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Invitro olarak pepsinin. pH 2 de proteinleri hidrolizle par-
galadiginin bilinmesinden bu yana gegen stirede (1, 2) pepsin
uzerinde bu konuda pek cok sayida calhisma yapimistir. Ozel-
likle idrar ve kanda pepsinin proenzimi olan pepsinojenin ta-
yini, ilk olarak literaturde 1924'tc gorilmege baslanmistir (3).
Daha sonra denatire edilmis hemoglobini substrat olarak kul-
lanan metodlar yaymlanmistir (4). Bunu izleyen zamanlarda
substrat olarak kazein kullanildigini gormekteyiz (5, 6). Bazi
aragtiricilar da kurutulmus insan plazmasi substrati kullanmais-
lardir (7). Bunlardan basks, sentetik substrat N - asetil - fenila-
lanin - di - iyodotirozin) (8) ve radioaktif iyotlu serum albumini
kullananlara (9) rastlamaktayiz.

Gerek kanda, gerekse idrarda pepsinojen aktivitesini baska
substratiaria degil, hastanin kendi kan serumu proteinlerinden
(otolog serum proteinlerinden) yararlanarak tayin etme meto-
dunu ilk 6nce Uete ve arkadaslary 1969 da ortaya atmuislar-
dir (10). 1972 de Lombarts (11) ise bu metodu biraz modifiye
ederek yaptigi calismay: yayimnlamis ve mide - duodenum hag-
taliklarinda yapilagelmekte olan, sonuglar: tartismali ve zaman
alici, hasta i¢in zahmetli sayilan mide suyu asidite tahlilleri ye-
rine, rutin olarak kullamilabilecegini ileri stirmiistiir.
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Gergekten, mide - duodenum hastaliklari ve makrositer ane-
mi durumlarinda konu son derece onemlidir. Enzim tayinlerin-
de kullanilacak substratin nasil pahah oldugu ve gugliikle te-
min edilebildigi bu konuda arastirma yapanlarca bilinir. Bizim
uygulayacagimiz metodda da ayrica bir substratin temini ba-
his konusu degildir. Hastanin kendi kan serumu proteinleri dog-
rudan dogruya substrat clarak kullanilacaktir.

Sonuglarimizi, klinik, radyolojik ve cerrahi bulgularla im-
kanlar dlgiisinde karsilastirarak, testin ufak modifikasyonlarla
uygulanma olanak ve degerini arastirmak amaciyla bu galisma
yapilmigtir.

MATERYEL ve METOT :

Calisma materyeli olarak gereken mide suyu, kan ve idrar
nimuneleri gastroenteroloji kliniginin poliklinik ve klinik has-
talarindan alinmistir. 21 kisilik normaller grubu klinik ve ote-
ki laboratuvar incelemeleri bakimindan saglam sahislardan
meydana gelmistir. 19 vak’adan meydana gelen duodenal ul-
serliler grubu, klinik ve radyolcjik olarak tlser teshisi kesinle-
sen hastalardir. Asgili olan 8 vak's ile mide kanseri teshisli 3
vak’a ise ayr1 birer grup olarak toplanmistir. Bu gruplar ay-
rmtili olarak sirayla Tablo: II, III, IV ve V'te gosterilmiglerdir.

Mide tubaj! ile a¢ karnma alinan mide suyu 0,1 N NaCH ile
p-dimethylaminoazobenzol indikatorine karsi (pH : 2,9'dan asa-
g1da kirmazi, pH: 4,0'ten yukarda sari) titre edilerek tinite (100
ml’ mide suyu icin sarfedilen ml. sodyum hidroksit) cinsinden
hesaplandi. Anasidite durumlarmda alkol ya da histamin sti-
miilasyonu vapilarak anasiditenin gercekten olup olmadigl
kontrol edildi).

SERUMDA ve IDRARDA PEPSINOJEN AKTIVE TAYINI:

Kullanilan ayiraclar :

— Bakir siilfat ¢ozeltisi (Ds— 1,100) : 159 gr. Cu SO, . 5. H-O
bir litre distile suda eritildikten sonra bu ana g¢ozeltiden uygun
sulandirmalaria D = 1,015 — 1,030 arasinda bir seri g¢ozelti ha-
zirlandi (12} .-
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— Triklor asetik asit ¢ozeltisi: % 20 gr. : 200 gr. Trichlor
acetic acid distile suyla litreye tamamlandi.

— 0,2 N HCl1: 20 ml. N HC] 4 80 ml. distile su.

— Standart tirozin c¢ozeltisi (15,347 pgr/ml. veya 0,0571
pmol/ml.) Once ana ¢ozelti (517,35 mg. tirozin 500 ml. 0,1 N FCl
de eritilir) hazirland:. (Tirozin molekil agirhgr — 181,2) Bunun
konsantrasyonu 1034,7 pg/ml. dir. Standart galisma ¢dzeltisi, ana
¢ozeltinin 100 kere sulandirilmast (1 ml. ana ¢ozelti + 99 ml
distile su) ile elde edildi.

— Folin - Ciocalteu ayiwraci: 100 gr. sodium tungstat, 25 gr.
sodium molibdat, 50 ml. phosphoric acid, 100 ml. kesif hidrok-
lorik asit, 150 gr. lithium sulphat ve birka¢ damla brom katil-

I-«n

mastyla 1 litre ayira¢ hazirlandi (i2)

a) Serumda: Vena kan serumunda bakir sulfatl 6zgil
agirlik metodu (11, 12) ile total protein miktar: tayin edildikten
sonra pepsinojen aktivite tayini i¢cin gereken serum miktar: he-
saplandi. Substrat olarak kullanilacag: icin protein konsantras-
yonunun biitiin deneylerde ayn: degerde (% 1 gr.) ve ayni pH
da olmasi icin (10) gereken seyreltme yapildi. Ornegin, lizerin-
de calisilan serum 100 ml. de (p) gr. protein ihtiva ediyorsa

4
—— ml. serum bir santrif(yj tliplne alinarak buna 0,22 ml. . 0,2
b
4

N HCl ve (4— — 0,22) ml. distile su karistirilip toplam

b .
hacmi 4 ml. ve protein konsantrasyonu % 1 gr. olan substrat

¢Ozeltisi hazirlandi.

Her bir nimune i¢in yukarda anlatilan tarzda ikiser tane
substrat ¢ozeltisi yapilarak tiplerden birine N (niimune), ote-
kine K (kor) isaretleri kondu.

Yalniz K isaretli tipe olmak tizere 1 ml. % 20 gr.’hik triklor-
asetik asit ¢ozeltisi konduktan sonra K ve N tipleri 37 Clik su
banyosunda 24 saat birakildi. Bu silirenin sonunda su banyo-
sundan g¢tkarilan tiplerden N igaretli olana 1 ml. triklorasetik
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asit ¢dzeltisi konarak enzim aktivitesi durduruldu. Bes dakika
bekledikten sonra her iki tup santrifiij edilerek (20 dakika 4000
r.pm.) berrak st sivilar ayridi K ve N tiiplerinde ayrilan ber-
rak st sivilarda bulunan tirozin aminoasidi agagida gosterilen
calisma semasina gore (Tablo: D) kolorimetrik olarak tayin
edildi:

Tablo : I — Caligma Semast

AK S K N
Distile su 1,7 0,7 0,7 0,7 mlL
Standart tirozin cozeltisi
(10,347 ',Lg/ml.) — 1 ml — —
K santrifiij tlipii berrak st sivisi — — 1 ml. e
N santrifiij tlipi berrak tlist sivisi — — —_ 1 mi.
Folin - Ciocalteu ayiracl 0,3 0,3 0,3 0,3 ml.
0,5 N. NaOH 2 2 2 2 ml

(AK : aywag kord, & . standart, K : serum kori, N : serum niimunesi tipii)

Taplere yukardaki siraya gore cozeltiler konduktan sonra
iyice karigtirilarak 20 dakika beklendikten sonra 690 nm. de op-
tik dansiteler okundu. (Optik dansite isaretleri: k == kor, n = ni-
mune, s = standart, a = ayirac korii optik dansiteleri)

Bulunan optik dansite degerlerinden asagida gosterilen for-
mile gore pepsincjen aktivitesi hesaplandi:

10,347 5XPp
Serumda pepsinojen aktivitesi = ——— X (n-—k) X - =
(pg. tirozon/ml./24 saat g — & 4

n—k) Xp

= 12,934 X
§ — &
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0,0571 5Xp
Serumda pepsinojen aktivitesi = X mh—k) X ——— =
{(dp mol. tirozin/ml./24 saat) S—a 4

(miU = milienternasyonaltnite)

(n-—k) Xp

= 0,0714 X
5 — a

b) Idrarda: Idrarda pepsinojen aktivite tayini icin calisma
metodu prensip olarak serumdan farkli degildir. Ancak serum
alinirken hem substrat, hem de tayin edilecek enzim ayni ni-
munenin i¢ginde beraberce olduklar: halde, idrar nimunesi igin-
deki enzim aktivitesini tayin etmek icin serum protein substra-
t1 ayrica ilave edilmistir. Serumdan gelen endojen pepsinojenin
tahrip edilmis olmasi gerekir. Bunun icin metotta ufak degis-
meler yapimaistir:

Endojen pepsinojeni tahribedilmis % 1 gr. protein ihtiva eden
serum protein ¢odzeltisi hazirlanmasi :
4
3 tane santriflij tGpt alindi. Her birine ayri ayry —— ml.
Y
serum + 0,22 ml. . N . HCI konup karstirildi. (pH : 2)

37°C de 1 saat bekletildi.

Bu tiplerden biri alinarak 1 damla fenolftalein endikato-
rine karst 1 N.NaOH ile titre edilerek sarfedilen NaOH mik-
tart bulundu. Bu miktar NaOH 6&teki iki tipe (kOr ve nimune
tipleri) konarak tiipler icindeki karismmin pH'simin yaklasik ola-
rak 8 olmasi saglandi. Bahis konusu pH ortaminda yarim saat
bekletilerek endojen pepsinojeni tahrip edildi. pH: 8 de pepsi-
nojen irreversibl olarak aktivitesini kaybetmektedir (10).

Kor ve nimune tuplerine konmus olan N.NaOH hacmine
esit hacimde N .HCI ilave edilerek ortamin pH’st yeniden eski
duruma (pH: 2'ye) getirildi. Buna, gore tlplere konan sivi hac-

mi hesaplandi ve her biri i¢inde 4 ml. lik toplam hacim olacak
kadar distile su kondu.
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vukarida anlatilan tarzda hazirlanan ve iclerinde 4’er ml.
% 1 gr'/lik protein ¢ozeltisi bulunan kor ve niimune tuplerine
ayri ayri 0,1 ml. sulanmis idrardan (0,3 ml. idrar 0,7 ml. distile
su) konup karstirildi. Yalmz kor tipune 1 ml, triklorasetik asit
cozeltisi katildiktan sonra her ikisi 37°C su banyosuna daldi-
rldi ve bundan sonraki islem aynen serum pepsinojen tayini
gibi yapildi

BULGULAR ve TARTISMA :

Mide calismast (gastrik fonksiyon, baska bir deyisle mide
salgilama faaliyeti) hakkinda bilgi edinmek tzere ileri strtlen
teknikler arasinda, kan ve idrar pepsinojeni tayini igin hemog-
lobin ve kazein substrati kullanilanlarda maksimum proteoliz
pH 3 -4'te olmaktadir. Ustelik total gastrektomili hastalarda, bu
metodla yvapilan pepsinojen miktarlarinda degisme olmadigl
saptanmistir (10, 13). Ote yandan saf haldeki pepsinle yapilan
calismalarla enzim aktivitesi ig¢in gerekli optimal pHnin 3-4
degil 2 oldugu bilinmektedir (10)}. Bu noktalar dikkate alinimca
hemoglobin veya kazein Uzerine yapilan proteolitik etkinin se-
rumdaki pepsinojenden ileri gelmedigi kanisi uyanmaktadir.
Halbuki bizim de modifikasycnlarla uyguladigimiz Uete (10)
metodunda kullanilan pH : 2 ortami pepsinojene 6zgu bir ortam
saglamaktadir. Ustelik gastrektomili hastalarda, bu metodla
kanda scn derece diistk aktivite bulunmaktadir (10). Buna g06-
re, metodun tayin ettigi proteolitik aktivitenin, midenin asini-
lerindeki esas hticreler (peptik hiicre, chief cell) tarafindan sal-
gilanan pepsinojenin bir kismmin kan dolasimina gec¢mesi ve
deney sartlarmda (invitro olarak) asit ortamda (dustik pH da)
ctokatalizle pepsine déniismesinden ileri geldigi suphesizdir. Kan
serumu pepsinojen seviyesi, midede bulunan peptik hicre kit-
lesi hakkinda yaklasik olarak bilgi veren bir indeks olarak far-
zedilmektedir (16, 17). Bazi arastiricilar (22) ise kan ve idrar
pepsinojenini, mide mukozasinda pepsin salgt fonksiyonu i¢in
hassas bir gosterge olarak kabul etmektedirler. Aksi gorisii ile-
ri stiren ve kan pepsinojeninin sabit oldugunu, mide salg1 fonk-
siyonunu gosteren bir ayna olamiyacagini ileri siiren arastirici-
lara da rastlanmaktadir (18).
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Deney esnasinda asit ortamda molekll agirlig1 42500 olan
pepsinojen, molekil agirhgr 34500 olan pepsine dontismektedir.

Tablo : II — Normaller Grubu

Mide Kanda, Idrarda
Sira.  Protokol Asiditesi Pepsinojen Pepsinojen
No. No. Adi Yagt Cins (Unite) (m1U.) (m.1.Y.)
1 12051/72 M. Y. 65 B 25 U 129 3669
2 1271/72 E. K. 22 K 50 U 115 644
3 12427/72 S. A, 27 K 40 U 265 4149
4 12730/72 S. N. 60 B 200 279 501
5 12485/72 M. B. 58 B 60 U 261 333
6 12152/72 F. C. 38 E 50 U 228 472
7 12011/72 M. U. 61 B 45 U 181 2207
8 3261/72 C. s. 15 B 50 T 86 400
9 12795/72 N. O. 32 B 45 U 189 0
10 2483/71 S. T 58 B 20 U 53 1066
11 13064/72 G. A. 30 K 30U 67 153
12 13574/72 A, C. 30 B 45 0 38 3165
13 13488/72 R. B. 29 K 30U 27 451
14 13573/72 Z. K. 57 K 65 17 345 381
15 12969/72 H K. 32 B 40 U 355 1766
16 13399/72 S. T. 40 K 35U 37 277
17 13297/72 S. Y. 58 K 15 U 189 1361
18 14491/72 H. G. 31 B 45 U 571 932
19 14209/72 A K. 49 B 50 U 878 400
20 477/73 E. B. 53 K 50 U 978 6908
21 13854/73 M., M. 65 K 25 U 400 1427
Ortalama (X) 39,76 270 1536
Standart Sapma (8d) 13,65 259 1732

Standart Hata (SE) 2,98 56,6 387
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Tablo : IIT —— Mide Kanserliler CGrubu

Mide Kanda, Tdrarda
Sira Protokol Asiditesi Pepsinojen Pepsinojen
No. No. Adi Yagt Cins (Unite) (m.1U.) (m.1U.).
1 12069/72 s. O. 61 w 65 U 316 1065
12677/72 M. K. 60 B Asit yok 415 238
3 13387/72 H. K. 60 o Asit yok 364 1386

Tablo : IV — Duodenal Ulserliler Grubu

Mide Kanda idrarda
Sira. Protokol Asiditesl Pepsinojen Pepsinojen
No. No. Adi Yagl Cins (Unite) (m.I.U) (m.1.0.)
1 12003/72 T C. 31 K 10U 377 Yok
2 11006/72 Y. K. 34 B 90 U 446 3292
3 5966,/71 8. U. 41 o 80 U 128 . 88T .
4 21280/Eski H. A. 39 B 60 U 330 1026
5 3571/70 A. B. 33 B 80 U 152 11664
6 12617/72 F. E. 34 " 95 U 163 44
7 12562/72 A. 8. 53 B 62 U 640 1400
8 12801/72 0. O. 32 B 45 U 172 15
9 12551/72 H. Z. 60 K 55 U 196 593
10 12054/72 R. O. 55 K 25 U 146 38
11 13796/72 A. T, 48 B 30 12 839
12 6364/72  A. S. 43 E 25 U 207 285
13 11142/72 M. T. 24 B a5 U 91 556
14 13481/72 M. O. 27 m 300U 25 181
15 13627/72 E. A. 47 K 40 U 53 303
16 6265/72 H. K. 59 by 30U 90 2306
17 14452/72 S. 0. 49 K 30 U 83 1315
18 14814/72 H. D. 47 K 50 400 —
19 14509/72 A B, 63 K 45 U 354 1385
Ortalama (X)) 49 260 1659
Standart Sapma (8d) 23,95 314,4 2808,2

Standart Hata (SE) 5,5 72 662
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Pepsinojende % 3,2, pepsinde ise % 5 kadar tirozin amino
asidi bulunmaktadir (18). Bagka bir deyisle pepsinojen moleki-
lit pepsine donisiirken, % 15'ini meydana getiren bir polipeptid
zinciri kendisinden ayrimaktadir. Bu ayrilan polipeptid, adeta
bir inhibitor gibidir. Molekulden ayrilir ayrilmaz aktif hale ge-
¢en pepsin tarafindan derhal proteolitik olarak parcalanir ve
ortamdan uzaklastirilir (18).

Normaller, duodenal ulserliler, mide kanserliler ve asili olan
hasta gruplarina ait bulgularimiz Tablo: I, I, IV ve V'de
gosterilmistir. 21 kisilik normallerde pepsinojen aktivitesi
(mpmol/ml/ i saat) kanda (ortalama -+ S. E. olarak 270 == 57,
idrarda 1536 = 387, 19 tane duodenal Ulserli vak'ada bu deger-
ler sirayla 260 == 72 ve 1659 662 dir. Asili val’alarinda ise
174 + 44 ve 1454 == 3500 bulunmustur. Ug hastadan ibaret olan
mide kanserlilerde ortalama degerler kan igin 66, idrar igin
162'dir. Mide asiditesi degerleri ice normallerde 40 =+ 3, duode-
nal ulserlilerde 49 = 5 bulunmustur. Bulunan bu degerleri, li-
teratiirde rastlanilan baska arastiricilarin benzer konuda ver-
digi degerlerle kargilastirmak oldukea glctir. Cuinki rastlani-
lan degerler, bagska metodlarla elde edilmis ve istatistik bakim-
dan ayr1 bir bigimde verilmislerdir. Ornegin, Sandifer (15) nor-
maller icin serum pepsincjeninin sadece ortalama degerini 18,7
olarak gostermistir. Athady (16) Cinli, Malezyali ve Hintlilerde
kanda sirayla 1225 =+ 542, 1234 = 550 ve 1294 £ 634 milienter-
nasyonal tnite degerlerini bildirmektedir. Kiiley (19) ise yine
baska bir metodla (5) ve sadece idrarda ¢alisarak normaller i¢in
28 =+ 9.9 Unite/saat bulmustur. Bizim uyguladigimiz metodun
benzerini (otolog serum protein substratl) kullanan Lombarts
(14) ise 28 kisilik normaller grubunda asidite icin (ortalama ==
S. D), 60 = 47, kanda pepsinojen i¢in 92 &= 75 degerlerini ver-
mektedir. 16 vak’adan ibaret duodenal tlserliler igin bildirdigi
degerler sirayla 91 =+ 58 ve 169 75tir. Mezkdr arastiricinin
pepsinojen degerleri pg. tirozin/ml/24 saat hesabiyladir. Bu de-
gerleri, bizim kullandigimiz m.IU. (milienternasyonal Unite =
mp mol/ml/24 saat) cinsinden degerlendirebilmek igin 5,5 fak-
tora ile carpmak gerekecektir. Tirozin i¢in 1 mp mol = 0,180

1
pg.dir. —— = 5,5 eder. Bu islemi yaptiktan sonra karsilagtir-
0,18
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ma yapilinca Lombarts'in normaller icin verdigi degerler,
510 = 412 (bizimki 270 == 57) duodenal dlserliler igin, 390 = 412
{bizimki 260 = 72) olmaktadir.

SONUC -

Kan ve idrar pepsinojeni, mide mukozasi pepsin salgisini
ve peptik hucre kitlesini gosteren hassas endikatorler olarak
kabul edilmekte (16, 22, 23) ise de diagnostik bakimdan fazla de-
geri olmadig: ileri strilmektedir (14, 20, 21). Buna karsilik has-
tadan niimune alimi kolay olup, tibajda oldugu gibi hasta igin
nahos degildir. Hatta hastanin ag¢ birakilmasma bile zorunluluk
yoktur. Bizim vardigimiz sonug¢ ta bu yoéndedir. Gruplar ara-
sindaki farklarin istatistik 6énem derecesi (significance) baki-
mindan incelenmesi dikkate deger fark olmadigimi gostermek-
tedir (Tablo: VI ve VII).

Tablo : V — Asili Olan Vakalar

Mide Kanda Idrarda
Sira  Protokol Asiditesi Pepsinojen Pepsinojen
No. No. Ady Yasi Cins (Unite) (m.1.U) (m.I.U.)
1 5966/71 s. U. 41 B Asit yok 203 10586
2 8341/72 V. O. 20 E » 110 345
3 4633/Eski 1. O. 52 o} > 21 427
4 13862/71. A. Y. 27 B > 396 44
5 13334/72 8. 57 K » 38 4243
6 13639/72 T. D. 35 K » 138 1068
7 14457 /72 R. B. 61 BN » 225 2702
8 14144/72 H. O, 66 I » 258 1747
Ortalama (X)) 173,6 1454
Standart Sapma (Sd) 123,7 1414

Standart Hata (SE) 43,8 500
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Tablo : VI
Asidite Kanda Pepsinojen
DU —N DU —N DU —N AN
P 010 <P <050 P<050 050<P <010 0,50 <P <010
Farklihgin yorumu Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz

(DU : Duodenal iilserliler, N : Normaller, A : Agill vaxalar)

Tablo : VII

idrarda Pepsinojen

DU —N DU-—N A—N
P P > 3,50 P > 2,50 P > 0,50
Farkliligin yorumu Onemsiz Onemsiz Onemsiz

OZET :

Gastrointestinal bir hastalik belirtisi goéstermeyen 21 kigi-
lik normaller grubu ile 19 duodenal {ilserli ve 8 asilili vak’ada
otolog serum substrati kullanilarak kan ve idrarda pepsinojen
aktivite tayinleri yapilmistir. Ayrica bu gruplarin mide asidi-
teleri incelenmistir. Kanda ve idrarda aktivite, poteoliz sonucu
aciga cikan tirozin olarak (mp mol/ml/24 saat) m.IU. cinsin-
den hesaplanmistir. Ortalama = standart hata hesabiyla nor-
maller icin kanda 270 = 57, idrarda 1536 387, duodenum ul-
serli hastalar grubunda sirayla 260 =+ 72 ve 1659 662, agili
gosterenlerde ise 174 =+ 44 ve 1454 500 bulunmustur. ista-
tistik onem bakimindan ortalamalar arasinda farklarin bu grup-
larda énemsiz oldugu saptanmuistir.
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SUMMARY
Dotermination of the Activity of Pepsinojen in Blood and Urine

Using autologous serum substrate, determination of the acti-
vity c¢f p:ipsinojen in blood and urine is performed among a
group ¢f 21 normal people showing no gastrointestinal symptom,
19 patients suffering from duodenal ulcer and 8 achilia. Gastric
acidity of these groups is also investigated. Activities in blood
and urine are calculated as the m.I.U. of tyrosine (mp mol/ml/24
hr) liberated after the proteclysis.

After the standard error calculation, average value for the
normal is found as 270 == 57 in blood and 1536 == 387 in urine,
the kloed and urine values for duodenal ulcer are 260 = 72 and
1659 = 662 respectively.

it is demonstrated that the differences between the ave-
rages of the groups has no significance from statistical point
of view.
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