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cIRrRTZIS

biinyada Ollm nedenleri arasinda ikinci, veya iigiincii
sirayl alan kanser, uzun yillardan beri dedigik aragtirma-
lara konu olmaktadir. Bunlarin biliylik bir kisminz neoplastik
transformasyon, kanser-virus iligkileri, kanser hiicresi
biyokimyasi ve hiicre b&liinmesi kontroli #izerinde yapilan

galigmalar tegkil etmektedir.

Kontrolsiiz bdliinme vetenedi olan kanser hiicreleriyle
ilgili aragtirmalar, neoplastik transformasyon sonucu bu
hlicrelerin birtakim yeni &6zellikler kazandidini gdstermek-
tedir. Bu &zellikler arasinda g¢gekirdek wve hiicre zari dedi-
giklikleri ile hilcre ig¢i 8iklik 3',5'-Adenozin Monofosfat

(cAMP) diizeyindeki azalma sayllabilirl.

Bilindigi lzere cAMP, hiicre bdliinmesi kontraliinde
ig gbren Snemli bir molekiildiir. Normal bir hiicrenin bdliinme
halinde iken cAMP diizeyi diigtiktiir. Bunun tersine,hiicre bhd-

linmedigi zaman cAMP diizeyi yliksek olarak bildirilmistirz.

cAMP diizeylerinin genellikle diisiik oldugu, siirekli
bblinen kanser hilicrelerinde hiicre igi cAMP konsantrasyonu-
nu artirmak, b&liinmede inhibisyon saglayabilir. Nitekim,
dedigik arastirmalarda hiicresel cAMP yiiksedtilerek hiicre

bdliinmes inin inhibe edilebilecedi gésterilmistir3_6.
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Bu ydnden arastirmamiz, normal ve neoplastik tipte
proliferasyon gdsteren lenfoid hilicreler iizerinde Diblitiril
Siklik 3',5'-Adenozin Monofosfat (dbcAMP) ve teofilin'in et-
kilerini incelemeyi amaclamaktadir. Bunlardan dbcAMP bir
CAMP analodudur. Teofilin ise ¢AMP'yi enzimatik olarak par-
calayan fosfodiesteraz (PDE) enzim inhibitdriidir. Caligma-
mizda bu ajénlar araci1ligi ile hilicrelerdeki cAMP diizeyinin
yikseltilmesinin DNA sentezi ve hiicre b&liinmesi fizerine

olan etkileri aragtirilmistir,

Bu ajanlarain hiicreler iizerinde inhibitdr etkisinin
arastirilmasi, kontwolsiiz bdlinme gdsteren kanser hiicrele-
rinin temel mekanizmalarina isik tutabilir dislincesiyle

¢aligmamizi planlamis bulunmaktayiz.



GENEL BILGILER

Yagayvan bilitin hicrelerin Gl’ s, G2 ve M olarak adlan-
dirilan 4 ana fazdan meydana gelmig hayat sikluslarinin M
fazinda b6liinerek c¢ogaldiklari bilinmektedir., Bir hiicrenin

yvagamini normal olarak silirdiirebilmesi ve fonksiyonel olabil-

mesi igin kontrollii bdliinme g&stermesi gerekmektedir.

Yapilan ¢alismalar normal hiicrelerin organizmanin ih-

tiyvacina gdre hayat siklusunun G, safhasinda bdlinmeyi dur-

1
durarak dinlenme halinde kalabildiklerini gﬁstermekﬂedir7.
Transforme hiicreler ise kismen, veya. tamamimiyle bu kontro-
14 kaybettiklerinden siirekli bir bdlinme gbstermekte, buna

bagliy olarak timdr olugumu ve neoplastik hastalik ortaya

glkmaktadlr7

Kontrolli hiicre bdlinmesinin ¢ok hiicreli canli yasami-
nin vazgec¢ilmez kosullarindan biri olmasi, bdliinme kontrolil
izerine genig arastirmalar yapilimasina neden olmaktadir. Bu
arastirmalarin baginda siklik niikleotidlerin kullanildiga

in vitro hilcre kiiltiirii ¢aligmalari gelmektedir,
STIKLIK AMP'NIN HUCRE BOLUNMESI UZERINE ETKISI:

Hiicre bdlinmesinde etkili oldugu diisiiniilen cAMP mik-
roorganizmalazdan. insanlara kadar blit{in hayvanlar aleminde

kargimiza ¢ikan ilging bir molekiildiir., Ilk kez 1956 da
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karacier fosforilazi lizerine epinefrin ve glukagon hormen-
larinin etkisi incelenirken bulunmugtur. O tarihten itiba-
ren yapilan galigmalar cAMP'nin gegitli hiicresel olaylarda
rol oynadifini gdstermigtir. Bunlar arasinda birgok hormo-
nun etkisinde ikinci haberci olmasi, genetik kontrolda ve
hiicre bélinmesinde ig gérmesi S&YllabiliIS. Bu Snemli gdrev-
leri nedeniyle hiicredeki cAMP seviyesi g¢gok duyarli bir dii-
zenleme gerektirmektedir. Hiicre iginde cAMP seviyesi iki en-
zim tarafindan dizenlenir. Bunlardan biri ATP den cAMP sen-
tez eden, hiicre zarina yerlesmis olan adenil siklaz; dideri
ise hiicrenin hem ¢&zilinlir hemde ¢ozinmez kisminda bulunan

cAMP'yi parcalayan fosfodiesteraz {(PDE) dirg.

Adenil Siklaz

ATP > giklik AMP + PP, + H'
M2+ 1
53
Fosfodiesteraz
Siklik amMp + H.O AMP + H*
2 Mg2+

¢AMP'nin in vitro hiicre kililtlirlerinde hiicre bdliinme-
sini kontrol ettigi hakkindaki ilk bulgular 1968 yillarin-
da yapllén iki galigmada ortaya ¢ikmigtir. Bunlardan birin-
de, normal ve transforme baby hamster kidney (BHK) hicrele-
rinde teofilin ve kafein'in bdlinmeyi kontrol ettigi gbzlen-
mistir3. DiJerinde ise HeLa hiicrelerinde cAMP'nin kendisinin

ayni etkiyi vaptiga bulunmugturlo.

Daha sonralari cAMP analoglari, adenil siklaz aktiva-

tdrleri ve PDE inhibit8rlerinin kullanildigi birgok ¢aligma
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yvapilmigtir. dbcAMP gibi analoglarin cAMP'yi taklit ederek;
PGEl,rkolera toksini gibi adenil siklaz aktivatBrleri ile
metilksantinler gibi PDE inhibitSrlerinin ise, hiicre igi

cAMP seviyvesini yiikselterek etkilili olduklari anlasilmig-

tlrll .

Bu galigmalarda birgok hiicre tipinde b&liinme inhibis-

yonu saglanmigtir. Bunlar arasinda fare L hﬁcreleri4ﬂﬂ'12'l3,

transforme fare 3T3 hﬁcreleri5'14, fare lenfoid hﬁcrelerilS,

insan diploid fibroblastlarllG, insan karaciger hﬁcreleril7,

insan lenfositleri18

19,20

ve ¢egitli insan kanser hiicre kililtirle-

ri sayilabilir

Hiicre i¢i cAMP seviyesi ile DNA sentezi hizi arasin-
daki iligkiyi g8sterir caligsmalarda ise, bu ikisi arasinda

ters oranti oldugu ortaya glkmlstlrzl.

Biitiin bu aragtirmalar, uygulanan ydntemlerin farklili-
Jina ragmen hiicre igi CAMP seviyesindeki artigin hilicre lire-

mesini kontrol ettigini desteklemektedier.

Neoplastik hastaliklar arasinda, kaynak aldigi hiicre
tipleri yonlinden g¢gok degigik fenotipik, enzimatik ve'immﬁ—
nolojik dzellikler gBsteren lenfoproliferatif hastaliklar
son yillarda immiinoloji, viroloji, genetik ve immiinopatolo-
jideki gelismele; sonucu bliyiik bir ilerleme kaydetmigtir.
Bu hastaliklar arasinda akut ve kronik tipte lenfositik
l18semiler, Hodgkin hastaligi, Burkitt lenfomasi ve Hodgkin-

digsi lenfomalar sayilabilir.
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vurdumuzda, gdriilme sikligdi agisindan Snemli bir yeri
olan bu tip .lenfoproliferatif neoplastik hastaliklar bzel-
likle gocuklarda tedaviye 1iyi cevap vermeleri ydninden ilgi

gekmektedirzz.

LENFOMALAR:

Lenf dokusunun primer neoplastik hasta11§1d1r23. Hodgkin

ve Hodgkin-digi lenfomalar olarak 2 biiylik gruba ayrailir,

Hodgkin Hastalidi: Ilk kez 1832 de Sir Thomas Hodgk in
tarafindan tanimlanmgs olan Hodgkin hastalidar hemen tiim il-
kelerde en sik rastlanan lenfoma tiplerinden biridir. 15-34
yvaslari arasinda ve 50 yasin Ustlinde gdriilme sikligi yiiksek-
tir. Etivoloijisi kesin bilinmemekle beraber, hastaligin top-
lum i¢inde enfeksiydz bir yayilim gbstermesi, hasta yakinla-
rinda yakalanma riskinin artmasi, ayrica vakalarin zaman ve
yere bagli kiimelegme gdstermesi viral etiyolojiyi diistindir-
mektedir. Bunun yaninda siirekli antijenik uyarim, immiin de-
netimin iyi c¢aligmamasi gibi baza immunolojik faktdrlerinde
hastalida neden olabilecedi akla gelmektedir. Hastaligin his-
tolojik tiplendirmesi Rye siniflandirmasina gdre yapilmakta-
dir. Buna gdre; lenfositten zengin, nodiiler skleroz, karma
hiicreli ve lenfositten yoksun olarak 4 gruba ayrilir. Hemen

her yvas grubunda en sik kargilasilan karma hiicreli tipdir24.

Hodgkin-Digi Lenfomalar: Klinik ve histolojik bulgu-
lar1 birbirinden farkli hastaliklari igeren heterojen bir

gruptur. Hodgkin hastaligdina g8re daha ileri yas gruplarinda
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yiksek g@riilme siklidina sahiptir. Hodgkin hastaligy gibi
Hodgkin disi lenfomalarain da etiyolojisi kesin bilinmemek-
tedir24. Ancak, onkojenik viruslar ve immiinolojik bozukluk-
lara dikkati g¢eken birgok arastirma yapilmigtir. Bu aras-
tirmalarda Epstein-Barr Virus (EBV)-Burkitt lenfoma2> 28

ve Human T-Cell Leukemia/Lymphoma Virus (HTLV)-bazi T hiic-
re neoplazmalari iligkisi ortaya konmug, latent onkojenik
viruslarin herhangi bir sebeple aktive olabilecedi fikri i

lzerinde durulmugtur29’30

» Otoilmmiin bozukluklarin; Wiskott-
Aldrich, Ataxia telangiectasia gibi konjenital immiin eksik-
lik sendromlarinin; organ nakli nedeniyle immiin sistemin
baskilanmasinin lenfoma olasilagini artirdiga yine gegitli

31-33 Hodgkin-digi len-

arastirmalarda stzkonusu edilmistir
fomalarin histolojik tiplendirmesi tartismalidir. En az 6
degisik siniflandirma olmasina radmen en yaygin olarak kul-
lanilanlarj;lenfomalar: histolojik gdrintliye gdre ayiran
Rappaport siniflandirmasi ile, orijin hiicrenin fonksiyonuna
gére T- veya B- hiicreli olarak ayiran Lukes-Collins sinif-
1andlrma51d1r24. Hacettepe Universitesi Hastanelerinde kul-
lanilan Rappaport siniflandirmasina gdre Hodgkin-digi: len-
fomalar iyi diferansiye, lenfositik, K&8tii diferansiye, len-
fositik, Histiyositik, Histiyolenfositik wve Indiferansiye

(Burkitt Lenfoma) olarak 5 alt gruba ayrllmaktad1r23.

LOSEMILER:

Baglica akut ve kronik olarak 2 biiylik gruba ayrilan

15semiler beyaz kan hiicrelerinin anormal bir godalma ve ol-

gunlasma gbstererek kanda artmasiyla karakterizedir34. Akut
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lenfoblastik 16semi, akut mveloblastik 18semi, kronik len-
fositik l1losemi, kronik myelositik 18semi gibi g¢gegitli tip-
leri vardir. Cocuklarda en yaygin o;arak gBriilen ldsemi
tipl Szellikle 4 vaginda artig gbsteren akut lenfoblastik
lésemidir. Yagin ilerlemesiyle akut non-lenfoblastik 18&se-
mi yayginlagir, Ldseml etiyolojisinde c¢gevresel, viral ve
genetik faktdrler lizerinde durulmaktad1r24. Kimyasal ajan-
larin ve radyasyonun ldsemiye neden oldudu hakkinda bulgu-
lar vardir. Hayvan deneyleri ve vakalarin kiimelegmesi wviral
faktdrleri, ikizlerle 'ya§1lan galigmalar ve baz:i genetik
hastaliklarla 1ldsemi iligkisi genetik faktdrleri etiyolojik

ajan olarak dﬁsﬁndﬁrmektedir24.

Cegitli biyolojik problemlerin incelenmesinde hiicre
kiiltlirlerinin kullanilmesi son 30 senede biiyviikk ilerlemeler
kaydetmistir. Ozellikle hiicre bdliinmesi kontroliinde is g&-
ren.faktﬁrlerin galigilmasinda hiicre killtiirlerinin uygun
deneysel sistemler olmasi -birgok hiicre tipinin in vitro kiil-
tiir halinde yagatilmasina neden olmugtur, Sadlikli insan
akyuvarlarinin periferal dolasimda bdliinmeyen hiicreler ol-

masl, bu tip hiicrelerin in vitro kliltlirli yapilirken kargi-

lagilan en dnemli problemi tegkil etmigtir. Ancak, 1960 yi1il-
larinda fitohemaglutinin ilavesiyle hiicrelerde bdliinme ya-
ratllmasi: normal ve ldsemik beyaz kan hiicrelerinin PHA ile
uyarilarak in vitro kiiltlir halinde yasatllma51n1'mﬁmkﬁn
k11m1§t1r35. Dider normal ve neoplastik hiicre tiplerine gbre
bu hiicrelerin uzun zamanli kililtlirlerinin elde edilmesi gflig

olmakla birlikte, daha sonra yapilan caligmalarla Burkitt



~9-

lenfoma, diffliz histiyositik lenfoma, akut lenfoblastik
l6semi gibi gesitli lenfoid hiicre kiiltiirleri olusturulabil-
mistir36.

Caligmamizda, bu g¢abalarin bir {rinil olan EB3 Burkitt

lenfoma hiicre kiiltirii temel alinarak DNA sentezi ve b&liinme

inhibisyonu incelenmektedir.
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GEREC ve YONTEM

Hilcrelerin Kaynadi:

a- EB3 Burkitt kenfoma hiicreleri Flow Laboratuvar'in-

dan sadlandi (Flow Lab, Limited, Scotland).

b- T~tipi lenfoblastlar Hacettepe Universitesi Cocuk
Hastanesi Onkoloji BOliimline bagwvuran akut lenfoblastik 18-
semili bir hastanin periferal kanindan saglandr (I.E, Pro-

tokol No: 1470486, Erkek).

c- Kontrol olarak kullanilan hiicreler ise sagliklz

hastane personelininperiferal. kanindan saglandai,

Riiltiir Metodlarai:

ER3 Burkitt Lenfoma Hiicre Kiiltiiriinin Ozellikleri ve

Devam Ettirilmesi:

B-tipi lenfoblastlardan olusmus olan EB3 hiicre kiil-
tﬁrﬁnﬁn, suspansiyon halinde liremési saflanmigstir. Hilcre-
lerin suspansiyon kiiltlirden canli olarak c¢ekilmis fotog-
raflary Resim 1'de verilmektedir. Resim 2'de ise Wright

boyasiyla bazofilik boyanan EB3 hilicreleri gdriilmektedir.

Laboratuvarimizda EB3 hiicreleri; iginde %15 f&tal
dana serumu {Gibco, Middlesex, England), 100 #i/ml penisilin,

100 pg/ml streptomisin (Gibco, Middlesex, England} bulunan
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RPMI 1640 besi ortaminda (Sigma, St.Louis, U.S.A.) yagsatil~
di. Kﬁitﬁr kabi olarak plastik doku kiiltliri kaplari (Corning
Tissue Culture Flasks, New York, U.S.A.) ve Kimax doku kiil-
tlirti siseleri kullanildi, Hiicreler 37°C 1siya sah%p %95 ha-
va, %5 CO2 1li etlivde liretildi. Hiicrelerin birbirine yapiga-
rak kimelegmelerini &nlemek igin kiiltiir kaplar: arasira cal-

kalandi.

Ixi, ya da ii¢ giin araliklarla hiicreler beslendi. Bu
iglem sirasinda suspansiyon kiiltlirler 15 ml lik santrifiij
tiplerine aktarilarak 1000 rpm de 10 dakika santrifiij edil-
di. Dibe ¢8ken hiicrelerin iizerindeki eski ortam atilarak bir
miktar taze ortamla hiicreler yeniden suspansiyon haline ge-
tirildi ve kiiltilir kabina kondu. Uzerine yeterli miktarda

taze besi ortami ilave edildi.

Ureyerek ¢ok yodun hale gelen kiiltlitler, besleme sira-
sindaki iglemlere benzer gekilde ¢oktiiriliip baska kiiltiir kap-
larina aktarildi., BSylece hiicrelerin pasajlari saglanarak

gerektigi miktarlarda {iretildi.

Periferal Kandan Lenfositlerin Elde Edilmesi:

Losemili hasta ve saglikli kigilerin periferal kanin-
dan lenfositlerin izolasyonu i¢in Boyum metodu uyguland137.
Bu metoda gbre; prezervatifsiz heparin (Kabi Company,
Stockholim, Sweden) ile alinan kan (20 heparin / ml kan)

1 hacim kan: 2 hacim senumsuz RPMI bes: ortami olacak ge~

kilde sulandiraldi. Eldeki kan miktarina g&re santrifiij

tiipine konmug olan Ficoll-Hypagque (Sigma, St.Louis, U.S.A.)
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lizerine ince uglu bir pastdr pipeti ile dikkatlice yayildi.
1350 rpm de 30-35 dakika santrifiij edildi., Santrifiij edil-
dikten sonra tipdeki Ficoll-Hypague lizerinde tutulan lenfo-
sitler yine ince uglu bir pastdr pipeti ile yavasgga cgeki-
lerek temiz bir santrifitij tiipline aktarilda. lizerine serum-
suz RPMI konarak 1000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Bu
islem 3 kez tekrar edilerek hiicrelerin iyice yikanmasi sag-
landi. Caligmanin basindan sonuna kadar steril gartlarin
korunmasina dikkat edildi. Bu gekilde elde edilen hiicrelerin
canlilidina tripan mavisi (trypan blue) ile bakilarak,

% 70-80 ve daha ilizerinde canliliga sahip olan hilicreler rad-

38
yoaktif ¢aligmaya alindil .

- Radyoak tif [3ﬁ ImTimidin‘Inkorporasyonu.([BH 1

thymidine incorporation) Metodugg:

a- Kiltiir Iglemi: Canliligi tripan mavisiyle kontrol
edilen hilicreler hemositometre ile sayilarak ml de 1 x 106
hiicre olacak gekide Flow hilicre kiiltiirii tiiplerine (Fiow Lab.
Limited, Scotland) dadgitildi. Kiiltilirlerde inkilbasyon ortam
olarak % 15 fdtal dana serumu, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin, 2 mM L-Glutamin (Gibco, Middlesex, England)

ve % 2 oraninda Hepes tamponu (Gilbco, Middlesex, England)
ig¢eren RPMI 1640 kullanildi, Kiiltiirler etiivde 48 saat bek-

letildikten sonra 0.1 ml [3

H] timidin (25 Ci/mmol, Amersham,
England) 1 uCi/ml olacak gekilde tiiplere ilave edildi, Kiil-
tlirtin 64. saatinde ise deney durdurularak son iglem olan

yikamaya ‘'gegildi, Tim hilcre tipleri ig¢in yukarida agiklanan

vol ayni gekilde uygulandi.
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b- Yikama Islemi: Her bir kiiltiir tliplindeki 1 ml hiicre
suspansiyonundan 2 kez 0.1 ml cekilerek Whatman filtre kafi-
dindan hazirlanmig (Whatman No. 3, Philadelphia, U.S.A.)

2.4 cm gapindaki disklere emdirildi. Bdylece her bir tiipden

2 cpm dederi elde edildi. Diskler oda i1sisinda kurutularak

i ¢inde soguk timidin (Sigma, St.Louis, U.S.A.) bulunan %10 luk
Trikloroasetik Asit (TCA)‘e ati1ldi ve 1 saat buzdolabinda
(+4°C) bekletildi, éonra sirasiyla %5'lik TCA (15 dakika),

1:1 oranidaki aseton-%99,9 luk absolii alkol karigsimi (30
dakika), ve saf asetonla (15 dakika) diskler ikiser kez
yikandi. Iyice kurutularak bir pensle sayim gigelerine yer-
legtirildi, Deneyde sayim sivisi, 1 1t toluene, 0,360 gr

POPOP, 5.075 gr PPO oclacak gsekilde hazirlandi.

Pigeler Ankara Dogumevi LKB 1210 Ultra beta sivi sin-
tilasyon sayacinda sayildi. Sonucglar dakikada sayim (cpm)

olarak ifade edildi.

Yukarida acgiklanan [3H] timidin metodu EB3 ve nor-
mal periferal kan lenfositleri igin 4 kez tekrar edildi.
EB3 deneylerinde her bir konsantrasyon iki tiip denendi, an-
cak hiicrelerin azlifi nedeniyle kontrol deneylerinde tek
tip kullanildi, T-tipi lenfoblastik lSsemi vakasi ise iki

tiip olarak 1 kez ¢aligalda.

dbcAMP, Teofilin ve Fitohemaglutinin'in Hazairlanmasi:

Kiltilirlere:etkisi denen kimyasal ajanlardan dbcAMP
(Calbiochem, California U.5.A.) serumsuz besi ortami i¢in-
de ¢&ziilddi ve 0.5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mM lik konsantrasyon-

0

lari haz:Lrlandl4 . Rullanilincaya kadar dondurularak -20%

de sakland:i.
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Teofilin ise (Calbiochem, California U.S.A.) distile

su iginde ¢dziildil. 107>, 107% ve 1073M konsantrasyonlari

hazirlanarak kullanilincaya kadar +4%C de sakland14l.

Her iki kimyasal ajan Millipore (0.45 jim) filtrasyo-
nu ile steril edildi ve kiltlirin baginda 0,1 ml olarak hiic-

relere uygulandaxi.

Deneyde mitodjen olarak kullanilan liyofilizé Fitohemag-
lutinin - M (PHA-M) (Difco, Michigan U.S.A.) dnce steril
RPMI ile 5 ml'ye sulandirildi. Sonra bundan 1 ml alinip {ize-
rine 24 ml steril RPMI konarak 1/25 1lik dilisyon saglanda,
BSylece hazirlanan PHA-M dondurularak -20°C de saklandi ve
deney-.sirasinda kiiltiirlere diger kimyasal ajanlarla ayna

zamanda 0,1 ml olarak ilave edildi.

Istatistiksel Deferlendirme:

Caligmamizda veri sayisinin Szellikle normal lenfosit-
lerde az olmasi ve bazi ug¢ dederler igermesi nedeniyle, pa-
rametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis varyans analizi

ile Mann-Whitney U testi kullanlld142.
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BULGULA AR

GCaligmamizda, B-tipl Burkitt lenfoma hiicreleri, T-ti-
pi l&semik lenfoblastlar ve normal periferal kan lenfosit-
lerinin b&liinmesine dbcAMP ile teofilin'in etkileri incelen-
di. Ancak, periferal lenfositlerin normalde b&liinmeyen,
spontan DNA sentezi ¢ok diigiik hilicreler olmasi bir mitojen
kullapmamizl gerektirdi43. Bu nedefile normal lenfositlere
mitojen verilerek, uyarilmis DNA sentezine dbcAMP ve tecfi-
lin etkisi incelendi., Ayrica B ve T-tipil neoplastik lenfob-
lastlar {izerine de mitojen konularak bu hiicrelerin verdik-

leri cevaplar arastirilmigstir.

A~ Mitojenik Uyarima Normal ve Neoplastik lLenfoid

Hiicrelerin Cewvabi:

Caligmam:zda mitojen olarak PHA-M kullanildi ve elde

edilen sonuglar deJerlendirildi,
Normal Hiicrelerin Mitojenik Uyarima Cevabi:

Saflikli kigilerin periferal kanindan izole edilen
lenfositler 4 pg/ml'lik PHA-M dozu ile optimal gartlarda
uyarildr . Bu hiicrelerin mitojene verdidi cevap, 4 ayri de-
neyde elde edilen verilerin aritmetik ortalamasina gdre ¢i-
zilmig olan Grafik 1 de g&riilmektedir. Bu hilicrelerin spon-
tan sayimi ile PHA-M muamelesinden sonra bulunan sayim ara-

sindaki en az 20 kat fark, normal lenfositlerin gergekten
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mitojen uyarimina cevap verdiklerini, DNA sentezi vapmaya

bagladiklarini gisterdi.
Neoplastik Hilcrelerin Mitojenik Uyarima Cevabazi:

Gerek EB3 Burkitt lenfoma hicreleri, gerekse T-tipi
16semik lenfoblastlar PHA-M uyarimina cevap vermedi. Spon-
tan sayimlari ortalama 34024.5 cpm gibi ¢ok yiksek olan
EB3 hilicreleri mitojen‘uyarlml ile ortalama 34938.8 cpm ver-
di. Bu sonu¢ anlamli bir uyarim olarak kabul edilmedi. T-ti-
pi lésemik lenfoblastlarda ise mitojenin belirgin bir etki-
si gbzlenmedi, Tam tersine daha dlisiik bir ortalama sayaim bu-

lundu (Grafik 1).

Bu sonuglar normal lenfositlerin PﬁA—M ile uyarilabil-
digini, neoplastik hiicrelerin ise etkilenmedidini g&sterdi.
Zaten c¢aligmamizda basta da degindigimiz gibi,mitojen kullan-
ma nedenimiz normal lenfositlerde uyarim yaratmak ve daha
sonra kullanacadimiz kimyasal ajanlarin gergekten inhibisyon
vaplip yvapmadigini gdrmekti. Beklenen sonug¢ elde edildigi igin,
¢alismanin geri kalan kisminda, neoplastik hiicrelerde uyarim
yapilmadan, normal hiicrelerde ise mitojenik uyarim yapilarak

dbcAMP ve teofilin etkisi incelendi.

B- Normal ve Neoplastik Lenfoid Hiicrelere dbcAMP'nin

Etkisi
Normal Hiicrelere dbcAMP'nin Etkisi:

Normal periferal kan lenfositlerine 0.5, 1, 2, 3, 4
ve 5 milimolar (mM) olmak lizere 6 farkli dbc2MP konsantras-

yonu denendi. Elde edilen sonug¢lar ertalama cpm dederleri
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olarak Grafik 2'de Ozetlendi. Grafikte de g8riildiigi gibi
artan dbcAMP koﬁsantrasyonlarl ile hiicrelerde giderek si-

fira yaklagan bir sayim elde edildi.
Neoplastik Hiicrelerde dbcAMP'nin Etkisi:

Normal lenfositlere uygulanan dbcAMP konsantrasyonla-
ri aynen neoplastik hilicrelere uygulandi. EB3 hiicreleri ve
T-tipi l6semik lenfoblastlar normal hiicrelere benzerlgekil—
de dbcAMP ile inhibe edildiler. Elde edilen sonuglar ortala-

ma sayim dederleri olarak Grafik 3 ve 4'de gbsterilmektedir.

C-Normal ve Neoplastik Lehfoid Hiicrelere Teofilin'in

Etkisi:

Normal Hicrelere Teofilin'in Etkisi:

Periferal kan lenfositlerine 10"5, 1074 ve 1073 mo-

lar (M) olmak izere 3 farkli teofilin konsantrasyonu denen-
di (Grafik 5). dbcAMP kadar kuvvetli olmamakla birlikte

teo filin'in normal hiicreler iizerinde etkili oldudu gdruldi.
Mitojen uyarimi ile ortalama 4952.5 cpm veren normal len-
fositler, teofilin dozunun artmasiyla azalan cpm dederleri

verdiler.

Neoplastik Hiicrelere Teofilin Etkisi:

Neoplastik hiicrelere 10"5, 1074 ve 1073 M'11k teofi-

lin konsantrasyonlarinin uygulanmasi ile hiicre tipine gbre
farklilak gbsteren sonug¢lar elde edildi, B-tipi Burkitt len-
foma hiicreleri bu teofilin konsantrasyonlarindan hig¢ etki-

lenmedi (Grafik 6). Spontan sayima cok yakin, hatta 10"5 M
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lik konsantrasyonda ondan daha yilksek ortalama cpm elde
edildi. T-tipi l8semik lenfoblastlar ise caligmamizda kul-
landigimiz hiicreler iginde en fazla teofilin inhibisyonu
gdsteren grup oldu, Farkli konsantrasvyvonlarda elde edilen
ortalama cpm dederlerinde muhtemelen deneysel gartlardan
gelen farkliliklar olabilecedl diigiiniildii ve teofilin'in
T-tipi lenfoblastlar Uzerinde de etkili oldudu gdzlendi

(Grafik 7).

Grafik 8'de EB3, losemik lenfoblast ve normal lenfosit-
lere dbcAMP'nin etkisi, Grafik 9'da ise ayni hiicrelere teo-
filin'in etkisi % inhibisyon olarak kargilagtairildi. % in-
hibisyon, ortalama cpm deferlerine g8re, EB3 ve l&semik len-
foblastlarda farkli ajan konsantrasyonlarindaki cpm dederle-
rinin, spontan sayim dederine bdlinmesiyle hesaplandi. Nor-
mal lenfositlerde ise spontan sayim yerine mitojenik uyarim-
la elde edilen sayim kullanildi. Buna gbre dbcAMP icin hiic-
reler kargilagtirildiginda artan dbcAMP konsantrasyonlarinin
hepsinde benzer gekilde DNA sentezini inhibe ettidi bulundu.
Biitiin hiicreler 0.5 mM 11k dozda en az, 5 mM lik dozda ise en
yikgek % inhibisyon deferini verdiler (Grafik 8)., Teofilin
ile ise EB3 hiicrelerinde DNA sentezinin hi¢ inhibe olmadiga,
normalllenfositlerde orta derecede etkilendigi, T-tipil ldse-
mik lenfoblastlarda ise en fazla inhibisyonu g@sterdigi bu-

lundu (Grafik 9).
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D~ Istatistik Degerlendirme:

tstatistiksel Ilfadelerin Krsalemalagyl

Aritmetik ortalama

il

-
-

Standart sapma

tn

Sg . Standart hata

Marm-Whitney U testi istatistidil

a

KW : Kruskal-Wallis varyans analizi 1statlstld.

bnemlilik diizeyi

Rl

Veri Sayisyi

=l

tstatistiksel degerlendirme, EB3 Burkitt lenfora hiic-
releri ve normal periferal. kan lenfositleri igin yapildzi.
T-tipi lenfoblastik ldsemi vakasi, tek bir drnek olwasli ne-

deniyle dederlendirmeye alinmadi. Her iki hilcre grwunda

8 veri kullanilarak gruplar arasinda homojenlik sadandi.

fncelenen hiicrelere ait sonuglarin istatistilsel dagi-
111 Tablo 1 ve 2'de verildi. Tablo 3'de ise hiicreerin mi-
tojenik uyarima verdikleri cevabin istatistiksel dgerlen~

dirilmesi g8sterildi.

Deneyde kullanilan ajanlarain farkl:i konsanrasyonlari
incelenirken, ®nce normal lenfositlere ait dbeAMP sonuglari-
nin timi hiicre + PHA-M sonucu ile birlikte ele alnarak
Kruskal-Wallis varyans analizi uygulandi (KWs 3390,

p <0,01). Bu test anlamli ¢ciktigr igin U testi .le ikiger-

1li kargilagtirmalar yapildi (Tablo 4}, Normal lafosit teo-~
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filin dederlerinin tilimline varyans analizi yapildiginda
Kw: 25.68, p < 0.01 bulundu. Bu gruba ait U testi sonug-

lar: Tablo 5'de wverildi.

Kruskal-Wallis testl benzer gekilde EB3 hiicrelerine
de uygulandi, dbcAMP igin KW: 53,50, p < 0.0l olarak bulun-
du. Tablo 6'da bu grubun U testi sonug¢lari gbsterildi., Teo-
filin dederleri analiz edildiginde ise istatistiksel Gnem-
1ilik bulunamadidir ig¢in (KwW: 18,21, p > 0.001l) ikili kargi-

lagtirma Yapllmadl.
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Resim 1: EB3 Burkitt lenfoma hiicrelerinin suspansiyon

kfiltiirdeki gérinimleri [Leitz (100 x)]

Resim 2: Wright boyasivla koyanmig EB3 Burkitt
lenfoma preparatindan gekilmig fotodraf
[ (Leitz (250 x)]
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GRAFIK 1: Lenfoid hiicrelerin PHA-M'e (4 pg/ml)
verdikleri cevap
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Mitojen ile uyarilmis
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GRAFIK 2 : dbcAMP 'nin PHA-M (4 pg/mL)ile uyarilmis normal
tenfositlerin DNA sentezine etkisi
3 } Spontan sayim ile bulunan
35x10 - ortalama degerlerin standart
hatasi.
30-
I dbcAMP konsantrasyonlarinda
25-1 bulunan ortalama dederlerin
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GRAFIK 3: dbcAMP'nin EB3 hiicrelerinin DNA sentezine etkisi
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GRAFIK 4 : dbcAMP *nin T-tipi losemik lenfoblastlorin DNA sentezine
etkisi
5000+
{ Mitojen ile uyaritmts tenfositlerde
elde edilen ortalama degerin
4000 standort hatasi.
I Teofilin konsantrasyonlarinda
bulunan ortalama degerlerin
3000- , _ standart hotasi,
E
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10° 10° 1"
Teofilin Konsantrasyonu (M)

GRAFIK 5 : Teofilin'in PHA-M (4 pg/ml) ite uyaritmis normal
tenfositlerin DNA sentezine etkisi
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GRAFIK 6: Teofilin'in EB3 hicrelerinin DNA sentezine etkisi
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GRAFIK 7: Teofilin*in T—-tipi losemik lenfoblastlarin DNA
sentezine etkisi.



-26-

u..u..xa

5

0.

100 -

60-
0-
Q-

30

20-

-
0

uoAsiqiyul %

T T T T Y T T T T
o o o o o o
o o &~ 8 B @2 8 K & °

1004

uoAsiquul %

dbcAMP Konsantrasyonu (mM)

GRAFIK 8: dbcAMP'nin normal lenfosit, EB3 Burkitt lenfoma ve lésemik

lenfoblastlarda DNA sentezine inhibisyonunun karsilastirmast.

EB3 Burkitt lenfoma P Lésemik tenfoblast

NS Norrnal lenfosit
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GRAFIK 9: Teofilin'in normal lenfosit, EB3 Burkitt lenfoma ve

6semik lenfoblaslarda DNA sentezine inhibisyonunun
karsilastirmasi
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DEGISKENLER X S SX
Hiicre + ortam 228.0 83.48 297,51
Hiiore ™ PHA 4952.5 748.95  264.79
Hiicre+ PHA +0 ,5mM dbcAMP 1370.75 793.53  280.55
Hiicret PHA +1 1M dbcBMP 414,37 181.10 64.03
Hicret PHA +2  mM dbcAMP 215,50 86.96 30.74
Hicre+ PHA +3  mM dbcAMP 162.50 52,36 18.51
Hilcre+ PHA +4 M GbGAMP 75.00 10.95 3,87
Hicret PHA +5  mM dbcAMP 63.25 12.32 4.35
Hiicre+ PHA + 107> M teofilin 3823, 38 485,12  171.51
Hiicret PHA+ 107 M teofilin 239775 347.52  122.86
Hilcret PHA+ 107° M teofilin 790.61  279.52

FR—

2l164.12

i

TABIO 1: Normal Periferal Kan Lenfositlerine Ait Sonuglarin

Istatistiksel Dagrlimi



=204

=i

DEGISKENLER s SX
Hiicre + Ortam 34024.5 614 .30 217.19
Hiicre + PHA 34938.5  2004.30  708.63
Hicre + 0.5 mM dbcAMP  26393.5  1994.32 705,10
Hicre + 1 mM dbcAMP  20554.1  3209.39  1134,70
Hicre + 2 mM dbcAMP 15977 1145.15  404.87
Hiicre + 3 mM dbeAMP  13647.1  307.87  108.85
Hiicre + 4 mM dbcAMP 7082.3  282.88  100.0
Hicre + 5 mM dbcAMP 4113.1  2235.72  790.45
Hiicre + 10 °M teofilin  34764.5  711.48  251.55
Hicre + 10”%M teofilin  33403.5 1382.55  488.81
Hicre + 107°M teofilin  32107.2  585.58  207.0
TABLO 2: EB3 Hiicrelerine Ait Sonuglarin Istatistiksel

Dagailaima,
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' B
DEGISKENLER Normal|lenfoslt EB3
u U P
Hiicre 4+ Ortam

Hiicre + PHA

TABLO 3: EB3 ve Normal Lenfositlerin Mitojenik Uyarima

~Cevabini Istatistiksel Onemlilik Diizeyleri

Hiicre 4  Hiicret Hicret Hiicret Hicre+
v PHA + PHA + PHA + PHA + PHA +
Hicre®HA o soM. 1 mM 2 oM 3 mM 4 mM
. Ortam = dbcAMP -~ dbeAMP dbcAMP  dbcAMP dbc AMP
Hiicre TPHA + U: 64
0.5 mM dbcAMP P <0.05
Hilecret PHA + Us 64 U: 64
1 mM dbcAMP P <0,05 P <0,05
Hiicret+ PHA+ U: 64 U: 6& U: 51
2 mM dbe AMP P <0.05 P <0.,05 P <0.,05
HilcretPHA + U: 64 Us: 64 U: 62,5 U: 44
3 uM dbcAMP P <0,05 P <0.05 P <0.05 P >0,05
Hijcre +PHA + U: 64 U: 64 Us 64 U: 64 U: 64
4 mM dbeAMP P <0,05 P <0.05 P <0.05 P <0,05 P<0.05
Hiicre PPHA + U: bk U: 64 U: 64 U: 64 U: 64 U: 48,5
5 oM dbcAMP P <0.,05 P <0,05 P <0.,05 P<0.05 P<0,05 P >0.05

TABLO 4: Normal Lenfosit dbcAMP Konsantrasyonlarinin

Istatistiksel Onemlilik Diizeyleri
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Hiicret Hiicret  Hiicre+ Hiicret Hiidret+

Hiicre + 0 ,5mM 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM .
Or tam dbcAMP dbcAMP  dbeAMP dbcAP - dbcAMP

Hicre+0.5 mM U: 64

dbcAMP P <0,05

Hicretl mM U: 64 U: 61

dbcAMP P <0.05 P <0.05

Hiicred? mM Us 64 U: 64  U: 61.5

dbcAMP P <0.05 P <0.05 P <0.05

Hiicrer3 mMd U: 64 . U: 64 U: b4 U: 63

dbcAMP P<0.05 P <0.05 P<0.05 P <0.05

Hicra44 oM U. 64 U: 64 U: 64 U: F4 U: 64

db2AMP YP <0,05 P<0,05 P<0.05 P <0.,05 P <0.05

Hiicret5 mM U: 64 U: 64 U: 64 U: 64 U: 64 U: 64

b cAMP P <0 .05 P<0,05 P<0,05 P <0.05 P <0.05 P <0.05

=

TABLO 5: EB3 dbcAMP Konsantrasyonlarinin Istatistiksel

Onemlilik Diizeyleri
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Hiicre + Hijcre 4+
Hiicre + PH§5+. PHfﬁ +
PHA + 10 °n 10"y
Ottam teofilin teofilin
Hiicre + PHA + U: 58 U: 64
10™Y teofilin P <0.05 P < 0,05
Hicre + PHA + U: 64
107 teofilin P <0.05
Hiicre + PHA + U: 64 U: 64 Us: 40
1073 teofilin P < 0.05 P < 0.05 P 3 0.05

TABLO 6: Normal Lenfosit Teofilin Ronsantrasyonlarinin

- Istatistiksel Onemlilik Diizey leri
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TARTISMA

Giintimiize kadar yapilan aragtirmalarda siklik nilkkleotid-
lerin hicre bdlinmesindeki rolll gisterilmig olup, kanser hiic-
relerinde CcAMP seviyesi yilkseltilerek bdliinme inhibisyonunun

sajlanabilecedi ileri strtilmigturs 2r10-21

Bu bilgileri temel alarak pianladidimiz aragstirmamizda,
normal ve neoplastik lenfoid hiicrelerdeki cAMP seviyesi arti-
rilarak DNA sentezi a¢isindan bdliinme kontrolli yaratilmasa

amaglanmigtir.

Caligmamizin basinda normal lenfositler diislik spontan
sayimlari nedeniyle PHA gibi bir mitojenle muamele edilmig-
tir. Ayni mitojen neoplastik lenfoid hiicrelere de uygulanmig-
tir. Bulgularimiz, EB3 Burkitt lentoma hiicreleri ile T-tipi
15semik lenfoblastlarda DNA sentezinin mitojenden etkilenme

digini, normal lenfositlerin ise uyarildigini gbstermektedir.

Bilindigdi gibi normal bir hiicre aktiviteye sevk edile-
bilmesi igin genellikle digtan bir uyarima ihtiyag gdsterir.
Bu bir hormon, bir mitojen wveya hormon tabiatinda bir madde
olabilir. Hiicre zarindaki reseptSrler bu uyarimi alarak hilicre
igine iletir ve bir¢ok degigik kimyasal reaksiyonun.baglama-
sina neden olurlar. Kanserli bir hilicre zarinda ise transfor-

masyondan dolayil Onemli dedisiklikler meydana gelmektedir,
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Bu degigiklikler bazi reseptirleri kapatarak hiicrelerin dig
uyarimlara cevap vermemesine, otonom hareket etmesine neden

44. Iste kanser hiicrelerinde g#zlenen bu defigiklikler

olur
hilcrelerin mitojenik uyarimini da baskilayabilir. Nitekim, 1li-
teratirde kanserli hilcrelerin mitojenle uyarilamadid veva

¢ok az uyarilabildigi hakkinda bilgiler vardir?® 2. gizim

de galigmamizda her iki neoplastik hiicre tipi de fitohemaglu-
tinin'e cevapsiz kalmistir. Halbuki PHA-M normal lenfositler-

de reseptdrler aracilidi ile blastik transformasyon yaratarak .-

DNA sentezine yol agmistar.

Ozellikle EB3 hiicrelerinin mitojenden etkilenmemesinin
diger bir izahi da PHA-M'nin gergekte bir T-hiicre mitojeni
olarak etkisini gergeklegtirmesine badla olabilirSI. Qysa
bagta da belirttigimiz gibi EB3, B-hiicre orijinli bir lenfo-
ma kil tiirtidiir. Bu nedenle PHA-M'ye cevap vermemesi kuvvetle
digiinlilebilir. Ancak, T-hiicreli neoplazmada da uyarim saglan-
mamasi bu gdrilisti gslipheli kilmaktadir. Buna ek olarak, EB3 hiic-
relerinin spontan sayimlarinin ¢ok vyviksek olmasi B-hiicreye
6zgiil mitojen kullanilsa bile, anlamli bir uyarim elde edile-
meyecefini diiglindlirmiigtiir. Bu nedenlerle, élde edilen spontan
bazal [3H | timidin sayimlari her iki kanserli hiicre tipinin

kendi neoplastik &zelliklerine bagli gbriinmektedir.

Calismamizda EB3,18semik lenfoblast ve normal lenfosit-
lere alti farkli dbcAMP konsantrasyonu uygulanmistir., Her g
hicre tipinde de dbcAMP'nin DNA sentezine benzer sekilde et-

ki ettigi gdzlenmistir (Grafik 8).
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Genel olarak normal ve neoplastik hiicrelerde ayni me-
tabolik yollar gdrev yapmaktadir, Metabolik yodlarin hizla-
rinda veya ilgili enzimlerin faaliyetlerinde de&igiklikler
gbzlense bile, hiicrelerde metabolik yollar temel Szellikle-
rini korumaktadir. Nitekim, deneyimizde hiicrelere disardan
verdigimiz dbcAMP'nin hiicre zarini polar bir molekiil olmasi
dolayisiyla kolayca gegtidi ve sitoplazmadaki cAMP seviyesi-
ni hiicrenin tipine ba§l: kalmaksizin artirdida dﬁsﬁnﬁlmﬁs—
tiir, Bu da biitiin hiicrelerde konsantrasyonun yiikselmesiyle
gsiddetlenen bir inhibisyon yaratilmigtair (Grafik 8). Bundan
onceki ¢aligmalarda da fare tiiriinden insana kadar, normal
hiicrelerden kanserli hiicrelere kadar dedigen farkli hiicre
tiplerinde dbcAMP'nin kullanilmasiyla aynl dliiglinceyle biliylime

inhibigyonunun saglanabilecedi géSterilmistir3—6.

Calismamizda kullandigimiz hilicre tiplerine teofilin'in
etkisi arastirildidinda daha dedigik sonuglar elde edilmig-
tir. Teofilin, EB3 hiicrelerinin DNA sentezini etkilemez iken,
T—hﬁcrelerinin DNA sentezini inhibe ederek etkisini gBster-
mektedir, Normal lenfositlerde ise orta derecede bir DNA

sentezi inhibisyonu yvaptidlr gdzlenmektedir (Grafik 9).

Bu durum, kullandigimiz hiicrelerdeki PDE enzim akti-
vitesine ve hiiere ig¢i cAMP seviyesine bagli 6élabilir, Yapi-
lan arastirmalar neoplastik hilicrelerde cAMP seviyesinin ge-
nellikle normale gdre daha diisiik oldugdunu géstermigtirSz-SG.
PDE enzim aktiviteleriyle ilgili bulgularin da tartigmali ol-
dudu anlagilmaktadir. Bazil arastirmalarda neoplastik hiicre-
lerdeki PDE aktivitesinin normale g&re digiik olduju, bazi-

larinda yiksek oldugu bildirilmistir57'61,
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Galigmamizda kullandigimiz EB3 hilicre kiiltiriindeki PDE
aktivitesi ve cAMP seviyesi Ol¢lilmemigtir., Bu hlicrelerde en-
zim aktivitesinin diisik oldugu varsayilairsa, zaten diigik
olan bir aktiviteyi baskilayabilmemizin ¢ok glig oldugu diigii-
niilebilir, Bagska bir ihtimalle PDE enziminin inhibisyonu ile
beklenen etkiyi gbzlememis olmamiz diiglk cAMP seviyesine
bagli olarak hiicrede DNA sentezinin inhibisyonu ve bdlinmeyi
durduracak miktarlarda cAMP bulunmadigi gOriigliyle izah edi-

lebilir.

T-tipi ltsemik lenfoblastlarda ise yine PDE enzim ak-
tivitesi ve hiicre igi cAMP seviyesine g0re teofilin belirli
bir DNA sentezi inhibisyonu sagliyor olabilir (Grafik 9).
Bunun yaninda, teofilin'in 6zellikle T-lenfositlere etkili
oldudu Srnedin; eritrosit rozet testini inhibe ettigi hak-

62

kinda bilgi mevcuttur ~ . Buna gdre teofilin'in T-hiicresine

dzgiil bir etki yaptlél sdzkonusu edilebilir,

Ancak, arastairmamizda tek bir T-hiicre neoplazi has-
tasinin lenfoid hiicrelerinin kullanilmasi ve EB3 hiicrelerinin
ige uzun siire in vitro gartlarda devam ettirilen transfor-
me bir kiiltir olmas;nln “sonuglarimizin kargilagtirmasi ya-

pilirken dikkate alinmasi gerektigini diiglindiirmektedir.

Bu caligmayi temel almak {lizere ileride yapilacak hiic-

re i¢i enzim aktiviteleri ve cAMP seviyeleri ile baglantisi-
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na iligkin yeni calagmalar, Szellikle T veya B—hﬁcre tipi
tagsiyan lenfoproliferatif hastaliklarda neoplastik hiicre

b5liinmesi kontrolii, kinetidi konularina agiklik getirebi-
lecedi gibi kanser kemoterapisine temel tegkil edebilecek

bulgulara i1gik tutabilir,
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O ZET

Galismamizda EB3 Burkitt lenfoma hiicre kiiltiirii ve
bir T tipi lenfoblastik 1l&semi vakasinda DNA sentezi iize-
rine abcAMP ve teofilin'in etkileri aragtirilmigtir. Kont-
rol olarak saglikli kigilezin periferal kanindan izole edi-

1en lenfositler kullanilmistir.

Hicreler dbcAMP ve teofilin ile muamele edilerek rad-
yoaktif timidin metodu ile DNA sentezlerine bakilmistir.
Ancak kontrol lenfositlerin spontan sayimlari gok diliglik ol-
dugundan hiicreler mitojenle uyarilarak, ajanlarin DNA sen-

tezine etkisine bakilmagtar.

Bulgularimiz, dbcAMP'nin tiim hiicrelerde benzer gekil-
de DNA sentezini inhibe etti§ini gBstermigtir., Teofilin'in
ise EB3 hiicrelerinde hi¢ etkili olmadidi ortaya konulmus-

tur,
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