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Summary

The expression of N34S mutation in pancreatic secretory
tripsin inhibitor gene in the patients with chronic pan-
creatitis from the Republic of Moldova

In normal acinar cells, trypsin activity is properly sup-
pressed by SPINKI, that acts as the first line of defence
against prematurely activated trypsinogen. Study subjects
were 100 patients with chronic pancreatitis (CP) and 100
healthy people. The N34S/SPINK 1 mutation was determined
in the venous blood by the restriction fragment length
polymorphism (RFLP) reaction. The study demonstrated
the high N34S mutation presence in the population of RM,
mainly in CP patients, most commonly in the pseudotumoral
Jorm of CP, in homozygous. The people with the mutation
N34S/SPINK1 in a homozygous form have a 5.47 times
higher risk of developing CP.
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Peszrome

Ikcnpeccua mymayuu N34S zena unzubumopa
HAHKPeamu4ecKo20 CeKpemopHozo mpuncunay 001bHoIX ¢
Xponuueckum nankpeamumom ¢ Pecnyonuxe Monoosa

B nHopmanvrulx ayunaphelx Kiemxax nooicery0ouHou
Jrcene3bl AKMUBHOCMb MPUNCUHA OONHCHBIM 00pA30M
nooaensiemest SPINK 1, komopuiil sicmynaem 8 kavecmee
nepeou NUHUU 3AWUMbl OM NPeHcoe8pemMeHH020
akmusuposarusi mpuncuroeena. boiiu obcrnedosanvr 100
bonvibix ¢ xpoHuueckum nankpeamumom u 100 300posvix
mooeit. Mymayuro N34S / SPINK 1 onpedensanu 8 8eHo3HOU
kpoeu ¢ nomowwvio RFLP peaxyuu. Hccnedosarnue
nokazano 8vicokyro yacmomy mymayuu N34Sy nacenenus
P. Monoosa, 6 ocnosrnom y bonvuvix ¢ XII, yawe 6ceco
6 ncesdomymopanvrol gopme XII, ¢ comoszucommnom
cocmosinuu mymayuu. Y nrooeii c mymayueii N34S /SPINK 1
6 eomosucomuoi Gopme puck pazeumusi XII ¢ 5,47 pas
sblle uem y mex y Ko2o Hem 3o Mymayuu.

Knrwueesvie cnosa: xponuueckuii naukpeamum, N34S/
SPINK1

Introducere

Mutatiile genice, in lumina progreselor stiintifice
obtinute, detin unul din rolurile de baza in dezvol-
tarea si progresarea afectiunilor pancreatice, inclusiv
a pancreatitei cronice (PC). Inhibitorul pancreatic de
secretie a tripsinei, care este cunoscut si ca inhibito-
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rul proteazei serinice tip 1 Kazal (SPINK1 - Serine Pro-
teaze Inhibior Kazal type 1) este o peptida sintetizata
de celulele pancreatice, care colocalizeaza cu tripsi-
nogenul in granulele zimogene, inhiband activarea
prematura a tripsinogenului prin blocarea site-ului
activ al acestuia. Primele date referitor la rolul muta-
tiilor SPINK1 in instalarea PC au fost raportate in anul
2000 de catre Witt H. si coaut. [11], confirmate ulterior
prin numeroase studii. Gena ce codifica SPINK1 este
situata pe bratul lung al cromozomului 5:5q32, are
o lungime de aproximativ 7,5 Kb, 4 exoni si 3 introni
[Hirota M. s.a., 2006], fiind o polipeptida alcatuita
din 79 de aminoacizi (AF286028), care formeaza
doua compartimente. Primul este constituit din 56
de aminoacizi si contine trei legaturi disulfidice si un
site de legatura tripsin-specific, format din Lyz-lle; al
doilea compartiment este o peptida de semnalizare,
ce contine 23 de aminoacizi [9].

Deoarece raportul SPINK1/tripsinogen este de
1/20, SPINK1 poate bloca doar 20% din activitatea
tripsinei. In situatia cand cantitatea sau activitatea
SPINK1 este redusa, tripsinogenul se poate activa
prematur in tripsinad, cu activarea ulterioara a altor
enzime, cu autolizarea tesutului pancreatic, afectarea
celulelor acinare si dezvoltarea pancreatitei [Hirota
M. s.a., 2006; Neoptolemos J. s.a., 2000]. in cazul mu-
tatiei R122H a tripsinogenului cationic PRSST, tripsi-
na si enzimele asemanatoare tripsinei devin inapte
de a liza moleculele de tripsinogen si tripsina, astfel
SPINK1 devine unicul mecanism de inactivare.

La bolnavii cu pancreatita ereditara (PE),
SPINK1 continua sd activeze in regim obisnuit, dar
capacitatea sa de blocare devine cert insuficienta si
la actiunea unui factor provocator (de ex., alcoolul),
este posibild activarea in exces a tripsinogenului in
tripsing, care nu poate fi inactivata. Astfel, continua
activarea in cascada a enzimelor pancreatice si auto-
distrugerea pancreasului, cu progresarea PC. Pentru
dezvoltarea exacerbarii de pancreatita este de ajuns
ca aproximativ 50% din moleculele tripsinogenului
si a tripsinei sa fie rezistente la hidroliza [Chen J.M.
s.a., 2001]

Exista cateva mutatii ale SPINK1, cea mai frec-
venta fiind N34S (c.101A>G), ce reprezintd substitutia
asparaginei cu serina in codonul 34. Mutatia N34S
a fost depistata preponderent la pacientii fara ana-
mnestic familial de PC. In PE, N34S a fost decelat la
13% din pacientii cu PC [Pfiitzer R.H.s.a., 2000].n PCl
instalate devreme, N34S a fost estimatd in una sau in
ambele alelela9,1-40% [Chen J.M. s.a., 2000; Drenth
J.PH. s.a.,, 2001; Pfiitzer R.H. s.a., 2000; Wang W. s.a.,
2009, 6], iar in cele alcoolice — la 12-15% din pacienti
[Drenth J.PH. s.a., 2001; Keim V., 2005; Pfiitzer R.H.
s.a., 2005, Truningher K. s.a., 2001].




in randul pacientilor brazilieni cu PC, 1% au fost
diagnosticati cu mutatii SPINK1 [Bernardino A.L.s.a.,
2003]. Mutatia N34S SPINK1 este autosomal-recisiva,
avand un rol modificator in dezvoltarea PC [Whit-
comb D.C,, 2004]. Incidenta mutatiei N34S este de
aproximativ 1-4% in populatia generala [1, 6], dintre
care aproximativ 1% este heterozigotd pentru N34S
[11]simai putin de 1% din purtatori dezvolta pancre-
atite. Frecventa mutatiei N34S este considerabil mai
mare in randul pacientilor care dezvolta pancreatite
decat la cei sanatosi, iar rata asociatiei pancreatitei
este mai mare in tipul homozigot al mutatiei N34S
[Pflitzer R.H. s.a., 2000; Hirota M. s.a., 2006]; N34S
este mai frecventa in populatia tarilor vestice [10].
Aceste mutatii se intalnesc mai des la pacientii cau-
cazieni cu PC. Mutatia SPINK1/N34S predispune la
instalarea timpurie a Pl si la aparitia mai frecventa a
recidivelor de pancreatitd, care ar putea duce in final
la insuficienta pancreatica [8].

A fost demonstrat faptul ca mutatiile genei
SPINK1 diminueaza pragul de dezvoltare a PC in
prezenta altor factori genetici si ambientali, singure
nefiind in stare sa dezvolte PC, in pofida faptului ca
conferd o susceptibilitate severa geneticd fata de
PC[5].

Material si metode

Au fost supusi studiului 100 de pacienti cu PC,
b/f-55/45, varsta medie de 47.02+0.93 ani, inclusiv
cu: PC cu recidive (PCR) — 41, PC pseudotumoroasa
(PCPsT)-21, PClatenta (PCL) - 38 si grupul de control
(GC) - 100 de persoane practic sanatoase, b/f-56/44,
varsta medie — 23.23+0.49 ani, Diagnosticul de PCa
fost argumentat prin metode clinice si paraclinice,
conform PCN. Mutatia N34S (PRSS1) a fost deter-
minata in Laboratorul de Geneticd Moleculara al
Institutului de Genetica al ASM, ca specimen biologic
fiind folosit sangele venos; polimorfismul genetic
a fost identificat prin metoda de analiza a lungimii
fragmentelor amplificate si a fragmentelor polimorfe
de restrictie (restriction fragment length polymor-
phism, RFLP), cu utilizarea primer-ilor: forward N34S
5'- AACCAGGGAGATCTGTGATA-3 si revers N34S 5'—
GTCAGCCACATCAAT AGAGG-3. Pentru prelucrarea
statisticd s-au folosit metode de analiza variationald,
descriptiva, prin utilizarea tabelelor de contingenta,
a criteriului x? Pearson si Fisher, riscul relativ estimat
(OR) in intervalul de confidenta (Cl) 95% s-a apreciat
prin utilizarea sistemului de modelare parametrica.

Rezultate si discutii

Studiul a demonstrat prezenta mutatiei N34S/
SPINK1 la 74 (74%) persoane sandtoase sila 78 (78%)
pacienti cu PC, fara o diferentd statistic semnificativa,
¥x*=0.44, p>0.05.
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Figura 1. Frecventa mutatiei N34S (SPINK1) la pacientii
cu PCversus GC, la homozigoti si heterozigoti

Distributia modificarilor genice studiate in
functie de prezenta lor la heterozogoti si homozigoti
a evocat prezenta intr-un numar mai mare a varian-
tei homozigote la pacientii cu PC vs GC (figura 1),
cu o diferenta statistic semnificativa: mutatia N34S
(SPINKT) - la 41 (41%) pacienti heterozigoti si 37
(37%) homozigoti versus GC-66 (66%) heterozigoti
si 8 (8%) homozigoti, x*=24,86, p<0,001.
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Figura 2. Frecventa mutatiei N34S (SPINK1) la pacientii
cu diferite forme clinice de PC versus GC

Mutatia genei SPINK1 (figura 2) s-a decelat
preponderent la bolnavii cu PCPsT (90,48%) vs PCR
(75,61%) si PCL (73,68%), x*=4.00, p>0.05 (figura 2).

100,00%

50,00% | 8,00%, 227% 39T 47,62%
| v 34,21
R
«

PCPsT

heterozigoti M homozigoti

Figura 3. Frecventa mutatiei N34S (SPINK1) la homo-
zigoti si heterozigoti in randul pacientilor cu diferite
forme clinice de PC versus GC

Incercarea de a depista frecventa mutatiei
N34S (SPINK1) in forma homozigota si heterozigota
la pacientii cu diferite forme clinice de PC (figura
3) a demonstrat urmatoarele rezultate: forma he-
terozigotd a fost intalnita cel mai des la pacientii
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cu PCR - la 19 (46,34%), de 1,08 ori mai frecvent versus PCPsT si de 1,35 ori
mai frecvent vs PCL, insa de 1,42 ori mai putin vs GC, urmata de PCPsT-1a 9
(42,86%), de 1,54 ori mairar vs GCsi PCL —la 13 (34,21%), de 1,93 ori mai rar
vs GC.In forma homozigota a fost intalnita cel mai des la pacientii cu PCPsT
-1la 10 (47,62 %), de 1,21 ori mai frecvent vs PCL, de 1,63 ori mai fecvent
vs PCR si de 5,95 ori mai frecvent vs GC, urmata de PCl - la 15 (39,47%), de
4,93 ori mai frecvent vs GC si PCR - la 12 (29,27%), de 3,66 ori mai frecvent
vs GC (figura 3).

A fost determinat gradul de fenotipare a mutatiei N34S in functie de
prevalenta in forma heterozigotd si homozigota (vezi tabelul).

Fenotiparea mutatiei N34S/SPINK1 la pacientii cu PC

Indicii evaluati Mutatii abs. | Heterozigoti | Homozigoti | X° P
nr. (%) nr. (%) nr. (%)
Sex: barbati 14 (63.64) 20 (48.78) 21 (56.76) | 1.35 | >0.05
femei 8(36.36) 21 (51.22) 16 (43.24)
Debutul bolii: acut 7 (31.82) 10 (24,34) 14 (37.84) | 1.65 | >0.05
insidios 15 (68.18) 31(75.61) 23 (62.16)
AF de PC 7 (31.82) 22 (53.66) 23 (62.16) | 5.17 | >0.05
Sindrom dolor abdominal 22 (100) 41 (100) 37 (100) >0.05
Intensitatea usoard 9 (40.91) 14 (34.15) 14 (37.84) | 0.45 | >0.05
durerii, VAS: medie 2 (9.09) 3(7.32) 3 (8.11)
severa 11 (50) 24 (58.54) 20 (54.05)
Insuficienta: exocrind 12 (54.55) 29 (70.73) 21 (56.76) | 2.28 | >0.05
endocrind 10 (45.45) 22(29.27) 16 (43.24)
Insuficienta DTG 2 (9.09) 2 (4.88) 1(2.70) 4.19 | >0.05
endocrind: DZ tip I1 ID 2(9.09) 2 (4.88) 1(2.70)
DZtipIIIND | 6(27.27) 8(19.51) 10 (27.03)
DZ, grad usor 2 (9.09) 6 (14.63) 2 (5.41) 7.57 | >0.05
severitate: mediu 7 (3182) 6 (14.63) 13 (3.14)
sever 0 (0) 0(0) 1(2.70)

Rezultatele au confirmat unele diferente, dar fara o semnificatie
statistic semnificativa: in functie de sex, la femei a predominat forma ho-
mozigota (56,76%), la barbati - forma heterozigota (51,22%); anamneza
familiala (AF) de PC a prevalat la pacientii homozigoti (62,16%), debutul
bolii acut - la homozigoti (37,84), debut insidios - la heterozigoti (75,61%),
insuficienta exocrina - la heterozigoti (70,73), insuficienta endocrina - la
homozigoti (43,24%), dereglarea tolerantei la glucoza (DTG) si DZ tip Il ID
- la heterozigoti (4,8%), DZ tip Il IND - la homozigotii (27,93); DZ de seve-
ritate usoard - la heterozigoti (14,63%), severitate medie — la homozigoti
(35,14%), DZ sever — la homozigoti (2,70%). Studiul lui Cichoz-Lach H. si
coaut. a dovedit prezenta mutatiei N34S mai frecvent la barbati decat la
femei, fara o diferenta statistic semnificativa a debutului bolii la pacientii
cu si fara mutatia N34S [2].

Sindromul dolor a fost prezent la toti pacientii, dar cu un grad de mani-
festare diferit, apreciat conform scalei analogice vizuale (VAS): un grad mai
inalt s-a atestat la heterozigoti (66,73%), F=1.64, p>0,05; durerea severd a
predominat la toti pacientii, cu preponderenta la heterozigoti (58,54%), dar
fara o diferenta statistic semnificativd. Varsta de debut a bolii a fost mai mica
la pacientii cu mutatia N34S forma homozigota (30,05+1,53 ani) vs forma
heterozigota (32,34+1,36 ani), F=1.03, p>0.05.

Analiza riscului relativ estimat in intervalul de confidenta 95% pentru
mutatia N34S a relevat un risc mai mare de a dezvolta PC la persoanele care
au mutatia respectiva in varianta homozigota vs cea heterozigotd, cu urmatoa-
rele rezultate: homozigoti - OR =5.47,95% Cl (1,93-15,94), x>=11.74, p=0.001.
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Pentru varianta hetero-
zigota a mutatiei N34S
(SPINKT), riscul relativ nu
are valoare (OR=0.73, 95%
Cl=0.348-1.547), deoarece
nu exista diferente sta-
tistic semnificative intre
lotul de pacienti cu PC si
lotul-martor (p>0.05). Con-
form datelor din literatura,
prezenta mutatiei N34S/
SPINK1 creste riscul de PC
de 10-15-20 de ori [1, 7,
12]. Riscul de a dezvolta
PC la purtatorii variantei
heterozigote a N34S este
de 10 ori mai mare, iar in
varianta homozigotd acest
risc se dubleaza [4].

Un studiu pe polo-
nezi a depistat prezenta
mutatiei N34S la 6,5%
din cei sanatosi [3]. Witt
si coaut. [11] au confir-
mat prezenta mutatiei
N34S la 6% homozigoti
cu PC si la 3% sanatosi.
Este de mentionat ca un-
ele studii nu au depistat
prezenta mutatiei N34S
la homozigoti in randul
populatiei de control [1, 7].
Un studiu efectuat de Pfiit-
zerR.s.a.in 2000 a demon-
strat ca prezenta mutatiei
N34S/SPINK1 preponde-
rent in forma homozigota,
dar si heterozigota intr-un
numar mai mic provoaca
pancreatita acuta recuren-
ta si PC familiala.

Analiza genelor im-
plicate in PC in populatia
franceza a aratat prezenta
mutatiei N34S la 9,1% de
heterozigoti si 5,6% ho-
mozigoti [4] si cca 2,6%
homozigoti in studiul lui
Rosendahl I. Prevalenta
mutatiei N34S/ SPINK1 la
pacientii cu PC in studiul
efectuat de Sandhu B. si
coaut. [8] a fost de 5,4%
si de cca 37,1% la bolnavii
cu Pl. O metaanaliza a




mutatiei N34S/SPINK1 in 14 studii a depistat o
frecventa dela 9,1 la 24,7% [1]. Cea maiinaltd ratd a
mutatiei N34S (SPINK1) a fost remarcata la pacientii
cu PCl din India - 46% [Chandak G.R. s.a., 2002]. Alt
studiu a dovedit prezenta mutatiei N34S mai frecvent
la barbati decat la femei, fara o diferenta statistic
semnificativad a debutului bolii la pacientii cu si fara
mutatia N34S [2].

Existd ipoteza ca alela N34S/SPINK1 actioneaza
ca un modificator al expresiei fenoptipice a PC, iar
in acest caz, la heterozigotii cu N34S/SPINK1 se cere
prezenta altor mutatii genice pentru a dezvolta PC.

Concluzii

1. Studiul efectuat a demonstrat prezenta muta-
tiei N34S intr-un numar mare la populatia eterogena
a R. Moldova, preponderent la pacientii cu PC (78%
versus 74% GC), mai frecvent in forma pseudotumo-
rala (90,48%).

2.Forma homozigota a mutatiei N34S prevalea-
za la bolnavii cu PCversus GC, cu o diferenta statistic
semnificativa.

3. Expresia fenotipica a mutatiei N34S nu depin-
de de forma homozigota sau heterozigotad, diferente-
le evidentiate nu au fost statistic semnificative.

4. Persoanele care au mutatia N34S/SPINK1 in
forma homozigota au un risc relativ estimat de 5,47
ori mai mare de a dezvolta PC decat persoanele care
nu au mutatia respectiva.
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DEPENDENTA HEMODINAMICII DE INDICII
SECRETIEI GASTRICE SI MOTILITATII
GASTRODUODENALE iN ULCEROGENEZA
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Summary

Dependence on hemodynamic parameters of gastric secre-
tion and motility in the development of gastroduodenal
ulcer disease

Patients suffering from peptic ulcer disease marked hemo-

dynamic changes are characterized by a decrease in systolic

and stroke volumes, an increase in total peripheral vascular
resistance. Hemodynamic changes are directly dependent
on the phenomenon duodenostasis with severe hyperacidity,

which in turn reduces the ability to regenerate the epithe-

lium leads to the predominance of factors of aggression of
defense mechanisms — there is ulceration.

Keywords: ulcer, circulatory dinamics, Doppler, hyperchlor-
hydria, hypomotility




