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Summary

Relevance of genetic risk factors and oxidative stress in
patients with chronic latent pancreatitis from Republic
of Moldova

The purpose of the study was to evaluate the relevance of
oxidative stress (OS) and some genetic factors in patients
with latent chronic pancreatitis (LCP). The study included
38 patients with LCP, male/female — 20/18, median age
49,17+1,21 years and the control group (CG) included
100 practically healthy persons. It has been proven that
LCP in RM is a pathology with a clear genetic background
through the presence of mutated genes included in the study
in 97,37% of patients, mutations of the following genes
have been confirmed: PRSS1 (R112C) —in 25 pts. (65,79%),
SPINK1 (N34S) —in 28 pts. (73,68%,), CTFR (R117H) — in
31pts. (81,57%), vs CG: PRSS1 (R112C)—in 63 pts. (63%);
SPINK1 (N34S) —in 74 pts. (74%); CFTR (R117H) —in 53
pts. (53%), the differences being statistically significant,
p<0,001. It has been proven that OS has an important
role in the mechanism and evolution of LCP through the
growth of lipid peroxidation activity (conjugated dienes
and trienes, Shiff bases in the hexanic and isopropanolic
phases, malonic dialdehide) and the reduction of antioxidant
system activity (total antioxidant activity in the hexanic
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and isopropanolic phases, superoxiddismutase, catalase,
glutationreductase).

Keywords: chronic pancreatitis, PRSS1, SPINKI, CFTR,
oxidative stress

Pe3ztome

3nauumocms cenemuueckux pakmopoeé pucka u
OKCUOAMUBHO20 cmpecca y (0abHbIX 1AMEHMHbIM
Xponuueckum naukpeamumom ¢ Pecnyonuxe Monoosa

Lenvio uccnedoganus OvblI0 OYeHUMb 3HAYUMOCD
OKCUOAMUBHO20 CMPecca U HEeKOMOPBIX 2eHeMmUYecKUx
Gdaxmopos y nayueHmos ¢ 1ameHmMHuIM XPOHUYECKUM
nauxpeamumom (JIXII). Hccrnedosanue exnoyuno 38
nayuenmog ¢ JIXII, myarcuunsi/scenwyunsr — 20/18,
cpeonuti sozpacm 49,17 1,21 nem; konmponvHas
epynna (KI') — 100 npakmuuecku 300p08vix nr00ell.
bovinio noomeepocoeno, umo JIXII 6 PM sgrsemcsa
namoaozuell ¢ 04e8UOHOU 2eHeMUYeCcKoll OCHOBOI,
NOOMBEPAHCOEHHOU NPUCYINCMBUEM MYMUPOBAHHBIX 2eHO8
v 97,37% nayuenmos. Bulnu noomeepoicoenvl mymayuu
cneoyrowux eenog: PRSSI (R112C) — y 25 nayuenmog
(65,79%), SPINKI (N34S) —y 28 (73,68%), CTFR
(R117H) —y 31 (81,57%), npomusononoxcrno KI': PRSS1
(R112C)—y 63 (63%), SPINK1 (N34S)—y 74 (74%), CTFR
(R117H) — y 53 (53%) nayuenmos, cmamucmuuecxue
omauyus Oviau cyuecmeennvimu, p<0.001. Buviio
O0OKA3AHO, 4MO OKCUOAMUBHDIL CIPECC UMEEeNm BUANCHYIO
poav 6 mexanusme u sgonoyuu JIXII, nocpedcmeom
yeenuueHus akmusHoCmuy NEPUKUCHO20 OKUCTEHUS TURUO08
(conpsiocennvix Ouen u mpuen, 6as Shiffa 6 cexcanosoii u
U30NPONAHON080U PaA3ax, MALOHOB8020 OUANLOE2UOA) U
VYMEeHbULeHUS. AKMUBHOCTNY AHMUOKCUOAHMHOU CUCTeMbl
(0bwel aHMUOKCUOAHMHOU AKMUBHOCU 68 2eKCAHOBOU
U U30NPoONanonosou azax, cynepoxkcuooucmMymasol,
Kamanasvl, 2nymMamuoHpeoyKmasbol).

Knwuesvte cnosa: xponuuecxuii nankpeamum, PRSSI,
SPINK1, CFTR, oxcuoamuguwiii cmpecc

Introducere

in virtutea progreselor stiintifice din ultimii ani,
exista tot mai multe dovezi certe ca mutatiile genice
cresc susceptibilitatea pentru dezvoltarea si evolutia
pancreatitei cronice (PC). Gena ce codifica tripsino-
genul cationic (PRSS,) mentine enzimele pancreatice
inactive; gena inhibitorului pancreatic de secretie a
tripsinei (SPINK1) mentine integritatea inhibitorilor,
iar reglatorul de conducere transmembranar al fibro-
zei chistice (CFTR) regleaza secretia de bicarbonati,
asigurand fluiditatea sucului pancreatic. Mutatiile in
genele sus-numite conduc in final la dezechilibrarea
balantei intrapancreatice de proteaze si inhibitori ai
acestora si autoliza tesutului pancreatic.

Pancreatita ereditara este, de requla, cauzata de
mutatiile R122H si N29I ale genei PRSS1, care sunt
autosomal-dominante, cu o penetrantd fenotipica
de 80%, iar mutatia R122C, descoperita mai recent,
are capacitatea de a elimena site-ul de autoliza a




argininei, la fel ca si mutatia R122H, fiind autoso-
mal-dominanta [4]. Incidenta celei mai frecvente
mutatii ale genei SPINK1 — N34S este de aproximativ
1-2,5% in populatia generala [3], iar rata asociatiei
pancreatitei este mai mare in tipul homozigot al
mutatiei N34S [1]. Din momentul identificarii genei
CFTR au fost depistate peste 1900 mutatii. Mutatia
R117H a genei CFTR se refera la clasa IV, prin defect
de conducere a bicarbonatilor, si se intalneste la
0,3% din populatia caucaziana; poate rezulta intr-o
mare varietate de semne clinice, in functie de variatia
genetica prezenta [2].

Stresul oxidativ, exprimat prin dezechilibrul
proceselor de lipoperoxidare si de protectie antioxi-
dantg, reprezintd o veriga importanta in patogeneza
si evolutia PC [6]. Dezechilibrul proceselor de pero-
xidare lipidica si de protectie antioxidanta are un rol
important in agresiunea si lezarea membranelor ce-
lulare, initiind cascada inflamatorie in cadrul diverse-
lor afectiuni, inclusiv al pancreatitei cronice. Conform
ipotezei SO, in PC are loc blocarea metabolismuluiin
celula acinard, fuzionarea granulelor zimogene si a
lizosomilor si activarea intracelulara a enzimelor, se
produce oxidarea lipidica a membranelor celulare,
degenerarea mastocitelor, activarea trombocitelor, a
celulelor proinflamatorii si a sistemului complemen-
tar, cresterea activitatii citocromului P450 [5]. Astfel,
combinarea mutatiilor genice sus-numite, in asociere
cu alti factori de risc exo- si endogeni, creste riscul
de dezvoltare a PC de sute de ori.

Scopul studiului a fost evaluarea relevantei
unor factori de risc genetici si a stresului oxidativ la
pacientii cu pancreatita cronica forma latenta (PCL)
din RM.

Material si metode

S-a efectuat un studiu prospectiv in care au fost
inclusi 38 de pacienti cu PCL, barbati/femei-20/18,
tratati in IMSP SCM Sf. Arh. Mihail. Grupul de con-
trol (GC) a fost constituit din 100 persoane practic
sanatoase.

Diagnosticul de PC a fost confirmat prin recol-
tarea datelor anamnestice, clinice, de laborator si
instrumentale specifice PC in baza unui protocol de
studiu, care a inclus hemoleucograma, urograma,
proteinele totale, albuminele, bilirubina, transamina-
zele hepatice, a-amilza, GGTP, FA, glicemia, Ca seric,
colesterolul, trigliceridele, diastaza, coprograma,
markerii hepatitelor virale, elastaza-1 in materiile
fecale, USG transabdominala, radiografia abdomi-
nala pe gol, radiografia abdominala cu pasaj baritat,
r-scopia stomacului si duodenului, TC aabdomenului
simpla si/sau spiralata, TC a abdomenului prin RMN
/in regim colangiografic, FEGDS, ECG, R-grafia pul-
monarg, irigoscopia, FCS). Polimorfismul genelor
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candidate pentru dezvoltarea pancreatitei — PRSST,
SPINK1, CFTR - s-a determinat in laboratorul Insti-
tutului de Genetica al AS din RM; ca specimen a
fost folosit sangele venos, prin metoda de analiza a
lungimii fragmentelor amplificate si a fragmentelor
polimorfe de restrictie (restriction fragment length
polymorphism, RFLP).

Primerii utilizati in amplificarea probelor de
ADN uman pentru determinarea polimorfismului
genei SPINK1, mutatia N34S: forward 5' - AACCAGG-
GAGATCTGTGATA-3, revers 5' — GTCAGCCACATCAA-
TAGAGG-3'; pentru determinarea polimorfismului
genei PRSS1, mutatia R122C: S5-GGTCCTGGGTCT-
CATCCTT-3, AS5-GGGTAGGCTTCACACACACTT-3;
pentru determinarea polimorfismului genei CFTR,
mutatia R117H: D5’-ACCCGGATAACAAGGAGGAGG-
3'R117H, R 5-GGCCTGTGCAAGGAAGTATT-3' Activi-
tatea sistemelor de peroxidare lipidica si antioxidant
afost apreciata prin determinarea nivelului dienelor
conjugate, trienelor conjugate, bazelor Shiff in fazele
hexanica si izopropanolicd, dialdehida malonica
(DAM) si, respectiv, a activitatii antioxidante totale
(AAT) in fazele hexanica siizopropanolica, superoxid-
dismutazei (SOD), catalazei, glutationreductazei (GR)
in Laboratorul de biochimie al USMF N. Testemitanu,
ca specimen fiind folosit sangele venos. Metode sta-
tistice: tabele de contingenta 2x2, criteriul t-Student,
X2, Fisher, coeficientul corelatiei Pearson, analiza
variationala (procedura ANOVA).

Rezultate si discutii

Varsta medie a pacientilor cu PCL a fost de
49,71+1,21 ani (29-59 ani) vs GC - 23,23+0,49 ani (19-
39 ani). In functie de varsta la momentul cercetarii,
pacientii au fost repartizati in subgrupe, conform
recomandarilor OMS [7].
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Figura 1. Repartizarea pacientilor cu PC dupd grupa
devarsta
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Datele din figura 1 releva o frecventa mai inalta
a PC forma latenta in grupa de varsta 45-54 ani — 21
pacienti (55,26%), urmata de cei cu varsta 55-64 ani
- 10 (26,32%), 35-44 ani - 5 (13,16%), 25-34 ani — 2
(5,26%).




Varsta medie de debut al bolii a fost de
33,71+1,44 ani. Evaluarea pacientilor dupa varsta de
debut al bolii (figura 2) ademonstrat o prevalenta mai
fnalta la varsta 35 -44 ani - la 17 (44,74%) pacienti,
urmatd de cei de 45-54 ani-1a 4 (10,53%), 18-24 ani
-1a3(7,89%) si pana la 18 ani - la 2 (5,26%) pacienti,
care ar putea fi explicata printr-un debut insidios la
29 (76,32%) si acut la 9 (23,68%) pacienti.

Numarul de pusee de pancreatita acuta, care
au precedat diagnosticul de PC in randul celor cu
debut acut, a fost de 0,29+0,09, iar numarul de pu-
see de pancreatita acuta dupa stabilirea PC a fost
de 0,40£0,23.

<18 ani
18-24 ani .
25-34 ani
35-44 ani
45-54 ani
Figura 2. Repartizarea pacientilor dupad vdrsta de

debut al bolii

Varsta medie de diagnosticare a bolii a fost de
35,05+1,25 ani. Diagnosticul de pancreatita (figura
3) afost stabilit cu preponderenta la varsta de 35-44
ani- 18 (47,37%) pacienti, urmat de varsta 45-54 ani
-12(31,58%), 25-34 ani - 2 (5,26%).

<18 ani

18-24 ani
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35-44ani

45-54 ani
Figura 3. Repartizarea pacientilor dupd varsta de dia-
gnosticare a bolii

Durata patologiei pancreatice a fost in medie de
16,0+1,37 ani, inclusivpanadla5ani-la4(10,53%), de
la5la10ani-la7(18,42%), >10ani-la 27 (71,05%)
pacienti. Perioada de timp de la aparitia semnelor
clinice pana la diagnosticarea PC a fost in medie de
16,00£1,37 ani.

Dereglarea functiei endocrine a fost constatata
la 25 (65,79% ) pacienti, dintre care 1 (2,63%) cu de-
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reglarea tolerantei la glucoza, 4 (10,53%) cu DZ tip
I1,1D, 17 (44,76%) cu DZ tip II, IND cu ADO, 3 (7,86%)
cu DZ tip Il fara ADO.

Prezenta mutatiilor genice incluse in studiu s-a
decelatla 37 (97,37%) din pacienti si la 94 (94%) din
GC, fapt ce demonstreaza o frecventa net superioara
altor studii internationale. La pacientii cu PC latenta
(figura 4) s-au confirmat mutatii ale genelor: PRSST1
(R112C) -1a 25 (65,79%), 14 (36,84%) heterozigoti, 11
(28,95%) homozigoti; SPINK1 (N34S) - la 28 (73,68%),
13 (34,21%) heterozigoti, 15 (39,47%) homozigoti;
CFTR(R117H)-1a 31 (81,57%), 19 (50%) heterozigoti,
12 (31,57%) homozigoti vs GC (figura 5): PRSS1
(R112C) - 1a 63 (63%), 61 (61%) heterozigoti, 2 (2%)
homozigoti; SPINK1 (N34S) - la 74 (74%), 66 (66%)
heterozigoti, 8 (8%) homozigoti; CFTR (R117H) —la 53
(53%), 42 (42%) heterozigoti, 11 (11%) homozigoti,
diferentele fiind statistic semnificative, p<0,001.La 6
(15,79%) pacienti s-au determinat mutatii la nivelul
unei singure gene, la 15 (39,47%) —in 2 genesila 16
(42,11%) - in 3 gene.
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Figura 4. Prezenta mutatiilor genice R122C(PRSS1),
N34S (SPINK1), R117H (CFTR) la pacientii homozigoti
si heterozigoti cu pancreatitd cronicd latentd
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Figura 5. Prezenta mutatiilor genice R122C (PRSS1),
N34S (SPINK1), R117H (CFTR) la homozigoti si hetero-

zigoti din grupul de control




Indicii POL si SAO la pacientii cu pancreatita cronicad latenta
versus grupul de control

Indicele evaluat GC, Pacienti cu PCL, P
n=100 n=38
M m M m

HPL-timp. hexan (diene 11,44 | 0,09 1434 | 049 | <0,001
conjugate), uc/ml

HPl-inter. hexan (triene 3,63 0,08 4,89 021 | <0,001
conjugate), uc/ml

HPL-tardivi hexan. (baze 1,26 0,05 249 0,25 | <0,001
Shiff), uc/ml

HPL-timp. izopr. (diene 11,29 0,08 13,36 0,24 | <0,001
conjugate), uc/ml

HPL-inter. izopr. (triene 5,84 0,05 6,80 0,18 | <0,001
conjugate), uc/ml

HPL-tardivi izopr. (baze 1,10 0,03 1,62 0,00 | <0,001
Shiff), uc/ml

DAM, uM/s.1 16,75 | 024 | 20,72 | 0,59 | <0,001
AAT-hexan, mMDPPH/s.| 1081 | 0,19 717 0,34 | <0,001
AAT-izopr. mMDPPH/s.1 1,17 | 0,23 7,09 0,46 | <0,001
SOD, u/c 147435 | 18,67 |1302,73 | 25,92 | <0,001
Catalaza, pM/s.1 13,73 | 0,38 9,82 0,62 | <0,001
GR, uMs.l 6,52 0,10 437 0,09 | <0,001

Evaluarea indicilor POL si a SAO (vezi tabelul) a
relevat modificari statistic semnificative (p<0,001) la
pacientii cu PCL, comparativ cu GG, la toti parametrii.
Indicii POL crescuti la pacientii cu PC vs GC: dienele
conjugate faza hexanica — de 1,25 ori (14,34+0,49
vs 11,44+0,09 uc/ml), trienele conjugate faza he-
xanica - de 1,35 ori (4,89+0,21 vs 3,63+0,24 uc/ml),
bazele Shiff faza hexanica - de 1,98 ori (2,49+0,25
vs 1,26%0,05 uc/ml), dienele conjugate faza izopro-
panolica - de 1,21 ori (13,66%0,24 vs 11,29+0,08 uc/
ml), trienele conjugate faza izopropanolica—de 1,16
ori (6,80+0,18 vs 5,84+0,05 uc/ml), bazele Shiff faza
izopropanolica — de 1,47 ori (1.62+0,06 vs 1,10+0,03
uc/ml), DAM -de 1,24 ori (20,72+0,59 vs 16,75+0,24
uc/ml). Se observa o crestere preponderentad a
dienelor, trienelor conjugate, bazelor Shiff in faza
hexanicd. SAO a demonstrat parametri scazuti la
pacientii cu PCL vs GC: AAT faza hexanica — de 1,51
ori (7,17+0,34 vs 10,81+0,19 mMDPPH/s.l ), AAT faza
izopropanolica —de 1,58 ori (7,09£0,46 vs 11,17+0,23
mMDPPH/s.l ), SOD - de 1,17 ori (1302,73+25,92 vs
1474,35+18,67 u/c), catalaza—de 1,40 ori (9,82+0,62
vs 13,734£0,38 uM/s.1), GR — de 1,49 ori (4,37+0,09 vs
6,52+0,10 uM/s.l).

Evaluarea interdependentelor corelationale
dintre valorile POL/SAO si unii parametri clinici au
demonstrat corelatii veridice. Exista o corelatie indi-
rectd intre varsta si indicii POL/SAO: cu cat e mai mare
varsta, cu atat sunt mai scazute valorile SAO: AAT faza
hexanica (r=-0.63, p<0.001), AAT faza izopropanolica
(r=-0,62,p<0,001),SOD (r=-0,49, p<0,001), catalaza
(r=-0,45,p<0,001), GR (r=- 0,49, p<0,001) si cu atat
sunt mai crescute valorile POL: diene conjugate faza
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hexanica (r =0,65, p<0,001), triene conjugate faza
hexanica (r=0.40, p<0,001), baze Shiff faza hexanica
(r=0,36, p<0,001), diene conjugate izopropanolica
(r=0,52, p<0,001), triene conjugate izopropanolica
(r =0,42, p<0,001), baze Shiff faza izopropanolica (r
=0,29, p<0,001), DAM (r =0,38, p<0,001).

Valoarea indicelui fumatorului este in corelatie
indirecta cu SAO: AAT faza hexanica (r = - 0,41,
p<0,01), AAT faza izopropanolica (r =-0,40, p<0,01),
SOD (r=-0,47,p<0,001), catalaza (r =-0,40, p<0,01),
GR (r = -0,48, p<0,001) si in corelatie directa cu
cresterea valorile POL: diene conjugate faza hexanica
(r =0,51, p<0,001), triene conjugate faza hexanica
(r =0,36, p<0,01), baze Shiff faza hexanica (r =0,19,
p>0,05), diene conjugate (r=0, 41, p<0,001), triene
conjugate faza izopropanolica (r=0,21, p>0,05), baze
Shiff faza izopropanolica (r=0,26, p>0,05), DAM (r =0,
24, p>0,05). Odata cu cresterea IMC descreste acti-
vitatea SAO: AAT - faza hexanica (r=- 0,21, P<0,02),
AAT - faza izopropanolica (r=- 0,15, p<0,05), GR
(r=- 0,17, p<0,05). Varsta de debut al bolii este in
corelatie directa cu valorile SAO - catalaza (r=0,27,
p<0,01) si invers proportionala cu indicele POL -
baze Shiff fazad hexanica (r=-0,25, p<0,05). Analiza
valorilor medii, erorii-standard si a testului Fisher
a dovedit ca prezenta alcoolului si a fumatului la
persoanele incluse in studiu modifica statistic sem-
nificativ (p<0,001) toti indicii SO prin activarea POL
si diminuarea SAO.

Prin utilizarea analizei variationale (programul
ANOVA) s-a incercat de a determina relatiile dintre
mutatiile genice si valorile POL/SAO la pacientii cu
PCL, care a relevat modificari statistic semnifica-
tive numai la nivelul POL prin cresterea nivelului
de diene conjugate faza izopropanolica (uc/mil)
la homozigoti comparativ cu heterozigotii si cei
fara modificari genice in dependenta de prezenta
alelelor mutante: R122C (PRSS1) - 14,22+0,31 vs
13,89+0,31, vs 13,06+0,29, F=3.97, p<0,05 si N34S
(SPINK1) - 14,40+0,34 vs 13,31+0,23, vs 13,54+0,37,
F=3,93, p<0,05.

Modificarile POL/SAQO remarcate la pacientii stu-
diati ar putea fi explicate prin diferite mecanisme, ca
urmare a consumului cronic de alcool, tabagismului,
subnutritie, maldigestie, malabsorbtie de vit.E, C, de-
ficit de seleniu prin necesitati crescute (Van Gossum
s.c. 1996) si a altor factori exo- si endogeni.

Concluzii

1. Pancreatita cronica forma latenta la pacientii
din Republica Moldova este o patologie cu un evi-
dent substrat genetic prin prezenta mutatiilor R122C
(PRSST), N34S (SPINK1), R117H (CFTR).

2. Stresul oxidativ detine un rol important in
mecanismul si evolutia pancreatitei cronice latente.
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3. A fost demonstratd absenta
unei relatii intre modificarile gene-
lor studiate PRSS1 (R122C), SPINK1
(N34S), CFTR (R117H) si indicii POL/
SAO, cu exceptia cresterii nivelului
dienelor congugate, faza izopropa-
nolica.

4. Modificarile semnificative ale
indicilor POL si ale activitatii SAO la
pacientii cu pancreatita cronica la-
tentd pot fi explicate prin actiunea
factorilor de risc exo- si endogeni.
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