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چكيده
زمينه و هدف: كارسينوآمبريونيك آنتي ژن(CEA) Carcinoembryonic Antigen  يكي از ماركرهاي توموري است كه بيان آن در بسياري از سرطانهاي كولوركتال، معده، پانكراس، ريه و سينه زياد مي‌شود. مكانيزم دقيق آزاد شدن اين آنتي‌ژن از سطح سلول به درون سرم بيماران سرطاني هنوز ناشناخته است. پروتئين كارسينوآمبريونيك آنتي‌ژن از طريق يك اتصال گليكوزيل فسفا تيديل اينوزيتول (GPI-anchor) به غشاء سلولي متصل مي‌شود. شواهدي مبني بر دخالت آنزيمهاي فسفوليپاز اختصاصي در شكستن GPI اتصال و جداسازيCEA  از سطح سلولها وجود دارد. با توجه به اين شواهد و داده‌ها، ما نقش احتمالي گليكوزيل فسفاتيديل اينوزيتول فسفوليپاز  (GPI-PLD) D را در هيدروليز و آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن بررسي كرديم. 
روش بررسي: در اين تحقيق، ما با به كار بردنRT-PCR  بيانGPI-PLD  در برخي از رده‌هاي سلولي آدنوكارسينوماي كولوركتوم را نشان داديم. ميزان كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن آزاد شده توسط يكي از رده‌هاي سلولي سرطاني ( LS-180) كه مقادير زيادي كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن را به طور خودبخود در محيط كشت رها مي‌سازند را در حضور و عدم حضور مهاركننده‌ها و فعال كننده‌هاي اختصاصي اين آنزيم، اندازه‌گيري كرديم. 
يافته‌ها: بررسي بيان ژن به كمك RT-PCR  نشان داد كه GPI-PLDدر اين سلولها بيان مي‌شود. همچنين مقدار پروتئين CEA نيز در محيط كشت در حضور و عدم حضور مهاركننده‌ها و فعال كننده‌هاي اختصاصي اين آنزيم، افزايش يا كاهش مي‌يابد.
نتيجه‌گيري: با توجه به نتايج به دست آمده، شواهدي مبني بر نقش آنزيم  GPI-PLDموجود در اين سلولها به عنوان آنزيم مؤثر در آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن بدست آورديم.
كليد واژه‌ها: كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن(CEA)، GPI-PLD، اتصال گليكوزيل فسفاتيديل اينوزيتول
وصول مقاله: 18/3/85      اصلاح نهايي: 23/2/86      پذيرش مقاله:28/2/86
مقدمه
كـارسينـو آمبـريـونـيـك آنـتـي‌ژن (CEA) Carcinoembryonic Antigen يكي از رايجترين ماركرهاي توموري است. ميزان اين آنتي‌ژن در بسياري از بيماريهاي سرطاني همچون سرطان كولون، سينه، ريه، پروستات و معده و نيز بدخيمي‌هاي Gynecological افزايش مي‌يابد. سطح اين آنتي ژن سرمي در بيماران مختلف بسيار متغير است. در بعضي از بيماران سرطاني، عليرغم بيان كارسينوآمبريونيك آنتي ژن در بافت توموري، مقادير سرمي آن نرمال است (3-1).
ساختمان پروتئين كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن شامل يك دنباله V-like Ig domain در انتهاي آميني است كه در كنار آن 6  ناحيه I-like Ig domain قرار داشته و در انتها به يك دنباله هيدروفوب در انتهاي كربوكسيل ختم مي‌شود. اين ناحيه كه شامل 26 آمينو اسيد است، پردازش شده و به وسيله يك بخش گليكو فسفاتيديل)  (GPI anchor ، به غشاء سلول وصل مي‌شود (4).
عملكرد طبيعي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن و ارتباط آن با پيدايش سرطان، نامشخص است. ديده شده كه ترشح اين آنتي ژن از بسياري از تومورهاي كولون، با پيشرفت سرطان و بروز بدخيمي مرتبط است (5).  بعضي از نقشهاي CEA  شامل شركت در چسبندگي‌هاي homophilic وheterophilic  بين سلولي است (6) و احتمالاً از اين طريق در بروز سرطان نقش دارد (7). كارسينو آمبريونيك آنتي ژن، همچنين در متاستاز كبدي ناشي از سرطان كولون، نيز نقش دارد (9و8)، كه مورد اخير به احتمال زياد از طريق تحريك سلولهاي Kupffer به وسيله آنتي ژن محلول و توليد سيتوكاين است (8،10).
اگرچه مدتهاست كه ترشح خودبخودي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن از سطح سلولها معلوم شده است، ولي مكانيزم دقيق آزادسازي آن از سطح سلول به درون سرم همچنان ناشناخته است. آزمايشهائي كه به كمك تريتون X-114 انجام شد، نشان دادند كه، فرم ترشحي آن، هيدروفيل‌تر بوده و در فاز آبي قرار مي‌گيرد در حالي كه فرم متصل به غشاء خاصيت هيدرفوبيسيتي بيشتري را نشان مي‌دهد، لذا نشان داده مي‌شود كه CEA ترشحي، فاقد بخش هيدروفوب GPI مي‌باشد (11). Khan و Hammarstrom نشان دادند كه كارسينوآمبريونيك آنتي ژني كه در غشاهاي ايزوله شده و قطعات غشائي و نه در سلولهاي سالم موجود است، مي‌تواند به وسيله سرم تازه انساني و يا GPI-PLD تخليص شده، برش خورده و آزاد شود (12). همچنين مطالعات نشان دادند كه، در سلولهاي اپي‌تليال كولون طبيعي و نيز در سلولهاي سرطاني كولون، CEA  به وسيله يك برش غير پروتئوليتيكي، و احتمالاً به كمك يك فسفوليپاز اندوژن، آزاد مي‌شود (13).
GPI-PLD اندوژن كه مسؤول برش و آزادسازي پروتئينهاي GPI از لنگرگاهشان در سطح سلول بوده، شناسائي شده است (16-14).  cDNAيك فسفوليپاز D مختص GPI (GPI-PLD) كلون شده است (17) و بيان آن در تعدادي از بافتهاي انساني از جمله سلولهاي بتاي پانكراس، ماكروفاژها، كراتينوسيتها، و سلولهاي كبدي نشان داده شده است (18). مطالعات جديد گوياي اين است كه،GPI-PLD  سلولي مسؤول برش و آزادسازي تعدادي از پروتئينهاي GPI از انواعي از سلولهائي مثل سلولهاي توموري است (18-16) و بنابراين ما را به سمت بررسي نقش اين آنزيم در آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سطح سلولهاي كولوركتال كارسينوما هدايت كرد.
روش بررسي
مواد

گوانيديوم تيوسيانات، سيترات سديم، فنل، و10و1-فنانترولين(PNT) از Fluka chemical company  (Switzerland) ،L –گلوتامين،BSA ،سورامين و DMEM از شركت Sigma (USA) خريداري شد. Random Primer، آگارزMP  و dNTPs از شركت Roche (Germany)، تهيه پني سيلين، استرپتومايسين، مهاركننده ريبونوكلئاز، M-MuL V reverse transcriptase، Taq DNA polymerase و ماركرهاي DNA و بيوسنتز پرايمرهاي اليگونوكلئوتيد به وسيله شركت Fermentas (Lithuania) فراهم شد. FBS از Biochrom (Germany) و كيت CEA ELISA از CanAg CEA EIA Kit (Sweden) خريداري شد. لاينهاي سلولي كولون كارسينوماي انساني كه شامل لاينهاي LS-180 ، HT-29،  HT-29/219 و SW749  بودند، از بانك بين‌المللي سلول ايران، انستيتو پاستور، تهران (NCBI, Pasteur Institute, Tehran) تهيه شد. خريداري پليتهاي كشت سلول و فلاسكها از شركت NUNC (Denmark) و كليه مواد شيميايي از شركت Merck (Germany) انجام شد. 
كشت سلول

لاينهاي سلولي LS-180 ، HT-29،  HT-29/219و SW749 در فلاسكهاي كشت سلول T25 و  T75كشت داده شدند. شرايط كشت، شامل محيط DMEM كه حاوي 10%  FBSبوده كه U/ml 100 پني سيلين، µg/ml 100 استرپتومايسين وmM  2  ال–گلوتامين به آن اضافه شده است. سلولها در دماي ( C37 و  اتمسفر مرطوب با 5% ‍CO2 نگهداري شدند. 

اندازه‌گيري كارسينو آمبريونيك آنتي ژن آزاد شده از چندين لاين سلولي كولون كارسينوما
40000 سلول از لاينهاي سلولي كولون كارسينوما در پليتهاي 4 خانه با قطر cm 2 در هر خانه، كشت داده شدند. سلولها به صورت تك لايه در  µL 250 محيط حاوي سرم، رشد داده شدند، تا زماني كه تمام كف پليت را پوشاندند. در اين شرايط، محيط كشت براي مطالعه ميزان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن در فاز ساكن، خارج شده و به وسيله محيط فاقد سرم جايگزين شد و انكوباسيون براي 96 ساعت ديگر، ادامه يافت. محيط كشت هر 48 ساعت يكبار خارج و براي مدت 5 دقيقه در دور ×g 3000 سانتريفيوژ مي شد، تا هرگونه سلول معلقي خارج شود، سپس محيط روئي به لوله جديدي منتقل و براي مدت 20 دقيقه ديگر در دور ×g10000 و دماي ( C4 سانتريفيوژ شدند تا وزيكولهاي سلولي و خرده هاي سلولي خارج شود.محيط كشت حاصل در دماي ( C70- نگهداري شد تا ميزان آزادسازي CEA به وسيله كيت ELISA و طبق دستورالعمل اندازه‌گيري شود. در زمان پر شدن فلاسك، كل پروتئين سلولي خارج شد. اين عمل با اضافه كردن همزمان Lµ 600 Lysis buffer (10 mM Tris pH 7.0, 1% SDS) در دماي جوش، به سلولهاي كشت داده شده در پليتها و سپس كندن آنها از كف پليت صورت مي‌گيرد. مقدار كارسينو آمبريونيك آنتي ژن آزاد شده از هرلاين سلول، بر حسب نانوگرم آنتي ژن در هر ميلي‌گرم پروتئين سرم، نرمال شده و غلظت آن به وسيله روش Bradford (20) و Crystallin BSA به عنوان استاندارد، اندازه‌گيري شد.
تأثير سورامين، 10و1-فنانترولين و EDTA بر آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن
سورامين به صورت يك استوك استريل با غلظت mg/ml 100 در آب مقطر تهيه و در ( C20-  نگهداري شد و PNT  در محيط بدون سرم با غلظت µg/ml250 تهيه و در ( C4 تا زمان استفاده نگهداري شد. براي بررسـي تأثير سورامين و فنانترولين بر آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن، همزمان دو سري سلول LS-180 در پليتهاي چهار خانه‌اي، كشت داده شدند (cells/well200000 در µL 250 محيط كشت) و به اين سلولها اجازه داده شد تا مرحله Sub-confluency رشد كنند. در اين مرحله، سلولها دو بار با PBS شسته شده و سپس در محيط DMEM تازه، كه در دو سري شامل و فاقد FBS، همراه با سورامين يا فنانترولين بودند، انكوبه شدند. سورامين در دوزهاي µg/ml 50 و 100 و فنانترولين در دوز µg/ml2 و در دو حالت همراه با و بدون µM 5/12 از ZnCl2 استفاده شد. اين سلولها در انكوباتور مرطوب ( C37 براي مدت 8-2 ساعت نگهداري شدند. شرايط كنترل، شامل كشت سلولها در محيط كشت فاقد اين مواد شيميائي است. محيط كشت هر دو سري پليتها، بعد از هر دو ساعت انكوباسيون، يكبار جمع‌آوري گرديد. براي خروج هرگونه بقاياي سلولي، طبق دستورالعمل گفته شده، محيط كشت سانتريفيوژ مي‌شد. در پايان تعداد سلولهاي زنده در هر خانه پليت، با روش تريپان بلو و استفاده از لام نئوبار شمارش شد. مقدار كارسينو آمبريونيك آنتي ژن آزاد شده در محيط كشت به وسيله روش اليزا اندازه‌گيري گرديد. بررسي تأثير EDTA بر آزادسازي اين آنتي ژن نيز به همين ترتيب صورت گرفت. به طور خلاصه مي‌توان گفت،106×1سلول Ls-180 در پليتهاي cm 6 تا مرحلهSub-confluency  كشت داده شدند. سپس، سلولها در mL 2 محيط كشت تازه و غلظتهاي  µM 10 و 25 EDTAبراي 4-2 ساعت انكوبه شده و ميزان آنتي ژن آزادشده، طبق روش گفته شده اندازه‌گيري گرديد. نتايجي كه در اين مقاله آمده، ميانگين مقادير به دست آمده از هر يك از دو كشت جداگانه است.
استخراج RNA و انجام RT-PCR 

كل RNA سلول، از سلولهاي Sub-confluent و با روش تك مرحله‌اي به كمك اسيد گوانيديوم تيوسيانات و طبق دستورالعمل Chomczynski وSacchi استخراج شد (21). cDNA به كمك روش Reverse Transcription (RT) و با استفاده از µg 5  از Total RNA، پرايمرهاي Pd(N)6 random hexamer primer و  M-MuLV Reverse transcriptase در µL 20 محلول واكنش و طبق دستور، تهيه شد. PCR در µL50 از مخلوط واكنش كه داراي µL10 از محصول واكنشRT، 5/1 واحد آنزيم DNA Polymerase ،mM 2/0 dNTPs و به ميزان µM 5/0 از هر يك از پرايمرهاي Forward و  Reverse در ×PCR 1 از بافر واكنش، كه توسط شركت توليد كننده آنزيم Taq فراهم شده بود. توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي GPI-PLD، كارسينو آمبريونيك آنتي ژن و –actin β (كنترل داخلي) در جدول 1 نشان داده شده است. مخلوط واكنش براي مدت 5 دقيقه در دماي C (94 دناتوره شده و در طي 35 سيكل تكثير شد، به طوري كه هر سيكل شامل 1 دقيقه denaturation در (C94، 45 ثانيه annealing در (C62 و 45 ثانيه polymerization در دماي (C72 بود.
روشهای آماری

داده‌های آماری به وسيله نرم افزار SPSS بررسی شده و تفاوتهاي آماري بين گروهها به وسيله تست tukey HSD multiple comparison test مطالعه شد.
يافته‌ها
زمان بندي آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي كارسينوماي كولون 

ما ابتدا، ميزان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از لاين‌هاي مختلف كارسينوماي كولون به محيط كشت را به صورت تابعي از زمان، مقايسه كرديم. ميزان آزادسازي CEA  در چهار لاين سلولي مختلف Ls-180 ، HT-29 ، HT-29/219 و SW742 در فاز  exponential و فاز stationary (كه سلولها در محيط بدون سرم و در شرايط confluency هستند( بررسي شد.
جدول1: توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي  RT-PCR amplification
__________________________________________________________________

Gene                     Primer sequence

______________________________________________________________________

GPI-PLD               Sense: 5`GGACACAGGGCTCTGGAGTTTCT3`

                              Antisense: 5`AACTGGCTCAACACGTCTCCTCC3`

CEA                      Sense: 5`TTCACCTGTGAACCTGAGGC3`

                              Antisense: 5`AGAGACTGTGATGCTCTAGACTATGGA3`

ß-Actin                  Sense: 5`CCACGAAACTACCTTCAACTCC3`

                              Antisense: 5`TCATACTCCTGCTGCTTGCTGATCC3`

[image: image3.emf]شكل 1: زمان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از اين لاين‌ها را با هم مقايسه مي‌كند. ميزان آزادسازي آنتي ژن مذكور از سلولها در فاز confluency به حداكثر مقدار خود مي‌رسد و در محيط بدون سرم، كاهش مي‌يابد. تفاوت زيادي در ميزان CEA از لاين‌هاي مختلف، مشاهده مي‌شود. لاين‌هاي سلولي توليدكننده قوي، يعني Ls-180 و HT-29/219 در شرايط confluency و در مدت 48 ساعت، به ترتيب مقاديرµg/ml 46 و 9/ 3 كارسينوآمبريونيك آنتي ژن به ازاي هر ميلي‌گرم پروتئين تام سلول آزاد كردند در حاليكه، سلولهاي توليدكننده ضعيف، يعني SW742 و HT-29 به ترتيب مقادير µg/ml4/0 و 2/0 را آزاد كردند.
شكل 1: زمان بندي آزادسازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن از لاينهاي مختلف سلولي كولوركتال كارسينوما
محيط كشت اين سلولها در هر 48 ساعت يكبار جمع‌آوري شده و ميزان CEA آن، همان طور كه در متن 
آمده، اندازه‌گيري شد. در هر منحني، دو نقطه آخر نشان دهنده ميزان آنتي ژن آزاد شده در محيط فاقد سرم است. 
تشخيص بيان GPI-PLD و كارسينو آمبريونيك آنتي ژن به وسيله RT-PCR
در اين چهار لاين سلولي كولون كارسينوما، بيان اين آنتي ژن، GPI-PLDو –actin β (كنترل داخلي) به وسيله RT-PCR مشخص شد. نتايج اين RT-PCR در شكل 2 نشان داده شده است. همان طور كه در شكل مشاهده مي‌شود، در هر چهار لاين سلولي، mRNA مربوط به كارسينو آمبريونيك آنتي ژن و GPI-PLD، محصول DNA با اندازه‌هاي پيش بيني شده يعني باندهاي bp  465 و 416 مي‌دهد.
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شكل 2: الكتروفورز  با آگارز ژل كارسينو آمبريونيك آنتي ژن، GPI-PLD و  actin-β حاصل از RT-PCR در لاينهاي كولون كارسينوماي Ls-180 و  HT-29 (در شكل a)، SW742 و HT-29/219 (در شكل b ) و رنـگ‌آميـزي آن با اتيـديـوم برميـد. توجـه بـه ايـن 
نكتـه ضروري است كه در لاين سلولي SW742 باند كم تراكم‌تري مشاهده مي‌شود.
M:Marker و C: Negative Control 
اثر فعال‌كننده GPI-PLD بر ميزان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن
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شكل 3: تأثير فعال‌كننده GPI-PLD (سورامين) بر آزادسازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي Ls-
180 . سلولهاي Ls-180 در پليتهاي 4 خانه‌اي كشت داده شدند و براي مدت 8-2 ساعت در غلظتهاي50(S-50 ) و 100(S-100 )µg/ml سورامين و محيط دارا (a) و 
فاقد (b) سرم قرار گرفتند. ميزان كارسينوآمبريونيك آنتي ژن رها شده به وسيله كيتهاي تجاري اليزا اندازه‌گيري شد. محيط كشت سلولهاي بدون اين ماده شيميائي به عنوان كنترل استفاده شد. نتايج آزمايش، خطاي ميانگين استاندارد در دو مطالعه مستقل را نشان مي‌دهد. تفاوتهاي آماري بين گروهها به وسيله تسـتtukey HSD multiple comparison test  آزمـايـش 
شد. * Significant P-value vs S-50 ،** significant P-value vs S-50 و  S-100،O S-50  و significant P-value vs C 
تأثير مهاركننده GPI-PLD بر ترشح كارسينو آمبريونيك آنتي ژن
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شكل 4: اثر PNT، مهاركننده GPI-PLD، بر روي آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن در محيط كشت سلولهاي Ls-180. سلولها تا مرحله sub-confluency در پليتهاي 4 خانه‌اي كشت داده شدند و سپس µg/ml 2 PNT  (p )ويا µg/ml 2 PNT  به اضافه Mµ 5/12  ZnCl2(p+z) به محيط فاقد (a) و داراي (b) سرم اضافه شد. همان طوري كه در بخش 2 آمده است، مقدار  CEAآزاد شده در محيط اندازه‌گيري شد. محيط سلولهائي كه تحت هيچ ماده شيميائي قرار نگرفته‌اند، به عنوان كنترل استفاده شد. نتايج به صورت خطاي ميانگين واستاندارد دو آزمايش مستقل، ارائه شده است. تفاوتهاي آماري بين دو گروه با تست Tukey HSD test محاسبه شده است. (a) * significant P-value vs C،significant P-value vs C and PZ**، (b) *PZ significant P-value vs، ** significant P-value vs C and P.
تأثير EDTA بر ميزان آزادسازي كارسينوما آمبريونيك آنتي ژن
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شكل 5: اثر EDTA، بر روي آزادسازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن در محيط كشت سلولهاي Ls-180 . سلولها تا مرحله sub-confluency در پليتهايcm 6  كشت داده شدند و سپس Mµ 10 و 25 EDTA در ml 2 محيط فاقد (a) و داراي سرم (b) به آنها اضافه شد. ميزان  CEAآزاد شده همين طور كه در متن آمده، اندازه‌گيري شد. محيط سلولهائي كه تحت هيچ ماده شيميائي قرار نگرفته‌اند، به عنوان كنترل استفاده شد. نتايج به صورت خطاي ميانگين واستاندارد دو آزمايش مستقل، ارائه شده است. تفاوتهاي آماري بين دو گروه با تست Tukey HSD test محاسبه شده است. *  Significant P-value vs control and 10 µM EDTA 
بحث
زمان بندي آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي كارسينوماي كولون
GPI-PLD فعال در سرم بسياري ازگونه‌هاي پستانداران، شناسائي شده است (23 ,22). از آنجائي كه، GPI-PLD پلاسما و GPI-PLD تخليص شده، در شرايط فيزيولوژيك فاقد توانائي برش پروتئينهاي GPI-anchored از سطح سلولهاي سالم هستند (25,24)، براي حذف تأثير GPI-PLD موجود در FBS محيط كشت و تائيد وابستگي آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن به رشد سلول، ما سلولها را در محيط فاقد سرم كشت داديم و آزادي خودبخودي اين آنتي ژن در محيط كشت را آناليز كرديم. همان طور كه در شكل 1 نشان داده شده است، محيط فاقد سرم در مقايسه با محيط داراي سرم، مقدار كمتري CEA آزاد مي كند.هر چند كه، آزادسازي خودبخودي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن  در محيط بدون سرم، بعد از 4 روز كم نشد (دو نقطه آخر در شكل 1) كه اين مطلب نشان دهنده آن است كه يك آنزيم اندوژن و نه آنزيم سرمي، مسؤول كاتاليز آزادسازي آن از سلولها است.سلولها براي رشد فعال نيازمند فاكتورهاي رشدي هستند كه به وسيله FBS موجود در محيط تامين مي شود. كاهش آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن به وسيله سلولهاي Ls-180 در شرايط بدون سرم، ممكن است به خاطر همين كاهش متابوليسم سلولي و بيوسنتز كمتر پروتئينها باشد.  

مطالعات پيشين نشان دادند كه CEA محلول در محيط كشت، فاقد بخش اينوزيتول گليكان است (12). آناليز SDS-PAGE محيط كشت اين لاين‌هاي سلولي و همچنين تحقيقات گذشته، نشان داده‌اند كه پروتئين كارسينوآمبريونيك آنتي ژن آزاد شده، داراي همان وزن مولكولي فرم سالم متصل به غشاء(KD 180 ~) است. Sack و همكاران، نيز نشان دادند كه،اين آنتي ژن سطح سلول نسبت به برش به وسيله انواع پروتئازها، مقاوم است (26). اين مشاهدات، فرضيه آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سطح سلول به كمك پروتئازها را رد مي‌كند.

تشخيص بيان GPI-PLD و كارسينو آمبريونيك آنتي ژن به وسيله RT-PCR
بيان فسفوليپاز ويژه GPI (GPI-PLD ) و لزوم آن براي برش پروتئينهاي GPI-anchored خاص، در بسياري از سلولهاي نرمال و سرطاني انسان، نشان داده شده است (27). همانطور كه آزمايشات بالا به وضوح نشان مي‌دهند، اين چهار لاين سلولي سرطاني، در ميزان آزادسازي CEA  با هم تفاوت دارند. بنابراين، ما تصميم گرفتيم كه همزمان بيان ژن كارسينو آمبريونيك آنتي ژن وGPI-PLD را در سلولهاي مذكور، بررسي كنيم. در اين چهار لاين سلولي كولون كارسينوما، بيان اين آنتي ژن، GPI-PLD و –actin β (كنترل داخلي) به وسيله RT-PCR مشخص شد. همان طور كه در شكل 2 مشاهده مي‌شود، در هر چهار لاين سلولي، mRNA مربوط به كارسينوآمبريونيك آنتي ژن و GPI-PLD، محصول DNA با اندازه‌هاي پيش بيني شده يعني باندهاي bp 465 و 416 مي‌دهد. اين محصول به خاطر آلودگي با genomic DNA نمي‌باشد، چرا كه هر دو پرايمر در اگزونهاي مختلف طراحي شده‌اند، همچنين، در لوله كنترل با حذف مرحله RT ، DNA amplification كاهش يافت (كنترل منفي در شكل 2).

RT-PCR يك quantitative assay نيست ولي مقايسه intensity چهار باند مربوط به همه سلولها نشان داد كه باند CEA در لاين SW742 به طور مشخصي نسبت به ساير باندها كم تراكم‌تر است. اين كاهش بيان، به طور واضحي در مقايسه با بيان –actin β مشخص مي‌شود (باند bp 750 در شكل 2). با توجه به اين كه ما مقدار مساوي از RNA تام و شرايط يكسان واكنش را براي هر چهار لاين به كار برديم، لذا به نظر مي‌رسد كه حداقل SW742 به نسبت، مقدار كمتري از كارسينو آمبريونيك آنتي ژن را در مقايسه با لاين‌هاي سلولي ديگر بيان مي‌كند. اينكه با استفاده از RNA تام به جاي mRNA، نيز نتيجه RT-PCR موفقيت‌آميز بود نشان مي‌دهد كه به نسبت بيان GPI-PLD در اين لاين‌هاي سلولي توموري زياد است.

اثر فعال‌كننده GPI-PLD بر ميزان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن
براي بررسي نقش احتمالي GPI-PLD سلولي در آزادسازي خودبخودي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از اين سلولها، تصميم گرفتيم كه تأثير سورامين و 10،1- فنانترولين كه به ترتيب فعال‌كننده و مهاركننده‌هاي GPI-PLD  هستند را مطالعه كنيم.

اغلب براي بررسي ميزان فعاليت آنزيم GPI-PLD از سيستم‌هاي cell free استفاده مي‌شود. براي اين كار از cell lysate به عنوان منبعي براي آنزيم GPI-PLD و پروتئين GPI-anchored radio labeled  براي مثال VSG (variant surface glycoprotein) به عنوان سوبسترا، استفاده مي‌شود (28). اين روش، دشوار و وقت‌گير است. بنابراين به عنوان راه حل ديگر، ما اثر فعال كننده و مهاركننده GPI-PLD در ميزان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي سالم را بررسي كرديم. اين مطالعه، بر روي سلولهاي Ls-180 انجام گرفت، چرا كه ميزان آزادسازي CEA از اين لاين زياد است و لذا مطالعه محصول واكنش GPI-PLD با روش غير راديواكتيو براي تشخيص اين آنتي ژن، آسانتر خواهد بود. سورامين يك پلي سولفونات نفتيل اوره است، كه در مطالعات in vitro  فعاليت GPI-PLD را زياد مي‌كند (30, 29). كشت‌هاي Ls-180 در وضعيت sub-confluency، دائماً در معرض سورامين با غلظتهاي µg/ml50 و 100 در محيط با و بدون سرم و براي 8 ساعت قرار گرفتند.محيط كشت هر 2 ساعت، يكبار جمع‌آوري شده و مقدارCEA  آن اندازه‌گيري شد. ميزان اين آنتي‌ژن در زمانهاي مختلف در شرايط پايه‌اي و تحريك فعاليت  GPI-PLDبا سورامين، با هم مقايسه شدند. به طور مشخصي آزادسازي CEA در سلولهاي تحت تأثير سورامين نسبت به سلولهاي كنترل زياد شد، چرا كه غلظت بيشتري از آن كه به خاطر تأثير روي GPI-PLD است، مشاهده مي‌شود (شكل a 3 و b 3). تفاوت سلولهاي كنترل و سلولهاي تحت تأثير سورامين، بعد از 2 ساعت انكوباسيون سلولها در محيط داراي سرم مشخص مي‌شود (شكل a3). در شرايطي كه سلولها 4 ساعت تحت تأثير µg/ml 100 سورامين قرار گيرند، ميزان آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن آنها در مقايسه با سلولهاي كنترل، به ميزان 79% افزايش مي‌يابد. هر چند كه، پس از آن كاهش مي‌يابد، كه احتمالاً به خـاطر كاهش محتواي كليCEA درون سـلول است. ايـن افزايش آزادسـازي آنتـي ژن، به خـاطر كاهـش cell integrity  نيست، چرا كه رنگ‌آميزي سلولها با تريپان بلو نشان داد كه تعداد سلولهاي زنده در هر دو نمونه تفاوتي نمي‌كند. تأثير سورامين در آزادسازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن به محيط بدون سرم در مقايسه با محيط داراي سرم، كاهش يافت (شكل b 3)، كه ممكن است به خاطر بيوسنتز كمتر آن در شرايط بدون سرم است. به طور كلي، همه داده‌ها نشان مي‌دهند كه سورامين مي‌تواند به طور مشخصي آزادسازي CEA از سلولهاي هر دو نوع محيط را افزايش دهد. چون سورامين باعث رهائي مقادير قابل اندازه‌گيري كارسينوآمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي HT-29 كه توليدكننده ضعيف آن هستند، نمي‌شود، لذا مي‌توان اين طور نتيجه‌گيري كرد كه سورامين تنها آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي‌ژن و نه بيوسنتز آن را تحريك مي‌كند.

اگرچه كه سورامين يك فعال‌كننده غير اختصاصي براي GPI-PLDبوده و داراي اثرات پليوتروپيك بر روي بسياري از سيستم‌هاي آنزيمي و بر هم كنشهاي فاكتور رشد-گيرنده است، نتايج هماهنگ فعال‌كننده و مهاركننده GPI-PLD، با مكانيزم برش GPI مطابقت مي‌كند.

نشان داده شده است كه ترشح كارسينوآمبريونيك آنتي ژن با تمايزي كه به خاطر سورامين در سلولهاي سرطان كولون انساني رخ مي‌دهد، مرتبط است (31). انكوباسيون سلولهاي HT-29 و Moser براي 4 روز با غلظت IC-50 سورامين، باعث تمايز و ترشحCEA  از اين سلولها مي‌شود. همچنين اثر مشابه سورامين بر روي لاين سلولي سرطان معده انساني SNU-16 نشان داده شده است (32). Ls-180 يك لاين سلولي تمايزكننده نيست. نتايج ما نشان دادند كه حتي اگر سلولها براي مدت كوتاهي (2 ساعت)، تحت تأثير سورامين قرار گيرند، ترشح كارسينو آمبريونيك آنتي ژن زياد مي‌شود. بنابراين، به نظر مي‌رسد كه تأثير سورامين بر روي اين آنتي ژن يك فرايند مستقل از تحريك تمايز سلولي است.
تأثير مهاركننده GPI-PLD بر ترشح كارسينو آمبريونيك آنتي ژن
آنزيم GPI-PLD، به وسيله1،10-فنانترولين (PNT) مهار مي‌شود. اين تركيب، يك chelator براي كاتيونهاي دو ظرفيتي است كه آنزيم‌هاي فسفوليپاز نوع GPI-PLD و نه نوعC را مهار مي‌كند (22و21). سلولهاي Ls-180 با مقادير g/mlµ 10-2 از PNT انكوبه شدند. غلظتهاي بالاتر از g/mlµ 4 PNT باعث cell toxicity شد، به همين دليل غلظت g/mlµ 2(µM 10~)  ازPNT در آزمايشات بعدي استفاده شد.

سلولهاي Ls-180 در حضور و عدم حضور g/mlµ 2 PNT در محيط با و بدون سرم، براي 4-2 ساعت، قرار داده شدند. اثر اين مهار كننده اختصاصي GPI-PLD در تـرشح كارسينـو آمبريونيـك آنتـي ژن از سـلولـهاي Ls-180، به روش گفته شده و اندازه‌گيري مقادير CEA در محيط، اندازه‌گيري شد. در اين سلولهاي سالم، اضافه‌كردن chelator كاتيونهاي دو ظرفيتي (PNT) قويا، آزادسازي اين آنتي ژن را مهار مي‌كند. اين اثر در محيط بدون سرم، مشخص‌تر است كه احتمالاً به خاطر بر هم كنش PNT با كاتيونهاي سرم است. غلظت كارسينو آمبريونيك آنتي ژن محيط فاقد سرم، در مقايسه با گروه كنترل، دو بار كمتر است. يك كاهش 18% و 5/12% در آزادسازي آنتي ژن به ترتيب، پس از 4 و 2 ساعت انكوباسيون در محيط فاقد سرم به اضافه PNT مشاهده شد. داده‌ها 2 بار با دو آزمايش مستقل، به دست آمده و مقادير ميانگين كليه آزمايشها در شكل 4 نشان داده شده است. پس از 4 ساعت و رنگ آميزي با تريپان بلو، هيچ تفاوتي از نظر زنده ماندن سلولها مشاهده نشد. چون PNT، GPI-PLD و نه GPI-PLC را مهار مي‌كند (33,23,22)، اثر مهاري PNT در رهائي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي Ls-180  را مي‌توان به عنوان شاهد ديگري بر عدم تأثير GPI-specific PLC در آزادسازي  CEAبه كار مي‌آيد.

GPI-PLD در اتصال با يك يون Zn+2 است و اين كاتيون براي عملكرد آن ضروري است (33). PNT يك Zn chelator است و نشان داده شده است كه، تأثير آن بر روي GPI-PLD پستانداران، در اثر اضافه كردن ZnCl2 معكوس مي‌شود (34). براي بررسي اين كه آيا ZnCl2 مي‌تواند اثر مهاري PNT بر آزاد سازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن را معكوس كند، ما مقدار g/mlµ 2 PNT را به اضافه µM 5/12 ZnCl2را به كار برديم. همانطور كه انتظار مي‌رفت، ZnCl2  آزادسازي ضعيف CEA در طي انكوباسيون با PNT، را معكوس كرد همان طور كه مشاهده مي‌شود، مقدار آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن به مقاديري بالاتر از كنترل باز مي‌گرددكه نشان مي‌دهد كه  Zn+2همچنين مي‌تواند، آزادسازي اين آنتي ژن را تحريك كند (شكل 4). 2 ساعت انكوباسيون با Zn+2، آزادسازي CEA را در مقايسه با PNT، در محيط فاقد و داراي سرم، به ترتيب 3 و 4/1 برابر مي‌كند. اضافه كردن ZnCl2 به تنهائي و نه MgCl2، به محيط كشت باعث افزايش مشخص آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از اين سلولها مي‌شود. در نتيجه، ما نشان داديم كه PNT با آزادسازي خودبخود كارسينو آمبريونيك آنتي ژن از سلولهاي سالم Ls-180 مداخله مي‌كند ولي اين كاهش آزادسازي، با  ZnCl2جبران مي‌شود. اين كه در محيط دارا و فاقد سرم و در حضور سورامين و PNT، آزادسازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن افزايش وكاهش مي‌يابد، پيشنهاد مي‌كند كه آزادسازي آنتي ژن مذكور به وسيله GPI-PLD اندوژن كاتاليز مي‌شود.    

مطالعات متعدد نشان مي‌دهد كه  PNT كه chelator يونهاي فلزي است، كه توانائي اتصال به يون Ca+2 ، يك مهاركننده مؤثرتري براي GPI-PLD است، تا EDTA يا EGTA (35,34,22). براي تائيد اثر اختصاصي PNT بر روي آزادسازي CEA، ما اثر EDTA (كه يك chelator غير اختصاصي براي Ca+2 و ساير يونها است) را بر روي آزادسازي آن بررسي كرديم. همانطور كه در شكل 5 ديده مي‌شود، وقتي كه EDTA را در غلظتهاي µM 10 و 25 به محيط كشت سلولهاي Ls-180 اضافه مي‌كنيم، اثر كمي بر روي آزادسازي كارسينوآمبريونيك آنتي ژن دارد. بنابراين، اثر مهاري PNT، بر روي آزاديCEA حتي در مقايسه با غلظتهاي بالاتر EDTA هم اختصاصي است. اگرچه كه در آزمايش ما آنزيم GPI-PLD خالص سازي نشده بود، ولي با اين حال، اين الگوي فعال و غير فعال شدن با مكانيزم برش به وسيله GPI-PLD، هماهنگي دارد (36,23,22).

نتيجه‌گيري
  CEAبا سرطان بدخيم كولوركتال مرتبط است، و براي شناسائي بدخيمي‌هاي مكرر مفيد است.تفاوت بين سطح كارسينو آمبريونيك آنتي ژن و تومورهاي بيان كننده آن در بعضي از بيماران سرطاني، مي‌تواند به خاطر فعال شدن انتخابي آنزيم مسئول آزادي آنتي ژن باشد. پروتئينهاي GPI-anchored مثل كارسينوآمبريونيك آنتي ژن، به راحتي به وسيله اضافه كردن اگزوژن آنزيم PI-PLC باكتريائي، برش مي‌خورند اگرچه كه اين آنزيم براي GPI اختصاصي نيست. اين پژوهش، اولين تحقيقي است كه ادعا مي‌كند كه GPI-PLD اندوژن، در آزاد سازي اين آنتي‌ژن از سلولهاي كارسينوماي كولوركتال نقش دارد. 
مكان سلولي دقيق GPI-PLD و محل برش GPI-anchor كه در سطح سلول باشد يا درون سلول، هنوز مشخص نيست (38,37,29). بنابراين، اينكه CEA از سطح سلول آزاد مي‌شود يا از درون سلول، نامشخص است.

ارتباط بين افزايش كارسينوآمبريونيك آنتي ژن و پيشرفت بدخيمي سرطان، به طور كامل معلوم نيست. عملGPI-anchored  CEAو / يا CEACAM6 (كه عضو ديگري از خانواده كارسينوآمبريونيك آنتي ژن است) از اساس با اعضاي خانواده TM-linked CEA، تفاوت مي‌كند و اين تفاوت به اين خاطر است كه افزايش بيان كنترل نشده گروه نخست،   باعث توقف تمايز بسياري از سلولها از جمله كولونوسيتها مي‌شود (19). مطالعات نخستين نشان داده‌اند كه GPI-PLD در signal transduction نقش دارد. برش و آزادسازي پروتئينهاي GPI به وسيله GPI-PLD باعث آزادي واسطه‌هاي آبشار signaling به وسيلهphosphatidic acid  وdiacylglycerol  مي‌شود (39). حضور كارسينوآمبريونيك آنتي ژن و GPI-PLD در سطح سلولهاي كارسينوما، جالب است، چرا كه پتانسيل توليد پيامبرهاي ثانويه كه داراي نقش داخل سلولي هستند، را پيشنهاد مي‌كند. بنابراين، جالب خواهد بود كه، ارتباط بين وضعيت تمايز و فعاليت آنزيم GPI-PLD در اين سلولها معلوم شود.
در اين پژوهش، ما مكانيزم آزادسازي خودبخود CEA در سلولهاي سرطان كولون انساني را بررسي كرديم. ما در تعدادي از اين سلولها، بيان آنزيم GPI-PLD را تغيير داديم. با استفاده از فعال كننده و مهاركننده اين آنزيم، نشان داديم كه در سلولهاي سرطاني كولون لاين Ls-180، رهاسازي اين آنتي ژن به ترتيب افزايش و كاهش مي‌يابد. درك مكانيزم آزادسازي كارسينو آمبريونيك آنتي ژن مي‌تواند در تشخيص و كنترل بيماران سرطاني كمك كننده باشد (19).
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