
W Polsce rak nerki stanowi 3–4% wszyst-
kich nowotworów złośliwych. W niszcze-
niu tkanki nerkowej przez nowotwór bio-
rą udział między innymi lizosomalne gli-
kozydazy, które degradują łańcuchy
oligosacharydowe glikokoniugatów (gli-
koprotein, proteoglikanów i glikolipidów).
N-acetylo-β-D-heksozoaminidaza
(E.C.3.2.1.52) (HEX) jest kwaśną egzogli-
kozydazą lizosomalną odszczepiającą
reszty N-acetyloglukozoaminy (GlcNAc)
lub N-acetylogalaktozoaminy (GalNAc)
z nieredukującego końca łańcuchów oli-
gosacharydowych glikokoniugatów. HEX
jest glikoproteiną zbudowaną z łańcu-
chów polipeptydowych α i β. Łańcuchy
te występują parami, w trzech możli-
wych kombinacjach. Wyróżnia się, za-
tem trzy izoenzymy HEX: izoenzym 
A-αβ, izoenzym B-ββ oraz izoenzym 
S-αα. W tkankach najwyższą aktywność
wykazują izoenzymy A i B, jednak sto-
sunek ilościowy izoenzymów A/B w każ-
dej z tkanek jest różny. W naturalnych
oligosacharydach HEX hydrolizuje wią-
zania β-glikozydowe N-acetyloheksozo-
amin z innymi cukrami. Enzym ten rów-
nież działa na drobnocząsteczkowe
sztuczne substraty, takie jak pochodne
p-nitrofenolu i metyloumbelliferonu.
Do wykrywania aktywności izoenzy-
mów A i B z guza nerki i tkanki otacza-
jącej guza w żelach poliakryloamidowych
po izoelektroogniskowaniu wykorzysta-
liśmy α-naphtyl-AS-BI-N-acetyl-β-gluco-
saminide jako substrat. Elektroognisko-
wanie jest metodą rozdziału elektrofo-
retycznego białek, która wykorzystuje
wędrówkę cząstek w gradiencie pH wy-
tworzonym po przyłożeniu pola elektrycz-
nego do mieszaniny amfolitów wprowa-
dzonej do żelu poliakryloamidowego. 
Celem pracy było oznaczenie ilościowe
aktywności izoenzymów N-acetylo-β-D-
-heksozoaminidazy dwiema metodami:
kolorymetryczną i elektroforetyczną,
przy użyciu dwóch różnych substratów. 
Materiał badany stanowiły fragmenty
nerek, pobrane podczas operacji od 30
pacjentów obu płci, z rozpoznanym ra-
kiem nerki.
WWyynniikkii::  W tkance nerkowej, zarówno
zdrowej, jak i nowotworowej, znamien-
nie wyższą aktywność specyficzną
oznaczaną obydwoma metodami miał
izoenzym A N-acetylo-β-heksozoamini-
dazy, w porównaniu ze specyficzną ak-
tywnością izoenzymu B.
WWnniioosskkii::  Oznaczanie aktywności izoen-
zymów HEX metodą kolorymetryczną
może być uznane za cenny marker dia-
gnostyczny chorób nerek, gdyż daje wy-
niki zgodne z technicznie trudniejszą
i bardziej kosztowną metodą opartą
na elektroogniskowaniu.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  rak nerki, izoenzymy
A i B N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy,
izoelektroogniskowanie, metoda kolo-
rymetryczna.
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Wstęp

W Polsce rak nerki występuje głównie u osób dorosłych i stanowi 3–4%
wszystkich wykrywanych nowotworów złośliwych. Pomimo wprowadzenia
w ostatnich latach wielu nowych metod diagnostycznych, rozwijający się
skrycie rak nerki rozpoznawany jest najczęściej w zaawansowanym stadium
chorobowym, w którym stwierdza się naciekania okolicznych tkanek oraz
zmiany przerzutowe. Rokowanie jest wtedy zazwyczaj niepomyślne. Z chwi-
lą pojawienia się nacieków jedynym skutecznym sposobem usunięcia nowo-
tworu jest zabieg chirurgiczny [1].

Większość guzów nerki pochodzi z komórek nabłonkowych proksymal-
nych cewek krętych, które posiadają wysoką aktywność N-acetylo-β-D-hek-
sozoaminidazy i jej izoenzymów (HEX A i HEX B). N-acetylo-β-D-heksozoami-
nidaza jest glikoproteiną zbudowaną z łańcuchów polipeptydowych α i β.
Masa cząsteczkowa izoenzymu A waha się w granicach 96–110 kDa w zależ-
ności od tkanki, z której został wyizolowany. Izoenzym B posiada masę czą-
steczkową 100–112 kDa [2]. Izoenzymy HEX są obecne w różnych tkankach
i płynach ustrojowych [3–5]. Na podstawie wirowania różnicowego kanali-
ków i kłębków stwierdzono, że aktywność HEX w kanalikach nerkowych jest
ponadtrzykrotnie wyższa niż w kłębkach. W rdzeniu i korze nerki wykazano
obecność izoenzymów A i B z wyraźną przewagą frakcji A [6–8]. W warun-
kach prawidłowych tylko niewielkie ilości HEX mogą przeniknąć do moczu.
HEX jest uwalniana z lizosomów bez naruszania błony plazmatycznej na dro-
dze sekrecji i egzocytozy [3, 9].

Izoenzymy HEX można oznaczać kolorymetrycznie po denaturacji cieplnej
izoenzymu A, używając jako substratów połączeń N-acetyloglukozoaminy
z p-nitrofenolem [10] lub metyloumbelliferonem [11]. Jest to metoda prosta,
ale nie daje pewności, że w zastosowanych warunkach nie ulega denatura-
cji również izoenzym B, co mogłoby wpływać na wynik analizy. Aby spraw-
dzić, na ile wiarygodna jest metoda kolorymetryczna oznaczania izoenzymów
A i B N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy w tkance raka nerki i makroskopowo
niezmienionej tkance nerkowej, postanowiliśmy równolegle do oznaczeń ko-
lorymetrycznych zastosować ocenę aktywności HEX A i HEX B po rozdziale
za pomocą elektroogniskowania w płaskich żelach poliakryloamidowych.

Materiał badany i metody

Materiał stanowiły fragmenty zdrowej tkanki nerkowej makroskopowo pra-
widłowej (Z) n=30 i fragmenty guza nowotworowego (N) n=30 pobrane od pa-
cjentów obu płci, z rozpoznanym rakiem nerki, podczas zabiegów operacyjnych
przeprowadzonych w Klinice Urologii Samodzielnego Publicznego Szpitala Kli-



In Poland, renal cancer makes up 3-4% of
all malignant tumours. Lysosomal glyco-
sidases take part in renal tissue
destruction. The exoglycosidases degrade
the oligosaccharide chains of glycocon-
jugates (glycoproteins, proteoglycans and
glycolipids).
N-acetyl-β-glucosaminidase (E.C.3.2.1.52)
(HEX) is an acid lysosomal exoglycosidase
which releases N-acetylglucosamine
(GlcNAc) and N-acetylgalactosamine
(GalNAc) residues from the non-reducing
ends of oligosaccharide chains of glyco-
conjugates (glycoproteins, glycolipids,
proteoglycans). HEX is a glycoprotein
composed of two polypeptide chains α
and β. The chains are present in pairs in
three possible combinations: isoenzyme
A-αβ, isoenzyme B-ββ and isoenzyme
S-αα. Isoenzymes A and B demonstrate
the highest activity in the tissues;
however, the ratio of isoenzymes A/B is
different in various tissues. In the natural
oligosaccharides, HEX hydrolyzes the β
glycoside bond of N-acetylhexosamine
with other sugars. The enzyme reacts with
artificial substrates such as derivatives of
hexosamines with p-nitrophenol and
umbelliferone. To determine the activity
of isoenzymes A and B in renal tumour
and neighbouring macroscopically normal
renal tissue in polyacrylamide gel after
isoelectrofocusing, we used α-naphtyl-AS-
-BI-N-acetyl-β-glucosaminide as a sub-
strate. Electrofocusing is an electropho-
retic method of protein separation in
polyacrylamide gel which uses the
migration of molecules in a pH gradient
that is formed after applying an electric
field to an ampholyte mixture. 
The aim of the study was quantitative
determination of N-acetyl-β-D hexosami-
nidase isoenzymes activity by using two
methods: colorimetric and electrophoretic
and two different substrates.
MMaatteerriiaallss:: Renal specimens harvested
from 30 patients during surgery due to
renal cancer were used for the study.
RReessuullttss:: In cancerous and normal
human renal tissues, isoenzyme A of
N-acetyl-β-D hexosaminidase showed
statistically higher specific activity, in
comparison to isoenzyme B, after
determination of both isoenzymes by
two different methods.
CCoonncclluussiioonn::  Determination of HEX
isoenzyme activity using the colorimetric
method may be considered as a valuable
diagnostic marker in renal diseases. The
results of HEX isoenzyme activity
determination by colorimetric and
electrophoretic method are compatible,
although for routine determinations the
colorimetric method is recommended as
the electrofocusing is more technically
difficult and more expensive than the
colorimetric one.

KKeeyy  wwoorrddss:: renal cancer, isoenzymes
A and B, N-acetyl-β-hexosaminidase,
isoelectrofocusing, colorimetric method.
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nicznego AM w Białymstoku. Usunięte nerki z guzem nowotworowym przeci-
nano tak, aby płaszczyzna przekroju przechodziła przez środek guza i oś długą
nerki. Pobrane wycinki o wymiarach (2 x 2 x 2 cm) z guza nowotworowego i tkan-
ki zdrowej (makroskopowo prawidłowej) przemywano roztworem soli fizjolo-
gicznej, osuszano bibułą i przechowywano w -70°C, do czasu wykonywania 
badań biochemicznych. Pozostałą część preparatu bezpośrednio po operacji
umieszczono w 10% roztworze formaliny i przesyłano do Zakładu Patomorfolo-
gii Lekarskiej Akademii Medycznej w Białymstoku. Badania biochemiczne prze-
prowadzono w Zakładzie Biochemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Bia-
łymstoku, po ustaleniu rozpoznania przez patomorfologów.

Przygotowanie tkanki do badań biochemicznych

Około 0,5 g tkanki rozmrożono, ważono i zawieszono w 0,1 M buforze cytry-
nianowym pH 4,3 w stosunku 1:9 (w/v) i homogenizowano homogenizatorem
nożowym przez 2 min. Homogenaty wirowano przez 30 min przy 12 000 x g
w temperaturze 4°C.

Do dalszych badań zachowano płyn nadosadowy, który przechowywano
w temperaturze -20°C.

Oznaczenie aktywności całkowitej HEX oraz izoenzymów A i B

Kolorymetryczne oznaczanie aktywności całkowitej N-acetylo-β-D-hekso-
zoaminidazy (HEX) i jej izoenzymów A i B przeprowadzono metodą Chatter-
jee i wsp. [12] w modyfikacji Zwierza i wsp. [10].

Izolację z tkanki nerki, izoelektroogniskowanie oraz ocenę aktywności 
N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy i jej izoenzymów w żelach poliakryloami-
dowych przeprowadzono wg Hayase K [13] i Hayashi M [14], w naszej mody-
fikacji zastosowanej do rozdziału izoenzymów HEX z materiału pochodzące-
go z ludzkiego łożyska [15].

Aktywności izoenzymów A i B N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy oceniano
densytometrycznie. Na podstawie wyników uzyskanych w postaci wykresów,
dla każdego rozdziału izoelektroforetycznego wyliczono pole powierzchni
pod krzywą dla aktywności N-acetylo-β-D-heksozoaminidazy i procentowy
udział izoenzymów. Po rozdziale izoelektroforetycznym materiału z guza ner-
ki i otaczającej tkanki makroskopowo niezmienionej, aktywności izoenzymów
HEX w żelach poliakryloamidowych analizowano metodą statystyczną.

Wartości oznaczeń w poszczególnych grupach osób badanych przedsta-
wiono jako wartości średnie. Analizy statystycznej wyników dokonano na pod-
stawie statystyk nieparametrycznych testem kolejności par Wilcoxona. Przy-
jęto p<0,05 jako istotne statystycznie. 

Wyniki

Wyniki przedstawiono na ryc. 1–3.

Omówienie wyników

Od wielu lat wysiłki badaczy koncentrują się na poszukiwaniu dodatko-
wych biochemicznych wykładników, które pozwoliłyby na wcześniejsze 
wykrycie nowotworu, ocenę jego zaawansowania i monitorowania skutecz-
ności leczenia. Większość nowotworów nerki rozwija się z nabłonka kanali-
ków nerkowych [16]. Rozwój nowotworu może prowadzić do zmian struktu-
ry i aktywności wielu enzymów. Spośród kilkudziesięciu enzymów produkowa-
nych w nabłonku cewek proksymalnych tylko nieliczne znalazły zastosowanie
diagnostyczne w ocenie uszkodzenia nerek. Enzymy te nie ulegają denatura-
cji w kwaśnym pH moczu. Wydalane są one w minimalnych ilościach do mo-
czu ludzi zdrowych, natomiast w stanach patologicznych wydalanie to dra-
stycznie wzrasta. Uznanym markerem dysfunkcji cewek proksymalnych jest
N-acetylo-β-heksozoaminidaza i jej izoenzymy A i B. 

W tkankach zdrowych i patologicznych spotyka się różne proporcje aktyw-
ności izoenzymów A do B N-acetylo-β-heksozoaminidazy. W tkance normal-



nego jajnika przeważa aktywność HEX-B (B/A= 1,13), a w no-
wotworach jajnika – izoenzym A (B/A=0,74) [17]. Aktywność
izoenzymów HEX w guzach nerki jest dotychczas mało pozna-
na. Izoenzym A jest wrażliwy na ogrzewanie i ulega inaktywa-
cji po 3-godzinnym ogrzaniu w temp. 50°C w pH 5,0. Izoenzym
B jest termostabilny [18]. Te cechy izoenzymów N-acetylo-β-
-heksozoaminidazy wykorzystano do różnicowego oznacza-
nia aktywności izoenzymów A i B w mieszaninie. 

Nasze wyniki, przedstawione na ryc. 1., wskazują na udział
izoenzymów A i B w rozkładzie łańcuchów heterooligo- i he-
teropolisacharydowych białek i glikozoaminoglikanów w ner-
ce zdrowej i nowotworowej. W tkance nerkowej zdrowej i no-
wotworowej znamiennie wyższą aktywność specyficzną (mie-

rzoną przy pomocy pochodnych p-nitrofenolowych N-acetylo-
glukozoaminy) wykazał izoenzym A N-acetylo-β-heksozoami-
nidazy w porównaniu do izoenzymu B (p<0,05) (ryc. 1.). 

Obecność izoenzymów A i B N-acetylo-β-heksozoamini-
dazy w zdrowej i nowotworowej tkance nerkowej potwier-
dziliśmy po rozdziale przy pomocy elektroogniskowania
w płaskich żelach poliakryloamidowych (ryc. 2.). Rozdziały
(wzory) ukazują dwie grupy prążków izoenzymów: jedne
pochodzące z izoenzymu A, o maksimum aktywności
w pH 5,20 (Acid isoelectric point), które migrują w pobliżu
anody; drugie pochodzące z izoenzymu B, o maksimum ak-
tywności w pH 7.35 (Basic isoelectric point), które migrują
bliżej katody (ryc. 2.).

W wyniku analizy statystycznej aktywności izoenzymów
HEX po rozdziale w płaskich żelach poliakrylamidowych
po rozdziale metodą izoelektroogniskowania, wykazano
istotnie wyższą aktywność izoenzymu A w porównaniu z ak-
tywnością izoenzymu B zarówno w nerkowej tkance nowo-
tworowej, jak i makroskopowo niezmienionej (ryc. 3.). Prze-
wagę aktywności izoenzymu A N-acetylo-β-heksozoamini-
dazy nad B, opisali Dance w zdrowej nerce [4], Robinson
w mózgu [19] i Robinson w śledzionie [20]. Stosunek aktyw-
ności izoA/B w guzie nerki oznaczany metodą koloryme-
tryczną wynosi 1,56, a w otaczającej guz makroskopowo
prawidłowej tkance nerkowej 2,84 (ryc. 1.), natomiast po roz-
dziale przy pomocy elektroogniskowania w guzie nerki sto-
sunek izoA/B wynosi 1,35, a w otaczającej guz makrosko-
powo zdrowej tkance 1,16 (ryc. 3.). Różnice między propor-
cją aktywności izoA/izo B w oznaczaniu kolorymetrycznym
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RRyycc.. 11.. Udział procentowy izoenzymów A i B N-acetylo-β-heksozoami-
nidazy w tkance nerkowej nowotworowej (n=30) i makroskopowo
niezmienionej (n=30), oznaczany metodą kolorymetryczną
FFiigg.. 11..  Percentage of N-acetyl-β-hexosaminidase isoenzymes A and
B in cancerous renal tissue (n=30) and macroscopically normal tissue
(n=30) determined by colorimetric method
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RRyycc.. 22.. Izoenzymy A i B HEX zdrowej i nowotworowej tkanki nerko-
wej, po elektroogniskowaniu na płaskim żelu poliakryloamidowym 
FFiigg.. 22.. HEX isoenzymes A and B in normal and cancerous renal tissues
after electrofocusing on flat polyacrylamide gel

++ ––

70

60

50

40

30

20

10

0

p <0,05

HHEEXX  AA  ii  HHEEXX  BB  ((eelleekkttrrooooggnniisskkoowwaanniiee))

p <0,05

HEX A zdrowa
Hex B zdrowa
Hex A nowotwór
Hex B nowotwór

[[%%
]]

RRyycc.. 33..  Udział procentowy izoenzymów A i B N-acetylo-β-heksozo-
aminidazy w tkance nerkowej nowotworowej (n=30) i makroskopo-
wo niezmienionej (n=30), oznaczany po izoelektroogniskowaniu
FFiigg.. 33..  Percentage of N-acetyl-β-hexosaminidase isoenzymes A and
B in cancerous renal tissue (n=30) and macroscopically normal tissue
(n=30) determined by electrofocusing
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i elektroforetycznym mogą wynikać z odmienności meto-
dyki. W metodzie izoelektroogniskowania oba izoenzymy
oznaczamy równocześnie po przeprowadzeniu kilkugodzin-
nego rozdziału elektroforetycznego. W czasie rozdziału elek-
troforetycznego część izoenzymu A może ulegać denatura-
cji, co ma wyraz w mniejszych różnicach aktywności izoen-
zymu A w stosunku do izoenzymu B oznaczanych
po izoelektroogniskowaniu, w porównaniu do koloryme-
trycznego oznaczania obu izoenzymów po denaturacji ciepl-
nej, gdzie oznaczamy aktywność tylko izoenzymu B. 

Przy oznaczaniu izoenzymów A i B N-acetylo-β-heksozo-
aminidazy w guzie nerki i makroskopowo zdrowej tkance
otaczającej guz obu metodami, mimo różnic ilościowych ob-
serwuje się tę samą główną tendencję, tzn. znamiennie
wyższą aktywność izoenzymu A w porównaniu z aktywno-
ścią izoenzymu B. 

Wnioski

Oznaczanie kolorymetryczne izoenzymów A i B N-acety-
lo-β-heksozoaminidazy jest metodą prostą, powtarzalną i do-
stępną. Izoelektroogniskowanie jest metodą dłuższą, trudną
technicznie i wykorzystującą inny substrat. Zgodne wyniki
obu tych metod sugerują, że metoda kolorymetryczna jest
pewną metodą oznaczania aktywności izoenzymów HEX. 
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