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Wstep: N-acetylo-3-D-heksozoaminida-
za (HEX) jest lizosomalng egzoglikozyda-
73 (EC 3.2.1.52), odcinajaca N-acetylohek-
sozoaminy od nieredukcyjnego konca
tancuchéw oligosacharydowych glikoko-
niugatow (glikoprotein, glikolipidow, pro-
teoglikanéw). Oznaczanie aktywnosci
HEX w tkankach i ptynach ustrojowych
zastosowano w diagnostyce genetycz-
nych choréb Tay-Sachsa i Sandhoffa oraz
uszkodzenia watroby i nerek.

Celem pracy byta ocena aktywnosci HEX
(potencjalnego markera nowotworowe-
go) w surowicy krwi i moczu chorych
z gruczolakorakiem trzustki.

Materiat i metody: Krew i mocz pobrano
od 7 0séb leczonych w | Klinice Chirurgii
Ogolnej i Endokrynologicznej AM w Bia-
tymstoku, w wieku od 44 do 74 lat, z ra-
kiem trzustki (adenocarcinoma), potwier-
dzonym histopatologicznie, oraz 8 oséb
zdrowych w wieku od 22 do 31 lat.
Aktywnos¢ HEX oznaczano metodg Chat-
terjee i wsp. w modyfikacji Zwierza i wsp.
Do pomiaru ilosci p-nitrofenolu uwolnio-
nego przez HEX z p-nitrofenylo-3-D-N-
-acetyloglukozoaminopiranozydu (Sigma),
uzyto czytnika ptytek EL4800 firmy BIO-
-TEK. Stezenie aktywnosci HEX wyrazo-
no w pKat/mL, a aktywnos¢ specyficzna
w pKat/mg biatka. Stezenie biatka w su-
rowicy krwi oznaczano metoda biureto-
wa, w moczu metoda Lowry, a wyniki wy-
razano w mg/mL

Wyniki: Stezenie aktywnosci oraz ak-
tywnosé specyficzna HEX w surowicy
krwi chorych na raka trzustki sg po-
nad trzy razy wyzsze od aktywnosci
w surowicy krwi o0séb zdrowych
(p<0,02). Aktywnosc¢ specyficzna HEX
w moczu chorych na raka trzustki jest
ponad 2 razy wyzsza od aktywnosci HEX
w moczu 0s6b zdrowych (p<0,02).
Whioski: Otrzymane wyniki sugeruja
mozliwos¢ wykorzystania oznaczania
HEX w surowicy krwi i moczu w diagno-
styce gruczolakoraka trzustki.

Stowa kluczowe: rak, trzustka, hekso-
zoaminidaza, surowica krwi, mocz.
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Wstep

Diagnostyka raka trzustki wykorzystuje metody obrazowe: USG i tomo-
grafie komputerowa oraz markery biatkowe towarzyszace rakowi trzustki:
antygen kanceroembrionalny (CEA), antygen nowotworowy przewodu pokar-
mowego (CA 19-9) i weglowodanowy antygen nowotworowy (CA 50) [1, 2].
Nieliczne sg natomiast informacje o przydatnosci badania aktywnosci enzy-
mow ptynéw biologicznych w diagnostyce onkologicznej zmian nowotworo-
wych, w tym raka trzustki.

N-acetylo-B-D-heksozoaminidaza [HEX] (EC 3.2.1.52) jest lizosomalng egzo-
glikozydaza, ktéra odszczepia reszty N-acetyloglukozoaminy lub N-acetyloga-
laktozoaminy z nieredukcyjnego kornca tancuchéw oligosacharydowych glikoli-
pidéw, glikoprotein i proteoglikanéw [3]. Zmiany aktywnosci HEX moga wpty-
wac na katabolizm i organizacje komérek oraz istoty miedzykomaorkowej
w chorobie nowotworowej. Choroba nowotworowa cechuje sie wzmozona pro-
liferacja wynikajaca z rozkojarzenia mechanizméw regulacyjnych oraz napraw-
czych, zabezpieczajacych prawidtowe dojrzewanie i podziat komérek oraz réz-
nicowanie, wzrost i odnowe tkanek, migracje komérek zmienionych nowotwo-
rowo oraz przebudowe i organizacje struktury macierzy miedzykomaorkowej [4].

Celem naszych badan jest ocena przydatnosci oznaczania aktywnosci li-
zosomalne] egzoglikozydazy (HEX) w surowicy krwi i moczu w diagnostyce
chorych z gruczolakorakiem trzustki (adenocarcinoma).

Materiat i metody

Badanie przeprowadzono za zgoda Komisji Bioetycznej Akademii Medycz-
nej w Biatymstoku (Nr zgody: R-1-003/153/2005). Krew z zyty tokciowej i mocz
ze srodkowego strumienia rannej porcji pobierano od 7 pacjentéw (2 kobiet
i 5 mezczyzn) w wieku od 44 do 74 lat (Srednia 61,17+10,42 lat) z rozpozna-
nym gruczolakorakiem trzustki (adenocarcinoma), niepoddanych chemiote-
rapii ani radioterapii, leczonych operacyjnie w | Klinice Chirurgii Ogélnej i En-
dokrynologicznej AM w Biatymstoku, oraz 8 zdrowych mezczyzn w wieku
od 22 do 31 lat (§rednia 27,25+2,49 lat).

Surowice (po skrzepnieciu krwi) i mocz wirowano przy 4 000 x g w cia-
gu 10 min. Ptyn nadosadowy przechowywano w temperaturze -20°C.

Aktywnos¢ HEX oznaczano metodg Chatterjee i wsp. [5] w modyfikacji
Zwierza i wsp. [6]. Do 10 pl surowicy krwi lub moczu dodawano 40 pl 0,1 M
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Background: N-acetyl3-D-hexosaminidase
(HEX) is lysosomal exoglycosidase
(EC 3.2.1.52), which releases N-acetylo-
heksozoamines from non reducing
ends of oligosaccharide chains of
glycoconjungates (glycoproteins, glycolipids
and proteoglycans). Determination of HEX
activity in tissues and body fluids was
applied in diagnostics of Tay-Sachs and
Sandhoff’s, as well as, kidney and liver
diseases.

The aim of our work was to evaluate
the activity of HEX in blood serum and
urine of patients with pancreatic cancer,
as a potential cancer marker.

Material and methods: Blood and
serum were taken from 7 patients
(44-77 years old) with histopathologically
confirmed adenocarcinoma of the
pancreas, in | Department of General
and Endocrinological Surgery, Medical
University, Biatystok, Poland, and 8
(22-31 years old) healthy volunteers.
The activity of HEX was determined by
Chatterjee et al method as modified by
Zwierz et al. Amount of p-nitrophenol
released from p-nitrophenyl-3-D-N-acetyl-
glucosaminepyranoside (Sigma) was
evaluated on microplate reader ELx800,
BIO-TEK at 410 nm. The concentration
of HEX activity was expressed in
pKat/mL, and specific activity in
pKat/mg protein. Protein in serum was
determined by the biuret, and in urine
by the Lowry method.

Results: Concentration and specific of
the HEX activity in serum of patients
with pancreatic cancer were more than
three limes higher than concentration
and specific of HEX activity in serum of
healthy persons (p<0.02). Specific
activity of HEX in urine of patients with
pancreatic cancer was more than twice
higher, than concentration of HEX in
urine of healthy persons (p<0.02).
Conclusions: Our results suggest
possibility of the determination of the
HEX activity in serum and urine as
a marker of pancreatic cancer.

Key words: cancer, pancreas, hexosami-
nidase, serum, urine.

buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7 oraz 30 pl 20 mM roztworu
substratu (p-nitrofenylo-B-D-N-acetyloglukozoaminopiranozydu, firmy Sig-
ma USA) w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,7. Mieszani-
ne inkubowano 60 min w temperaturze 37°C. Reakcje przerwano doda-
jac 200 pl 0,2 M buforu boranowego o pH 9,8. Pomiaru p-nitrofenolu uwol-
nionego z p-nitrofenylo-D-N-acetyloglukozoaminopiranozydu dokonywano
w 410 nm, za pomoca czytnika ptytek £L,800 i programu komputerowego
KC junior firmy BIO-TEK.

Biatko w surowicy krwi oznaczano metoda biuretowa [7]. Do 50 pl surowi-
cy krwi dodawano 2 450 ul odczynnika biuretowego. Proby inkubowano przez 30
min w temperaturze pokojowe]. Absorbancje powstatego kompleksu o barwie
niebiesko-purpurowej mierzono za pomoca spektrofotometru Specol 221
przy dtugosci fali 550 nm. Stezenie biatka odczytano z krzywej wzorcowej spo-
rzadzonej z 0,05 proc. roztworu liofilizowanej albuminy wotowej (firmy POCH
Gliwice, Polska) w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,7.

Biatko catkowite w moczu oznaczano metodg Lowry [8]. Do 200 ul odpo-
wiednio rozcienczonego moczu dodawano 1 000 ul odczynnika miedziowe-
go sporzadzonego bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia. Po 10 min
do mieszaniny dodawano stale mieszajac na wytrzasarce 100 pl odczynnika
Folina i Ciocalteau. Préby inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojo-
wej. Absorbancje powstatego kompleksu o barwie niebiesko-purpurowej mie-
rzono za pomoca spektrofotometru Specol 221 przy dtugosci fali 750 nm. Ste-
zenie biatka odczytano z krzywej wzorcowej sporzadzonej z 30 mg liofilizo-
wanej albuminy wotowej firmy POCH Gliwice, Polska w 100 ml 0,25 M
roztworze sacharozy.

Stezenie aktywnosci HEX w surowicy krwi i moczu wyrazono w pKat/mL,
a aktywnos¢ specyficzng w pKat/mg biatka.

Do analizy statystycznej testem Manna-Whitney’a wykorzystano pakiet
statystyczny SPSS® 8.0 for Windows PL (SPSS, Chicago, IL, USA). Za poziom
istotnosci statystycznej przyjeto p<0,05.

Wyniki

Stezenie aktywnosci HEX w surowicy krwi chorych z gruczolakorakiem
trzustki wynosito od 440,81 do 1 725,57 pKat/mL (Srednio 845,52+449,51
pKat/mL), a w surowicy krwi zdrowych mezczyzn od 221,49 do 380,44 pKat/mL
(Srednio 270,78+60,93 pKat/mL) — ryc. 1. Jak wynika z ryc. 1. stezenie aktyw-
nosci HEX w surowicy chorych na raka trzustki byto istotnie wyzsze w po-
réwnaniu do aktywnosci HEX w surowicy zdrowych mezczyzn (p<0,02).

Nie byto istotnych statystycznie réznic (p=0,3947) miedzy stezeniem biat-
ka w surowicy krwi chorych z rakiem trzustki (7,30-9,13 mg/mL, sred-
nio 7,8+0,71 mg/mL) i surowicy krwi zdrowych mezczyzn (7,50-9,00, Sred-
nio 8,24+0,51 mg/mLl) oraz miedzy stezeniem w moczu (p=0,9626) chorych
z rakiem trzustki (111,00-206,00 mg/mL, Srednio 150,00+32,12 mg/mlL) i zdro-
wych mezczyzn (52,50-218,00 mg/mlL, $rednio 150,69+57,82 mg/mL) —ryc. 2.

Aktywnos¢ specyficzna HEX w surowicy krwi chorych z gruczolakorakiem
trzustki wynosita od 48,31 do 214,36 pKat/mg biatka (Srednio 107,06+56,73
pKat/mg biatka), a w surowicy krwi zdrowych mezczyzn od 26,55 do 47,56
pKat/mg biatka (rednio 33,08+8,50 pKat/mg biatka). Aktywnos¢ specyficz-
na HEX w moczu chorych z gruczolakorakiem trzustki wynosita od 0,93 do 4,10
pKat/mg biatka (srednio 2,55+1,27 pKat/mg biatka), a w moczu zdrowych
mezczyzn od 0,70 do 1,33 pKat/mg biatka (Srednio 1,03+0,29 pKat/mg biat-
ka) —ryc. 3. Jak wynika z ryc. 3. aktywnos¢ specyficzna HEX w surowicy krwi
i moczu pacjentow z gruczolakorakiem trzustki jest istotnie wyzsza od ak-
tywnosci specyficznej HEX w surowicy i moczu zdrowych mezczyzn (p<0,02).
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Ryc. 1 Stezenie aktywnosci N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy (pKat/mL)
w surowicy krwi i moczu chorych z gruczolakorakiem trzustki

Fig. 1. Activity concentration of N-acetyl--hexosaminidase (pKat/mL)
in blood serum and urine of patients with pancreatic cancer
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Ryc. 3. Aktywnos¢ specyficzna N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy
(pKat/mg biatka) w surowicy krwi i moczu chorych z gruczolako-
rakiem trzustki

Fig. 3. Specific activity of N-acetyl-B-hexosaminidase (pKat/mg
protein) in blood serum and urine of patients with pancreatic cancer

Omowienie wynikow

Aktywnos¢ HEX stwierdzono w: nerce [9], watrobie [10],
btonie sluzowej zotadka i jelit [11], tozysku [12], a takze w pty-
nach biologicznych: surowicy krwi, moczu [9], ptynie m6z-
gowo-rdzeniowym [13] oraz ptynie stawowym [14]. Podwyz-
szong aktywnos¢ HEX w surowicy krwi zaobserwowano
u chorych z rakiem nerki [9].

Nasze wstepne badania wskazaty na podwyzszenie ak-
tywnosci HEX w surowicy krwi chorych z gruczolakorakiem
trzustki, w poréwnaniu do aktywnosci HEX w surowicy
krwi 0s6b zdrowych [15]. Potwierdzeniem poprzednio uzy-
skanych wynikéw sg dane zamieszczone na ryc. 1. i 3.,
w ktérych obok istotnie (p<0,02) wyzszych stezen aktyw-
nosci i aktywnosci specyficznej HEX w surowicy krwi cho-
rych na raka trzustki w poréwnaniu do zdrowych mez-
czyzn, stwierdzono istotny wzrost (p<0,02) aktywnosci
specyficznej HEX w moczu w poréwnaniu do zdrowych
mezczyzn. Jak wynika z ryc. 1. i 3., stezenie aktywnosci oraz
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Ryc. 2. Stezenie biatka (mg/mL) w surowicy krwi i moczu chorych
z gruczolakorakiem trzustki

Fig. 2. Concentration (mg/mL) of protein in blood serum and urine
of patients with pancreatic cancer

aktywnos¢ specyficzna HEX w surowicy krwi chorych na ra-
ka trzustki sa ponad 3 razy wyzsze od stezenia aktywno-
Sci oraz aktywnosci specyficznej HEX w surowicy krwi 0s6b
zdrowych. Aktywnos¢ specyficzna HEX w moczu chorych
na raka trzustki jest ponad 2 razy wyzsza od aktywnosci
tego enzymu w moczu 0séb zdrowych. Stezenia aktywno-
sci HEX w surowicy krwi wskazujg na wyrazng linie odcie-
cia miedzy wartoscia liczbowa najnizsza (minimalna) cho-
rych z rakiem trzustki — stezenie aktywnosci HEX=440,81
pKat/mLi aktywnos¢ specyficzna HEX=48,31 pKat/mg biat-
ka, a wartoscig liczbowa najwyzsza (maksymalng) zdro-
wych mezczyzn — stezenie aktywnosci HEX=380,44
pKat/mL i aktywnos¢ specyficzna HEX=47,56 pKat/mg
biatka. Podobnej zaleznosci nie zaobserwowano w bada-
niu aktywnosci specyficznej HEX w moczu.

Wykazanie obnizonej aktywnosci HEX w tkankach i suro-
wicy krwi decyduje o rozpoznaniu genetycznych choréb Tay-
-Sachsa i Sandhoffa [3]. Oznaczanie aktywnosci HEX w moczu
znalazto zastosowanie w monitorowaniu nefrotoksycznosci
lekow [18, 19], stanu czynnosciowego nerki po transplantacji
[20] i monitorowaniu stanu zdrowia pacjentéw z nowotwora-
mi nerek [9]. Wykazano, ze na aktywnos¢ HEX nie wptywaja
wahania dobowe ilosci wydalanego moczu, kwasne pH, czy
obecnos¢ elementéw morfotycznych [16, 17].

Reasumujac —tatwos¢ oraz niskie koszty oznaczenia HEX
w surowicy i moczu predestynuja do zastosowania HEX
w rozpoznaniu, réznicowaniu i monitorowaniu leczenia no-
wotwordw ztosliwych, w tym gruczolakoraka trzustki.

Whnioski

Oznaczenie aktywnosci HEX w surowicy krwi i moczu mo-
ze by¢ wykorzystane w diagnostyce gruczolakoraka trzustki.
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