
WWssttęępp:: N-acetylo-β-D-heksozoaminida-
za (HEX) jest lizosomalną egzoglikozyda-
zą (EC 3.2.1.52), odcinającą N-acetylohek-
sozoaminy od nieredukcyjnego końca
łańcuchów oligosacharydowych glikoko-
niugatów (glikoprotein, glikolipidów, pro-
teoglikanów). Oznaczanie aktywności
HEX w tkankach i płynach ustrojowych
zastosowano w diagnostyce genetycz-
nych chorób Tay-Sachsa i Sandhoffa oraz
uszkodzenia wątroby i nerek. 
Celem pracy była ocena aktywności HEX
(potencjalnego markera nowotworowe-
go) w surowicy krwi i moczu chorych
z gruczolakorakiem trzustki.
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Krew i mocz pobrano
od 7 osób leczonych w I Klinice Chirurgii
Ogólnej i Endokrynologicznej AM w Bia-
łymstoku, w wieku od 44 do 74 lat, z ra-
kiem trzustki (adenocarcinoma), potwier-
dzonym histopatologicznie, oraz 8 osób
zdrowych w wieku od 22 do 31 lat.
Aktywność HEX oznaczano metodą Chat-
terjee i wsp. w modyfikacji Zwierza i wsp.
Do pomiaru ilości p-nitrofenolu uwolnio-
nego przez HEX z p-nitrofenylo-β-D-N-
-acetyloglukozoaminopiranozydu (Sigma),
użyto czytnika płytek ELX800 firmy BIO-
-TEK. Stężenie aktywności HEX wyrażo-
no w pKat/mL, a aktywność specyficzną
w pKat/mg białka. Stężenie białka w su-
rowicy krwi oznaczano metodą biureto-
wą, w moczu metodą Lowry, a wyniki wy-
rażano w mg/mL.
WWyynniikkii::  Stężenie aktywności oraz ak-
tywność specyficzna HEX w surowicy
krwi chorych na raka trzustki są po-
nad trzy razy wyższe od aktywności
w surowicy krwi osób zdrowych
(p<0,02). Aktywność specyficzna HEX
w moczu chorych na raka trzustki jest
ponad 2 razy wyższa od aktywności HEX
w moczu osób zdrowych (p<0,02). 
WWnniioosskkii::  Otrzymane wyniki sugerują
możliwość wykorzystania oznaczania
HEX w surowicy krwi i moczu w diagno-
styce gruczolakoraka trzustki.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: rak, trzustka, hekso-
zoaminidaza, surowica krwi, mocz. 
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Wstęp

Diagnostyka raka trzustki wykorzystuje metody obrazowe: USG i tomo-
grafię komputerową oraz markery białkowe towarzyszące rakowi trzustki:
antygen kanceroembrionalny (CEA), antygen nowotworowy przewodu pokar-
mowego (CA 19-9) i węglowodanowy antygen nowotworowy (CA 50) [1, 2].
Nieliczne są natomiast informacje o przydatności badania aktywności enzy-
mów płynów biologicznych w diagnostyce onkologicznej zmian nowotworo-
wych, w tym raka trzustki. 

N-acetylo-β-D-heksozoaminidaza [HEX] (EC 3.2.1.52) jest lizosomalną egzo-
glikozydazą, która odszczepia reszty N-acetyloglukozoaminy lub N-acetyloga-
laktozoaminy z nieredukcyjnego końca łańcuchów oligosacharydowych glikoli-
pidów, glikoprotein i proteoglikanów [3]. Zmiany aktywności HEX mogą wpły-
wać na katabolizm i organizację komórek oraz istoty międzykomórkowej
w chorobie nowotworowej. Choroba nowotworowa cechuje się wzmożoną pro-
liferacją wynikającą z rozkojarzenia mechanizmów regulacyjnych oraz napraw-
czych, zabezpieczających prawidłowe dojrzewanie i podział komórek oraz róż-
nicowanie, wzrost i odnowę tkanek, migrację komórek zmienionych nowotwo-
rowo oraz przebudowę i organizację struktury macierzy międzykomórkowej [4].

Celem naszych badań jest ocena przydatności oznaczania aktywności li-
zosomalnej egzoglikozydazy (HEX) w surowicy krwi i moczu w diagnostyce
chorych z gruczolakorakiem trzustki (adenocarcinoma).

Materiał i metody

Badanie przeprowadzono za zgodą Komisji Bioetycznej Akademii Medycz-
nej w Białymstoku (Nr zgody: R-I-003/153/2005). Krew z żyły łokciowej i mocz
ze środkowego strumienia rannej porcji pobierano od 7 pacjentów (2 kobiet
i 5 mężczyzn) w wieku od 44 do 74 lat (średnia 61,17±10,42 lat) z rozpozna-
nym gruczolakorakiem trzustki (adenocarcinoma), niepoddanych chemiote-
rapii ani radioterapii, leczonych operacyjnie w I Klinice Chirurgii Ogólnej i En-
dokrynologicznej AM w Białymstoku, oraz 8 zdrowych mężczyzn w wieku
od 22 do 31 lat (średnia 27,25±2,49 lat). 

Surowicę (po skrzepnięciu krwi) i mocz wirowano przy 4 000 x g w cią-
gu 10 min. Płyn nadosadowy przechowywano w temperaturze -20oC.

Aktywność HEX oznaczano metodą Chatterjee i wsp. [5] w modyfikacji
Zwierza i wsp. [6]. Do 10 μl surowicy krwi lub moczu dodawano 40 μl 0,1 M



BBaacckkggrroouunndd:: N-acetyl-β-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.
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: Blood and
serum were taken from 7 patients 
(44-77 years old) with histopathologically
confirmed adenocarcinoma of the
pancreas, in I Department of General
and Endocrinological Surgery, Medical
University, Białystok, 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-β-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.
RReessuullttss::  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). 
CCoonncclluussiioonnss:: Our results suggest
possibility of the determination of the
HEX activity in serum and urine as
a marker of pancreatic cancer. 

KKeeyy  wwoorrddss:: cancer, pancreas, hexosami-
nidase, serum, urine. 

Współczesna Onkologia (2006) vol. 10; 3 (92–95)

buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7 oraz 30 μl 20 mM roztworu
substratu (p-nitrofenylo-β-D-N-acetyloglukozoaminopiranozydu, firmy Sig-
ma USA) w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,7. Mieszani-
nę inkubowano 60 min w temperaturze 37oC. Reakcję przerwano doda-
jąc 200 μl 0,2 M buforu boranowego o pH 9,8. Pomiaru p-nitrofenolu uwol-
nionego z p-nitrofenylo-β-D-N-acetyloglukozoaminopiranozydu dokonywano
w 410 nm, za pomocą czytnika płytek ELX800 i programu komputerowego
KC junior firmy BIO-TEK. 

Białko w surowicy krwi oznaczano metodą biuretową [7]. Do 50 μl surowi-
cy krwi dodawano 2 450 μl odczynnika biuretowego. Próby inkubowano przez 30
min w temperaturze pokojowej. Absorbancję powstałego kompleksu o barwie
niebiesko-purpurowej mierzono za pomocą spektrofotometru Specol 221
przy długości fali 550 nm. Stężenie białka odczytano z krzywej wzorcowej spo-
rządzonej z 0,05 proc. roztworu liofilizowanej albuminy wołowej (firmy POCH
Gliwice, Polska) w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,7. 

Białko całkowite w moczu oznaczano metodą Lowry [8]. Do 200 μl odpo-
wiednio rozcieńczonego moczu dodawano 1 000 μl odczynnika miedziowe-
go sporządzonego bezpośrednio przed wykonaniem oznaczenia. Po 10 min
do mieszaniny dodawano stale mieszając na wytrząsarce 100 μl odczynnika
Folina i Ciocalteau. Próby inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojo-
wej. Absorbancję powstałego kompleksu o barwie niebiesko-purpurowej mie-
rzono za pomocą spektrofotometru Specol 221 przy długości fali 750 nm. Stę-
żenie białka odczytano z krzywej wzorcowej sporządzonej z 30 mg liofilizo-
wanej albuminy wołowej firmy POCH Gliwice, Polska w 100 ml 0,25 M
roztworze sacharozy. 

Stężenie aktywności HEX w surowicy krwi i moczu wyrażono w pKat/mL,
a aktywność specyficzną w pKat/mg białka.

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

Wyniki

Stężenie aktywności HEX w surowicy krwi chorych z gruczolakorakiem
trzustki wynosiło od 440,81 do 1 725,57 pKat/mL (średnio 845,52±449,51
pKat/mL), a w surowicy krwi zdrowych mężczyzn od 221,49 do 380,44 pKat/mL
(średnio 270,78±60,93 pKat/mL) – ryc. 1. Jak wynika z ryc. 1. stężenie aktyw-
ności HEX w surowicy chorych na raka trzustki było istotnie wyższe w po-
równaniu do aktywności HEX w surowicy zdrowych mężczyzn (p<0,02). 

Nie było istotnych statystycznie różnic (p=0,3947) między stężeniem biał-
ka w surowicy krwi chorych z rakiem trzustki (7,30–9,13 mg/mL, śred-
nio 7,8±0,71 mg/mL) i surowicy krwi zdrowych mężczyzn (7,50–9,00, śred-
nio 8,24±0,51 mg/mL) oraz między stężeniem w moczu (p=0,9626) chorych
z rakiem trzustki (111,00–206,00 mg/mL, średnio 150,00±32,12 mg/mL) i zdro-
wych mężczyzn (52,50–218,00 mg/mL, średnio 150,69±57,82 mg/mL) – ryc. 2. 

Aktywność specyficzna HEX w surowicy krwi chorych z gruczolakorakiem
trzustki wynosiła od 48,31 do 214,36 pKat/mg białka (średnio 107,06±56,73
pKat/mg białka), a w surowicy krwi zdrowych mężczyzn od 26,55 do 47,56
pKat/mg białka (średnio 33,08±8,50 pKat/mg białka). Aktywność specyficz-
na HEX w moczu chorych z gruczolakorakiem trzustki wynosiła od 0,93 do 4,10
pKat/mg białka (średnio 2,55±1,27 pKat/mg białka), a w moczu zdrowych
mężczyzn od 0,70 do 1,33 pKat/mg białka (średnio 1,03±0,29 pKat/mg biał-
ka) – ryc. 3. Jak wynika z ryc. 3. aktywność specyficzna HEX w surowicy krwi
i moczu pacjentów z gruczolakorakiem trzustki jest istotnie wyższa od ak-
tywności specyficznej HEX w surowicy i moczu zdrowych mężczyzn (p<0,02). 
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p=0,0146

RRyycc.. 11.. Stężenie aktywności N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy (pKat/mL)
w surowicy krwi i moczu chorych z gruczolakorakiem trzustki
FFiigg.. 11..  Activity concentration of N-acetyl-β-hexosaminidase (pKat/mL)
in blood serum and urine of patients with pancreatic cancer
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RRyycc.. 22..  Stężenie białka (mg/mL) w surowicy krwi i moczu chorych
z gruczolakorakiem trzustki
FFiigg.. 22..  Concentration (mg/mL) of protein in blood serum and urine
of patients with pancreatic cancer

Omówienie wyników

Aktywność HEX stwierdzono w: nerce [9], wątrobie [10],
błonie śluzowej żołądka i jelit [11], łożysku [12], a także w pły-
nach biologicznych: surowicy krwi, moczu [9], płynie móz-
gowo-rdzeniowym [13] oraz płynie stawowym [14]. Podwyż-
szoną aktywność HEX w surowicy krwi zaobserwowano
u chorych z rakiem nerki [9].

Nasze wstępne badania wskazały na podwyższenie ak-
tywności HEX w surowicy krwi chorych z gruczolakorakiem
trzustki, w porównaniu do aktywności HEX w surowicy
krwi osób zdrowych [15]. Potwierdzeniem poprzednio uzy-
skanych wyników są dane zamieszczone na ryc. 1. i 3.,
w których obok istotnie (p<0,02) wyższych stężeń aktyw-
ności i aktywności specyficznej HEX w surowicy krwi cho-
rych na raka trzustki w porównaniu do zdrowych męż-
czyzn, stwierdzono istotny wzrost (p<0,02) aktywności
specyficznej HEX w moczu w porównaniu do zdrowych
mężczyzn. Jak wynika z ryc. 1. i 3., stężenie aktywności oraz

aktywność specyficzna HEX w surowicy krwi chorych na ra-
ka trzustki są ponad 3 razy wyższe od stężenia aktywno-
ści oraz aktywności specyficznej HEX w surowicy krwi osób
zdrowych. Aktywność specyficzna HEX w moczu chorych
na raka trzustki jest ponad 2 razy wyższa od aktywności
tego enzymu w moczu osób zdrowych. Stężenia aktywno-
ści HEX w surowicy krwi wskazują na wyraźną linię odcię-
cia między wartością liczbową najniższą (minimalną) cho-
rych z rakiem trzustki – stężenie aktywności HEX=440,81
pKat/mL i aktywność specyficzna HEX=48,31 pKat/mg biał-
ka, a wartością liczbową najwyższą (maksymalną) zdro-
wych mężczyzn – stężenie aktywności HEX=380,44
pKat/mL i aktywność specyficzna HEX=47,56 pKat/mg
białka. Podobnej zależności nie zaobserwowano w bada-
niu aktywności specyficznej HEX w moczu. 

Wykazanie obniżonej aktywności HEX w tkankach i suro-
wicy krwi decyduje o rozpoznaniu genetycznych chorób Tay-
-Sachsa i Sandhoffa [3]. Oznaczanie aktywności HEX w moczu
znalazło zastosowanie w monitorowaniu nefrotoksyczności
leków [18, 19], stanu czynnościowego nerki po transplantacji
[20] i monitorowaniu stanu zdrowia pacjentów z nowotwora-
mi nerek [9]. Wykazano, że na aktywność HEX nie wpływają
wahania dobowe ilości wydalanego moczu, kwaśne pH, czy
obecność elementów morfotycznych [16, 17]. 

Reasumując – łatwość oraz niskie koszty oznaczenia HEX
w surowicy i moczu predestynują do zastosowania HEX
w rozpoznaniu, różnicowaniu i monitorowaniu leczenia no-
wotworów złośliwych, w tym gruczolakoraka trzustki.

Wnioski

Oznaczenie aktywności HEX w surowicy krwi i moczu mo-
że być wykorzystane w diagnostyce gruczolakoraka trzustki.
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RRyycc.. 33.. Aktywność specyficzna N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy
(pKat/mg białka) w surowicy krwi i moczu chorych z gruczolako-
rakiem trzustki
FFiigg.. 33..  Specific activity of N-acetyl-β-hexosaminidase (pKat/mg
protein) in blood serum and urine of patients with pancreatic cancer
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