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Summary

The estimation of PRSS1, SPINK1, CFTR genes polimor-
phism in pseudotumoral chronic pancreatitis patients of
the Republic of Moldova

The objective of the study was to assess the incidence of
some genetic, environmental and metabolic risk factors in
patients with pseudotumoral chronic pancreatitis (CP) from
Republic of Moldova. The study included 21 patients with
pseudotumoral CP and 100 healthy people. The polymor-
phism of PRSSI, PSTI/ SPINKI, CFTR genes was deter-
mined, venous blood was used as a sample, with the use of
the polymerase chain method (PCR) and of corresponding
primers, in the Laboratory of the Institute of Genetics of the
Academy of Sciences of Republic of Moldova. The presence
of mutant alleles of the PRSS1 gene has been determined in
15(71.42%) pts — 11 (73.3%) heterozygous and 4 (26.66%)
homozygous, of the SPINK1 gene in 19 (90.47%) patients
— 9 (47.36%) heterozygous and 10 (52.63%) homozygous,
of the CTFR gene in 17 (80.95%) pts— 12 (70.58%) hetero-
zygous, 5 (29.41%) homozygous in the group of the patients
with a pseudotumoral CP, in association with other risk
factors. Genetic and environmental risc assessment may
help identify individuals who are likely to develop severe
chronic pancreatitis early in the disease course, and allow
targeted attention to reduce confounding risks and slow
the frequency, complications and prevent this disease in
the future.
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Pe3zrome

Ouyenka nonumopgusma zenoé PRSS1, SPINKI1, GFTR
Y 001bHBIX ¢ XPOHUYECKUM NCEBOOMYMOPATLHBIM NAH-
kpeamumom ¢ Pecnyonuxe Monooea

Lenvio uccnedosanus 6vina OyeHKa Yacmomul HEKOMOPbIX
2eHeMUYECKUX, GHEUWHUX U MemAaboIuieckux akmopos
pucKka y nayueHmos ¢ ncesoomyMopaibHblM XPOHULECKUM
nanxpeamumom (XI1) 6 Pecnyonuxe Monooea. bvino 00-
cnedogaro 21 6onvrbix ¢ ncesoomymopanvrvim XI1 u 100
300posuix ardell. bBvin onpedenen nonumopgusm eenos
PRSS1, PSTI/ SPINK 1, CFTR 6 gero3HOU KpO8U Memooom
NOAUMEPAZHOU YEeNHOU peakyuy U coOmeemcmeayiouux
npaiimepos, 6 nabopamopuu Uncmumyma eenemurku AH
PM. B epynne 6onvhvix ¢ ncegdomymopanvrvim XI1 naruuue
mymanmuvix annenei eena PRSSI 6wino onpedeneno y 15
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(71,42%) nayuenmos — 11 (73,3%) cemepozucommvix u 4
(26,66%) comosucommnvix; cena SPINKI —y 19 (90,47%)
nayuenmos, 9 (47.36%) ecemeposzuzommuvix u 10 (52,63%)
eomosucomuuwix, u2ena CFTR—y 17 (80,95%,), 12 (70,58%)
eemeposucomuvix u 5 (29.41%) zomosucomuuix & co-
yemanuu ¢ opyeumu gakmopamu pucka. OyeHka pucka
2eHEMUYECKUX, GHEUHUX U MemAaboIuuecKux Gakmopos
NO360siem GbIAGUMb TUYA, CKIOHHbIE K PA3GUIMUIO MSICE-
J1020 XPOHUYECKO20 NAHKPeamuma Ha PAHHUX CMAOUsX
3a601e8aHUs U YeLeHANPABLEHHO YOelsimb GHUMAHUE
VMEHbULEHUIO OeliCmBUst 2YOUmMeNbHbIX (AKMOPO8 PUCKA U
CHUDICEHUIO YACTNOMbL OCILONCHEHUL UL NPEOOMEPAUYCHUIO
amoti npoobremul 8 OYOyujeMm.

Kniouesvte cnoea: xponuueckuii nces0omymopaivHuolii
nanxpeamum, PRSS1, SPINKI1, CFTR

Introducere

Pancreatita cronica (PC) este o maladie cu
potential evolutiv sever, din cauza caracterului
durerii care afecteaza calitatea vietii si a posibilitatii
aparitiei insuficientei exo- si endocrine. Identificarea
mutatiilor specifice ale genei ce codifica tripsinoge-
nul cationic PRSS1, genei inhibitorului pancreatic
de tripsina PSTI/SPINK1 si genei ce codifica proteina
reglatoare transmembranica a fibrozei chistice CFTR
a deschis noi posibilitati in perceperea mecanis-
melor patogenice complexe ale acestei patologii
si in elaborarea unor strategii noi de identificare a
persoanelor susceptibile pentru pancreatita cronica,
tratament si profilaxie [1, 17].

In 1996, Whitcomb D.C. si coaut. [18], confir-
mat de Férec C. si coaut. [6], au descoperit prima
mutatie a tripsinogenului cationic PRSS1 - R122H,
a doua mutatie - N21I - a fost localizata in 1997.
Identificarea acestor mutatii asociate cu pancreatitaa
demonstrat ca tripsinogenuluifi revine rolul principal
in patogeneza pancreatitei umane. Ele sunt cauza
dezvoltarii rezistentei tripsinogenului la hidroliza,
autoactivarii necontrolate in cascada a tripsinoge-
nului, cu activarea ulterioara de catre ultimul a altor
proenzime si autoliza tesutului pancreatic. Se pre-
supune ca mutatia N29I contribuie la autoactivarea
tripsinogenului, deregland interrelatia cu inhibitorul
pancreatic de secretie a tripsinei [3] sau impiedica
inactivarea tripsinei, modificand accesibilitatea
sectorului initial al hidrolizei sale. Mutatiile R122
H si N29I sunt autosomal-dominante si determina
dezvoltarea pancreatitei ereditare cu o penetranta
fenotipica de 80%.

Efectul mutatiilor in gena inhibitorului pancrea-
tic de secretie a tripsinei (PSTI - Pancreatic Secretory
Tripsin Inhibitor), care este cunoscut si ca inhibito-
rul proteazei serinice tip 1 Kazal (SPINK1 - Serine
Proteaze Inhibior Kazal type 1) in instalarea PC a
fost raportat in anul 2000 de catre Witt H. si coaut.
[16]. Initial, SPINK1 a fost izolata din pancreas, apoi




identificata in celulele producatoare de mucus ale
tractului gastrointestinal siintr-un sir de alte tesuturi,
inclusiv plamani, ficat, rinichi, ovare, glande mama-
re. PSTI/SPINK1 este sintetizat in celulele acinare
ale pancreasului, ambalat cu enzimele digestive in
granule secretorii si este capabil sa lege serina trip-
sinei cu lizina centrului sdu activ, pentru a forma un
complex stabil [15].

Deoarece raportul SPINK1/tripsinogen este de
1/20, SPINK1 poate bloca doar 20% din activitatea
tripsinei. Atunci cand cantitatea sau activitatea
SPINK1 este redusa, tripsinogenul se poate activa
prematur in tripsing, cu activarea ulterioara a altor
enzime, ce duce la afectarea celulelor acinare si
dezvoltarea pancreatitei [5]. Mutatiile SPINKT fsi
exercita actiunea prin diferite mecanisme: mutatia
M1T, care distruge codonul de start, are o rata de
mostenire ereditara mai dominantd, iar mutatia
N34S SPINKT, care este intalnita mai des in PC, este
autosomal-recisiva.

Pancreatita cronica reprezinta o parte variabila
a sindromului de fibroza chistica, cauzat de mutatii
in gena ce codifica reglatorul de conducere trans-
membranar al fibrozei chistice CFTR. Numeroase
studii au remarcat o prevalentd inalta a mutatiilor
CFTR la pacientii cu PC de diferita etiologie. in 1989
CFTR a fost identificata ca gend de baza, iar in 1998
Sharer si colegii, apoi Cohn si colegii au prezentat o
asociere de mutatii CFTR cu pancreatita cronica [13].
Varietatea de tulburari pancreatice in mutatiile aces-
tei gene difera de la pierderea completa a functiei
pancreatice pana la o functie pancreatica normala.
La momentul actual sunt cunoscute mai mult de
1900 de mutatii ale CFTR, dar majoritatea dintre ele
nu sunt asociate cu fibroza chistica.

In fibroza chistica, mutatia cea mai frecventa
este F508del, reprezentand aproximativ 66% din
toate alelele-mutant. Se presupune ca pacientii cu
PC izolata, in absenta altor manifestari clinice ale
fibrozei chistice, ar putea fi purtatori ai mutatiilor
mai usoare, clasele V-VI, in cel putin o alela. La sec-
ventierea completd a ADN, 60% din pacienti au fost
diagnosticati cu mutatii CFTR[2]. Panain prezent nu
sunt cunoscute toate mecanismele care stau la baza
dezvoltarii pancreatitei cronice in mutatiile genei
CFTR. Studierea patologiilor asociate cu mutatiile
CFTR este limitata de imposibilitatea investigarii
complete a secventei genomice a genei CFTR pe lo-
turi mari de pacienti, deoarece aceasta gena codifica
1480 de aminoacizi.

Astfel, este oportuna studierea genelor impli-
cate in dezvoltarea diferitor forme de pancreatita
cronica.

Obiectivul studiului a fost evaluarea incidentei
unor factori genetici de risc (PRSS1, SPINK, CFTR)
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la pacientii cu PC pseudotumorald din Republica
Moldova.

Materiale si metode

in studiu au fostinclusi 21 de pacienti cu PC pse-
udotumorala din SCM Sf. Arh. Mihail (mun. Chisinau)
sidin SCR, cu varsta cuprinsa intre 34 si 59 de ani, 18
barbatisi 3 femei, in perioada 2009-2012, iar grupul
de control a fost constituit din 100 persoane practic
sandtoase, cu varsta intre 19si 39 de ani, 56 barbati si
44 femei. Diagnosticul a fost confirmat prin adunarea
datelor anamnestice, clinice, de laborator (hemo-
leucograma, bilirubina, a-amilaza, lipaza, proteina
totald, albumina, colesterolul, trigliceridele, glicemia,
Alat, Asat, FA, GGTP, Ca seric, diastaza urinei, copro-
grama) si instrumentale (radiografia abdominald pe
gol, ecografia transabdominala, tomografia compu-
terizata abdominala, arteriografia abdominala prin
tomografie computerizata, IMR abdominal cu regim
colangiografic, CPRE, biopsia pancreatica, FEGDS, R-
scopia stomacului). A fost determinat polimorfismul
genelor candidate pentru dezvoltarea PC: PRSST,
PSTI/ SPINK1, CFTR, iar ca specimen a fost folosit
sangele venos, cu utilizarea metodei de polimerizare
in lant (PCR) si a primer-ilor corespunzatori, in labo-
ratorul Institutului de Genetica al AS din RM. Acordul
informat a fost obtinut de la toti pacientii.

Rezultate si discutii

Studiul a demonstrat in grupul de pacienti cu
PC pseudotumorald prezenta alelelor-mutant ale
genei PRSS11a 15 (71.42%) — 11(73.33) heterozigoti si
4 (26.66) homozigoti; ale genei SPINK1 la 19 (90.47%)
- 9 (47.36) heterozigoti si 10 (52.63) homozigoti;
ale genei CFTR la 17 (80.95%) bolnavi -12 (70.58%)
heterozigoti si 5 (29.41) homozigoti. In grupul
pacientilor cu PC pseudotumorala la 20 (95.23)
s-au determinat mutatii: la 3 (14.28%) - la nivelul
unei singure gene, la 5 (23,28%) —in 2 gene sila 12
(51.14%) - in 3 gene.

Anamneza familiala de PC la rudele de gr. |,
Il a fost mentionata la 13 pacienti, intrebuintarea
alcoolului - la 17, tabagismul - la 19, patologia co-
lecistului — la 15 pacienti. Dereglari de alimentatie
cu abuz de alimente grase, prajite, hiper- sau hi-
poproteice, mese neregulate au fost mentionate
de toti pacientii. La fel, la toti bolnavii cercetati s-a
confirmat insuficienta exocrina, la 4 - diabet zaha-
rat (la 2 - insulinnecesitant), iar la 13 pacienti s-au
depistat chisturi si pseudochisturi, complicate cu
hipertensiune portald - 9 persoane, staza biliara - 6,
duodenostaza - 11, hemoragie - 2, parapancreatita 1
pacient, angiocolita - 1, perforatie a pseudochistului
in abdomen - 1 bolnav.

18 pacienti au necesitat interventii chirur-
gicale: splanihectomie endoscopica — 2 bolnavi,




pancreatojejunoanastomoza pe ansa izolata a la
Roux - 5 pacienti, pancreatojejunoanastomoza+
coledocojejunoanastomoza pe ansa bispiculara
a la Roux - 2, drenare externa a chistului - 2 bol-
navi, chistpancreatojejunoanastomoza pe ansa
izolatd a la Roux — 7, pancreatojejunoanastomoza
- 1 pacient, coledocojejunoanastomoza - 5,
gastrojejunoanastomoza - 2, protezarea coledocu-
lui — 2; 9 pacienti au suportat cate 2 si mai multe
interventii chirurgicale pe pancreas.

Rezultatele obtinute in grupul de control au de-
monstrat prezenta alelelor-mutant ale genei PRSS1 la
63% din cei investigati, dintre care 61% heterozigoti
si 2% homozigoti; la 74% s-au depistat mutatii
ale SPINK1 (66% heterozigoti, 8% homozigoti) si
la 53% - mutatii ale CFTR (42% heterozigoti, 11%
homozigoti). Doar la 6% nu s-a identificat prezenta
alelelor-mutant ale PRSS1, SPINK1, CFTR. Din grupul
celor inclusi in studiu, la 24% s-au decelat mutatii la
nivelul unei singure gene, la 44% - in 2 gene si la
26% —in 3 gene.

Prezenta alelelor-mutant ale PRSS1, SPINK1, CFTR
la pacientii cu pancreatitd cronicd pseudotumorald
versus grupul de control
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Conform datelor din literatura, incidenta celei
mai frecvent intalnite mutatii N34S a SPINK1 este de
aproximativ 1-2,5% in populatia generald, dintre care
aproximativ 1% este heterozigota pentru N34S [8] si
mai putin de 1% din purtatori dezvolta pancreatite
[19]. Frecventa mutatiei N34S este considerabil mai
mare in randul pacientilor care dezvolta pancreatite
decat printre cei sanatosi, iar rata asociatiei pancre-
atitei este mai mare in tipul homozigot al mutatiei
N34S [4], la persoanele sanatoase fiind detectata cu
o frecventa de 1/10000.

Analiza secventierii complete a CFTR si a mu-
tatiilor PRSS1 si SPINK1 in PC a depistat 25% si 30%
de purtatori a cel putin o mutatie CFTR si cativa au
fost determinati ca fiind heterozigoti pentru diferite
mutatii CFTR sau transheterozigoti pentru o mutatie
CFTR si o mutatie SPINK1 sau PRSS1 [12]. S-a de-
monstrat ca bolnavii cu pancreatita idiopatica au o
probabilitate de 4-6 ori mai mare de a fi purtatori de
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mutatii CFTR, comparativ cu populatia generala, iar
pacientii heterozigoti au un risc de 40 ori mai mare
pentru pancreatita [12].imbinarea de 2 mutatii CFTR
si mutatia N34S a inhibitorului pancreatic de tripsina
(SPINK1) creste riscul pentru pancreatite de 900 de
ori (Grendell J.H., 2003).

Asocierea mutatiilor CFTR cu pancreatitele al-
coolice esteincerta, fiind absenta in unele studii [13]
si prezenta la 23-40% din pacientii italieni (Pezzilli
R. et al.,, 2003), spanioli (Casals T., 2004) si japonezi
(Fujiki K. et al., 2004). in 2004, Casals T. si coautorii
au presupus ca exista un spectru diferit de mutatii
CFTR la pacientii cu PC alcoolica versus cei cu PC
idiopatica. intr-un studiu-pilot efectuat in Japonia s-a
determinat prezenta disfuntiilor genei CFTR la 52%
din pacientii cu PCvs 16% control [10]. 50% din bol-
navii de PC idiopatica instalata timpuriu au mutatii
SPINK1 sau CFTR. 52-81% din pacientii cu pancreatita
ereditara au mutatii ale genei PRSS1 [2].

Rezultatele obtinute, in contextul datelor din
literatura, demonstreaza importanta mutatiilor ge-
nelorimplicate in patogenia pancreatitei cronice, iar
asocierea acestor mutatii intre ele si a altor cofactori
creste semnificativ riscul de dezvoltare a pancreatitei
cronice si a complicatiilor ei.

Concluzii

1. Studiul a demonstrat o frecventa inalta a
alelelor-mutant ale genelor PRSS1, SPINK1, CFTR la
pacientii cu pancreatita cronica pseudotumorala,
care in asociere cu alti factori de risc determina
evolutia severa a bolii.

2.Rolul variatiilor genice cunoscute in dezvolta-
rea pancreatitei cronice trebuie sa fie apreciat in con-
textul actiunii factorilor de mediu, celor metabolici
si a altor mutatii genice posibile, care pot influenta
evolutia bolii, iar asocierea acestor factori urmeaza
a filuata in consideratie la identificarea cat mai tim-
purie a persoanelor susceptibile pentru pancreatita
cronica, in reducerea frecventei, complicatiilor, in
elaborarea tratamentului si profilaxiei acestei pa-
tologii.
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