptosporidium’un yasam
dongustinde o6nemli olduklarini géstermektedir?,
Cryptosporidium cinsine ait sistein proteazlar olan
cryptopainler, parazitik organizmalarda vyalnizca
ekskistasyonda degil hiicre invazyonunda ve parazit
ve konak proteinlerinin modifikasyonunda ve
degredasyonunda goérev alirlart®).
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Toplam 401 amino asitten olusan bir sistein proteaz
olan cryptopain-1, parazitin ekskistasyon disindaki
sporozoid ve meront evrelerinde bulunmasi,
konak hicre istilasinda fonksiyonunun oldugu
gostermektedir®?, Cryptopain-1'in, konak hiicrenin
hicre disi matriks unsurlari olan fibronektin ve
kollajeni hidrolize edebildigi de kanitlanmigtiry,

Cryptosporidium’da  bulunan  sistein  proteaz
inhibitoru cryptostatin olarak adlandirilmaktadir ve
parazitin sistein proteazi Cryptopain-1’i inhibe eder.
Cryptostatin 173 amino asitten olusan 19.7 kDa
buyukligiinde kigluk bir proteindir. Cryptostatin,
cryptopain-1 disinda papain, insan katepsin-B ve
katepsin L proteazlarini da inhibe edici aktivite
gostermektedirt?.

Calismamizda Cryptosporidium’a ait olan ve
cryptopain ve cryptostatin genlerinin ekspresyon
vektorlerinde  klonlanmasi,  saflastirlmasi  ve
cryptostatinin parazitin proteaz aktivitesini onleyici
potansiyelinin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Adnan Menderes Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan (22.08.2017
tarih ve 082 say1) onaylanmistir.

Cryptosporidium prevalansinin Kinyoun asit fast
boyamasi ve molekiiler olarak degerlendirilmesi:
Kinyoun asit  fast  boyamasi sonucunda
Cryptosporidium spp. yoninden pozitif olarak
kabul edilen diski 6rneginden DNA izolasyonu,
Qiagen Stool Kit" kullanilarak dretici firmanin
direktifleri  dogrultusunda  gerceklestirilmistir3,
DNA izolasyonunun ardindan Cryptosporidium’un
molekdler tespiti icin nested PCR yapilmistir. Bunun
icin daha once tasarlanan primerler kullaniimistir
(Tablo 1),

Cryptopain ve cryptostatin genlerinin c¢ogaltilmasi
ve klonlanmasi: Calismamizda, National Center for
Biotechnology Information Gen-Bank (NCBI-Gen
Bankasi) veri tabani kullanilarak, arastirilacak ve
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Tablo 1. Cryptopain ve Crytostatin genlerinin amplifikasyonunda kullanilan primerler

Primer Primer sekansi (5’.....3") Erisim Kodu Referans
SSUF2 TTCTAGAGCTAATACATGCG (14)

SSUR2 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA (14)

SSUF3 GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT (14)

SSUR4 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA (14)
Cryptopain F CGTGAATTCATGGACATAGGAAACAACG AF091366.1 Calismamiz
Cryptopain R CTGCTCGAGGAAATGCTTATATTGATTG

Cryptostatin-F CGTGAATTCATGAATAAGACAATTTTTAGA GU433606.1 Calismamiz

Cryptostatin-R

CTGCTCGAGCTATTCCTTTATTATTTCTTC

cogaltilacak olan genlere ait diziler bulunmustur
(Cryptostatin, igin GenBank erisim kodu GU433606.1
ve crytopain-1 icin erisim kodu AF091366). Klonlama
islemi saglamak amaciyla bu ¢alisma biinyesinde
tasarlanan primerlere restriksiyon kesim bolgeleri
eklenmistir (Tablo 1). Sekans dogrulamasinin
ardindan pET28a plazmidi ve amplikonlar EcoRI
ve Xhol restriksiyon enzimleriyle kesilmistir. Kesim
reaksiyonlari 37°C’de 30 dakika inkibe edildikten
sonra agaroz jelde incelenmis ve fenol kloroform
yontemi ile saflastirildiktan sonra, kesilmis amplikon
ve plazmid esit miktarlarda alinarak ligasyon igin
kullanilmigtir®), Ligasyon reaksiyon karigimi, bir saat
odasicakligindainkibe edildikten sonra gece boyunca
+8°C’de inklbe edilmistir. Kimyasal kompetan hiicre
hazirlama yontemi ile Escherichia coli BL21 hiicreleri
hazirlanmis ve 10 mikrolitre ligasyon reaksiyonu
eklendikten sonra buz icerisinde bekletilmis ve 1si
soku uygulanarak transformasyon saglanmistir.
Transformasyonun ardindan hicrelerin (izerine
900 uL Tryptic soy broth eklenerek 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan
icinde 50 pg/mL kanamisin iceren segici besi yerlerine
50 ve 200 pL olacak sekilde ekimler gergeklestirilmis
ve 37°C’de inkibasyona birakilmistir®s),

insert alan kolonilerin secimi ve dogrulanmasi:
Secici besiyerinde Ureyen kolonilerden onar adet
secilip spesifik primer ile koloni PCR yapilmistir.
Cryptopain-1 ve cryptostatin genleri igin istenilen
insert buylkligline sahip kolonilerden birer tane
koloni, plazmid izolasyonu icin segici besiyerine
ekilmis ve bunlardan plazmid izolasyonu yapilmistir.
insert restriksiyon enzimleri yardimiyla cikarilip

klonlama dogrulanmistir. Plazmidlerdeki insertler
sekans analizi ile de dogrulanmistir.

Hucre lizatlarinin hazirlanmasi: Toplam 1000 ml Luria-
Bertani (LB) besiyerine cryptopain-1 ve cryptostatin
genlerini iceren klonlarin gecelik kiltirden 1/20
oraninda inokile edilmis ve 37°C’de OD,  deki
absorbans degeri OD 0.6-0.8 oluncaya kadar inkiibe
edilmistir. indiiksiyon icin 1 mM izopropil-B-D-
tiyogalaktopiranozit (IPTG) eklenmis ve bir gece
boyunca 37°C’'de calkalanarak kultlre birakilmistir.
Ertesi gin santrifiijle pelletler toplanmis, lizis
soltisyonu [500 mM NaCl, %1 Triton X, %6 Glikoz,
20 mM NaH,PO, (pH=8.0)] ile homojenize edilmis
ve sonikatér yardimiyla pargalanmistir. Parcalama
isleminden sonra lizat 5000 rpm’de 60 dakika +4°C’de
santrifij edilmistir. Tiplerdeki stpernatant 0.45
pm’lik steril siringa uglu filtrelerden gegirilerek total
protein kaynagi olarak kullanilmistir*,

Proteinlerin Purifikasyonu: Rekombinant proteinlerin
purifikasyonu immobilize metal affinite kromatografi
(IMAC) yontemi ile yapiimistir. HisPur Ni-NTA Resin
(Thermo Scientific) solUsyonu prosediriine gore
gerceklestirilmistir. Bu amag igin yikama sollisyonu
[500 mM NaCl, 50 mM NaH,PO, (pH=8.0)] ve elution
[500 mM NaCl, 50 mM NaH_PO, ve 250 mM imidazol
(pH=8.0)] sollsyonlari hazirlanmistir. Kolona Histaq
uglu proteinlerin baglanabilmesi i¢in, 0.1 M NiSO,
yuklenmis, yikama soliisyonu ile dengeleme islemi
gerceklestirilmistir. Dengeleme isleminin ardindan
lizis sollisyonu igerisinde bulunan total protein
kaynagi kolona ylklenmistir. Yikama sollsyonu
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ile kolona tutunmayan proteinlerin giderilmesi
saglanmistir. Kolona baglanan proteinler ellsyon
soluisyonu ile toplanmistirt®,

SDS Page islemi: Rekombinant olarak Uretimi
gerceklestirilmis ve saflastirilmis olan cryptopain;
45.47 kDa ve cryptostatin; 19.79 kDa agirliga sahip
oldugu icin %15’lik separasyon jeli hazirlanmistir. Jel
hazirlandiktan sonra, saflastirilmis olan enzimler iki
ayri 1.5 ml’lik mikrosantriftj tiiptine, 15’er pl eklenmis
ve Uzerlerine 15’er ul sample buffer konulmustur.
Hazirlanan karisim, 100°C’deki 1si blogunda 5-10
dakika denatilire edilip spin vyapilarak buhari
toplanmistir. Hazirlanan jel dikey elektroforez cihazina
yerlestirildikten sonra camlarin Ust cizgisine gelecek
ve tanktaki elektroforez tellerini gececek sekilde 250
mL ylritme tamponu ilave edilmistir. Tampon ilave
edildikten sonra, hazirlanan yaklasik 30 ul karisim ve
marker’lar pipet yardimiyla kuyucuklara yiklenmistir.
Enerji kaynagiyla baglantisi yapilan tankin elektrik
diizeyleri 110 V‘da boya en alt ¢izgiye gelene kadar
elektroforez islemi (iki saat) gerceklestirilmistir. Jelde
ylriyen proteinleri gorantilemek icin, jel dikkatlice
boyama yapilacak kiivete alinmis sonra su ile jel
ytkanmistir. Jeli boyamak icin, commasie blue boyasi
kullaniimigtir. Commasie blue boyasi jeli kapatacak
sekilde kap icerisindeki jel izerine dokilmis, kabin
kapagi yarim kapatilarak bir dakika mikrodalga firinda
yuksek derecede isiya tabi tutulmustur. Daha sonra
15-20 dakika calkalayici Uzerinde yavasca inkibe
edilmistir. Boya geri toplanip ve destain sollisyonu
jelin Ustline dokilmugstir ve mikrodalgada bir dakika
isitilip sonra 20-30 dakika karistiricida yavascga inkiibe
edilmistir. Bu son islem bantlar net goriinene kadar
tekrar edilmistir.

Jelatinaz aktivitesinin test edilmesi: Sistein proteaz
enzimlerinin substratlari arasinda jelatin, kollajen,
fibronektin gibi hicre disi matriks elemanlari
bulunmaktadir. Galismamizda rekombinant olarak
Urettigimiz sistein proteaz cryptopain ve sistein
proteaz inhibitori cryptostatinin islevsel olup
olmadiginin belirlenmesi icin jelatinaz aktivitesi
degerlendirilmistir. Jelatinaz deneyi, jelatin (30
g/L) iceren LB icerisinde gerceklestirilmistir. Segici
besiyerinde ayri ayri Uretilen cryptopain, cryptostatin
ve kontrol amach olarak kullanilacak olan pET28a
plazmidiiceren BL21 susu gecelik kiltire birakilmistir.
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Gecelik kiltlrler, jelatin iceren besi yerine inokiile
edilmis, 37°C'de gecelik inkiibasyona birakiimis,
ardindan 4°C’de bes saat boyunca tutulmustur.
Yari kati halde gorilen kiltirler jelatinaz aktivitesi
agisindan pozitif olarak degerlendirilmigtir®?.

Proteaz aktivitesinin ve enzim stabilitesinin
test edilmesi: Farkli pH ve sicakliklardaki enzim
stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in, cryptopain ve
cryptostatin enzimlerinin aktivitesi, farkh pH (5.0-6.5
ve 8.0) ve sicaklik degerlerinde (37°C, 56°C ve 95°C)
Olgllmustdr.

Bu amag icin pH degerleri 5.0 (sodyum asetat),
6.5 (sodyum fosfat) ve 8.0 (Tris-HCl) olan tampon
¢ozeltileri hazirlanmistir. Saflastirilan Grunler, bu
tampon solUsyonlari igerisinde 37°C sicaklkta
U¢ saat inklibe edilmistir. Sicakhga bagh enzim
stabilitesinin 6lcima igin, saflastirilan Grinler 37°C,
56°C ve 95°C’lik termal bloklarda 30 dakika boyunca
inklibasyona birakilmistir.

Sicaklik ve pH muamelesinin ardindan, saflastirilan
cryptopain proteininin proteaz aktivitesinin 6lctilmesi
icin, cryptopain ve BSA, cryptopain ve IgG ayri ayri
esit miktarlarda (200 pg/ml) karistirilarak, 37°C’de
30 dakika inklbe edilmistir. Sonuglar %12.5'luk
SDS-Page jeli ile degerlendirilmistir. Cryptostatinin
enzim aktivitesinin test edilmesi icin, cryptopain ve
cryptostatin esit oranlarda karistirilarak 37°C’de 30
dakika inkibe edilmistir. Enzim/inhibitor karigimi,
BSA (200 pg/ml) Ulzerine eklenerek, 37°C’de 30
dakika inklGbe edilmis ve sonuglar SDS-Page ile
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Kinyoun Asit Fast Boyamasi ile Ookist Varliginin
Gosterilmesi: Kinyoun asit fast boyama yontemi ile
Cryptosporidium’a ait oldugu distnulen mikroskop
gorintdileri elde edilmistir (Resim 1).

Cryptopain ve Cryptostatin geninin klonlanmasi
ve Uretimi: Koloni PCR ve restriksiyon analizleri ile
konfirmasyonu saglanmis olan genlere ait birer adet
amplikondogrulamaamaciylaticaribir firmaya sekans
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Cryptosporidium spp.
ookistleri

Resim 1. Kinyoun Asit Fast boyamasi sonucu pozitif olarak degerlendirilen 6rnege ait mikroskop goriintiisii. Kinyoun Asit Fast boyamasi
sonucunda mavi zemin lizerinde pembe ookistlerin goriilmesi diskida Crytosporidium oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir.

Cryptostatin Marker Cryptopain-1

Resim 2. Cryptostatin ve cryptopain genlerinin SDS-PAGE
gorilintiisu. Ticari olarak satin alinan GenColor Prestained
Protein Marker’da yesil ile boyanan bant 25 kDa, kirmizi

ile boyanan bant 75 kDa boyutunu vermektedir. 19.7 kDa
boyutundaki Cryptostatin 25 kDa’luk bantin altinda, 45 kDa
boyutundaki Cryptopain ise kirmizi ile yesil bantin arasinda yer
almaktadir.

analizi igin gonderilmistir. Sekans degerlendirmesi
sonucunda cryptopain-1 geni %99, cryptostatin geni
%95 benzer bulunmustur. Saflastirilan rekombinant
proteinlerden cryptostatine ait 19 kDa ve cryptopaine
ait 45 kDa boyutundaki bant SDS-Page analizi ile
dogrulanmistir (Resim 2).

Jelatinaz aktivitesi: Jelatinaz aktivitesi degerlendirme
sonugclarina gore sistein proteaz olan cryptopainde
jelatinaz aktivitesi saptanirken, sistein proteaz
inhibitéri  olan cryptostatin ve kontrol olarak
kullanilan pET28a igceren BL21 orneginde jelatinaz
aktivitesi saptanmamistir (Resim 3).

Proteaz aktivitesinin test edilmesi: Calismada toplam
Ug farkh pH degeri (5, 6.5 ve 8) denenmis, proteaz
aktivitesinin  pH degisimlerinden etkilenmedigi

Resim 3. Uretilen rekombinant proteinlerin ve pET28a igeren
BL21’in jelatinaz aktivitesi. Pet ve cryptostatin yazili olan
falkonlarda jelatinaz aktivitesi gériilmemis olup, katilasma
meydana gelmistir. Cryptopain yazili olan falkonda ise jelatinaz
aktivitesi gerceklesmis olup, yiizde Uig jelatin iceren besi yeri
akiskan hale gelmistir.

gozlenmistir (Resim 4). Toplamda U¢ farkli sicakhk
degeri (37, 56 ve 95°C) denenmis ve rekombinant
cryptopain aktivitesinde 37°C ve 56°C’de herhangi
bir degisiklik gorilmezken, 95°C’de aktivitede bir
miktar (Imagel programi (https://imagej.net/ij/docs/
index.html) ile absorbans élgiimleri sonucunda %20)
azalma gorilmastir (Resim 5, Resim 6). Rekombinant
cryptostatin  aktivitesinde ise sicaklik degisimi
sonucunda bir degisiklik gozlenmemistir (Resim 7).
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M BSA  pH:5 pH: 6.5 pH:8 1gG pH: 5 pH: 6.5 pH: 8

Resim 4. Rekombinant Cryptopain 1’in degisik pH bufferlarinda inkiibasyonu sonucunda BSA ve IgG lizerinde ki etkisi. BSA ve IgG ile
belirtilen stitunlarda proteinlerin cryptopain-1 ile muamele edilmeden 6nceki halleri yer almaktadir. Bu siitunlarda her iki proteininde
ortalama boyutu 75 kDa olarak goriiliirken, degisik pH bufferlari (pH 5, 6.5 ve 8) ile muamele edilmis cryptopain ile inkiibasyona
birakildiklarinda proteinlerin boyutlarinda azalmalar meydana gelmistir.

M 1gG S 56° 958

Resim 5. Rekombinant Cryptopain 1’in degisik sicakliklarda inkiibasyonu sonucunda IgG iizerinde ki etkisi. IgG ile belirtilen siitunda
proteinlerin cryptopain-1 ile muamele edilmeden 6nceki hali yer almaktadir. 37°C’de ve 56°C’de 6nceden muameleye birakilan enzimin
aktivitesinde herhangi bir kayip goriilmezken, enzim kaynatma sicakliginda inkiibasyona birakildiginda aktivitesinde azalma (%20
oraninda) meydana gelmis ancak aktivitesini stirdiirmiistir.

M BSA 37¢ 56° 958

Resim 6. Rekombinant Cryptopain 1’in degisik sicakliklarda inkiibasyonu sonucunda BSA lizerinde ki etkisi. BSA ile belirtilen siitunda
proteinlerin cryptopain-1 ile muamele edilmeden 6nceki hali yer almaktadir. 37°C’de ve 56°C’de 6nceden muameleye birakilan enzimin
aktivitesinde herhangi bir kayip gorilmezken, enzim kaynatma sicakliginda inkiibasyona birakildiginda aktivitesinde azalma (%20
oraninda) meydana gelmis ancak aktivitesini siirdiirmiistar.
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Resim 7. Rekombinant Cryptostatin’in degisik sicakliklar ve pH degerlerinde Cryptopain aktivitesini inhibe etme ozelligi. A: CP
(pH=6.5)+BSA; B: CP (pH=6.5)+BSA+CS (pH=5.0); C: CP (pH=6.5)+BSA+CS (pH=6.5); D: CP (pH=6.5)+BSA+CS (pH=8.0); E: CP (37°C)+BSA; F:
CP (37°C)+BSA+CS (37°C); G: CP (37°C)+BSA+CS (56°C) H: CP (37°C)+BSA+CS (95°C)

TARTISMA

Cryptosporidium tanisinin konulmasinda
coklastirma isleminin ardindan vyapilan modifiye
boyama yontemleri altin standart olarak kabul
edilmektedir. PCR teknigi, Cryptosporidium turlerinin
klinik olgulardan ve c¢evresel kaynaklardan izole
edilmesi amaciyla glinimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir®®. Bu teknikle, drneklerde bulunan
bir ookist bile saptanabilmektedir®). Cryptosporidium
tanilamasinda kullanilan en duyarli yéntemin, 18S
rRNA temelli nested- PCR oldugu bildirilmistir?®,

Cryptosporidium  spp’in  sigirlardaki  prevalansi
Turkiye’de ve dinyada %3.8-96 arasinda degisen
oranlarda bulunmaktadir?*?, Dinya genelinde
sigirlarda Cryptosporidiumvarliginayonelik calismalar
baz alindiginda en vyiiksek prevalans Avrupa’da
(%30.7) gorilirken en dusuk prevalans Afrika
Ulkelerinde (%13.2) gorilmektedir. Enfeksiyonun
yayginlik orani; Asya’da %17.0, Kuzey Amerika’da
%21.7, GUney Amerika’da %25.6 ve Okyanusya’da
%22.6 olarak belirlenmistir??),

Proteazlar, peptit baglarinin hidrolizini katalize
eden enzimlerdir. Peptitlerin sindirimi, diger
enzimlerin  aktivasyonu, bagisiklik  sisteminin
diizenlenmesi, hiicre farkhlasmasi ve otofajiyi
saglamaktadir®. Parazitik organizmalarda bulunan
sistein proteazlar, hiicre/doku penetrasyonu, konak
veya parazit proteinlerinin hidrolizi, otofaji ve konak

immin sisteminden kagma veya immun sistemin
modilasyonu saglarlar. Bu nedenle, protozoan
parazitlerin patogenezinde kilit rol oynar ve onlara
karsi kemoterapétik ilag ve asi hedefleri haline
gelirler®,

Cryptosporidium parvum genomunda cryptopaini
kodlayan bes gen (cathepsin L-benzeri proteazlar,
CA klaninin bir temsilcisi) tanimlanmistir. Bugiline
kadar yalnizca cryptopain-1‘in biyokimyasal analizi
gergeklestirilmistir®. Cryptopain-1, parazitin bulasici
asamasi olan sporozoitlerde aktif olarak kopyalanir
ve ifade edilir®. Cryptopain-1, 1206 bp’lik bir
diziden olusan 401 amino asit tarafindan kodlanan
bir proteazdir. Cryptopain-1’in biyolojik roli tam
olarak bilinmemekle beraber muhtemel rollinin
tespiti icin immunofloresans analizleri yapiimaktadir.
Cryptopain-1, konak hiicre disi matriks unsurlari
olan, fibronektin ve kollajeni hidrolize ettigi western
blot analizi ile saptanmistir. Konak hiicre digi matriks
unsurlarini hidrolize edebilmesi, bu enzimin; konak
hiicre isgali sirasinda 6nemli bir enzim olabilecegini
dustundirmektedir®?,

Proteazlar, tim organizmalarda, biyolojik
sireglerinin  cesitli  evrelerinde 6nemli roller

oynamaktadirlar. Proteaz aktivitesi, cesitli
seviyelerde  dizenlenmektedir.  Aktivite, gen
ekspresyonunun dizenlenmesinden, spesifik

inhibitorlerin sentezine kadar uzanan asamalarda
diizenlenebilmektedir. Cryptosporidium’da bulunan

233



sistein proteaz olan Cryptopain-1’in, proteaz aktivitesi
spesifik inhibitori olan cryptostatin tarafindan
diizenlenmektedir. Cryptostatin, 537bp uzunlugunda
ve 19.7 kDa biiyukligiinde 173 amino asit tarafindan
kodlanan kiigiik bir molekildir.  Cryptostatin
Cryptosporidium‘un hayat dongilisinde meront ve
ookist evrelerinde goriilmekte, hiicre ici organellerde
ya da membranlarda tam bir lokalizasyon olmadan
dagilmis halde bulunmaktadir®., Cryptostatin;
Cryptopain-1 inhibe ettigi gibi, papain, insan katepsin
B’ye ve insan katepsin L'ye karsida inhibe edici aktivite
gostermektedir®.

Cryptopain-1, en iyi pH 6.5’te aktivite gosterirken,
genis bir pH araliginda da (pH 5.5-7.0) aktivitesini
kaybetmemektedir. Notr pH’larda nispeten daha
kararh olan enzim, asidik kosullarda nispeten
kararsiz hale gelebilmektedir®. Tim chagasin ailesi
sistein proteazlari ve inhibitorleri gibi cryptopain ve
cryptostatinde, kaynatma sonrasinda bile 6zelliklerini
koruyabilmektedir?®,  Calismamizda, maksimum
proteaz ve proteaz inhibitériiniin aktivitesi pH 6.5'te
olurken, diger pH degerlerinde de 6nemli bir aktivite
kaybi gozlenmemistir. Yine maksimum proteaz ve
proteaz inhibitorinun aktivitesi 37°C’de goriilurken,
elde edilen rekombinant Griin 56°C ve 95°C’de de
aktivitesini sirdirmistir. Uriinde termal ve pH
stabilitesinin olmasi enzimin saha kosullarinda yaygin
olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Sistein proteazlar, dokunun yapisal proteinleri olan
laminin, kollajen, fibronektinin yapisal bitinlugina
bozabilmektedirler. Sistein proteazlarin bu
ozelliklerinden dolayr debridman olarak kullaniima
potansiyelleri  de mevcuttur. Calismamizda
rekombinant olarak Uretilen, Cryptopain-1’in jelatin
parcalamasi elde edilen Uriinin debridman olarak
kullanilma potansiyelini gdstermektedir.

Parazitlere ait olan sistein proteazlarin, rekombinant
Uretimi ve etkilerinin degerlendirilmesi calismalari
oldukca azdir. Yapilan c¢alismalar, bu enzimlerin
biyokimyasal vyapisi ve Ozellikleri Uzerinedir. Bu
calismalarda, bu enzimlerin olasi kemoterapotik
ajanlar olabilecegi hususuna deginilmistir.
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Cryptosporidium parvum’un spesifik bir tedavisi
ve onaylanmis ticari bir asisi bulunmamaktadir.
Hastaligin tedavisinde kullanilabilecek tam etkin bir
ilagyoktur®, Sistein proteazlar parazitik organizmalar
icin asl olabilme potansiyeline sahiptir. Sistein
proteaz inhibitorleri de s6z konusu bu organizmalar
icin etkili kemoterapik ajanlar olarak 6n plana
ctkmaktadir. Branquinha ve ark./nin®?® 2013 yilinda ve
Chavez-Fumagalli ve ark./nin®?” 2017 yilinda yaptiklari
¢alismalarda Leishmania tirlerinde bulunan kalsiyum
bagimli sistein proteaz tirevi calpainin insanda
Leishmania tirlerine karsi potansiyel ilag ve asi hedefi
olabilecegini gosteren cgalismalar mevcuttur. Ndao
ve ark.?® 2013 yilinda yaptiklar ¢alismada; sentetik
cryptopain inhibitérii olan N-methyl piperazine-
Phe-homoPhe-vinylsulfone phenyl (K11777) fare
modellerinde kullanmig ve kriptosporidiozise karsi
potansiyel ilag olma potansiyelini arastirmislardir.
K11777 in vivo ve in vitro ortamlarda herhangi
bir toksik etki gostermemis, buna ek olarak
ookist sayisinda belirgin bir azalma saglanmstir.
Rekombinant olarak Uretimini gergeklestirdigimiz
Cryptopain-1'in asi, Cryptostatin’in ise enfeksiyonun
tedavisinde kullanilma potansiyellerinin  oldugu
distniulmektedir.
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