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Abstract. T�� �������������������� 3-������ ������� �����-T�� �������������������� 3-������ ������� �����-
�uc�� c��� �u�v�v�� ��g���� �� ��ff����� m���g���c���. P������ 
������ C ζ (PKCζ) �� ��� �f ��� m���cu��� ��v��v�� �� ���� 
�������. I� ���� ��u��, �� ��v����g���� ��� ���� �f PKCζ �� ����-
�����. S���� �����f����g RNA �g����� PKCζ (��PKCζ) �������z�� 
HCT116 ��� SW480 c���� c��c�� c���� �� TRAIL-���uc�� 
���������. Am��g ����-��������c ��������, �u�v�v�� ������� 
��� mRNA �x�������� ��v��� ��c������ �f��� ��PKCζ �����-
f�c���� ����� ������� ���f-��f� ��� ��� c���g�. T�� �x�������� 
��v��� �f �u�v�v�� ��� PKCζ ���� c��������� �� 18 c���� 
c��c�� ���c�m��� (�=0.72, P=3.01x10-4). C��m��������v��� �� 
5-FU ��� �����c�� b� ��PKCζ �� HCT116 ��� SW480 c����. 
T���� ���u��� ����c��� ���� PKCζ ��gu����� �u�v�v�� �x�������� 
��v��� ��� ����b��� ��������� �� c���� c��c�� c����. T��� ��u�� 
���v���� � ��������� f�� ���g����g PKCζ �� c�mb������� ���� 
c��m�������� f�� c���� c��c�� �����m���.

Introduction

T�� �������������������� 3-������ (PI3K) ������� ������uc�� 
c��� �u�v�v�� ��g��� �� ��ff����� m���g���� c���� (1,2). T�� 
������� �� ����c��� �c��v���� b� g�����c mu������� �f PI3K 
�� ����������� �� �������� ��gu�����g ���� �������. Ac��v����g 
m������� mu������ �f ��� PI3K c�������c �ubu���, PIK3CA, ��� 
�������� �� 4.6-26.7, 8.3-40.0, 13.6-31.6, 35.6, 1.3-4.2, 6.0-12.1 
��� 4.3-25.0% �f b����, b�����, c����, ��v��, �u�g, �v��� ��� 
���m�c� c��c�� c����, �����c��v��� (3). P���������� ��� ������ 
��m���gu� (PTEN) ����g���z�� PI3K ��g�����g b� ������-
����������g ��������������������-3,4,5-������������� (PIP3). A 
g��m���� mu������ �f PTEN ����� �� C����� ������� c����c���-
�z�� b� � �������������� �� b����� ��� ������� c��c�� (4). KRAS �� 
f��qu����� mu����� �� v����u� ����� �f c��c��, ��c�u���g c����, 
�u�g ��� ���c�����c c��c��. PI3K ��� b��� ����� �� b� �� �����-

���� ���g�� m���cu�� �� KRAS-��������� c��c���g������ in vitro 
��� in vivo (5). R�c����� �������� ������� ������ u������m �f 
��� PI3K �������: �) ������m�� g����� f�c��� ��c����� (EGFR) 
mu������� ��� �������� �� 7.6-30.6% �f ���-�m��� c��� �u�g 
c��c�� (6), ��) ERBB2 �� �v���x������� �� 10-34% �f b����� 
c��c�� (7), ��� ���) BCR-ABL1 c��m���c ������� �� ����uc�� 
��� �c��v���� ��� PI3K ������� �� c�����c m������ ��u��m�� (8).

PI3K �������������� �������������������� 4,5-b�����-
������ (PIP2) �� ����uc� PIP3 ���� �c��v���� ���������m 
������� ��c�u���g ���������������� ��������� ������� ������ 1 
(PDK1) ��� AKT, ���c� �� � ���������m ���g�� �f PDK1 (9). 
A����c�� ������� ������ Cζ (PKCζ) �� ������� ������ �� ��� 
PI3K �������. I� �� � m�mb�� �f ������� ������ C f�m��� ��� 
�� �c��v���� b� PDK1 (10,11), K-RAS (12), ��� �u����x��� (13).

R���������, �v���x�������� �f PKCζ �� ����c����� ���� ���� 
���g����� �� �������� ���� ��f� ����u� ���c�m� (14), c��v�c�� 
c��c�� (15), ��� �������� c��c�� (16). Ex����m�������, �c��v�-
���� �f PKCζ ��� b��� ����� �� c��f�� �gg�����v� ���������� 
�� c��c�� c���� ����ug� ��ff����� m�c�����m�, ��c�u���g 
���m����� �f c��� �����f������� (17,18), m�g������ (13,19) ��� 
������c��v����� �f ����x��-���uc�b�� f�c���� (20).

I� ���� ��u��, �� ���� ���� PKCζ ����b��� ��������c ���mu�� 
b� ��gu�����g �u�v�v�� �x�������� ��v�� �� c���� c��c�� c����.

Materials and methods

Reagents. A���-PKCζ (�c-216), ����-�c��� (�c-8432), ����-Bc�-2 
(�c-7382), ��� ����-Bc�-XL (�c-8392) ����b����� ���� �u�c����� 
f��m S���� C�uz B����c�����g� (S���� C�uz, CA, USA). A���-
cIAP1 (AF818), ����-cIAP2 (AF817), ����-�u�v�v�� (AF886), 
��� ����-XIAP (MAB822) ����b����� ���� �u�c����� f��m 
R&D S����m� (M����������, MN, USA). A���-�������-PKCζ 
(NB100-80026) ����b��� ��� �u�c����� f��m N�vu� 
B����g�c��� (L��������, CO, USA). A���-R�� ����b��� ��� 
�u�c����� f��m BD P���m��g�� (S�� J���, CA, USA). 
C�c����x�m��� ��� 5-f�u���u��c�� (5-FU) ���� �u�c����� 
f��m W��� Pu�� C��m�c�� I��u������ (O����, J����) ��� 
S�gm�-A����c� (S�. L�u��, MO, USA), �����c��v���.

Cell culture. T�� �um�� c���� c��c�� c��� ����� HCT116 ��� 
SW480 ���� ������� ��� c������u��v��� �c��v� PI3K ������� 
���� u��� �� ���� ��u�� (21). SW480 c���� ���� cu��u��� �� 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Sigma-Aldrich) 
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supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone 
Thermo Fischer Scientific, Logan, UT, USA) in humidified 5% 
CO2 at 37˚C. HCT116 cells were cultured in the same condition 
�xc��� ���� McC��'� 5A m���um (G�bc� L�f� T�c�����g���, 
G�������bu�g, MD, USA) ��� u��� ������� �f DMEM.

Purification of soluble recombinant human TRAIL (rhTRAIL). 
H��6-��gg�� TRAIL �x�������� ����m�� (�QE-�TR) ���� 
�x������� ��� �x���c���u��� ������� �f �um�� TRAIL ��� 
������ ���v���� b� D� W.S. E�-D���� (P��� S���� H������ 
C��c�� I�����u��, PA, USA). I� ��� �����f��m�� ���� DH10B 
(Takara Bio Inc., Tokyo, Japan). Briefly, rhTRAIL was induced 
b� 0.5 mM I��������-1-����®-�-g���c������������, ��� �u��-
f��� u���g N�-NTA �g����� b���� (Q��g��, V����c��, CA, 
USA) �� ���v��u��� ���c��b�� (22).

Sub-G1 analysis. Af��� �����m����, ��� c���� ���� c����c��� 
and fixed with 70% ethanol at 4˚C. The cells were resus-
������ �� ���������-c������ buff��. Af��� c�����fug�����, ��� 
������� ���� ������� ���� RN��� A, ������� ���� �������um 
iodide (PI), and analyzed by flow cytometry (FACSCanto, 
BD B���c���c�, S�� J���, CA, USA).

Western blotting. W������ b������g ��� c������ �u� u���g 
standard methods. Briefly, cells were sonicated in lysis buffer 
[20 mM T���-HC� (�H 8.0), 135 mM N�C�, 5 mM EDTA ��� 
1% NP-40] ���� � �������� ����b���� c�c����� (S�gm�-A����c�) 
��� H��� ����������� ����b���� c�c����� (P���c�, R�c�f���, IL, 
USA). T�� ��m���� ���� ��������� �� � T���-g��c��� g�� (L�f� 
T�c�����g���) u���� �����u���g c���������. P������� ���� 
���c���-b������ ���� � �����c���u���� m�mb����. Af��� ��cub�-
���� ���� ����b�����, ��� m�mb����� ���� ������, ��cub���� 
���� ��� ����������� ��c������ ����b���, ������ �g���, ��� 
��� �������� ���� ����c��� u���g ECL P��m� W������ B������g 
D���c���� ��� (GE H�����c���, P��c������, NJ, USA). T�� b���� 
���� v��u���z�� u���g ��� C��m�D�c XRS �����m (B��-R�� 
L�b���������, H��cu���, CA, USA).

Measurement of caspase-3 and -7 activities. C������-3 ��� 
-7 �c��v����� ���� m���u��� u���g C������-G�� 3/7 ����� 
(P��m�g�, M������, WI, USA). B���f��, 5,000 c����/100 µ� 
�f c���������� m���um ���� ������ ���� ��c� ���� �f 
96-���� ������ ��� ��� c���� ���� ������� u���g ��� c��������� 
described in each figure. Assay reagent (100 µl) was added 
�� ��c� ����, ��� ��� c���� ���� ��cub���� f�� 1 � �� ���m 
��m�����u�� (RT). T�� �um����c��c� ��g��� ��� m���u��� 
u���g � V������™ M�c������� Lum���m���� (P��m�g�).

Transduction of short interfering RNA (siRNA). ��RNA� ���� 
�����f�c��� ���� c���� b� ���c����������� u���g Am�x� C��� 
L��� Nuc���f�c��� K�� V (L��z�, G�������bu�g, MD, USA) 
��� Nuc���f�c��� II (L��z�). T�� ���g��m� D-032 ��� L-024 
���� u��� f�� HCT116 ��� SW480, �����c��v���, �cc�����g �� 
��� m��uf�c�u���'� �����uc�����. T�� ��qu��c� 5'-CUACG 
GCAUGUGCAAGGA�A-3' ��� u��� �� �����c� PKCζ. A 
���-�����c��g c������ ��RNA (��NSC) ��� �u�c����� f��m 
A������ B�������m� (F����� C���, CA, USA).

Quantification of BIRC5 (survivin) mRNA. Ex�������� 
�f BIRC5 (�u�v�v��) mRNA ��� �����m���� b� qu��������v� 

��v����-�����c������� ����m����� c����-���c���� (RT-PCR) 
u���g ��� ABI PRISM 7700 ��qu��c�-����c��� �����m (A������ 
B�������m�). T���� RNA ��� �������� u���g ��� RN���� P�u� 
M��� ��� (Q��g��) �cc�����g �� ��� m��uf�c�u���'� �����uc�����. 
T�� cDNA ��� ��v����-�����c��b�� b� T�qM�� ��v���� ����-
scription reagents (Applied Biosystems). The gene-specific 
���m��� ��� f�u����c��� ��b����z����� ���b�� f�� BIRC5a 
���� �� f������: 5'-AAGAACTGGCCCTTCTTGGA-3', 5'-CAA 
CCGGACGAATGCTTTT-3' ��� 5'-(FAM)CCAGATGACG 
ACCCCATAGAGGAACA (TAMRA)-3'. T���� ���� u��� �� 
f������ ���m��, ��v���� ���m��, ��� ��� T�qM�� ���b�, 
�����c��v���. F�� ��� �������� c������, GAPDH was quantified 
u���g ���m��� ��� T�qM�� ���b� �u�c����� f��m A������ 
B�������m�.

Determination of half-life of survivin protein. P������ 
��������� �f c���� ��� b��c��� u���g 100 µg/m� c�c����x�m���, 
incubated for different times as indicated in each figure, and 
�ubj�c��� �� ������� b������g u���g ����-�u�v�v�� ��� ����-�c��� 
����b�����. T�� �������m����c u���� �f ��� b���� ���� m���u��� 
b� ��� ��f����� Qu������ O�� (B��-R�� L�b���������) ��� 
�u�v�v�� �x�������� ��v�� ��� ���m���z�� �� ���� �f �c���.

Ubiquitination assay. ��PKCζ �� ��NSC ���� c������f�c��� 
���� �3xFLAG-�u�v�v�� �x�������� v�c��� �� c���� u���g 
L���f�c��m��� 2000 (I�v����g��) �cc�����g �� ��� m��uf�c-
�u���'� �����uc�����. T�� c���� ���� ������� ���� 10 µM MG132 
(S�gm�-A����c�) f�� 8 � �f��� ��� �����f�c����, c����c��� ��� ��� 
����� c��� ������� ���� ��������. Ub�qu�������� FLAG-��gg�� 
�u�v�v�� ��� �mmu�����c�������� u���g ����-FLAG ����b��� 
��� ���� ���� �ubj�c��� �� �mmu��b������g �������� u���g 
����b����� �g����� ub�qu���� �� �u�v�v��.

Immunohistochemical staining of tissue sections. C�����c��� 
c��c�� ����u�� ���� �b������ f��m �������� ��� u�������� 
�u�g��� �� S������ M���c�� U��v������ H�������. W������ 
��f��m�� c������ ��� �b������ b�f��� ��� �cqu������� �f 
����� ����u��. Immu�������c��m�c�� �������g ��� ���f��m�� 
�� f��m����-f�x��, ����ff��-�mb����� ��c�����. A���g�� 
retrieval was performed by boiling the sections at 120˚C for 
5 m�� �� � m�c����v� �v�� �� ��������� 0.01 M ����um c������ 
(�H 6.0). E���g���u� ����x����� �c��v��� ��� b��c��� b� 
�����m��� ���� 3% �����g�� ����x��� �� ������� f�� 10 m��. 
Af��� b��c���g ���� 1% ���-f�� ��� m��� �� PBS (�H 7.4), 
��� ��c����� ���� ��cub���� ���� � ����c����� ����-PKCζ �� 
����-�u�v�v�� ����b��� f�� 1 � f������� b� ��cub����� ���� 
b����������� ����-��bb�� IgG (N�c����� B���c���c�, T����, 
J����) f�� 30 m��. Sub��qu�����, ��� ��c����� ���� ������� ���� 
�������v����-b����� c�m���x (N�c����� B���c���c�), f������� b� 
��cub����� ���� 3,3'-���m���b��z����� u��� �� ��� c���m�g��, 
��� c�u�����������g ���� ��m���x����.

Measurement of cell viability. T�� C���T����-G�� Lum����c��� 
C��� V��b����� ����� (P��m�g�) ��� u��� �cc�����g �� ��� 
manufacturer's instructions. Briefly, 1,000 cells were seeded 
�� ��c� 96-���� cu��u�� ������. C���� ���� ������� ���� ��ff����� 
conditions as described in each figure, after which the assay 
���g��� ��� ����� ��� ��cub���� f�� 10 m�� �� RT. T�� 
�um����c��� ��g��� ��� m���u��� u���g � V������ M�c������� 
Lum���m����.
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Immunofluorescence staining for p65. C���� ���� f�x�� �� 
�c�-c��� 50% ������� f�� 5 m��. T�� ��m���� ���� ��cub���� 
���� ����-�65 ����b��� (D14E2, C��� S�g�����g T�c�����g�) 
for 24 h at 4˚C, washed, and incubated with anti-rabbit IgG 
A��x� F�u�� 488 ����b��� (1/200 ���u����) (I�v����g��, 
C����b��, CA, USA) f�� 1 � �� RT. T���, ��� �uc��� ���� 
c�u����������� ���� H��c��� 33342 �� m�u����g m���um ��� 
the fluorescence images were obtained using a Leica AF6000 
fluorescence imaging system (Nussloch, Germany).

Statistical analysis. S�������c�� �������� �f ��� ���� ��� 
c���uc��� u���g M�c����f� Exc��®. P������'� c���������� 
c��ff�c���� ��� u��� �� �����m��� ��� c���������� b������ 
�x�������� ��v�� �f PKCζ ��� �u�v�v�� �� c�����c��� c��c�� 
c����c�� ���c�m���. S�������c�� ��g��f�c��c� ��� �v��u���� 
u���g ��� S�u����'� �-���� �� χ2 ����.

Results

PKCζ is anti-apoptotic in colon cancer cells. T� c��c� ������� 
PKCζ �� ����-��������c �� c���� c��c�� c����, ��� �ff�c� �f ��RNA 
�� PKCζ (��PKCζ) �� c���� c��c�� c��� ��������� ��� ������. T�� 
�ff�c��v����� �f ��PKCζ to protein expression was confirmed 

b� �mmu��b������g (���� ��� �����). P����m����� �x����m���� 
����c���� ���� TRAIL ���uc�� ��������� �� HCT116 ��� SW480 
����- ��� ��m�-����������� (���� ��� �����). Sub-G1 �������� 
(F�g. 1A) ��� c������-3/7 ����� (F�g. 1B) ������ ���� ��PKCζ 

F�gu�� 1. PKCζ �� ����-��������c �� c���� c��c�� c����. (A) HCT116 ��� SW480 c���� ���� �����f�c��� ���� ��RNA �g����� PKCζ (��PKCζ) �� ���-�����c��g 
c������ (��NSC), ������� ���� �� �����u� TRAIL (50 �g/m�) f�� 12 � ��� ��� ��m���� ���� �ubj�c��� �� �ub-G1 ��������. (B) HCT116 ��� SW480 c���� ���� 
�����f�c��� ���� ��PKCζ or siNSC, treated with TRAIL (50 ng/ml) for the times indicated in the figure and caspase-3/7 activities were measured as described 
in Materials and methods. Error bars denote 1 standard deviation. NS, statistically not significant. *P<0.05. **P<0.01.

F�gu�� 2. D�����gu������ �f PKCζ �u�������� �u�v�v�� ������� �x�������� 
��v��. HCT116 ��� SW480 c���� ���� �����f�c��� ���� ��PKCζ �� ��NSC ��� 
�ubj�c��� �� ������� b��� �������� u���g ����b�����, �� ����c����.
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F�gu�� 3. PKCζ ��gu����� �u�v�v�� �x�������� �� ��� �����c��������� ��v��. HCT116 ��� SW480 c���� ���� �����f�c��� ���� ��PKCζ �� ��NSC ��� ��v��� �f BIRC5 
(survivin) mRNA was quantified by TaqMan RT-PCR. Level of BIRC5 mRNA� ��� ���m���z�� ������v� �� ���� �f GAPDH �����c�����. E���� b��� ������ 
standard deviation. NS, statistically not significant. *P<0.05. **P<0.01.

F�gu�� 4. D�����gu������ �f PKCζ ���� ��� �ff�c� ��� ������� ���f-��f� �f �u�v�v��. (A) HCT116 ��� SW480 c���� ���� �����f�c��� ���� ��PKCζ �� ��NSC, 
incubated for 24 h, after then half-life of survivin protein was monitored as described in Materials and methods. Left, western blotting; right, densitometric 
u���� �f ������� b���� ����������� �� ���� g�����. (B) HCT116 ��� SW480 c���� ���� �����f�c��� ���� �3xFLAG-�u�v�v�� ��� �ubj�c��� �� �mmu��b������g 
�������� u���g ����-�u�v�v�� ����b���. (C) Ub�qu��������� ����u� �f �u�v�v�� ������� ��� �����z�� �� ���c��b�� �� M�������� ��� m������.
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�����c�� TRAIL �������v��� b��� �� HCT116 ��� SW480 c����. 
C��v������, �v���x�������� �f PKCζ c��f����� TRAIL �����-
���c� �� HCT116 c���� (���� ��� �����). T���� ���u��� ���� ���� 
PKCζ �� ����-��������c �� c���� c��c�� c����.

Survivin is regulated by PKCζ. T� �����m��� ��� m���cu��� 
m�c�����m b� ���c� PKCζ ����b��� ��������� �� c���� 
c��c�� c����, �x�������� ��v��� �f ����-��������c �������� ���� 
�����z�� �� c���� �����f�c��� ���� ��PKCζ ��� ��NSC. A� 
����� �� F�g. 2, �m��g ��� ����-��������c �������� �����z�� 
�� ���� ��u��, �u�v�v�� ��� ��� ���� ������� ������gu����� b� 
��PKCζ �� b��� HCT116 ��� SW480 c����. ��PKCζ ���uc�� 
��� �x�������� ��v��� �f �u�v�v�� �� HCT116 ��� SW480 c���� 

�� � ��m�-��������� m����� ����� �v���x�������� �f PKCζ 
u���gu����� �u�v�v�� �x�������� ��v�� �� HCT116 c���� (���� 
��� �����). T���� ���u��� ���� ���� �x�������� ��v�� �f �u�v�v�� 
�� ��gu����� b� PKCζ �� c���� c��c�� c����.

PKCζ regulates survivin expression at transcriptional level. 
G��������, �u�v�v�� �� ��gu����� b� ��� ��ff����� m�c�����m�: 
�) ��gu������ �� ��� �����c��������� ��v�� �� ��) b� ����-�������-
tional modifications. First, mRNA level of BIRC5 (�u�v�v��) 
��� qu����f��� b� T�qM�� RT-PCR. A� ����� �� F�g. 3, 
��PKCζ ���uc�� BIRC5 �����c���� �x�������� ��v�� �� HCT116 
��� SW480 c����. H��f-��f� �f �u�v�v�� ������� �� c���� �����c�� 
���� ��PKCζ (F�g. 4A) �� �� HCT116 c���� �v���x�������g 

F�gu�� 5. Su�v�v�� ��� PKCζ �x�������� ��v��� c�������� �� c���� c��c�� ���c�m���. (A) Immu���������g f�� �u�v�v�� (��f�) ��� PKCζ (��g��) �� ������ ��c����� 
�b������ f��m c���� c��c�� ����u��. R�����������v� ���c�m��� �f��� �mmu���������g f�� �u�v�v�� ��� PKCζ are shown. Bright field images of immunostained 
tissues were captured using a digital camera (original magnification, x100). (B) Relationship between immunostaining intensities of survivin and PKCζ �� 
c���� c��c�� ���c�m���. B��g������ �f �mmu���������g ��� �����z�� u���g P�������� E��m���� ��f�����. Immu���������g ����������� �f �u�v�v�� ��� PKCζ 
�� c��c�� c���� ���� c��cu����� �� � b��g������ ����� ������v� �� ���-���������c ����m�� c����.
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PKCζ (���� ��� �����) ��� ��� ��ff�� f��m ���� �f ��� c������ 
cells. We were unable to find a condition that shows difference 
�� ub�qu��������� ����u� �f �u�v�v�� �� HCT116 c���� ������uc�� 
���� ��NSC ��� ��PKCζ (F�g. 4B ��� C). T���� ���u��� ����c��� 
���� PKCζ ��gu����� �u�v�v�� �x�������� �� ��� �����c��������� 
��v��.

Correlatin of survivin and PKCζ expression levels in colon 
cancer. Ex�������� ��v��� �f �u�v�v�� ��� PKCζ ���� ��v��-
��g���� �� c���� c��c�� ���c�m���. Immu�������c��m�c�� 
analysis confirmed that survivin and PKCζ ���� �x������� 
�� 18 ��m���� �x�m���� �� ���� ��u��. G��������, �x�������� 
��v��� �f ����� �������� ���� ��g��� �� c��c�� c���� ���� ���g�-
b����g ���m�� c���� (F�g. 5A). M����v��, �x�������� ��v��� �f 
�u�v�v�� ��� PKCζ ���� ������v��� c��������� (F�g. 5B, �=0.72, 
P=3.01x10-4).

siPKCζ sensitizes colon cancer cells to 5-FU. W� ��x� c��c��� 
������� ��PKCζ �������z�� c���� c��c�� c���� �� 5-FU. SW480 
c���� ���� ������v��� m��� c��m�-��������� ���� HCT116 c���� 
(F�g. 6A). T����f�c���� �f ��PKCζ �����c�� c������-3/7 
�c��v��� �� HCT116 ��� SW480 c���� ��� �������z�� HCT116 
��� SW480 c���� �� 5-FU (F�g. 6B).

Discussion

I� ���� ��u��, �� ������ ���� PKCζ ����b��� ��������� b� ��gu-
�����g �u�v�v�� �x�������� �� ��� �����c��������� ��v�� �� c���� 
c��c�� c����. M����v��, �x�������� ��v�� �f PKCζ ��� �u�v�v�� 
c��������� �� c�����c��� c��c�� ���c�m���, ��� �����c��g �f 
PKCζ �������z�� c���� c��c�� c��� ����� �� 5-FU, ��� �f ��� 
��� ��ug� �� c���� c��c�� c��m�������� (23).

P��v��u���, ��� g��u� �f Qu�����-M��� ��� ����� ���� 
PKCζ �� � c�m������ �f DISC ��� ����b��� F�� ��g���-���uc�� 
��������� �� ��u��m�c c���� (24,25). PKCζ �� ���� ����� �� 
������������� m���c�������� ������� B�x �� �b��g��� ��� ���-
��������c fu�c���� (26). PKCζ ����� �� ��������� ���� �� ��� 
�c��v����� �f ��� �uc���� f�c��� (NF)-κB c��� �u�v�v�� ������� 
(27). T�� ���u�� �b������ �� ���� ��u��, u���gu������ �f �u�v�v��, 
�� � ��v�� m�c�����m b� ���c� PKCζ �� ����b����g ���������.

Su�v�v�� �� � mu���fu�c������ ������� ���� b����g� �� ��� 
����b���� �f ��������� ������� (IAP) f�m��� ��� c��f��� 
c��m�- ��� �����-��������c� �� c��c�� c���� (28,29). Su�v�v�� 
����b��� ��������� b� ���b���z��g ��� �����c��g ����-��������c 
�c��v��� �f X-������ IAP, ��� b� ��qu�������g ���-��������c 
m���c�������� ������� Sm�c/DIABLO (30-33). T����c������� 
�f BIRC5 �� ��gu����� b� ��v���� ������c� m�c�����m�. I� 

F�gu�� 6. ��PKCζ �������z�� c���� c��c�� c���� �� 5-FU. HCT116 ��� SW480 c���� ���� ������� ���� ��ff����� c��c���������� �f 5-FU �� ����c���� f�� 24 �. C��� 
v��b����� (A) ��� c������-3/7 �c��v��� (B) ���� m���u��� �� ���c��b�� �� M�������� ��� m������. R�����v� �um����c��c� ��g���� �� c���� �����u� 5-FU �����m��� 
were calculated and shown as bar graphs. Error bars denote standard deviation. NS, statistically not significant. *P<0.05. **P<0.01.
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�� �����c����������� u���gu����� b� TCF4, STAT3, PML4 
��� c-REL, ��� ������gu����� b� �53 (34). ERK ��� AKT 
�������� ��v� b��� ����� �� c�������� �� ��� ������������� 
��gu������ �f �u�v�v�� (35). Am��g ����� �����c������� f�c���� 
��� ��������, ��� NF-κB ������� �� �c��v���� b� PKCζ 
(27,36). T�u�, ��v��v�m��� �f NF-κB �� ��gu������ �f BIRC5a 
b� PKCζ ��� ��u����. A� ����� �� F�g. 7, ��PKCζ ���uc�� 

��� �c��v����� �f NF-κB. T��� ���u�� �ugg���� ���� ��� NF-κB 
������� m�� b� ��v��v�� �� �u�v�v�� ��gu������ b� PKCζ.

P������� ��� ��������z�� ��� ��g����� �qu���� �� ������ 
�����. T�� �ff�c� �f ��RNA� �� ��� ��v�� �f �x�������� �f � 
������� ���g��� ������� �� ��� �u���v��. P������ ���� � ����� 
���f-��f� ���c��� ���m���c ��c����� �f��� g���-�����c��g ������� 
��������� ���c�-���� �f � g��� �������� ������ �m��c� �� ��� 
�x�������� ��v�� �f �������� ���������g ���g�� ���f-��f� (37). 
F��m ��� ���u��� �f F�g. 4A ��� ���v��u� ��u���� (38), �u�v�v�� 
��� � ����� ���f-��f�. ��PKCζ ���uc�� ��� �x�������� ��v�� �f 
BIRC5 mRNA �� ~70% c�m����� �� ��NSC �� HCT116 ��� 
SW480 c���� (F�g. 3). H���v��, �� ��c������ �u�v�v�� ������� 
��v��� �� ���� ���� ���f �f ���� �f c���� �����f�c��� ���� ��NSC 
(F�g. 2). R��u��� f��m ���� g���-�����c��g �x����m��� ����c��� 
���� �����x�m����� ��� ����� �f BIRC5 mRNA �� ��������� �� 
PKCζ ��� ���� ���g����g PKCζ is sufficient to reduce survivin 
�x�������� ��v��� f�� �������z����� �f c���� c��c�� c���� �� 
��������c ���mu�� (F�g�. 1 ��� 6).

TRAIL b����g� �� ��� TNF �u���f�m��� ��� g������ 
�x��c������� �� �� ����c��c�� ��ug b�c�u�� �� ����� � ���� 
v������ �f �����f��m�� c���� ����� ������g ���m�� c���� 
in vitro ��� in vivo (39). R�c�mb����� �um�� TRAIL ��� 
�g������c ����b����� �g����� ��� c�g���� ��c������ ��� u����-
going clinical trials; they show low toxicity, although, small 
�������u��c �ff�c�� ��v� b��� �b���v�� ���� ���� ��� u��� �� 
a monotherapy (40). Studies in the field are currently focusing 
�� TRAIL-��������c� m�c�����m� ��� f�����g TRAIL 
�������z���. R��u��� �f ���� ��u�� ��v����� ���� PKCζ m�� b� 
� ��������� �������u��c ���g�� �� �v��c�m� TRAIL-��������c� 
�� c���� c��c��.

T�� PKC f�m��� c������� �f 10 ������/��������� ������� 
�������, ���c� ��� ��v���� ���� ����� �ubf�m����� b���� �� 
����� ��������c� �� ������������� ��� C�2+. PKC ���f��m� 
��� ��gu������ �f c��� ��f� ��� �����. G��������, PKCα, PKCε, 
PKCζ ��� PKCι/λ are anti-apoptotic; PKCδ �� ���-��������c 
(41). A����c�� PKC�, PKCζ ��� PKCι/λ, ����� ��m���g� 
���� ��c� ����� ��� PKCι/λ �� c��������� �� �� ��c�g��� 
(42). This study leaves two unexplained aspects. The first is 
��� �����m������� �f ��� c�mm�� ��� ������c� fu�c����� �f 
PKCζ ��� PKCι/λ �� ��� ��������c �������. AKT �� ������� 
����-��������c ������ �� ��� PI3K ������� ���� �� ��������� 
�f PIP3. T�u�, ��� ��c��� u��x������� ����c� �� ��� �����b����� 
�f c�������� b������ AKT ��� PKCζ. Accumu�����g �v����c�  
��� u� �� u��������� ���� ����� ��� �u��� �����g� �� ��� ����-
����c ������� (43-45). R�v�����g ��� ������v� c�����bu����� �� 
���� �� c�������� �f ����� ����-��������c �������� �� ��� c��� 
����� ������� ��qu��� fu���� ��u����.
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