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STRESZCZENIE

WSTEP: Celem niniejszych badan bylo opracowanie metody oznaczania aktywnos$ci pepsyny W soku zoladkowym
na podstawie metody opisanej w piSmiennictwie, ktéra w badaniach laboratoryjnych okazata si¢ nie w petni efektyw-
na. Podjeta praca jest proba udoskonalenia metody polegajacej na trawieniu hemoglobiny wolowej przez pepsyng
i wprowadzenia skutecznych zmian, aby uzyskane wyniki mogty by¢ uzyteczne w diagnostyce klinicznej.

MATERIAL | METODY: Przeprowadzono badania z wykorzystaniem hemoglobin réznych gatunkoéw zwierzat i cztowie-
ka, zmiany czaséw inkubacji, stezen oraz objetosci reagentow.

WYNIKI: Proby oparte na wykorzystaniu roztworu pepsyny wykazaly, ze najskuteczniejsza w oznaczaniu aktywnosci
enzymu jest hemoglobina ludzka. Pierwotnie proponowane czasy inkubacji zostaty wydtuzone, a do hamowania reak-
cji uzyto kwasu trichlorooctowego o wyzszym st¢zeniu, niz sugerowano, rownoczes$nie zmniejszajac o potowe objeto-
$ci reagentow. W probach przeprowadzonych z uzyciem oczyszczonego enzymu wykazano korelacj¢ migdzy steze-
niem enzymu a absorbancja supernatantu zawierajacego produkty reakcji enzymatycznego trawienia hemoglobiny.
WNI0SKI: Wprowadzone modyfikacje pozwalajg na udoskonalenie procesu oznaczania aktywnos$ci pepsyny w soku
zoladkowym i efektywnego wykorzystania w praktyce laboratoryjne;j.

SLOWA KLUCZOWE
pepsyna, enzymy trawienne, hemoglobina ludzka

ABSTRACT

INTRODUCTION: The aim of this study was to develop a method to assay the activity of pepsin in gastric juice based on
the method described in the references, which was not entirely effective in laboratory tests. The study aims to improve
the aforementioned method based on the digestion of bovine hemoglobin by pepsin and to introduce effective changes
so that the results may be useful for diagnostic purposes.

MATERIALS AND METHODS: To achieve this, tests were carried out using the hemoglobin of different species of ani-
mals and human hemoglobin, changing the incubation periods, concentrations and volumes of reagents.
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RESULTS: Tests based on the use of purified (crystalline) pepsin revealed that the most effective in the assay of en-
zyme activity is human hemoglobin. The originally proposed incubation periods were extended, and in order to inhibit
the reaction, trichloroacetic acid was used in a higher concentration than suggested, while reducing by half the volume
of reactants. In the tests carried out using a purified enzyme, a correlation between the known concentration of the
enzyme and the absorbance of supernatant containing the reaction products of enzymatic digestion of hemoglobin was

proved.

CONCLUSIONS: Introducting changes leads to more effective diagnostic use.

KEY WORDS
pepsin, digestive enzymes, human hemoglobin

WSTEP

Aktywnos$¢ enzymatyczna pepsyny decyduje o aktyw-
nosci proteolitycznej soku zotadkowego. W literaturze
jest niewiele danych na temat oznaczania aktywnosci
pepsyny w soku zotadkowym, co moze wynikaé
z trudno$ci w pobraniu materialu oraz braku danych
na temat tatwej do wykonania i powtarzalnej metody
analitycznej. W Bursa Doértgelik Children's Hospital
oznaczanie pepsyny metodg fluorymetryczng uzyto
do wykazania zalezno$ci migdzy wystepowaniem
chronicznego zapalenia zatok przynosowych a refluk-
sem krtaniowo-gardtowym [1]. Samuels i Johnston
z Medical College w Wisconsin rozwazyli dwie meto-
dy oznaczania pepsyny w wydzielinie drog oddecho-
wych u pacjentdw cierpiacych na refluks pozaprzety-
kowy — enzymatyczng i immunochemiczng [2]. Nau-
kowcy z Uniwersytetu w Mansourze, szukajacy zalez-
nosci miedzy wysigkowym zapaleniem ucha $rodko-
wego u dzieci a refluksem krtaniowo-gardtowym,
wykorzystywali do oznaczania pepsyny metode
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, test
immunoenzymatyczny) [3]. Juz w 1938 r. Anson
opracowal metode oznaczania aktywnosci proteaz
polegajaca na trawieniu hemoglobiny wotowej [4].
Wynn w 1954 r., w publikacji dotyczacej oznaczania
pepsyny w soku zotadkowym, stwierdzil, ze metoda
Ansona jest technicznie trudna do wykonania w labo-
ratoriach [5].

Rozwoj chemii analitycznej sktania do proby wyko-
rzystania omawianej metody w nowoczesnym labora-
torium ze wzgledu na prostote wykonania i niewielki
koszt uzytych odczynnikow. Kilkukrotne proby wyko-
rzystania oryginalnej metodyki Ansona w badaniach
wlasnych przyniosty wyniki o matej powtarzalnosci,
asama metoda nie pozwolita oznaczy¢ aktywnosci
pepsyny w probkach o malym stgzeniu. Potwierdza
to tylko potrzebe modyfikacji tej metody.

W literaturze brak danych na temat uzycia metody
Ansona w oryginalnej formie do oznaczenia aktywno-
sci pepsyny w soku zotagdkowym. Celem naszych
badan bylo opracowanie skutecznej, prostej i powta-
rzalnej metody oznaczania aktywnos$ci pepsyny
w soku zotagdkowym, aby mozliwe byto jej wykorzy-
stanie w chemii analityczne;j.
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MATERIAL | METODY

Zastosowane odczynniki: kwas chlorowodorowy
(HCI; 10 mmol/L i 300 mmol/L), 10% roztwoér kwasu
trichlorooctowego (TCA) i pepsynogen ludzki typu |
(Sigma-Aldrich, USA). Jako substratu dla enzymu
uzyto 2,5% roztworéw hemoglobin trzech gatunkow:
swinskiej, ludzkiej i konskie;j.

Hemoglobiny otrzymywano przez liz¢ metoda szoku
osmotycznego odwirowanych i przemytych w 0,9%
roztworze NaCl krwinek czerwonych. Uzyskane he-
molizaty poddawano dializie w 0,9% roztworze NacCl,
a po przesaczeniu oznaczano w nich stezenie hemo-
globiny metoda Drabkina [6] i modyfikowano
do stezenia 2,5%. Roztwor roboczy pepsyny uzyskano
przez rozpuszczenie 10 mg pepsynogenu typu |
w 10 ml 10 mM kwasu chlorowodorowego. Otrzyma-
ny roztwor enzymu o stezeniu 1 mg/mL przechowy-
wano w temp. 4°C miedzy wykonywanymi analizami
danego dnia; roztworu pepsyny nie przechowywano
dhuzej niz 6 godzin. Robocze roztwory enzymu przy-
gotowano w stezeniach: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125; 0,015625 mg/mL, rozcienczajac roztwor
macierzysty w 10 mM roztworze HCI.
Zmodyfikowana procedura oznaczen przedstawiona
zostata w tabeli 1. Prace rozpoczgto od inkubacji
2,5 mL 2% hemoglobiny (uzyskanej przez zmieszanie
2 mL 25% roztworu hemoglobiny i 05 mL
0,3 M HCI) w temp. 37°C przez 10 min, zaréwno
proby badanej, jak i kontrolnej. Nastgpnie do proby
badanej dodano 0,5 ml roztworu pepsyny, wymiesza-
no zawarto$§¢ proboéwek. Zastosowany w oryginalnej
metodzie 10-minutowy czas inkubacji enzymu z sub-
stratem uznano za niewystarczajacy, gdyz stosujac go
w poprzednich badaniach wlasnych nie wykazano
aktywnosci pepsyny w probkach z dwoma najmniej-
szymi stgzeniami pepsyny (0,03125 1 0,015625 mg/mL).
Wydtuzajac czas inkubacji w kolejnych eksperymen-
tach do 20, 30 i 40 min uzyskano wyniki aktywno$ci
we wszystkich probkach, dlatego tez do dalszych
badan wybrano najkrotszy z efektywnych czasow
inkubacji, wynoszacy 20 min. Obie préby poddano
kolejnej inkubacji w temp. 37°C przez dokladnie
20 min. W celu zahamowania reakcji do obu prob
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dodano 5 mL 10% kwas trichlorooctowego (TCA);
wytracono niestrawione biatko z roztworu (TCA po-
woduje wzrost hydrofobowosci peptydow, a to pro-
wadzi do zwigkszenia oddzialywan hydrofobowych
miedzy nimi i precypitacji z roztworu) [7]. Probe
kontrolng uzupetniono 0,5 mL roztworem pepsyny,
aby dopehi¢ do objetosci koncowej 8 mL. Zawartosé
probowek zmieszano oraz poddano ostatniej inkubacji
w 37°C przez 10 min.

Uzyskane produkty reakcji poddano przesaczaniu
przez bibule filtracyjng. Zmierzono absorbancj¢ otrzy-
manego w ten sposob przesaczu w kuwetach kwarco-
wych (d = 10 mm), przy dlugosci fali A = 280 nm,
wykorzystujac spektrofotometr Shimadzu 160A (Shi-
madzu, Japonia).

Otrzymane wyniki podstawiono do wzoru w celu
obliczenia aktywnosci w jednostkach Ansona.

1 j. Ansona jest to AAjgy nm 0 0,001 na minute, przy
pH = 2 w temp. 37°C, spowodowana powstaniem
rozpuszczalnych w kwasie trichlorooctowym produk-
tow enzymatycznego trawienia hemoglobiny.

Wz6r na obliczenie aktywnosci pepsyny:

. Ansona (Ajppbadanej - A;pp kontrolnej ) df)
i enzymu =
(8Aze0 nm)(B) (V)
df — wspotczynnik rozcienczenia,
AAsg0 nm — zmiana absorbancji o 0,001 na minutg
przy pH =2 w temp. 37°C,
T=20[s] - czasinkubacji enzymu z substratem,

V =0,5 [mL] — objetos¢ enzymu.

W stosunku do oryginalnej metody [4] zmianie ulegly
czasy inkubacji, ktore zostaty wydhuzone dwukrotnie,
objetosci reagentdw zmniejszono o potowe, a takze
zwigkszono z 5% do 10% stezenie kwasu trichlorooc-
towego. Oznaczenia przeprowadzano w czterech po-
wtorzeniach.

Analizy danych dokonano w programie STATISTICA
10.0. (StatSoft, Polska). Normalno$¢ rozktadu spraw-
dzono testem Kolmogorowa-Smirnowa, nastepnie
poddano analizie wspoélzaleznos¢ zmiennych, oblicza-
jac wspotczynnik R Spearmana. Za poziom istotnosci

Tabela I. Zmodyfikowana procedura oznaczania aktywnosci pepsyny
Table I. Modified procedure for assaying pepsin activity

statystycznej przyjeto p < 0,05. Sporzadzono wykresy
rozrzutu 1 zaznaczono 95% przedzialy ufnosci.
Wspotczynnik zmiennosci (CV) dla badanej metody
wyniost 9,2%. Obliczono go opierajac si¢ na ilorazie
odchylenia standardowego i $redniej arytmetycznej,
uzyskano wzgledne odchylenie standardowe i przed-
stawiono w procentach jako CV.

WYNIKI

Wyniki badan aktywno$ci enzymatycznej pepsyny
przeprowadzonych z uzyciem hemoglobin trzech
roéznych gatunkow przedstawiono w formie graficznej
jako zalezno$¢ aktywnosci pepsyny (j. Anasona/mL
probki) od stezenia pepsyny (mg/mL probki).
Dla kazdego z nich obliczono wspdtczynniki korelacji
R, ktorego warto$¢ traktowano jako wskaznik linio-
wosci metody. Dla hemoglobiny konskiej R = 0,9852,
dla hemoglobiny $winskiej R = 0,9926, dla hemoglo-
biny ludzkiej R = 0,9987 (ryc. 1, 2, 3). Sposrod bada-
nych hemoglobin najwyzszy wspodtczynnik korela-
cji, bliski zupetnej korelacji dodatniej, wykazano
dla hemoglobiny ludzkiej.

Opracowanie metody oznaczania aktywnosci pepsyny
w soku zotadkowym wymagato udoskonalenia,
uproszczenia i standaryzacji metody oryginalnej.
Wydhuzajac czas inkubacji z 10 do 20 min uzyskano
poprawienie precyzji metody, uzyskujac aktywnos$c
pepsyny we wszystkich badanych rozcienczeniach.
Objetosci wszystkich reagentdéw zmniejszono doktad-
nie o polowe w celu uproszczenia techniki wykonania
oznaczenia. Przy zastosowaniu TCA o oryginalnym
stezeniu 5% mierzone absorbancje prob kontrolnych
byly wyzsze niz prob badanych, a probki pozostawaty
metne. Zastosowanie TCA 10% pozwolito uzyskad
przejrzyste roztwory i mierzalne, wiarygodne absor-
bancje. Prawdopodobnie stezenie 5% okazalo si¢
nieskuteczne w usuni¢ciu hemoglobiny, ktora nie
ulegta wytraceniu, co zaburzylo odczyt absorban-
cji.

Préba badana

Préba kontrolna

2,5% roztwér Hb 2,0mL 2,0mL
0,3 mol/L HCI 0,5 mL 0,5 mL
inkubacja w 37°C przez 10 min
Roztwor enzymu 0,5mL X
mieszanie, inkubacja w 37°C przez doktadnie 20 min
10% roztwér TCA 5mL 5mL
Roztwor enzymu X 0,5mL

Mieszanie, inkubacja w 37°C przez 10 min, saczenie, pomiar spektrofotometryczny przy diugosci fali 280 nm

87



88

ANN. ACAD. MED. SILES. (online) 2015, 69, 85-90

Wykres rozrzutu aktywnosci pepsyny [jA/mL] wzgledem stezenia pepsyny [mg/mL] wraz z 95%
przedziatem ufnosci - hemoglobina konska
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Ryc. 1. Wykres zaleznosci aktywno$ci pepsyny od stezenia pepsyny w badanej probce; jako substrat zastosowano hemoglobing
konska, R = 0,989%4.

Fig. 1. Pepsin activity graph of pepsin concentration in sample using as substrate horse hemoglobin, R = 0.9894.

Wykres rozrzutu aktywnosci pepsyny [jA/mL] wzglgdem st¢Zenia pepsyny [mg/mL] wraz z 95% przedzialem ufnosci
- hemoglobina §winska
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Ryc. 2. Wykres zaleznosci aktywno$ci pepsyny od stezenia pepsyny w badanej probce; jako substrat zastosowano hemoglobine
$winska, R=0,9926.
Fig. 2. Pepsin activity graph of pepsin concentration in sample using as substrate porcine hemoglobin, R = 0.9926.
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Wykres rozrzutu aktywnosci pepsyny [JA/mL] wzgledem stezenia pepsyny [mg/mL] wraz z 95%
przedziatem ufnosci - hemoglobina ludzka
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ludzka, R=0,9987.

Ryc. 3. Wykres zaleznosci aktywno$ci pepsyny od stezenia pepsyny w badanej probce; jako substrat zastosowano hemoglobine

Fig. 3. Pepsin activity graph of pepsin concentration in sample using as substrate human hemoglobin, R = 0.9987.

W zmodyfikowanej metodzie Ansona substratem
do oznaczenia aktywnos$ci pepsyny w soku zotadko-
wym powinna by¢ hemoglobina ludzka, poniewaz
W poréwnaniu z pozostatymi zalezno$¢ aktywnosci
od stezenia jest najbardziej zblizona do liniowe;j. Nie-
co sprzecznych wynikow dostarcza badanie z hemo-
globing konska, wobec ktorej pepsyna ludzka okazata
si¢ najaktywniejsza, jednak korelacja aktywnosci
i stezenia pepsyny jest najnizsza z badanych,
€0 zmniejsza liniowo$¢ metody w tym przypadku.
Przy badaniu hemoglobiny $winskiej osiagnig¢to naj-
nizsze aktywnosci pepsyny, co pozwala stwierdzié,
ze powinowactwo enzymu do substratu w tych sa-
mych warunkach bylto nizsze niz w badaniach z he-
moglobina konska i ludzka.

Autorzy sadza, ze przed rozpoczgciem analizy nalezy
zmierzy¢ pH badanej probki, ktore powinno wahaé
si¢ W granicach od 1,5 do 2,5, co takze czyniono, aby
zachowa¢ pH panujace w soku zotadkowym. W sta-
nach achlorhydrii i hipochlorhydrii pH osigga warto$ci
powyzej 3,5 i sg to stany, w ktorych pepsyna nie znaj-
duje si¢ w optymalnym dla jej dziatania srodowisku
i osigga nieprawidtowe warto$ci aktywnos$ci enzyma-
tycznej [8].

Przedstawione udoskonalenia prowadza do stworzenia
metody, ktora moze by¢ uzyteczna w analizie aktyw-
nosci pepsyny w soku zotadkowym, jednak wymaga
to dalszych badan.

DYSKUSJA

Opracowanie powtarzalnej metody oznaczania aktyw-
nosci pepsyny sktania do dyskusji nad jej zastosowa-
niem. W erze problemu schorzen uktadu pokarmowe-
go istotna jest ciggla praca naukowcow nad tworze-
niem nowych technik w walce z nimi. Kontrola ak-
tywnosci pepsyny w soku zotadkowym moze by¢
pomocna we wczesnym wykrywaniu, monitorowaniu
oraz leczeniu takich schorzen, jak choroba wrzodowa
zotadka i dwunastnicy, refluks zotadkowo-przety-
kowy, zespol Zollinger-Ellisona, w ktérym guz pro-
dukujacy gastryn¢ powoduje patologiczne zwigksze-
nie wydzielania soku zotadkowego [9], zespot Cus-
hinga, w ktérym zwigkszona ilos¢ kortyzolu powoduje
pobudzenie sekrecji zotagdkowej, a takze u pacjentdéw
po czesciowej gastrektomii.

Abu-Erreish i Peanasky udowodnili wptyw inhibito-
réw enzymow trawiennych wytwarzanych przez gliste
ludzka na aktywno$¢ pepsyny [10]. Monitorowanie
aktywnosci pepsyny moze zatem by¢ przydatne
w ocenie skutecznos$ci leczenia przeciwpasozytnicze-
g0 u pacjentow z zaburzeniami wchlaniania w prze-
biegu intestacji tym pasozytem.

Poza zastosowaniem diagnostycznym metoda moze
stuzy¢ do oznaczania aktywnoS$ci pepsyny uzywanej
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do proteolizy przeciwciat do fragmentow F(ab’), sto-
sowanych w metodach immunochemicznych i terapii
[3]. Metoda stanowi¢ moze rowniez dodatkowe zrodto
wiedzy na temat kinetyki samego enzymu.
Wielokierunkowych badan wymaga takze ocena bez-
pieczenstwa stosowania zywnos$ci modyfikowanej
genetycznie (Genetically Modified Organisms, GMO).
Naukowcy uczestniczacy w Food Allergy Research
and Resource Program (FARRP) z Department
of Food Science & Technology, University of Nebra-
ska-Lincoln oceniali aktywnos$ci pepsyny $winskiej
w trawieniu biatek wystepujacych w GMO [11]. Za-
stosowanie opracowanej metody moze pozwolié
na podjecie badan z pepsyna pochodzenia ludzkiego,
co w przyszto$ci moze pozwoli¢ na ocen¢ ewentual-
nego dziatania alergizujgcego GMO.

Oznaczanie pepsyny w soku zotadkowym stato
sic obiektem  zainteresowania takze naukowcow

z dziedziny medycyny sadowej, w celu wykrywania
wymiocin [12].

W przyszio$ci metoda moze postuzyé jako podstawa
opracowania metody badania aktywno$ci pepsyny
na pobranych od pacjenta wycinkach zotadka i wyko-
nanych z nich homogenatach tkankowych. Pozwoli
to okresli¢ roznice w aktywnoS$ci enzymatycznej mig-
dzy r6éznymi okolicami zotadka, umozliwiajac wcze-
sne wykrycie patologii na poziomie komodrek glow-
nych gruczotéw zotadkowych.

Autorzy artykutu planujg — opierajac si¢ na opisanej
metodzie — przeprowadzenie badan w grupie pacjen-
tow cierpigcych na schorzenia przewodu pokarmowe-
go, w celu oznaczenia zalezno$ci migdzy aktywnoscia
enzymatyczng pepsyny w soku zotadkowym, a rodza-
jem i stadium choroby.
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