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RETINOIK ASIT iLE iN VITRO INSAN KOLON
ADENOKANSER HUCRELERINDE BASKILANAN
PROLIFERASYONDA PROTEIN KiNAZ C ENZIM

AKTIVITESINDE DEGISIM

Timur Tuncali’

PROTEIN KINASE C ACTIVITY DIFFERENCE IN THE INHIBITION OF
PROLIFERATION OF HUMAN COLON ADENOCANCER CELLS IN VITRO WITH
RETINOIC ACID

Summary: Retinoic acids as the active metabolites of vitamine A and its analogues have pleiotropic effects on growth,
differentiation, proliferation, and development. Retinoic acid, and its analogues determine pattern formation and inhibit
tumor growth. There is a potential clinic use for retinoids in cancer prevention and reatment. The biological effects of
retinoic acid are mediated by its receptors; to date several of them have been characterized. The presence of multiple
receptors for one ligand is adding difficulties to the understanding of the underlying mechanisms of diverse actions of retinoic
acids especially for their antiproliferative and differentiative effects in the cell. It's known that protein kinase C(PKC) has a
role in a multitude of cellular functions such as growth and differentition controls, and in the transformation of the cells to
lead tumorigenesis true viral oncogenes. Present study aimed 10 investigate the relation of PKC enzyme with irs cellular
signal rransduction function to the effect of one of the synthetic metabolites of retinoic acids, 13-cis-retinoic acid, causing
inhibition of proliferation of human colon adenocancer cell line HT-29 cells. The results showed statistically significant
increase in the total cellular PKC activity with 10-6 molar concentration of 13-cis-retinoic acid in paralel to cells under this
influence demonstrating dose and time dependent decrease in proliferation in the range of 1 ()-10-10-5 molar concenirations
in 24 to 120 hours of incubation periods. This observation indicared that the activation of PKC involves translocation of PKC
from the cytosol to the membrane and the translocation was at its maximum after 96 hours of incubation with retinoic acid.
Furthermore, the increase in the total PKC content indicated that retinoic acid induced new protein synthesis.

Key Words: Retinoic acid, human colon cancer cells, proliferation, PKC activity.

Ozet: A vitamininin aktif metaboliti olan retinoik asit biiyiime, ¢ofalma, farklilagma ve gelisme iizerine degisik etkilere
sahiptir. Retinoik asit ve analoglart doku ve organ olusumlarim belirleyebilmekie ve timdr biiyimesini durdurabilmektedir.
Retinoidlerin kanserden kerunma ve tedavi amacwla kullamm Kinik agidan énem tasimaktadir. Retinoik asitlerin biyolojik
etkileri reseptorleri iizerinden olup bugiine kadar bir cogu tammlanabilmistiv. Bir liganda kargihk birden ¢ok reseptorin
varhg, retinoik asit ve reseptorlerinin cesitli kompleks bivolojik islevieri ozellikle antiproliferatif ve diferansivatif
etkilerindeki mekanizmatari anlasdmasim zorlagtrmaktadie. Hiicre bolinmesinin biiyiime fakeérieriyle kontrolunda ve gegitli
viral onkogenler ile saglanan ransformasyonlarla hiicrelerin timorlegmesinde protein kinaz aktivitesinin rolii oldugu
bilinmektediv. Bu arastrmada, retinoik asit semtetik metabolitlerinden 13-cis-retinoik asitin insan kolon adenokanser
hiicreleri HT-29'larda in vitro antiproliferatif etkisinin hiicrede sinyal iletiminden sorumlu protein kinaz C (PKC) enzim
sistemi ile olan iligkisinin aragnrimas: amaglanmgier. Bulgular, HT-29 hiicrelerinin retinoik asitin 10-10-10-5 molar
konsantrasyoniarinda 24-120 saat sureyle inkiibasyonu ile doza ve zamana bagl olarak proliferasvon inhibisyonu sagladigin,
buna paralel olarak 10-6 molar konsanirasyonda retinoik asit etkisi altinda total hiicre PKC enzim aktivitesinde istatistiksel
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anlamit artg oldugunu gostermekiedir. PKC enzim akiivitesi sitoplazma ve membranda farkhitk gistermekte ve zamana bagl
olarak enzim aktivitesi membrana dogru yer degigtirmekiediv. Bununla birlikie total hiicresel PKC akiivitesindeki arog

retinoik asitin yeni protein sentezini de indiiklediginin géstergesidir,

Anahtar Kelimeler:. Retinoik asit, insan kolon kanser hiicreleri, proliferasyon, PKC aktivitesi

GIRIS

Retinoidler, A vitamininin sentetik ve dogal
tirevlerini iceren bir kimyasallar grubudur. A
vitamininin in vivo ve in vitro: normal, premalin ve
malin epitelyal ve mezensimal hiicrelerde gogalmayi
ve farklilasmayr diizenlevici etkisi  vardir  (1).
Retinoidlerin in  vivo fizyolojik etkileri  i¢inde,
morfojenik ve gelisimsel diizenlenmeler, keratinize
olmayan  epitel dokularda  skuamz  hiicrelere
farkhlagmadan korunma, baz mezensimal dokularin
farklilagmasimin kontrolu ve immiin yamtin belli
asamalarimin dizenlenmesi  sayilmaktadir  (2).
Retinoidler farkl tiimar hiicrelerinde ¢ogalma ve
farkhlagma lizerine in vivo ve in vitro dzgiil olarak
etki gosterirler.  Ornefiin, embriyonal karsinoma
hilcrelerinde, néronal, endodermal veya mezensimal
yonde  farkhlasmayr  arttirmakia;
hiicrelerinde néronal farklhilasmayi, promyelositik
ldsemi  hiicrelerinde
premonositik  losemi
farklilagsmay, eritrolésemik hiicrelerde eritroyid ve
melanoma  hiicrelerinde  melonositik  farklilsmay:
uvarabilmektedirler(3). Deney hayvanlarinda karsi-
nogenezi baskilamasi ve tiimér biiyiimesini durdur-

néroblastoma
miyeloyid  farkhlagmay,

hiicrelerinde  monositoyid

masi ve bazi malign tiimorlerde etkili kemopreventif
ve terapétik etkileri gézlenmistir (4,5 ).

All-trans retinoik asit (RA) akut promyelositik
I6semide remisyona giris agisindan etkili bir ajan
olarak son on yildir klinikte tedavi semalarina alinmis
ve farklilasma tedavisi agisindan umut verici
almustur (6 ). Retinoidlerin farkhilasma wve hiicre
gogalmasina etkilerinin 6zgiil reseptérleri tzerinden
oldugu saptanmis  ve islevleri aydinlaulmaya
baslanmistir. Retinoik asit reseptérleri, steroid, D
vitamini, troid hormon resptorlern ve peroksizom
proliferator ile uyarilan reseptérlerin de iginde

oldugu, ligand ile uyarilabilen transkripsyon
faktérleri ailesi icinde sayilmaktadir. Bu reseptérlerin
hepsinin ortak Gzelligi DNA (zerinde hedef diziler
veya hormon vyamt eclemanlan dive adlandinlan
regiilatdr bolgelere baglanmalan ve liganda simirh
olarak genlerde transkripsyonu uyarabilmeleridir(7).
Hiicresel retinoik asit reseptérleri (RAR), farkh
retinoid analoglarimin baglanarak {izerlerinden etki
gostermeleri nedeniyle iki grupta toplanmaktadirlar.
Bunlar, RAR’ler ve retinoid X reseptorleri
(RXR’leri) dir (8 ).

Kolon kanseri yiiksek insidanst ve yiiksek
mortalite oran: ile kanser éliimlerinde ikinci siradadir
(9 ). Birbiri pesi sira olusan mutasyonlar ile normal
kolon mukoza hiicreleri malinlesmeden  Once
asamasi)
Hiicresel onkogenlerin nokta mutasyonlarn veya

poliplere  (adenom degismektedirler,
amplifikasyonlar ile somatik aktivasyonu ve yine
aym mekanizmalar wveya delesyonlarla tiimdr
inaktivasyonu  gibi
degisikliklerin birbiri fistiine birikmesi ile klinik agi-
dan da paralellik gosteren kanser olugmaktadir (10 ).
Kolon kanserinde konvansivonel tedaviler vam sira
alternatifleri Gzerinde de c¢ahsiimaktadir. “Nonsi-
totoksik™ terapi olarak olarak adlandinlan ve ara-
larinda RAlerin de bulundugu diferansiye edici ajan-
lanin kullanildigr yontemlerde tedavi ilkesi farkli-
lagmanin indiiklenmesi veya kunser hiicresinin nor-
mal biliylime mekanizmasinin geri  kazandirilmas
temeline dayanmakitadir (11 ).

siiprestr  genlerin genetik

Protein kinaz C (PKC) enzim ailesi kalsiyvum ve
fosfolipitlere bagl galisan enzimlerin izoformlandir.
Bu enzimler proteinlerin serin ve treonin kisimlarnm
fosforile ederler. Bir ¢cok hormon, biiyiime faktori ve
nirotransmitter  hiicre  yiizey  reseptorlerine

baglanarak fosfolipaz C'vi aktive ederek fosfo-
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tidilinozitol fosfati inozitol trifosfata (IP3) ve
diagilgliserole (DAG) doniistiiriir. [P3 intraselliiler
kalsiyum  salimmu  arttinrken  DAG  PKC've
baglanarak aktivasyonunu saglar (12 ). PKC’nin
forbol ester tiimdr olusturuculan ile uyarildiklan
bilinmektedir. PKC'nin hiicre ¢ogalma ve farklilas-
masinda ve tiimér olusumunda farklh ve gesitli islev-
leri oldugu distiniilmektedir. PKC nin fosforile ede-
bilecefii wve hiicrede proliferasyon ve diferan-
siyasvonda rolii olabilecek substratlar  biitiiniiyle
ortaya kKonamamis olsa da tammlananlar arasinda
biiyiime faktirleri, niikleer ve ekstraniikleer kompart-
manlarda etkili  protoonkogen iiriinleri bulunmak-
tadir, Hiicre ¢ogalmasinin kontrolu, viral onkogenler
ile transformasyon ve biiyime faktdrleri PKC nin
aktivasyonu ile birliktelik gostermektedir. Normal
hiicrelerinde PKC
proliferasyonu  arttrmaktadir  (13). Bu  enzim

kolon epitel

grubunun molekiiler ve biyokimyasal Gzellikleri ile
ilgili yapilan ¢aligmalar PKC’nin memeli canhlarda
vedi izoformu oldugunu gostermektedir. Bu
izoformlardan a, b (I/II), g ve d iyi tanimlanmuslardir.
RA etkisi altindaki normal ve tiimor hiicrelerinde
PKC izoformlan dokuya o©zgili farkh ifade
gostermektedir (14 ). Ornegin insan niroblastoma
hiicrelerinde RA diferansiyasyonu indiiklerken PKC-
a ve N-myc mRNA sentezinde azalma gézlenmistir
(15 ). Buna karsin B16 fare melanoma hiicrelerinde
RA ile baskilanan ¢ogalma ve indiklenen
diferansivasyon PKC-a ve -b mRNA’larinda ifade
artigi ile birliktelik gdstermekte, -g mRNA ifadesini
etkilememektedir (16 ). Hormon etkisi ile ¢ogalan T-
47D  insan meme Kkanseri hiicrelerinde RAR
aktivasyonu aymi zamanda PKC-a ifadesini de
arttirarak proliferasyonu baskilamaktadir(17).
Saptanan izoformlarlar ile total hiicre PKC ifade ve
aktivitesinin karsilastirilmasiyla anlasilmistir ki, RA
etkisi altinda gézlenen PKC ifade degisiklikleri
PKC’yi uyaran, bilinen diger etkenlerden farkh
olarak enzimin bilinmeyen izoformlan {izerinden de
anlaml sekilde olusmaktadir(18 ). in vitro ¢alisma
sonuglart  RA  ile olusturalan hiicresel islev

aklivasyonu .

degisikliklerinin PKC'nin sitoplazmik ve membran
kompartmanlarinda aktivite farkliligi ile saglanan
pozitif  intraselliiler  hiicre  sinyallerine  bagh

olabilecegini de desteklemektedir (11).

Bu arastirmada, retinoidlerin insan kolon kanser
hiicrelerinde antiproliferatif etkilerininin PKC enzim
aktivasyonu ile iliskisini incelemek fizere model bir
sistem ongdriilmistir. Bu model i¢in insandan elde
edilmis bir adenokanser essoyu olan HT-29 (19 )
segilmisti. HT-29 hiicreleri epitel benzeri, orta
farklilasma  dlizeyinde, normal kolonik epitel
dzelliklerini tamamen kaybetmemis ve tlimérojenik
potansiyeli ivi bilinen bir hilere essoyudur (20 ).

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kkiiltiirii:

HT-29  hiicreleri (ATCC) ilk pasajlarindan
baglayarak McCoy SA (Gibco BRL) besi yeri, 151 ile
inaktive edilmis %10 fotal dana serumu, 2mM L-
glutamin, 100unite/ml penisilin streptomisin i¢eren
ortamda c¢ogaltilmiglardir. Kiltiirler 370C’de %5
CO2 ve %95 nemlilik igeren etiivde tutulmustur.
Kiltiir ortami diizenli olarak pasajlardan dért giin
sonra degistirilmis ve her yedi-sekiz giinde bir pasaj
yaptlnustir. Pasaj veya deney amaciyla, hiicreleri
adere olduklarn plastik kiiltiir siselerinden ayirmak
icin - magnezyum ve  kalsiyumsuz  Na  fosfat
tamponunda hazirlanmis EDTA solilsyonu (%0.025
trypsin-0.02% EDTA v/v final konsantrasyonda) ile
tripsinleme iglemi yapilmig ve bu islem serum igeren
besi yeri ile durdurulmustur.

retinoidlerle
proliferasyon deneyleri:

Hiicrelerin inkiibasyonu  ve

13-cis-RA, (Sigma Co.) stok soliisyonlari 10-2
molar  konsantrasyonda absolii  etanol  iginde
hazirlanmistir. Kullanimlarina kadar -80oC’de ve
is1ia olan  duyarhlbklan  nedeniyle karanlikta
saklanmiglardir. RAlerle ilgili tim gahsmalar zayif
sari 1tk altinda yapilmisur. Iki haftayr agkin
saklanmis RA stoklan oksidasyon ve degredasyon
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nedenivle aktivite kaybina
kullanilmanmis ve yeni stoklar hazirlanmistir.

ugravabileceginden

Her deney tncesinde protokole uygun olarak, HT-
29 hiicreleri ¢ogalmalarinin log fazinda 20,000
hilcre/fem2  olacak sekilde flasklara ekilmis ve
vukarida tammlanan ortam ve besi yerinde
cogalulmislardir. Hiicre sayimlar, %0.2 konsan-
trasyonda tripan mavisi ile supravital boyama ile
hemositometre kullamlarak yapilmistir, Kiiltiirlerde
retinoid inkilbasyonuna baslamak igin 24 saat hiic-
relerin kiiltiir sisesinin tabanina yapigmalan bek-
lenmistir. Retinoidler sonrasinda %0.01 (v/v) oramm
asmayacak sekilde etanol igindeki soliisyonlan hazir-
lanmis olarak kiiltiirlere eklenmislerdir. Kontrol kil-
tiirlerine esit oranlarda yalmzca etanol eklenmistir.
Hiicre kiiltiirleri 1-5 gtinliik inkiibasyon siireleri
sonunda sonlandirilnuslardir.

Hiicre gogalmasimin saptanmasinda kolorimetrik
bir yéntem kullanilmistir. Bu teknik canli hiicrelerin
tetrazolyum yapisindaki (dimetiltiazol-difeniltetrazol-
yumbromid, MTT, Sigma Co.) bir bilesigi mitokon-
drival dehidrogenaz enzimi ile mavi formazan irii-
niine indirgemesi ilkesine dayanmaktadir. Canli hiic-
re sayisi ve hiicre siispansiyonunun optik dansitesi
arasinda yiiksek korelasyon géstermektedir (21 ).

Hiicrelerin retinoid igeren ve igermeyen gruplar
seklinde 6 kuyulu hiicre kiltiiri plaklarindaki inkii-
basyonundan sonra, her kuyuya 0.1mg (2 mg/ml’den
50ml) MTT eklenmis ve 370C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. Besiyerinin aspirasyonundan sonra mavi
MTT-formazan olusumu 2ml dimetil siilfoksid i¢inde
¢oziilmiis ve plaklar 10 dakika yatay calkalayici
platform iizerinde kanstnlmislardir, Optik dansiteleri
540nm’deki  absorbanslan  olarak  saptanmistir
(Shimadzu-Bosch&Lomb -200UV).

MTT deneylerinin istatistik degerlendirilmesinde
parametrik testler kullamlmg ve anlamhihk diizeyi
p<0.05 olarak student t testi ve Karsilagtirmali t
testleri sonucuna gore verilmistir. PKC enzim aktivite
degerlerinin kosullar arasinda kargilagtinlmas igin iki

vollu varyans analizi ve en kiigiik karaler farks testi
uygulanmistir.

PKC enzim aktivitesi calismasi

RA varhginda 24, 48, 72, 96 ve 120 saatlik
siirelerle inkiibe edilen hiicre kiiltiirleri daha énce
tammlandi@  gibi  sonlandirilmig  ve fosfat-tuz
tamponu ile iki defa yikanmustir. 13-cis-RA,  pro-
liferasyon g¢alismalarinda etkili inhibisyon saglanan
10-6M konsantrasyonda kullamlmstir. Kontrol kiil-
tiirlerine RA eklenmemistir. Sitoplazmik fraksiyon
eldesi i¢in 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 50 mM 2-
merkaptoetanol; 1 mM PMSF; and 10 mg/ml
leupeptin igeren 20 mM Tris-HCI, pH 7.5 tamponu
icinde dounce caminda homojenize edilmistir. Homo-
jenatlar 100,000xg de 40C ortamda 90 dak. santrifiij
edildikten sonra st kisimlar sitoplazmik fraksiyonlar
olarak ayrilmistir, Kalan peletlere ayni tampon 5 mM
CHAPS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ilavesi
ile tekrar eklenmis ve 40C’de 2 saatlik beklemeden
sonra 100,000xg’de 1 saat santrifiij edilerek iist
kisimlar ¢odziilmiis membran fraksiyonlan olarak
toplannugtir.  Her iki fraksiyona ait Orneklerde
Bradford yontemi ile protein diizeyi saptanmistir.
PKC aktivitesi dana timus histon-1 proteinine lipid
varhi@ ve yoklugunda baglanan g-32P isaretli ATP
diizeylerinin farklan olarak belirlenmigtir.(22). Reak-
siyon karisimlari, 0.05 mg/ml 6rnek protein; 20 mM
Tris pH 7.5; 1 mM CaCl2; 20 mM MgCl2; 20 mM
ATP; 100 mM [g-32PJATP; 0.2 mg/ml histon-1
proteini ile lipid varlig igin 0,025 mg/ml fosfa-
tidilserin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ve
0.005 mg/ml 1,2-dioleolilgliserol (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) ile hazirlanmustir. Cok kuyulu
plakalarda tripliketler halinde 370C’de 5 dakika
siirdiiriilen reaksiyonlar 1 mM ATP igeren %10
soguk triklorasetikasit eklenmesiyle presipite edilerek
durudurulmustur. Nitrosellilloz membranlar tizerine
aktarilan presipitatlar 15 mM K2HPO4 ve %5 soguk
triklorasetikasit ile (¢ kez wyikandiktan sonra
sintilasyon sivist igine alinnmis beta sayacinda
sayilmislardir. PKC aktiviteleri 1 mg Grnek protein
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¢iizeltisi ile histon proteinine dakikada transfer edilen
pmol fosfatn lipid varligi ve yoklugu arasindaki fark:
olarak ifade edilmistir.

| —e—honirel —B—[10] —&—5] —¥—[8]
W o——[ —e—[g]

Sekil 1. HT-29  hiicrelerine 6 kuvalu  doku  kiiltiirii
plastitlerinde tamimlt siirelerle,  konsantrasyonlart —[{log|
olarak belivtilmiy 13-cis-RA varligi ve yoklugundaki (120 saat
kontrol kiiltiiri) kiiltiirlerini takiben, 0.1 mg (50 wl 2 mg/mi)
MTT eklenmis ve 37°C de 4 saat inkiibe edilmigtir. Vasat
aspire edilerek mavi renkli formazan bilegik dimetisilfoksid
icinde cozillmig ve 540 nm'de okunmugtur. Veriler tripliketler
halinde calisilan bagimsiz tic deneyin ortalamalarider,

CI[10] M(9) M[8) M[7) OI[6] W[5] B

inhibisyonu

% Proliferasyon

Saat |

Sekil 2. Proliferasyon denevierinde elde edilen degerier doza
(- log molar konsanirasyon olarak) ve zamana bagh olarak
24, saatten baglayarak kontrol kitltiiriine gire normalize
edilerek % proliferasyon baskilanmasi olarak ¢izdirilmigtir,

BULGULAR
Proliferasyonun inhibisyonu:

13-cis-RA’in HT-29 hiicrelerinin proliferasyonu
iizerinde doza ve zamana bagh tasarlanmig
¢alismalarinda (Sekil. 1) 72. saatten baslamak iizere
10-6 M ve alti dozlarda anlamli (p<0.05) inhibisyon
etkileri gozlenmigtir. 120. saatte istatistik anlamli
inhibisyonun goézlendigi en digik doz 10-9 M
(p<0.01) olarak saptanmistir. 120 saatlik RA

uygulmasi sonunda 10-10 M konsantrasyonda dahi
anlamh  (p<0.05) bir proliferasyon inhibisyonu
saptanmistir. Bu inhibisyonlar elde edildigi en kiigiik
ve en bilyiik doz araliginda: 72., 96. ve 120. saat
degerleri igin sirasiyla %4.5-43.61, %11-53, %4.5-
79% olarak hesaplanmustir ($ekil. 2).

Protein kinaz C aktivitesi

PKC aktivitesine RA etkisini incelemek i¢in HT-
29 hiicrelerinde 24-120 saatlik inkiibasyonlarda tek
doz 13-cis-RA  kullanilmistir. Bu doz en yiiksek
proliferasyon inhibisyonu saglayan dozdan Kiiltiir
ortaminda 10 kat seyreltik RA konsantrasyonu
saglayacak sekilde 10-6 molar olarak segilmigtir.
Hiicrelerde sitoplazmik ve membran fraksiyonlarimin
toplami olarak PKC aktivitesinde, 24 saatlik RA
etkisi ile %35, 48. saatte %75 ve 72 saatten sonra
%100'iin iizerinde artig belirlenmistir (Tablo ). Iki
yollu varyans analizi ile, olusturulan fi¢ hipotez:
giinler arasinda, fraksiyonlar arasinda, ve giin ve
fraksiyonlanmn etkilesimleri agisindan olugabilecek
farkliliklar test edildi ve her lig hipotez de reddedildi.
Buna gére PKC aktivitesi agisindan fraksiyonlarin
kayna@i ve zamana bagl farkliliklar oldugu anlagildi
(Tablo II).

Tablo 1. HT-29 Hiierelerinde RA etkisi altinda PKC aktivitesi
Aktivite (pmol/dak/mg protein)*

Kosul Sitopla;;]mada + Membranda % sh
5

Kontrolt 4.01 £0.29 1.98 +0.53
24 saat’ 3.96+09 4.12+0.432
48 saat’ 471 0.6 5.81 + 0,96
72 saat’ 4.77 £0.62 7.47 + 0.87P
96 saatt 4.95£0.61 15.29 + 1.08P
120saat’ 6.34 + 0.75% 16.54 + 1.44€

*Her drnek icin sitoplazmik ve membran fraksivonlarindaki
dlgiilmity  PKC  aktivitesi  degerleri.  Degerler tripliketler
seklinde  vapilmug  reaksivonlarm  sonuglarindan  elde
edilmistir. (f)Kontrol degerleri 120 saatlik RA 'siz kidtiirlerin
sonuglaridr. Bu sonuglar arasinda zamana bagl anlamli bir
degigiklik bulunmamugtwe (veriler sunulmanngtir). (1) En kiiciik
kareler farkt testi ile  komtrol ve drnek  gifileri



150

Tiirk Biyokimya Dergisi (/Z))
2002, Cilt: 27, Sayi: 4 "2

kargilastiedngtr. (a,b.c) sivasiyla p < 0.05, p <004, p <
0.001 ile anlamly artes belirlenmigtiv. (sh: standart hata)
Tablo 1. HT-29 Hiicrelerinde Ra'in Total Pke Akiivitesine’
Etkisi Uzerine I Yollu Varvans Analiz:

Varvans | Kareler toplami | s.d. Kareler Fs
kavnag ortalamas:
Fraksiyonlar 993344 4 I 9933444 | 63.418%
arasi2
Giinler 2708553 5 541710.5 34.584*
Ell'i?l:il2
Eikilesim 1645237 5 3290473 | 21.007*
Hata 3759213 24 15663.39
Toplam 3723055 35

Ikt vollu varvans analizi ite ! PKC aktivitesinin sitoplazmik ve
membran fraksivonlar: icin elde edilen her drnegin Ern’p.feker
deney sonuglarimn dakiinii,
0.01 (1,24) = 782: F g} (524) = 390 (sd= serbestlik

derecesi; Fs=F istatistigi)

Fraksivonlar arasindaki farkhih@in  istatisiksel
anlamlibgim saptamak igin en kiiglik kareler farki
testi kullamilmistir. Bu test sonucunda sitoplazmik
fraksivonlar arasinda 5. giin  disginda PKC
aktivitesinde zamana bagh anlamh bir farkhhk
saptanmazken, membran frak siyonlarinda her bes
giintin, kontrollara gbre ve zamana bagh artig
seklinde birbirlerine gére, istatiksel olarak anlamh
farkhihiklar icerdigi belirlenmistir.

HT-29 hiicrelerinde PKC aktivitesinin RA varhg)
ve yoklugunda hiicre i¢i dafilimn  sekil.3 de
goisterilmektedir. Bu aktivitenin membran ile iligkili
kismi RA inkiibasyonunun 24. saatinden baslamaka
tizere artmaktadir. Bu gézlem PKC'nin sitoplazmada
kovalent modifikasyona ugramaylp membrana
transloke olduguna isaret etmektedir, Bu ver degisimi
4, glnde maksimum dilzeye erismekie ve PKC
aktivitesinin %51°1 membrana taginmaktadir (Tablo
[I. Total PKC artist RA etkisinin yeni protein
sentezini de indiiklediginin bir gostergesidir. Proli-
ferasyon ¢alismalan ile birlikte yorumlandiginda,
zamana bagh hiicre baskilanmasinin PKC enzim
aktivitesindeki artisi paralel olarak izledifi saptan-
maktadir.

*fstatitistikse! anlamhivk: F

[DSitoplazma BMembran |

20
18
16
14
12
10 §

pmol /dak / mg protein

(=T LR A

o 24 48 72 o8 120

membran farksivonlarinda PKC  akuvitesi (Tablo ['deki
verilere pare ¢izdirilmigtiv).

Tablolll, Pke Aktivitesinin 13-Cis Ra Etkisi Alinda Hiicre Igi
Dagudvm

inkiibasyon kosullar (saat)

Kontrol* 24 48 72 96 120

% Sitoplazmik 66.9 49 448 39 245 277

% Membran 33.1 531 552 61 755 723

% Yer degisimi 0 2 104 22 51 446
*Kontrol  kogulu, RA  etkisi ofmavan Micrelerde enzim
aktivitesi ile ilgili baglangic agamasim  gésterdiginden
enzimin fraksiyonlara gire dagiininda ver degiimi 0 olarak

kabul edifmigtir,

TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda, antitimOr mekanizmasi
tamamen anlagilamarmg RAlerin aktil bir metaboliti
olan 13-cis-RA ile in vitro kolon kanserleri {izerinde
proliferasyonu baskilayict  etkisinin  PKC  enzim
aktivitesi ile olan iligkisi gdsterilmistir. Calismanin
sonuglart 13-cis-RA’in HT-29 kolon adenokanser
hiicrelerinde PKC enzim aktivitesini  arttirdiin
gostermektedir.  Sitoplazmik  fraksiyonda enzim
aktivitesinde degisiklik olmamasina kargin, PKC
aktivitesinin  membran ile iligskili olan kisminda
kontroller ile kargilastirildiginda RA ile muamele
edilen hiicrelerde belirgin bir artis saptnamistur. Bu
bulgular, hiicrelerdeki enzim diizeyinin &nemli bir
oraninin  aktif forma ge¢mis olabilecegini yani,
PKC'nin kalsiyum ve fosfolipidler ile kompleks
olusturarak sitoplazmadan membrana dogru yer
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degistirdigini diistindiirmektedir. Bununla birlikte RA
etkisi altinda total PKC aktivitesindeki artig bu
enzimin  sentezinde de artis  olmasmi  akla
getirmektedir. Bazi arastirma  sonuglarinda PKC
aracili iletimin ¢eliskili bulgular gosterdigi dikkat
cekmektedir. Ornegin, PKCb1'in sican fibroblast
hilcre  egsoylarinda  asin  ifadesi  proliferasyonu
artirmakta ve yumusak agarda kolay ¢ogalmalarim
saglamaktadir (23 ). Diger bir ¢alisma PKCg’in NIH
3T3 fibroblast hiicrelerinde tiimérojenisiteyi arttirdifs
gizlenmistir. Buna karsin, kolon kanser hiicrelerinde
PKCb1 agin ifadesi proliferasyon ve tiimér olusturma
potansiyelini azaltmaktadir (13). HT-29 hiicrelerinde
PKC'nin davrams: bu ¢alisma ile uyumluluk
gostermekte ve RA’in gogalmayi baskilayicr etkisi ile
birliktelik gostermekiedir.

RA’lerin hiicrelerde diferansivasyonu arttiner ve
proliferasyonu azaltict etkisi kanser tedavisinde
dokuya odakli sitostatik etki ile yalmz ya da kombine
sekilde alternatif terapi olanaklarim  sunabilir.
RA’lerin etki mekanizmalarnimin aydinlatilmasi ise bu
siirece olumlu katkida bulanabilir. RA etkili hiicre
proliferasyonu baskilanmasinda PKC enziminin
sinyal iletimi ile olas: iliskisi bu mekanizmalann ileri
basamaklarini aydinlatmada rol oynayabilir. Benzeri
¢ahsmalarda PKC'nin  hangi izoformlarimin  bu
iletimiden sorumlu oldugunun ortaya konmasi ve bu
izoformlarin transkripsiyonel aktivitelerinin saptan-
masiin da yararh olacag distiniilmekiedir.
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