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Uvod: Mutacije u CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator) genu mogu
biti povezane sa razliitim tipovima pankreasne
patologije i da nose poviSen rizik za oboljenja pa-
nkreasa. Najce§¢a mutacija u obolelih od cisti¢ne
fibroze je F508del, dok je alel ST povezan sa ati-
pi¢nim oblicima cisti¢ne fibroze. Cilj rada: Cilj
ove studije bio je da se utvrdi ucestalost F508del muta-
cije i 5T alela u genu za transmembranski regulator
provodljivosti u cisti¢noj fibrozi (CFTR ili Cystic Fib-
rosis Transmembrane Conductance Regulator) u gru-
pama pacijenata sa hroni¢nim pankreatitisom i adeno-
karcinomom pankreasa, kao i da se istrazi da li ove ge-
nske varijante predstavljaju faktore rizika za nasta-
nak bolesti pankreasa. Metod rada: Istrazivanje je
obuhvatilo 50 pacijenata sa hroni¢nim pankreatitisom
i 50 pacijenata sa adenokarcinomom pankreasa, kao i
124 zdrava ispitanika. Utvrdjivanje prisustva F508del
mutacije i detekcija 5T, 7T i 9T alela politimidinskog
trakta vrseni su na DNK izolovanoj iz periferne krvi
ispitanika pomocu metode PCR-om posredovane me-
sto-specificne mutageneze (PSM ili PCR-mediated si-
te-directed mutagenesis). Rezultati: Ucestalost F508del
mutacije u hroniénom pankreatitisu (3,0%) bila je
znacajno povisena (p=0,032) u odnosu na ucestalost u
grupi zdravih ispitanika (0,4%), dok ostale razlike u
uCestalostima nisu bile statistiCki znacajne. Zakljucak:
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da F508del muta-
cija u CFTR genu predstavlja faktor rizika za razvoj
hroni¢nog pankreatitisa.
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UvoD

en koji kodira transmembranski regulator provod-
ljivosti u cistiénoj fibrozi (CFTR ili Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) otkriven je

1989. godinel. Mutacije u ovom genu dovode do cisti¢ne
fibroze, naj¢eséeg monogenskog naslednog oboljenja au-
tozomno recesivnog tipa. Za cistiénu fibrozu karakteris-
ti¢ni su hroni¢na opstrukcija respiratornog trakta, insufici-
jencija pankreasa i infertilitet>. Mutacije u CFTR genu ni-
su povezane samo sa cisti¢cnom fibrozom, ve¢ i sa drugim
poremecajima, kao §to su infertilitet kod muskaraca i raz-
ni tipovi respiratornih bolesti, Sto ukazuje da je spektar
bolesti uzrokovan genskim varijantama CFTR gena mno-
go §iri nego $to je pretpostavljeno.

Do sada je otkriveno preko 1500 genetskih varijanti u
CFTR genu, koje imaju razli¢ite efekte na funkcmnalnost
proteina i razli¢it uticaj na klini¢ku sliku bolesti’. Najces-
¢a mutacija u obolelih od cisti¢ne fibroze je F508del, koja
dovodi do poremecaja u obradi CFTR proteina i njegovog
odsustva na membrani celije”. Kod pacijenata sa cistic¢-
nom fibrozom u Srbiji F508del mutacija se javlja sa uces-
taloséu od 72%"*. Aleli 5T, 7T 1 9T predstavljaju varijante
politimidinskog trakta, koji se nalazi ispred egzona 9
CFTR gena i &ije prisustvo uti¢e na procenat pravilno ob-
radjenih RNK transkripata, a time i na koli¢inu funkcion-
alnog proteina. Ukoliko je prisutan 5T alel, kod 90% tran-
skripata dolazi do izostanka egzona 9 i1 odsustva funkcion-
alnog CFTR proteina, dok varijante 7T i 9T ne dovode do
izostanka egzona 9 i daju normalan nivo CFTR proteinas.
Algl 5T je povezan sa atipiénim oblicima cistiéne fibro-
ze".

Protein CFTR je transmembranski hloridni kanal koji se
eksprimira u raznim epitelijalnim tkivima u organizmu,
ukljuéujuéi pankreasne kanalice, gde omogudéava razbla-
Zivanje i alkalizaciju pankreasnog soka’. U normalnim fi-
zioloskim uslovima funkcionisanje CFTR proteina omo-
gucava transport bikarbonatnih jona, koji vrse drugi trans-
membranski kanali pankreasnih epitelnih celija u zamenu
za hloridne jone istog naelektrisanja. Pankreasni sok bo-
gat bikarbonatnim jonima sluzi da se digestivni enzimi,
koje takodje lu¢e pankreasne celije, u njemu rastvore i
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TABELA 1
KARAKTERISTIKE GRUPA PACITENATA
Hromiéni pankreatitis Adenokarcinomi pankreasa
Ukupan brogj 50 50
Godine starosti (godine+SD) 52.0+12.4 6124114
ki pol (%) 42(34) 30(60)
pudenje (%) 15(30) 28(56)
konzumiranje alkohola (%) 38(76) 26(52)
pozitivna porodi¢na istorja za kancer (%) 1(2) (14
pozitivna porodiéna istorja za diabetes(%5) 3(6) -
druge bolesti (%)
diabetes mellitus 11(22) 10020)
hroniém pankreatitis - 5(10)
holecisteltomija 1(2) 5(10)
kalkuloza holeciste - 2(4)
karcmom besike - 1(2)
karcinom jednjaka 1(2) -
polineuropatija 1/2/ -

pomoéu njega ekskretuju iz pankreasnih acimisa 1 kanali-
¢a. Stoga nedostatak funkcije CFTR proteina moze da do-
vede do poremeéaja u ckskreciyi digestivnih enzima 1z
pankreasa, a preuranjena akfivacija enzima na mestu sek-
recije moze da dovede do osteéenja pankreasnog tkiva.

Pretpostavlja se da mutacije u CFTR gemi mogu biti po-
vezane sa razliditim tipovima pankreasne S)atologijc 1ida
nose poviien nizik za oboljenja pankreasag’ . U poslednjih
deset godina vriena su obimna istraZivanja u cilju analize
mutacija u CFTR genu kod pacijenata sa hroniénim pank-
reatiisom, ali mjihova ulega u ovoj bolesti jos uvek nije
razjasnjena. S dmuge sirane, potencijalna uloga mutacija u
CFTR genmu u karcinomu pankreasa nedovoljno je isira-
zena. Cilj ove studije bio je da se utvrdi uéestalost F508
del mutacije 1 5T alelau CFTR gemu u grupama pacijenata
sa hroniémim pankreatitisom 1 adenokarcinomom pankre-
asa, kao 1 da se i1straZi da li ove genske vanjante predsta-
vljaju faktore rizika za nastanak ovih bolesti.

MATERITAL I METODI

Ova studija je obuhvatila 50 pacijenata sa hroniénim
pankreatitisom 1 50 pacijenata sa adenokarcinomom pank-
reasa. Pacijentl su leéem na Klinicl za gastroenterohepato-
logiju 1 Prvo] hinurskoj klinici Instituta za digestivne bo-
lesti u peniodu od 2004. do 2006. godine. Karaktenstike
grupa pacijenata su prikazane u Tabeli 1.

Dijagnoza hroniénog pankreatitisa je bila postavljena na
osnovu klimékih podataka - prisustva egzorkine 1 endokn-
ne pankreasne insuficijencije 1 rezultata morfoloskih 1spi-
tivanja - kalcifikacije u pankreasu dijagnostikovane to-
kom ulirazvuénog pregleda abdomena, komjuienizovane
tomografije abdomena (CT) ili nuklerane magnetne rezo-
nance abdomena (NMR); morfoloskih promena kanaliku-
lamog sistema pankreasa, dijagnostikovanih tokom endo-
skopske retrogradne holangiopankreatografije (ERCP);
morfoloikih promena pankreasa, dijagnostikovanih tokom
endoskopske ultrasonografije.

Preoperativna sumnja na karcinom pankreasa je posta-
vljana na osnovu rezultata ulirazvuénog pregleda abdo-
mena, komjuterizovane tomografije abdomena, nuklerane
magneine Tezonance abdomena, endoskopske ulirasonog-
rafije pankresa, dok je postoperativno histopatoloskom
venfikacijom povrdjena dijagnoza karcinoma pankreasa.

Kontrolnu grupu u ovom istrazivanju éinilo je 124 zdra-
va ispitanika, &ji su uzorel krvi dobijeni od Instituta za
transfuziju krvi Stbije.

Za genetiéke analize je komiéena genomska DNK 1zo-
lovana iz pune krvi pacijenata 1 zdravih ispitanika pomoéu
komercijalnog kita GFX Genomic Blood DNA Purficati-
on Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Utvrdji-
vanje prsustva F508del mutacije 1 detekenja 5T, 7T 1 9T
alela poliimidinskog trakta visem su metodom PCR-om
postedovane mesto-specifiéne muta%cnczc (PSM 1li PCR-
mediated site-directed muiagenesis) 0,11,
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trakta u CFTR genu kod pac. sa hroniénim pankreatitisom

TABELA 2.

UCESTALOSTI GENOTIPOVA F508DEL MUTACIJE I POLITIMIDINSKOG TRAKTA CFTR GENA KOD
PACIIENATA SA BOLESTIMA PANKREASA I ZDRAVIH ISPITANIKA

Ukupan F508del TT/7T TT/9T 9T/9T STAT ST/OT
broj (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Pacijenti sa hroniémm
pankreatitisom 50 3(e) 38 (76,00 10(20,0) 0 12,0 1(2,0)
Pacijenti sa
adenckarcinomom 50 1(2,0) 38 (76,0 9 (18,0) 1{2,0) 24,0 0
pankreasa
Zdravl ispitanici 124 1{0.8) 94 (75.8) 24(194) 2(1.6) 324 1(0.8)
Razlike u uéestalosti alela 1 genotipova izmedju grupa DISKUSLIA

pacijenata 1 kontrolne grupe analizirane su pomodéu SPSS
softvera (verzija 10.0.1 za Windows). Za svako poredje-
nj¢ medju grupama radunatl su sledeél statistiéki parame-
iri: vrednost p, faktor nzika (OR 1l1 odds ratio) 1 95% 1n-
terval poverenja (95%CI 111 95% confidence interval}. Ko-
rekelja za razliku izmedju grupa u godinama 1 polu je 1z-
visena metodom logisti¢ke regresije, pr ¢emu su vredno-
sti p manje od 0,05 smatrane statistiéki znagajnim.

REZULTATT

Prsustvo F508del mutacije 1 5T, 7T 1 9T alela politimi-
dinskog trakta u CFTR genu analizirani su na 100 hromo-
zoma pacijenata sa hroniénim pankreatitisom, 100 hromo-
zoma pacijenata sa adenokarcinomom pankreasa 1 248
hromozoma zdravih ispitanika. Dobfjene uéestalosti geno-
tipova suprikazane u Tabeli 2.

Mutactja F508del detcktovana je na 3 od 100 hromozo-
ma pacijenata sa hroniénim pankreatitisom, 1 od 100 hro-
mozoma pacijenata sa adenokareinomom pankreasail od
248 hromozoma zdravih ispitanika. Uéestalost F508del
mutacije je u hroniénom pankreatitisu (3,0%) bila znaéaj-
no poviiena (p=0,032) u odnosu na udestalost u grupi
zdravih ispitanika (0,4%). Uéestalost F508del mutacije je
takodje bila povisena 1 kod pacijenata sa adenokarcino-
mom pankreasa (1,0%), ali ova razlika nije statisti¢ki zna-
¢ajna.

Alel 5T detektovan je na 2 od 100 hromozoma pacije-
nata sa hroni¢mim pankreatitisom, 2 od 100 hromozoma
pacijenata sa adenokarcinomom pankreasai 4 od 248 hro-
mozoma. zdravih ispitanika. Uéestalost 5T alela je bila ne-
znatno poviiena u grupama pacijenata sa hroniénim pank-
reatitisom (2,0%) 1 pacijenata sa adenokarcinomom pank-
reasa (2,0%) u odnosu na gnupu zdravih ispitanika (1,6%),
ali razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna. Poredjenje uéesta-
losti genotipova politimidinskog trakta takodje nije dala
statistiéki znadajne razlike izmedju grupa pacijenata 1 ko-
nirolne grupe.

Zbog znatfaja koji funkcionalan CFTR protein ima za
tkivo pankreasa pretpostavlja se da mutacije u CFTR gemu
mogu biti povezane sa bolestima pankreasa. Ova studijaje
imala za cilj da analizira potencijalmu ulogu F508del mu-
tacije 1 5T alelau CFTR genu u hromi&énom pankreatitisu 1
adenokarcinomu pankreasa. Navedene genske varjante su
relativno deste u opito] populaciyi, u kojoj se F508del mu-
tacija javlja sa alelskom udestaloiéu od 0,8%, a 5T alel sa
alelskom uéestaloiéu od 4,5%12. U nado] populaciji
uéestalost 5T alelaje 1,0%13.

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju da je F508del muta-
cijapovezana sa hreniénim pankreatitisom, 3to je u skladu
sa do sada objavljenim podacima. Utvidjeno je da su mu-
tacije CFTR gena znatno uéestalije kod pacijenata sa hro-
niénim pankreatitisom 1 smatra se da su povezane sa povi-
fenim tizikom za pojavu ove bolesti *'® Na osnovu te-
zultata studija koje su analizirale CFTR gen kod dece 1 pa-
cijenata kod kojih su prisutmi drugi fakton nzika zaklju-
éeno je da prsustvo mutacije u CFTR genu samo po sebi
ne moze dovestl do bolestl, veé da mutacije mogu pred-
stavljati fakior nizika za razvoj bolcstigpod dejstvom dru-
gih genetickih ili negenetickih faktora'”*",

Rezultati dobijeni u ovom istrafivamju za adenokarci-
nom pankreasa su takodje u skladu sa rezultatima dosa-
dainjih istraZivanja, koji ukazuju na odsustvo povezano-
sti F508del mutacije sa ovom boleieu!®2123 Moguée ob-
jainjenje je da su procesi u koje je ukljuéen CFTR protein
od daleko veéeg znadaja za razvo] hroniénog pankreatitisa
nego za razvo] tumora pankreasa. U nastanku hroni¢nog
pankreatitisa klju¢éna uloga se propisye inflamatornim
procesima, a poremeéa] u ludenju pankreasnith enzima
mo#e da dovede do inflamacije, usled destrukeije pankre-
asnog tkiva od strane pankreasnih enzima. Poremeéaj jon-
skog transpotta na membrani éelija pankreasnih kanaliéa
moZe da igra bitnu ulogu u poéetnim fazama razvoja bo-
lesti®®. 8 druge strane, za razvo] adenokarcinoma pankre-
asa su od mmogo veéeg znafaja procesi koji regulisu éelj-
ski ciklus 1 3tite genectski materijal od potencijalnih oite-
éemja™ .
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U ovo) studiji nije utvrdjena povezanost 5T alela u
CFTR gemu sa hroniénim pankreatitisom 1 adenokarcino-
mom pankreasa. Do sada objavljeni podaci uglavnom ne
ukazuju na eventualnu ulogu 5T alela u hroniénom pank-
reatitisu 1 adenokarcinomu pankrcasaw’”’zz’zs. Za 5T alel
s¢ smaira da je povezan sa odredjenim brojem sluéajeva
infertiliteta kod muskaraca, kao 1 sa nekim blaZim respira-
tornim bolestima®" %, Tako ova genska varjanta dovodi
do smZenog nivea funkcionalnog proteina, moguée je da
su posledice njenog prisustva tkivno specifiéne. Na osno-
vu rezultata dosadasnjih istrazivanja moZe se zakljuéiti da
5T alel mije povezan sa bolestima pankreasa. Verovaino
objasnjenje je da se u pankreasnom tkivu u prisustvu 5T
alela sa drugog, normalnog alela produkuje koliéina funk-
cionalnih transkmipata koja je dovoljna da spreéi tazvoj
bolesti, odnosno koja dovodi do sinteze funkeionalnog
proteina CFTR u dovoljnoj koliéini.

ZAKLIUC CI

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da F508del mutacija
u CFTR gemu predstavlja fakior nizika za razvoj hronié-
nog pankreatitisa, ali da nije povezana sa adenokarcino-
mom pankreasa. Alel 5T politmidinskog trakia u CFTR
genu na osnovu ovog Isirazivanja nije povezan sa hronié-
nim pankreatitisom 1 adenokareinomom pankreasa.

SUMMARY

CFTR F308DEL MUTATION AND 3T ALLELE IN PA-
TIENTS WITH CHRONIC PANCREATITIS AND PAN-
CREATIC ADENOCARCINGMA

Introduction: Mutations in the CFTR gene may be asso-
ciated with various types of pancreatic pathology and re-
sult in higher tisk of pancreatic disorders. While delta
F508 is the most common mutation in cystic fibrosis pa-
tients, the allel 5T is associated with atypical forms of cy-
stic fibrosis. Study aim: The aim of this study was to es-
tablish the frequencies of F508del mutation and 5T allele
m the CFTR gene i patients with chronic pancreatitis and
pancreatic cancer, as well as to mvestigate whether these
genetic vaniants represent risk factors for pancreatic dis-
eases. Study methods: The study has encompassed 50 pa-
tients with chronic pancreatitis and 50 patients with pan-
creatic adenocarcinoma, as well as 124 healthy individu-
als. The analysis of F508del mutation and alleles 5T, 7T
and 9T of the polythymidine tract was performed on DNA
extracted from periferal blood by PCR-mediated site-di-
reted mutagenesis (PSM) method. Results: The frequency
of F508del mutation in the group of patients with chronic
pancreatitis (3.0%) was significantly increased (p=0.032)
n comparson to the group of healthy individuals (0.4%),
while other analyzed differences were not statistically sig-
nificant. Conclusion: The results of this study indicate that
F508del mutation in the CFTR gene respresents a risk fac-
tot for the development of chronic pancreatitis.

Key words: CFTR gene, chronic pancreatitis,
pancreatic adenocarcinoma
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