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Kanser hiicrelerine karsi tedavi edici maddelerin bir kisminin bitki ve hayvanlar gibi dogal kaynaklar-
dan izole edildigi bilinmektedir. Ancak glinimizde artan ilag direnci nedeniyle yeni kaynaklarin kesfine
yonelik calismalara gereksinim duyulmaktadir. Bu calismada dort yerel Acanthamoeba susunun farkl kan-
ser hiicre hatlari (MDA-MB-231, PC3, MAT-LyLu) tzerindeki inhibisyon etkilerinin arastirlmasi amaclan-
mistir. 3T3 hicreleri normal hiicre hatti olarak kullanilmistir. Tim Acanthamoeba suslari, 1siyla inaktive
edilmis Escherichia coli ATCC 25922 yayilmis, besleyici olmayan agar kullanilarak yeniden kdltire edilmis-
tir. Standart sus olarak A.castellanii ATCC 50373 kullaniimistir. Yerel Acanthamoeba suslarinin molekiiler
tanimlamasi, 6zgul primer ciftleri (P-FLA-F, P-FLA-R, |DP-F, JDP-R) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
[polymerase chain reaction (PCR)] ve DNA dizi analizi ile yapilmistir. Tim suslarin aksenik kiiltirleri 25
cm?lik doku kiiltiirii flasklarinda ve pepton maya ekstrakti glukoz (PYG) ortaminda elde edilmistir. Akse-
nik kiltirlerden elde edilen hiicresiz sivilarin farkli konsantrasyonlarinin (%1, %2, %5, %10, %15) kanser
hiicre hatlari ve 3T3 hiicre canliigi lizerine etkisinin arastiriimasi, MTT yontemine gore yapilmistir. 3T3
hiicrelerinin canlih@inin hicbir Acanthamoeba hiicresiz sivisindan etkilenmedigi saptanmistir (p< 0.05).
Test edilen 6rneklerin timiintin, PC3 ve MAT-LyLu hiicrelerinin (insan ve sican prostat kanseri hiicre dizisi)
canliigr tizerinde 6nemli 6l¢lide inhibe edici etkiye sahip oldugu (p< 0.05) bulunmustur. Ancak rneklerin
hicbiri MDA-MB-231 (meme kanseri hiicre dizisi)’in canliigi tizerinde inhibe edici etki géstermemistir. iki
yerel Acanthamoeba hiicresiz sivisi %2 konsantrasyonda, referans susa (%16) kiyasla PC3 hiicrelerine karsi
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Cevresel Acanthamoeba Suslarinin Hiicresiz Sivilarinin
Metastatik Hiicre Hatlarinin Canliigr Uzerindeki inhibisyon Etkisi

daha yuksek inhibitor etki (%28 ve %21.9) gostermistir. Benzer sekilde, ayni Acanthamoeba 6rneklerinin,
MAT-LyLu hiicrelerinin canlih@i Gzerinde de referans sustan daha iyi bir inhibisyon potansiyeline sahip
oldugu gosterilmistir. Acanthamoeba hiicresiz sivilarinin inhibisyon potansiyelinin proteinler ve proteaz-
larla iliskili olmayabilecegi bulunmustur. Bu calismadan elde edilen sonuglar, tilkemizden izole edilen su
ortaminda yasayan Acanthamoeba tirlerinin test edilen kanser hiicre hatlarina karsi potansiyel inhibitor
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu baglamda, bitkiler ve hayvanlara ek olarak, Acanthamoeba hiic-
resiz sivilari, kanser hiicrelerine karsi etkili olan dogal terap&tik maddeler icin bir kaynak olabilir. Ancak
inhibisyon etkisi daha ytiksek olan suslarin saptanabilmesi icin daha fazla sus kullanilarak yeni calismalarin
yuritilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Acanthamoeba; hticre canliligi; hticresiz sivi; polimeraz zincir reaksiyonu,; kanser hiicre
hatt.

ABSTRACT

It is known that some of the therapeutic agents against cancer cells are isolated from natural sources
such as plants and animals. However, due to increasing drug resistance, studies on the discovery of new
sources are needed. In this study, it was aimed to investigate the inhibition effects of four native Acan-
thamoeba strains on different cancer cell lines (MDA-MB-231, PC3, MAT-LyLu). 3T3 cells were used as
normal cell line. All strains were recultured by using non-nutrient agar spread by heat-inactivated Esche-
richia coli ATCC 25922. A.castellanii ATCC 50373 was used as the standard strain. Molecular identification
of the native Acanthamoeba isolates was done by polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequence
analysis using specific primer pairs (P-FLA-F, P-FLA-R, ]DP-F, JDP-R). Axenic cultures of all strains were
obtained in 25 cm? tissue culture flasks and in peptone yeast extract glucose (PYG) medium. In order to
investigate the effect of cell-free supernatants obtained from axenic cultures on cancer cell lines and 3T3
cell viability, MTT method was applied using different concentrations of cell-free supernatants (1%, 2%,
5%, 10%, 15%). It was determined that the viability of 3T3 cells was not affected by any Acanthamoeba
cell-free supernatants (p< 0.05). All of the samples tested were found to have a significant inhibitory
effect (p< 0.05) on the viability of PC3 and MAT-LyLu cells (human and rat prostate cancer cell line).
However, none of the samples had an inhibitory effect on the viability of MDA-MB-231 (breast cancer
cell-line). Two native Acanthamoeba cell-free supernatants showed higher inhibitory potency (28% and
21.9%) at 2% concentration against PC3 cells compared to the reference strain (16%). Similarly, the
same Acanthamoeba samples were also shown to have a better inhibition potential on the viability of
MAT-LyLu cells than the reference strain. It was found that the inhibitory potential of Acanthamoeba
cell-free supernatants may not be related to proteins and proteases. The results obtained from this study
showed that Acanthamoeba species living in the aquatic environment isolated from our country have a
potential inhibitory effect against the tested cancer cell lines. In addition to plants and animals, Acan-
thamoeba cell-free supernatants can also be a source for natural therapeutic substances that act against
cancer cells. However, it is necessary to carry out new studies using more strains in order to detect strains
with higher inhibitory effects.

Keywords: Acanthamoeba; cell viability; cell-free supernatant; polymerase chain reaction; cancer cell-lines.

GiRis

Kansere karsi dogal tedavi edici maddelerin varligi uzun yillardir bilinmektedir. Ancak
ilag direnci sorunu nedeniyle yeni anti-timor ajanlara halen gereksinim duyulmaktadir.
Bu ajanlarin dogal kaynaklar arasinda bitkiler, amfibiler, stiringenler ve kiiclik memeliler
sinifindan canlilar yer almaktadir. Son yillarda bazi omurgasizlar ve kus tirlerinin bagir-
saklarinda yasayan bakterilerin de anti-timor molekillerin potansiyel kaynaklari oldu-
gu gosterilmistir'-3. Ote yandan, bir diger mikroorganizma grubu olan serbest yasayan
amiplerin (SYA) kanser hiicreleri Gizerindeki etkisi hakkinda bilgi eksikligi mevcuttur.
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SYA, toprak, hava ve dogal sularin yani sira musluk sulari, ylizme havuzlar gibi insan
yapimi su sistemlerinde de yasayan 6karyotik mikroorganizmalardir. Bu grup mikroorga-
nizmalar arasinda yer alan Acanthamoeba cinsi mikroorganizmalar insan sagligini tehdit
eden enfeksiyonlara sebep olan ve en sik karsilasilan firsatci patojenlerdendir®.

Acanthamoeba cinsi mikroorganizmalarin iki yasam formu vardir. Trofozoit formu
uygun kosullarda akantapod ile beslenen, cogalan ve hareket eden formdur. Yiyecek
kithginda veya cevre kosullari elverissiz oldugunda cift duvarl kist formuna dontsmek-
tedirler>. Acanthamoeba cinsinin morfolojik kriterlere gore 24’ten fazla tiirii, 18S rDNA
dizisindeki farkliliklara gore 22 genotipi bulunmaktadir. Bircok habitatta ve insan enfeksi-
yonlarinda en cok karsilasilan tipi T4 genotipidir>’.

Acanthamoeba turleri, sadece insandaki patojeniteleri ile degil, ayni zamanda pato-
jenik bakterilerin yayilmasindaki rolleri ve habitattaki bakterilerle olan iliskileri nedeniyle
de uzun zamandir arastirmacilarin dikkatini cekmektedir. Bazi bakterilerin Acanthamoeba
hicresi icerisindeyken olumsuz dis ortam kosullarina karsi korunabildigi, cogalabildigi
ve viriilansini arttirabildigi gosterilmistir®®. Acanthamoeba’nin bu roliine ek olarak bazi
bakterilere karsi antibakteriyel etkiye sahip oldugu da bilinmektedir'®'!. Bu calismada,
Acanthamoeba suslarinin hiicresiz sivilarinin prostat kanseri hiicre hatti (Mat-LyLu, PC-3),
meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) ve embriyonik fare fibroblast hiicre hatti (3T3)
canhligi Gizerindeki etkilerinin arastirnimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
SYA Suslar

Bu calismada, iilkemizdeki yiizme havuzlarindan énceki calismada® izole edilmis olan
U¢ adet SYA susu (A10, A13, A14), gol suyundan izole edilmis olan bir adet SYA susu
(Ugol), standart sus olarak Acanthamoeba castellanii ATCC 50373 kullanildi. Tim suslar,
I1si ile inaktive edilmis E.coli ATCC 25922 yayilmis olan non-nutrient agarda (E.coli-NNA)
yeniden dretildi'2.

Aksenik SYA Kiiltiirlerinin Eldesi

Her bir SYA susunun aksenik kilttrd, penisilin ve streptomisin (0.5 mg/mL) ilave edi-
len pepton yeast ekstrakt glukoz (PYG) besiyeri kullanilarak elde edildi. Aksenik kiltiir-
lerdeki amip trofozoitlerinin sayimi ve canliliklari Thoma lami ve tripan mavisi (%0.4)
kullanilarak gerceklestirildi. Mavi renkli hicreler 6li, boyanmayanlar canh olarak deger-
lendirildi'% "2,

SYA Hiicresiz Sivilarinin Eldesi (SYA-ACM)

Her bir aksenik kiiltiir 3000 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Ust sivi 0.22 mikrometre
(um) por capl steril filtreden (Merck, Almanya) gecirilerek SYA-hiicresiz sivisi (SYA-ACM)
elde edildi'®"".
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SYA izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

SYA izolatlarinin genomik DNA izolasyonu Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Re-
search, ABD) kullanilarak Uretici firmanin 6nerisine gore yapildi. PCR icin 6zglin primer
ciftleri kullanildi: P-FLA-F (5’-CGC GGT AAT TCC AGC TCC AAT AGC-3’), P-FLA-R (5’-CAG
GTT AAG GTC TCG TTC GTT AAC-3'), |DP-F (5’-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3%)
ve JDP-R (5'-TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA-3")"3,

PCR urtnleri etidyum bromiir ile boyanarak %2’lik agaroz jelde goriintilendi, DNA Cle-
an & Concentrator Kit (Zymo Research, ABD) kullanilarak tretici firma onerisine gore saflas-
tinldiktan sonra dizi analizi gerceklestirildi (Sentebiolab, Ankara). Dizileme sonuclar blast.
ncbi.nlm.nih.gov adresinden BLAST analizi ile veri tabanindaki kayith dizilerle karsilastirildi.

Hiicre Hatlan

Calismada, embriyonik fare fibroblasti (3T3), insan kokenli metastatik meme kanseri
(MDA-MB-231), yuiksek metastatik karakterli insan prostat kanseri (PC-3) ve ylksek me-
tastatik karakterli sican prostat kanseri (Mat-LyLu) hticre hatlari kullanildi. Hiicreler, FBS
ilaveli DMEM:F12 ile RPMI-1640 (Gibco; Life Technologies) besiyerinde, 37°C’'de ve %5
CO,'li ortamda inkiibe edildi'*'>.

Hiicre Canlihgi

Hicre canhliginin degerlendirilmesinde, kolorimetrik MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi kullanildi'®. Normal taze besiyeri uygulanan
kontrol grubu ve SYA suslarinin hicresiz sivilarinin (SYA-ACM) %1, %2, %5, %10, %15
konsantrasyonlarda uygulandigi deney gruplarinin her biri icin, 5 x 10° hiicre/kuyucuk
ekildi ve her deney en az ti¢ kez tekrarland.

Kirk sekiz saatlik stirenin sonunda mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific, Multiskan
FC, ABD) olciilen “absorbans/optic density” degerleri, “Hiicre canhhgr %= (deney O.D/
kontrol O.D) x 100” formulu kullanilarak degerlendirildi ve kontrol grubunun ortalama
absorbans degerleri %100 canhlk olarak kabul edildi.

Ayrica, SYA-ACM'deki proteinlerin veya proteazlarin olasi inhibitor etkilerini arastirmak
icin her bir SYA-ACM, proteinaz K (100 pg/mL nihai konsantrasyonda) veya proteaz inhi-
bitor kokteyli (AEBSF, Aprotinin, E 64, EDTA, Leupeptin, PMSF Bestatin) (Sigma, P-2714)
ile birlikte inklibe edildi ve sonrasinda hiicre hatlarina uygulandi.

istatiksel Analiz

Ortalama + standart sarpma (SD) olarak verilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi
Student’s t testi ile yapildi.

BULGULAR

SYA suslarinin aksenik kultirlerindeki (Sekil 1) canl trofozoit sayilar A.castellanii ATCC
50373, A10, A13, A14 ve Ugél icin sirasiyla 8.6 x 10° hiicre/mL, 9.1 x 10° hiicre/mL, 8.4
x 10° hiicre/mL, 7.1 x 10° hiicre/mL, 4.5 x 10° hiicre/mL olarak saptanmustr.
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Sekil 1. SYA suslarinin mikroskobik gériintiisti a) Hticre kdiltirti flaski (x 100); b) NNA-E.coli iceren petri
kutularindaki trofozoit sekli (x 100); c) Hticre kiiltiirii flaskindaki kist sekli (x 100).

SYA suglarinin molekiler tanimlamasi sonucu Acanthamoeba cinsine ait olduklari belir-
lenmistir (Tablo I).

Acanthamoeba hiicresiz sivilarinin (Acanthamoeba-ACM), denenen hiicre hatlarindaki
hiicrelerin canlh@i tzerindeki etkilerinin degiskenlik gosterdigi saptanmustir. Hiicre canli-
higinin inhibisyonu olarak gozlenen bu etki, uygulanan konsantrasyondan bagimsiz olarak
veya doza bagli olarak artan oranlarda meydana gelmistir.

3T3 hiicrelerinin canliidi, %15 konsantrasyonda (en yiksek doz) A10 susu disinda
hicbir sustan etkilenmemistir (p< 0.05) (Sekil 2).

Tablo I. Deneylerde Kullanilan SYA izolatlarinin Molekiiler Tani Sonuglari
Referans Erisim
SYA (kod) Kaynak Molekiiler Dizi Benzerligi (%) Numarasi
A10 Yiizme Havuzu izolati Acanthamoeba Genotip T4 (%99.46) KT892856.1
A13 Yiizme Havuzu izolati  Acanthamoeba healyi Genotip T12 (%98.95)  MK713915.1
Al4 Yiizme Havuzu izolati Acanthamoeba Genotip T4 (%99.73) MT109098.1
Ugol Gl Suyu izolati Acanthamoeba Genotip T4 (%100) MN648629.1
3T3
140 1
B1% @2% B85% B10% B15%
120 1
;? 100 1
2 30 -
=
8 60 A
g
S 40 A
T
20 1
0 T T
Kontrol  A.castellanii A10 A13 Al14
ATCC 50373

Sekil 2. Acanthamoeba-ACM'lerinin 3T3 hticre hatti lizerindeki etkisi, *: p< 0.05.
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Acanthamoeba-ACM 6rneklerinin hicbirisi MDA-MB-231 hiicrelerinin canliigi tizerin-
de inhibe edici etki gostermemistir (Sekil 3).

Test edilen tim Acanthamoeba-ACM 6rneklerinin, PC3 hiicrelerinin canlihg Gzerinde
onemli olctide inhibe edici etki gosterdigi tespit edilmistir (p< 0.05). Bu etki, A.castellanii
ATCC 50373-ACM ve iki cevresel Acanthamoeba-ACM (A14, Ugoal) icin test edilen tim
konsantrasyonlarda (%1-15) elde edilmistir. Diger iki 6rnek (A13, A10), bu hiicrelerin
canlligi Gzerinde yiiksek konsantrasyonlarda (%10 ve %15) benzer etki gostermistir
(p< 0.05) (Sekil 4).

PC-3 hiicre hattina uygulanan A.castellanii ATCC 50373, A14 ve Ugodl suslarinin hiicre-
siz sivilari, konsantrasyon oranindan bagimsiz olarak hiicre canlligi tizerine %28’e kadar
inhibe edici etki gostermistir. A10 ve A13 suslarinin sivilari, ancak %10 ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda uygulandiklarinda benzer inhibisyon oranlari elde edilmistir.

MDA-MB-231

By B2% B5% B10% B15%

80

-
-
-
-
-
o
o
o
o
o
o
o

Hiicre canhihg (%)

Kontrol  A.castellanii A10 A13 A14 Ugol
ATCC 50373

Sekil 3. Acanthamoeba-ACM 'lerin MDA-MB-231 hiicre hatti lizerindeki etkisi.

PC-3

B o, B2o, B5y, B10%

i}

Hiicre canlilig: (%)
iR E3

Kontrol  A.castellanii A10 A13
ATCC 50373

Sekil 4. Acanthamoeba-ACM'lerin PC3 hiicre hatti lizerindeki etkisi, *: p< 0.05.
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Test edilen tim Acanthamoeba-ACM 6rnekleri, MAT-LyLu hiicrelerinin canhlidi Gizerine
distk konsantrasyonlarda bile ve doz artisina bagli olarak anlamli olarak artan inhibe
edici etki gostermistir (p< 0.05). A.castellanii ATCC 50373, A10, A13 ve Ugal suslarinin
hicresiz sivilart %10 konsantrasyonda uygulandiginda, MAT-LyLu hiicre hattinda canlilik
oranlari sirasiyla %71.98 + 1.23, %84.28 + 9.86, %76.94 + 14.49 ve %71.27 £ 7.77 ola-
rak saptanmistir. Konsantrasyon %15’e yiikseltildiginde hiicre canlihginin %50’ye kadar
distigu tespit edilmistir. A14 susunun hiicresiz sivist %10 konsantrasyonda uygulandi-
ginda canli hiicre yiizdesi 46.03 + 3.52'ye ve konsantrasyon %15 oldugunda 26.11 £
3.51’e digmis, diger bir deyisle hiicre canliiginin 6nemli dlctide (%75’e kadar) inhibe
edildigi gorilmustur (Sekil 5).

Acanthamoeba-ACM o6rneklerinin uygulanmasindan sonra PC3 ve MAT-LyLu hiicrele-
rinde bazi morfolojik degisiklikler gozlenmistir. Hiicreler yuvarlaklagmis, sitoplazmalarin-
da grandiller birikmis ve 48 saat sonunda ¢cogu hiicrede apoptotik hiicre morfolojisine
benzer goriinim gozlenmistir (Sekil 6).

MAT-LyLu
B1Y B29% B5% 810% B15%
100 1

80 1

60 1

Hiicre canlihgi(%)

Kontrol  A.castellanii A10 Ugol
ATCC 50373

Sekil 5. Acanthamoeba-ACM lerin MAT-LyLu hiicre hatti lizerindeki etkisi, *: p< 0.05.

a b C
Sekil 6. Acanthamoeba-ACM ile inkiibasyondan sonra PC-3 hiicrelerinde g6zlenen morfolojik farkliliklar. a)
Kontrol grubunda bozulmamis PC-3 hiicreleri, b) Yirmi dort saat inkiibasyondan sonra heterojen sitoplazmali
bazi yuvarlak hticreler, c) Kirk sekizinci saatte bircok hticrede apoptotik hticre morfolojisine benzer gortintim
(hticre ktictilmesi, membranlarda kabarciklanma ve apoptotik hticre benzeri yapilar) (40 x).
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Hicre canliigi sonuclarina gore, proteazlar veya proteinaz K ilavesinden sonra
Acanthamoeba-ACM'lerin hiicre canliigi Gzerindeki inhibitor etkilerinde herhangi bir de-
gisiklik olmamustir.

TARTISMA

Kanser tedavisindeki sorunlarin arasinda ila¢ direnci 6nemli bir yer tutmakta, bu du-
rum yeni antikanser ajanlari kesfetme ihtiyacini dogurmaktadir. Sentetik ajanlara kiyasla,
dogal kaynakli ajanlarin arastirlmasi daha umut verici gibi goziikmektedir. En yaygin
kullanilan kanser onleyici dogal trinler bitki kokenlidir. Son yillarda yapilan calismalarda,
omurgali hayvanlarin organ lizatlarinin, gesitli viicut sivilarinin prostat kanseri hiicrele-
rine (PC3) karsi inhibe edici etkisi gosterilmistir. Ayrica bazi kus turlerinin ve omurgasiz
hayvanlarin bagirsak bakterilerinin Hela hiicreleri, servikal ve prostat kanser hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir'-3.

Acanthamoeaba’nin hiicre-hiicre temasina bagli olarak anti-timor aktiviteye sahip
olmasi durumunda bir anti-timor ajan olarak kullaniimasinin distiniilmesi, olasi pato-
jeniteleri nedeniyle uygun olmayacaktir. Acanthamoeba yasadigi ortama (6rn.; aksenik
kdlturde) saldigi ¢oziinir maddeler sayesinde hicre-hiicre temasina bagl olmadan
da diger hicreler lizerinde (6rn.; kanser hucreleri tizerinde) etkili olabilir. Bu durumda
Acanthamoeba’nin bir anti-timor ajani olarak kullaniminin distiniilmesi mimkin goziik-
mektedir. Calismada bu nedenle aksenik olarak PYG besiyerinde Uretilen Acanthamoeba
izolatlarindan elde edilen hiicresiz sivilar (Acanthamoeba-ACM) kullaniimistir. Ulkemiz-
deki sularda bulunan Acanthamoeba izolatlarindan elde edilen bu 6rneklerin bazi kanser
hiicre hatlan tzerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ilk kez gosterilmistir.

A10 susu hari¢ dort Acanthamoeba susunun 3T3 hiicreleri Gizerinde sitotoksik etki gos-
termedigi saptanmistir. Calismamiza benzer olarak Tashmukhambetov'', ne PYG’nin ne
de A.castellanii 50373 susunun A549 hiicreleri karsisinda sitotoksik etkisinin olmadigini
g6stermistir. Gonzalez-Robles ve arkadaslar'” bir klinik izolat olan Acanthamoeba griffini
hiicresiz sivilarinin MDCK hicrelerinde sadece kiiclik hiicre hasarlari meydana getirdigini
transmisyon elektron mikroskobunda gostermislerdir.

Yerel A14 ve Ugol orneklerinin, PC3 ve Mat-LyLu hiicrelerinin canliliyini azaltma yete-
nekleri referans susa (A.castellanii 50373) gore daha yiksek bulunmustur (Sekil 4, Sekil
5). Bu 6rnekler 3T3 hiicreleri tGizerinde sitotoksik etki de gostermemistir. Bununla beraber
daha yuksek anti-timor aktiviteye sahip Acanthamoeba suslarinin kesfi icin daha fazla
sayida susun kullanilacagi yeni ¢alismalarin planlanmasi gereklidir.

Proteazlar veya proteinaz K ilavesinden sonra Acanthamoeba-ACM 0Orneklerinin hiicre
canhligi Gzerindeki inhibitor etkilerinde herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu sonuclar,
denenen 6rneklerin inhibitor potansiyelinin, proteinler ve proteazlarla ilgili olmayabilece-
gini gostermistir. Her bir ornek karisimindaki bilesenleri saptamak, yapisal tanimlanmala-
rini ortaya ¢ikartmak, ileri analizler ile mimkiin olacaktir.
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Acanthamoeba tirlerinin morfolojik olarak tanimlanmalari, pleomorfik morfolojileri
nedeniyle sorunludur, bu amacla glinimuzde molekiler yaklagimlarla desteklenmesi ter-
cih edilmektedir. Bu cins 18S rDNA'larindaki farkliliklara dayali olarak 22 genotipe (T1-
T22) ayrilmig ve en yaygin olan tipinin Acanthamoeba genotip T4 oldugu belirlenmis-
tir’. Calismada da morfolojik gzlemlere ek olarak PCR temelli molekiiler yontemler ile
tanisi koyulmus olan dort cevresel izolatin Ui¢ tanesi Acanthamoeba genotip T4, bir tanesi
A.healyi genotip T12 olarak tanimlanmustir. A.healyi genotip T12 bir yiizme havuzundan,
Acanthamoeba genotip T4 suslari ise hem farkli iki adet ylizme havuzu (A10 ve A14) hem
de bir gol suyundan (Ugdl) izole edilmistir. Acanthamoeba’nin farkli genotiplerinin tlke-
mizdeki cesitli su kaynaklarindaki varli§i yakin zamandaki calismalarda da gosterilmis-
tir*131819 By nedenle lilkemizden gerek simdiye kadar izole edilmis olan gerekse sonraki
zamanlarda izole edilecek olan yerel Acanthamoeba izolatlarinin, bu calismada denenen
hicreler Gizerindeki sitotoksik etkileri acisindan arastirilmasi yerinde olacaktir. Ayrica ayni
yerel Acanthamoeba suslarinin diger kanser hiicre hatlari Gzerindeki anti-timor etkilerinin
arastinlmasi icin de yeni calismalar planlanmalidir.

In vitro olarak gerceklestirilen calisma yerli Acanthamoeba suglarinin hiicresiz sivilarinin
anti-timor ajan potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte in vivo
etkilerinin arastirilacagr calismalara da gereksinim duyulmaktadir. Bu calismalar timor
oldurici etkiye sahip aktif molekillerin tanimlanacagi ve saflastirilacagr yeni calismalar
takip etmelidir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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