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Santrauka

Kasos vézys - vienas i$ blogiausiag prognoze turin-
¢iy virskinimo organy piktybiniy naviky. Vienas
svarbiausiy baltymy apoptozés mechanizme yra
apoptozés proteazes aktyvinantis veiksnys APAF-1.
Duomeny apie APAF-1 geno raiska ir jos reikSme
kasos vézio atveju néra. Sio darbo tikslas nustaty-
ti APAF-1 geno raiSka kasos véziniame audinyje
ir ji supanciame sveikame audinyje bei susieti su
klinikinémis ir morfologinémis ligos ypatybémis.
APAF-1 geno raiskos tyrimas atliktas realaus laiko
polimerazés grandininés reakcijos metodu iRNR
lygmenyje. Tyrime dalyvavo 29 pacientai. Nustaty-
ta, kad APAF-1 geno raiska navikiniame audinyje
sumazéjusi 82,8 proc. (n=24) atvejy. APAF-1 geno
raiSka reikSmingai (p= 0,02) skyrési tarp naviki-
nio ir sveiko audinio. Sasajy su klinikinémis ir
morfologinémis kasos vézio ypatybémis nenustaty-
ta. Siuo tyrimu mes parodéme, kad proapoptozinio
geno APAF-] raiska kinta kasos vézio atveju ir gali
biti susijusi su Sios ligos patogeneze.

Ivadas

Kasos vézys — blogiausia prognoze turintis vir§kinimo
organy piktybinis navikas. Jis uzima 7-3 vietg tarp vyry
ir motery mir¢iy pasaulyje, susijusiy su piktybiniais navi-
kais [1]. Penkeriy mety i§gyvenamumas po radikalaus chi-
rurginio gydymo siekia vos 17-20 proc., tuo tarpu 5-eriy
mety iSgyvenamumas esant pazengusiai ligos formai yra
apie 2 proc. 2008 mety GLOBOCAN duomenimis, ben-
dras penkeriy mety iSgyvenamumas, sergant kasos véZziu,
pasaulyje nesiekia 1 proc. Mirtingumas nuo §ios ligos taip
pat islieka vienas didziausiy tarp virSkinimo organy navi-
ky [2]. Asmeny, serganciy kasos véziu, bendras vieneriy
mety iSgyvenamumas siekia 23,7 proc., taiau dramatiskai
sumazeja per sekancius ketverius metus ir tesiekia 6,3 proc.

Trumpas iSgyvenamumas dazniausiai siejamas su ligos is-
plitimo laipsniu diagnozés nustatymo metu, nes apie 80
proc. atvejy kasos vézys biina isplitgs lokaliai arba jau yra
atokiosios metastazés. Trumpas kasos véziu serganciy pa-
cienty iSgyvenamumas skatina ieSkoti naujy efektyviy dia-
gnostikos ir gydymo metody.

Apoptozé arba programuota lgsteliy mirtis yra fizio-
loginis genetiSkai reguliuojamas lasteliy zaties mechaniz-
mas, bitinas audiniy homeostazei palaikyti. Vienas svar-
biausiy baltymy apoptozés mechanizme yra apoptozés
proteazes aktyvinantis veiksnys APAF-1, kuris dalyvauja
reguliuojant lasteliy zutj per vidinj apoptozés mechanizma,
susijusj su mitochondrijomis [3]. APAF-1 baltymas - neak-
tyvus ir uzdaroje konformacijoje biina tol, kol neatsiranda
apoptozés signalas, t.y. lastelés stresiniai veiksniai (DNR
pazaida, onkogeny aktyvacija ir kt.) [4]. Atsipalaidaves
citochromas C i§ mitochondrijy ir dalyvaujant dATP/
ATP sukelia APAF-1 molekuliy oligomerinio komplekso
susidarymg. Septynios APAF-1 molekulés suformuoja
apoptosoma, kuri jungiasi su prokaspaze-9 ir ja aktyvuoja,
paleidziant tolimesn¢ kaspaziy aktyvavimo kaskada, kuri
pasibaigia lastelés apoptoze [5]. Pazaidos apoptosomos
susidarymo mechanizme siejamos su vézio vystymusi ir
atsparumu chemoterapiniam gydymui [6]. APAF-1 inakty-
vavimas gali biiti svarbi vidinio apoptozés kelio blokavimo
priezastis, kuri buvo stebima keletos lokalizacijy navikuose.

Duomeny mokslinéje literatiiroje apie APAF-1 geno
raiSkos tyrimus, kasos vézio atveju, néra.

Miisy tyrimo tikslas - jvertinti APAF-1 geno raiska pa-
cienty, serganciy kasos véziu, navikiniame audinyje ir ji
supanciame santykinai sveikame audinyje, bei susieti Siuos
poky¢ius su klinikinémis ir morfologinémis kasos vézio
ypatybémis.

Tyrimo medZiaga ir metodas

Tiriamajj kontingenta sudaré pacientai , kuriems 2012—
2014 m. Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés
Kauno klinikose (LSMU KK) buvo diagnozuotas kasos vé-
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zys ir atlikta kasos rezekcinio tipo operacija sutikus daly-
vauti tyrime, atlikti paSalinto navikinio ir ji supancio svei-
ko audinio APAF-1 geno raiSkos tyrimai. Vézio diagnozé
visiems pacientams patvirtinta histologinio tyrimo metu.
Pries§ planuojamg vézio operacinj gydyma nei vienam pa-
cientui nebuvo taikyta chemoterapija ar spindulinis gydy-
mas bei abiejy kombinacija. Tyrimui atlikti gautas Kauno
regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas
BE-2-17.

APAF-1 geno raiskos tyrimas atliktas iRNR lygmenyje
naudojant realaus laiko polimerazés grandininés reakcijos
(RT-PGR) metoda. Audiniy méginiai paimti iskart atlikus
kasos rezekcinio tipo operacijg ir uzSaldyti skystame azote
iki tyrimo —80° C temperatiiroje. RNR iSskyrimui naudotas
rinkinys ,,Direct-zol RNA MiniPrep Kit* (Zymo Research,
JAV), pagal gamintojo rekomendacijas, t.y. i§ 25 mg na-
vikinio audinio ir 25 mg navika supancio sveiko audinio.
cDNR sintezei atlikti naudotas rinkinys ,, High Capacity
RNA-to ¢cDNA Kit* (Applied Biosystems, JAV) vadovau-
jantis gamintojo protokolu, naudojant 1pg i$skirtos RNR.

RT-PGR tyrimui naudotas miSinys: 2ul ¢cDNR, 7ul
RNA'se free vanduo (Thermo Scientific, Lietuva), 10ul
»lagMan Universal PCR Master Mix* miSinys (Applied
Biosystems, JAV ), 1ul 20x APAF-1 TagMan gen Expres-
sion Assay Mix (Applied Biosystems, JAV). Prie$ atlie-
kant RT-PGR tiriamasis mi$inys supilstytas po 20ul i 96

1 lentelé. Tirty asmeny (n=29) kasos vézio klinikinés ir
morfologinés charakteristikos.

PoZymis Kasos vézZys

n %
AmzZiaus grupés <65 11 37,9
>65 18 | 62,1
Lytis moterys 16 55,2
vyrai 13 | 4438
pT kategorija pT1l+pT2 8 27,6
pT3+pT4 | 21 72,4

Metastazés limfmazgiuose neigiama | 9 31

teigiama | 20 69
neigiama 9 31

Naviking invazija

kraujagysles teigiama | 20 69
Navikiné invazija j neigiama 8 27,6
limfagysl
tmlagysies teigiama | 21 72,4
Perineurinis naviko plitimas neigiama | 10 | 34,5
teigiama | 19 | 65,5
Lasteliy diferenciacijos G1+G2 8 27,6
laipsnis G3 21 | 724

Sulinéliy ploksteles. RT-PGR tyrimui naudota pradmeny
pory rinkinys: APAF-1 TagMan, identifikacijos numeris
Hs00559441 m (Life Technologies, JAV), ACTB (f-aktinas)
TagMan, identifikacijos numeris Hs01060665 gl (Life
Technologies, JAV). Termociklerio salygos buvo nustaty-
tos taip: 1) uracilo N glikozilazés aktyvacija 50°C - 2 min.;
2) iniciacija 95°C - 10 min.; 3) denatiiracija 95°C - 15 sek.;
4) DNR pradmeny prilydymas- grandinés elongacija 60°C
- Imin. Cir D Zingsniai kartojami 40 karty (cikly). RT-PGR
atliktas naudojant ABI 7500 fast (Applied Biosystems, JAV)
termociklerj. APAF-1 geno raiska, lyginant su vidiniu stan-
dartu p-aktinu, kurio raiSka nekinta jvairiuose audiniuose,
nustatyta Livak metodu pagal C_ sleksting fluorescencijos
verte, kai ji pereina i§ nekintancios j eksponenting faze [7].
C, verté nustatoma RT-PGR metu stebint fluorescencijos
signalo kitima, kuris priklauso nuo susidarancio produkto
(APAF-1 ar p aktino) kiekio. ReikSmés apskaiCiuotos re-
miantis trijy eksperimenty vidurkiu. Santykinés APAF-1
geno raiskos vertés (244€T) apskai¢iuotos keliais etapais:
1) normalizuojamos navikinio ir jj supan¢io sveiko audi-
nio CT vertés- ACT(navikinio): T(APAF-I)-CT(/)’ aktino)’
wior— Crararty Crip atiingys 2) normalizuojama AC
te - AACT :ACT(navikinio) -AC
APAF-1 raika - 2-44¢t,

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojantis SPSS v.
17.0.0 (Chicago, Illinois, JAV). Apskaiciuotos kintamyjy
procentinés reikSmés, aritmetiniai vidurkiai, standartinis
nuokrypis (SN). Kadangi kintamieji tenkino normalines
skirstinio prielaidas, skirtumams tarp dviejy nepriklauso-
my grupiy nustatyti taikytas Stjudent‘o t-testas. RySys tarp
dviejy kokybiniy dydziy vertintas naudojant chi kvadrato
(%) kriterijy. Klaidos tikimybé p<0,05 laikyta ribine statis-
tiniam reikSmingumui jvertinti.

T(sveiko audi-

ver-

T(navikinio)

3) apskai¢iuojama

T(sveiko audinio)®

Rezultatai

Tyrime dalyvavo dvideSimt devyni kasos véziu ser-
gantys pacientai. Amziaus vidurkis 64,3+14,8. Tiriamaja
grupe sudaré 16 motery ir 13 vyry. Kasos vézio kliniki-
nés ir morfologinés charakteristikos vertintos pagal UICC
(angl. Union of International Cancer Control) 2009 mety
klasifikacija (1 lentele).

Pagal RT-PGR metu gautus duomenis, apskai¢iavome
santyking APAF-1 geno raiska iRNR lygmenyje, naudojant
vidinj standartg S-akting to paties paciento navikiniame ir
ji supan¢iame sveikame audinyje. Nustatéme, kad APAF-1
vidutiné raiska (2-AACT = 0,81+0,99 navikiname audinyje
reikSmingai (p=0,02) mazesné nei jj supanciame sveikame
audinyje (247 = 1,54 +1,29) (1 pav.).

Vertindami APAF-1 geno raiska to paties paciento au-
diniuose, nustatéme, kad 82,8 proc. atveju APAF-1 raiska
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1 paveikslas. Santykiné APAF-1 iRNR raiska (244¢7) apskai¢iuo-
ta realaus laiko polimerazés grandininés reakcijos metu lyginant
su vidiniu standartu B-aktinu (p reikSmé apskaiciuota naudojant
t-testa; PI - pasikliautinasis intervalas)

navikiniame audinyje yra mazesné nei sveikame audinyje.
Sis pokytis varijuoja ir skiriasi iki daugiau nei 5 karty. To-
kiu biidu APAF-1 geno raiska 41,3 proc. (n=13) pacienty
daugiau nei 2 kartus buvo mazesné navikiniame audinyje.
17,2 proc. (n=5) atvejy APAF-1 geno raiska buvo panasi
sveikame ir navikiniame audinyje ar nezenkliai didesné na-
vikiniame audinyje.

Rezultaty aptarimas

Siame tyrime nagrinéjome APAF-1 geno raiska, kad
nustatytume, ar Sie pokyciai gali buti siejami su kasos vé-
ziu. APAF-1 geno raiska buvo vertinta iRNR lygmenyje,
kadangi tyrimais jrodyta teigiama koreliacija tarp APAF-1
iRNR ir baltymo kiekio audinyje [8]. Misy tyrimas parodé
reik§mingus APAF-1 geno raisSkos skirtumus tarp navikinio
audinio ir jj supancio sveiko audinio. Tai rodo, kad APAF-1
inaktyvavimas gali biiti svarbi vidinio apoptozés kelio blo-
kavimo priezastis kasos vézio atveju. Iki Siol atlikta nedaug
tyrimy nagrin¢jant APAF-1 geno raiska skirtingy lokaliza-
cijy navikuose, kuriy rezultatai sutampa su miisy tyrimo
duomenimis [9-14]. Tyrimy, kuriuose biity nagrinéjama
APAF-1 geno raiska kasos vézio atveju, iki Siol néra.

Misy tyrimais nebuvo nustatyta reikSmingy sasajy su
klinikinémis ir morfologinémis kasos vézio ypatybémis.
Tai galéjo biiti jtakota santykinai nedideliu tirty atvejy skai-
¢iumi, kuris neleido mums nustatyti minéty pokyc¢iy. Visgi
kity mokslininky tyrimai parodé, kad APAF-1 geno raiska
gali biiti siejama su klinikinémis ir morfologinémis vézio

savybémis ir jo progresavimu. Buvo nustatyta atvirkstiné
koreliacija tarp APAF-1 raiskos ir ligos stadijos [15-17].
Baldi su bendraautoriais nustaté, kad APAF-1 raiSka
reik§mingai sumazéja esant melanomai su metastazémis nei
melanomoms be metastaziy. Tame pac¢iame tyrime autoriai
nustaté, kad APAF-1 raiska reikSmingai skiriasi tarp mela-
nomos ir gerybiniy apgamy atvejy, t.y. sumazéja esant me-
lanomai. Panasiis pakitimai buvo nustatyti gimdos kaklelio
vézio atveju, kai APAF-1 raiska reik§mingai buvo mazesné
navikuose esant naviko metastazéms limfmazgiuose [11].
Visi Sie tyrimai rodo negin¢ijamas 4PAF-1 raiskos pokyciy
sasajas su navikiniy ligy progresavimu. Blogesng ligos eiga
gali lemti kiti mediatoriai, reguliuojantys su mitochondi-
jomis susijusig apoptoze, iskaitant BCL-2, p53, kaspazes
ir apoptozés baltymy inhibitorius, kadangi jie moduliuoja
radioterapijos ir chemoterapijai vartojamy vaisty poveikj
[6,18]. Tyrimuose , kuriuose buvo vertinta APAF-1 raiSkos
itaka gydymo efektyvumui, nustatyta, kad mazesné APAF-
1 raiska taip pat gali blti susijusi su atsparumu radiotera-
pijai ir chemoterapijai bei lemti blogesne navikinés ligos
prognoze [19,20]. Tai galéjo biiti jtakota santykinai nedide-
liu tirty pacienty skai¢iumi, kuris neleido mums nustatyti
minéty pokyciy.

Miisy atliktame tyrime nustatéme, kad atskirais atvejais
APAF-1 raiska tarp sveiko ir navikinio audinio gali skirtis
kelis kartus ar biiti panasSiame lygmenyje. Tai gali biti su-
sije su §io geno reguliacijos mechanizmais, kurie skiriasi
individualiais atvejais. Yra zinomi keli APAF-1 geno rais-
kos reguliavimo mechanizmai. Vienas i$ jy susijgs su geno
transkripcijos reguliavimu. p53 ir E2F[ - veiksniai susij¢
su apoptozés indukcija [21]. p53 atpazjsta ir prisijungia prie
APAF-1 geno promotoriaus regiono. Sia saveika sustiprina
transkripcijos faktorius Zac-1, kuris slopina G1 lgsteliy ci-
kla. E2F 1 skatina apoptozg tiesiogiai aktyvuodamas A PAF-
1 geno raiska. Nustatyta, kad 4APAF-1 geno raiska gali biiti
reguliuojama epigenetiniu mechanizmu, t.y. APAF-1 geno
promotoriaus metilinimas slopina pastarojo geno raiska
ir tuo paciu apoptoze. APAF-1 geno epigenetinis regulia-
vimo mechanizmas istirtas nepakankamai, o duomenys
mokslinéje literatliroje yra priestaringi [9,12,22]. Todél to-
limesnis miisy mokslinés grupés darbas tgsiamas sutelkiant
pastangas | epigenetinio APAF-1 geno reguliacijos mecha-
nizmo isaiskinima kasos vézio atveju.

ISvados

Proapoptozinio APAF-1 geno raiskos sumazgjimas
budingas reiskinys kasos vézio atveju. Reikalingi dides-
nés apimties tyrimai, jvertinantys kliniking ir prognozing
APAF-1 geno raiskos sumazéjimo vertg bei funkciniai ty-
rimai, jvertinantys APAF-1 geno reguliacijos mechanizmus
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Padéka
Mokslinis tyrimas finansuojamas Europos socialinio
fondo lésomis pagal visuotinés dotacijos priemone.

Literatara

1. Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Glo-
bal Cancer Statistics: 2011. CA Cancer J Clin 2011;61:69-90.

2. Jemal A, Siegel R, Xu J, Ward E. Cancer Statistics. CA Cancer
J Clin 2010; 60:277-300.

3. Ashraf QM, Mishra OP, Delivoria-Papadopoulos M. Mecha-
nisms of expression of apoptotic protease activating factor-1
(Apaf-1) in nuclear, mitochondrial and cytosolic fractions of
the cerebral cortex of newborn piglets. Neurosci Lett 2007;
415:253-8.

4. Bao Q, Shi Y. Apoptosome: a platform for the activation of
initiator caspases. Cell Death Differ 2007;14:56-65.

5. Reubold TF, Wohlgemuth S, Eschenburg S. A new model for
the transition of APAF-1 from inactive monomer to caspase-
activating apoptosome. J Biol Chem 2009; 284:32717-24.

6. Kim R. Recent advances in understanding the cell death pat-
hways activated by anticancer therapy. Cancer 2005; 1551-60.

7. Yuan JS, Reed A, Chen F, Stewart CN. Statistical analysis of
real-time PCR data. BMC Bioinformatics 2006; 7:85.

8. Sturm I, Bosanquet AG, Radetzki S, Hummel M, Dérken B,
Daniel PT. Silencing of APAF-1 in B-CLL results in poor pro-
gnosis in the case of concomitant p53 mutation. Int J Cancer
2006;118:2329-36.

9. Ashur-Fabian O, Adamsky K, Trakhtenbrot L, Cohen Y, Raana-
ni P, Hardan I. et al. APAF-1 in chronic myelogenous leukemia
(CML) progression: Reduced APAF-1 expression is correlated
with a H179R p53 mutation during clinical blast crisis. Cell
Cycle 2007; 6:589-94.

10. Anichini A, Mortarini R, Sensi M, Zanon M. APAF-1 signaling
in human melanoma. Cancer Letters 2006; 168—79.

11. Leo C, Richter C, Horn LC, Schiitz A, Pilch H, Hockel M.
Expression of APAF-1in cervical cancer correlates with lymph
node metastasis but not with intratumoral hypoxia. Gynecol
Oncol 2005; 97:602—6.

12. Soengas MS, Capodieci P, Polsky D, Mora J, Esteller M, Opitz-
Araya X, et al. Inactivation of the apoptosis effector APAF-1
in malignant melanoma. Nature 2001; 409:207—11.

13. Strater J, Herter I, Merkel G, Hinz U, Weitz J, Moller P.
Expression and prognostic significance of APAF-1, caspase-8
and caspase-9 in stage II/III colon carcinoma: Caspase-8 and
caspase-9 is associated with poor prognosis. Int J Cancer 2010;
127:873-80.

14. Zlobec I, Minoo P, Baker K, Haegert D, Khetani K, Tornillo
L, et al. Loss of APAF-1 expression is associated with tumour
progression and adverse prognosis in colorectal cancer. Eur J
Cancer 2007; 43:1101-7.

15. Baldi A, Santini D, Russo P, Catricala C, Amantea A, Picardo
M, et al. Analysis of APAF-1 expression in human cutane-

ous melanoma progression. Exp Dermatol 2004; 13:93-7.

16. Mustika R, Budiyanto A, Nishigori C, Ichihashi M, Ueda M.
Decreased expression of APAF-1with progression of melano-
ma. Pigment Cell Res 2005; 18:59-62.

17. Dai DL, Martinka M, Bush JA, Li G. Reduced APAF-1expres-
sion in human cutancous melanomas. Br J Cancer 2004;
91:1089-95.

18. Nguyen JT, Wells JA. Direct activation of the apoptosis ma-
chinery as a mechanism to target cancer cells. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2003;100:7533-8.

19. Fujimoto A, Takeuchi H, Taback B, Hsueh EC, Elashoff D,
Morton DL, et al. Allelic Imbalance of 12q22-23 Associated
with APAF-1 Locus Correlates with Poor Disease Outcome in
Cutaneous Melanoma. Cancer Res 2004; 64:2245-50.

20. Umetani N, Fujimoto A, Takeuchi H, Shinozaki M, Bilchik
AlJ, Hoon DSB. Allelic imbalance of APAF-1 locus at 12q23
is related to progression of colorectal carcinoma. Oncogene
2004; 23:8292-300.

21. De Zio D, Bordi M, Tino E, Lanzuolo C, Ferraro E, Mora E, et
al. The DNA repair complex Ku70/86 modulates Apafl expres-
sion upon DNA damage. Cell Death Differ 2011; 18:516-27.

22. Furukawa Y, Sutheesophon K, Wada T, Nishimura M, Saito
Y, Ishii H, et al. Methylation silencing of the APAF-1 gene in
acute leukemia. Mol Cancer Res 2005; 3:325-34.

LOSS OF PROAPOPTOTIC GENE APAF-1 EXPRESSION
IN PANCREATIC CANCER

A. Dauk3a, A. Jak§taité, A. Gasianec, Z. Dambrauskas
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Summary

Pancreatic cancer has one of the worst prognoses of all
gastrointestinal malignancies. One of the key proteins in the
mechanism of apoptosis is apoptosis protease-activating factor
APAF-1. The aim of this study was to determine expression of
APAF-1 mRNA in pancreatic cancer. Real time PCR for APAF-
1 mRNA was performed on 29 pancreatic cancer cases. The
association of APAF-1 mRNA expression with clinico-pathological
features was analysed. APAF-1 mRNA expression was lower in 82.
8 % in pancreatic cancer than in healthy tissues. The difference
was found statistically significant (p=0.02). No association was
found between APAF-1 mRNA expression in cancerous tissues
and clinico-pathological features. To conclude, in this study we
have demonstrated mRNA decrease of APAF-1, indicating that
gene involved in cellular apoptosis might be involved in pancreatic
cancer pathogenesis.
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