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Summary

Introduction. Colorectal cancer is one of the most common cancers in Poland. It is a disease that requires the implementa-
tion of low-cost, readily available screening methods, allowing for early diagnosis. Determination of lysosomal exoglycosidases
activity, in particular N-acetyl-B-D-hexosaminidase (HEX) and its isoenzymes A (HEX A) and B (HEX B) by thermal colori-
metric method provides an opportunity for early detection of colorectal cancer. It is necessary, however, to confirm its value by
comparison to the reference methods.

Aim. Comparison of thermal colorimetric and isoelectrophocusing methods for the determination of HEX isoenzymes in pa-
tients with colorectal cancer.

Material and methods. Colon cancer (G2 degree of maturity) and control tissues were obtained from 15 patients who underwent
a tumor surgery. A control tissues were taken from the same patient’s colon areas at the margin of ileotomy. Total HEX and
HEX B activity was determined by the thermal colorimetric method of Marciniak et al. HEX A activity was calculated from
the difference between the total HEX activity and activity of thermostable HEX B. Quantification of HEX A and B activity in
polyacrylamid gells after isoelectrofocusing was performed according to Borzym-Kluczyk et al.

Results. The thermal colorimetric and isoelectrofocusing methods give consistent results for the activity of HEX A and HEX B
in colon adenocarcinoma and macroscopically unchanged remote colon tissue fragments.

Conclusions. Colorimetric method as a cheaper, faster and easier, may be applied to routine diagnostics in a large number of
samples.

Key words: isoenzyme A N-acetyl-B-D-hexosaminidase (HEX A), isoenzyme B N-acetyl-B-D-hexosaminidase (HEX B),
colon adenocarcinoma, colorimetric method, isoelectrofocusing

WSTEP

Wsrod wszystkich nowotworéw ztosliwych wystepu-
jacych w Polsce w 2008 roku, rak jelita grubego zajmo-
wat czwarte miejsce u mezczyzn i pigte u kobiet pod
wzgledem zachorowalnos$ci, a trzecie miejsce zaréwno
u kobiet, jak i mezczyzn pod wzgledem umieralnosci (1).
Przyczynag wysokiej umieralnosci na raka jelita grube-
go w Polsce (i na $wiecie) jest duze zaawansowanie

procesu nowotworowego w momencie zgtoszenia sie
pacjenta do lekarza (2). Wysoka umieralnos$¢ z powodu
raka jelita grubego wynika z braku skutecznych, ogdéinie
dostepnych metod diagnostycznych, umozliwiajgcych
wykrycie nowotworu w stadium jak najwczesniejszym,
dajacych mozliwo$é odpowiednio wczesnego podjecia
leczenia i tym samym zwiekszajacych szanse pacjenta
na wyleczenie.
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Ocena aktywnosci izoenzymow A i B N-acetylo-f-D-heksozoaminidazy w tkankach raka jelita grubego

Nasze badania stwarzajg szanse na zapropono-
wanie jako markera raka jelita grubego N-acetylo-B-
-D-heksozoaminidazy (HEX) oraz jejizoenzymoéw A (HEX A)
i B (HEX B), ktorych wzrost aktywnosci w ptynach ustro-
jowych mogtby $wiadczy¢é o pojawieniu sie i rozwoju
choroby nowotworowej (2-5).

HEX to najaktywniejsza egzoglikozydaza o najwiek-
szej wartosci diagnostycznej wéréd egzoglikozydaz
lizosomalnych przebadanych przez nas w raku jelita
grubego (2-5). Wyniki badania aktywnos$ci HEX, HEX A
i HEX B w surowicy krwi i moczu chorych na raka jelita
grubego sugerujg mozliwo$¢ wykorzystania oznaczenia
aktywnosci HEX, HEX A i HEX B w rozpoznaniu raka jelita
grubego we wczesnej fazie jego rozwoju (4).

Stosowana przez nas metoda oznaczania izoenzy-
méw HEX w ptynach biologicznych oparta na denaturaciji
cieplnej HEX A stwarza niebezpieczenstwo czesciowej
denaturacji rowniez HEX B, co moze wptywac na wyniki
oznaczania obu izoenzyméw HEX. Dlatego w tym sa-
mym materiale tkankowym, rownolegle do oznaczenia
kolorymetrycznego, oznaczyli§my aktywnosci HEX A i B
referencyjng metoda elektroogniskowania. W metodzie
referencyjnej zastosowali§my materiat tkankowy, ponie-
waz nie byto mozliwe przeprowadzenie izoelektroogni-
skowania izoenzyméw HEX w ptynach biologicznych.

MATERIAL | METODY

Materiat badany stanowity fragmenty okreznicy
(0,3-0,5 g) pobrane z gruczolakoraka jelita grubego o
stopniu dojrzato$ci komoérkowej G2 od 15 chorych w wie-
ku od 39 do 82 lat (Srednia 68,39 + 11,34 lat). Fragmenty
tkanki niezmienione nowotworowo pobrano od tych
samych pacjentéw ze skraju naciec¢ jelita oddalonych o
ok. 5 cm od zmiany nowotworowej podczas tych samych
zabiegow operacyjnych wykonanych w | Klinice Chirurgii
Ogodlnej i Endokrynologicznej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Na przeprowadzenie badan uzyskano
zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej (RI-003/300/2006).

Fragmenty tkanek optukiwano woda z kranu, a nastep-
nie, zawieszano w oziebionym 0,15 M KCI zawierajgcym
0,2% trytonu X-100, w stosunku wagowo--objetosciowym
1:9 i homogenizowano przy pomocy homogenizatora no-
zowego ULTRA-TURRAX T8 IKA-Werke w naczyniach ob-
tozonych lodem. Homogenaty wirowano przy 10 000 x g
w ciggu 30 min w temperaturze +4°C. Plyn nadosadowy
przechowywano w temperaturze -80°C.

HEX A i HEX B oznaczano metodg termiczno-kolory-
metryczng Marciniak i wsp. (6) w nastepujacy sposéb: do
10 ul odpowiednio rozciehczonego ptynu nadosadowego
uzyskanego po odwirowaniu homogenatu z gruczo-
lakoraka lub odlegtej tkanki jelita grubego, dodawano
40 ul 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH
4,7 i 30 ul 20 mM roztworu substratu (p-nitrofenylo-N-
-acetylo-B-D-glukozoaminidu, Sigma, St. Louis, MO,
USA) w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH
4,7. Mieszanine inkubowano 60 minut w temperaturze
37°C. Reakcje przerywano przez dodanie 200 ul 0,2 M
buforu boranowego o pH 9,8. W celu oznaczenia ak-
tywnosci HEX B: do 10 ul odpowiednio rozcienczonego
ptynu nadosadowego dodawano 40 ul 0,1 M buforu
fosforanowocytrynianowego o pH 4,7 i preinkubowano

180 minut w 50°C celem dezaktywacji termolabilnego
HEX A, a nastepnie dodawano 30 ul 20 mM roztworu
substratu i inkubowano 60 minut w temperaturze 37°C.
Reakcje przerywano przez dodanie 200 ul 0,2 M buforu
boranowego o pH 9,8. Aktywno$é HEX A obliczano z
réznicy miedzy catkowitg aktywnoscig HEX a aktywno-
$cig termostabilnego HEX B (HEX A = HEX - HEX B).
Aktywno$¢ HEX B, odpowiadajgcy ilosci uwolnionego
p-nitrofenolu z p-nitrofenylo-N-acetylo-B-glukozoaminidu,
mierzono w 405 nm, przy uzyciu czytnika ptytek EL,800
i programu komputerowego KC junior (Bio-Tek Instru-
ments, Winooski, VT, USA).

Izoformy izoenzymdw A i B N-acetyloheksozoaminidazy
elektroogniskowano na ptaskich 5% zelach poliakrylo-
amidowych przy pomocy aparatu Multiphor Il (Pharmacia
Biotech), z amfoling o pH 3,5-9,0 (2%) wedtug Borzym--
-Kluczyk i wsp. (7). Na bibute filtracyjng Whatmann 3
(0,5 x 1 cm) naktadano 10-15 ul zatezonego nadsaczu i
bibute filtracyjna umieszczano na powierzchni zelu mie-
dzy anoda i katoda. Zbiornik anodowy napetniano 2,0%
H,S0,, a katodowy 0,4% wodnym roztworem etanolo-
aminy. lzoelektroogniskowanie przeprowadzano przez
2-6 godzin w 4-10°C. Po rozdziale, barwe spowodowang
aktywnoscig izoform HEX A i B heksozoaminidazy wywo-
tywano przez umieszczenie zeli w 100 ml 0,1 M buforu
cytrynianowego o pH 4,3 zawierajgcego 15 mg a-naftolo-
-AS-BI-N-acetylo-B-glukozoaminidu (Sigma) oraz 100 mg
Fast Garnet (Sigma) i inkubowano w temperaturze po-
kojowej przez 18 godzin. Zabarwione zele przechowy-
wano zamknigte w woreczkach z folii polietylenowej w
mieszaninie kwasu octowego, metanolu i glicerolu. Przed
oznaczaniem densytometrycznym zele byty suszone.
Réwnoczes$nie z homogenatami zawierajgcymi izoformy
HEX na zele poliakrylamidowe nanoszono standardy
biatek (Broad pl Kit, pH 3,5-10; Amersham Pharmacia
Biotech). Wzorcowe biatka o okre$lonym punkcie izo-
elektrycznym (pl) barwiono Coomassie Brillant Blue.
Po barwieniu na aktywno$¢ enzymatyczna i biatko, kazdy
zel poddawano analizie densytometrycznej przy pomocy
programu Gene Tools (Syngene).

Biatko w nadsaczach z homogenatéw tkanek ozna-
czano metoda Lowry i wsp. (8). Stezenie biatka odczyty-
wano z krzywej wzorcowej sporzgdzone;j z liofilizowanej
albuminy wotowej (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono %
zawarto$¢ HEX A i HEX B w nadsgczach tkanki jelita
grubego pobranej z dala od guza oraz tkanki gruczola-
koraka jelita grubego.

Do analizy statystycznej wynikow wykorzystano pro-
gram SPSS® 8.0 for Windows PL (SPSS, Chicago, IL,
USA). P < 0,05 przyjeto jako statystycznie istotne.

WYNIKI

Na podstawie pomiarow densytometrycznych zel
poliakrylamidowych zabarwionych na aktywno$¢ hek-
sozaminidazy po rozdziale izoelektroforetycznym izo-
form HEX A i HEX B (ryc. 1a, 1b) w nadsaczach tkanki
jelita grubego pobranej z dala od guza stwierdziliSmy
tendencje do przewagi aktywnosci HEX A nad HEX B
(p = 0,14815), natomiast w tkance gruczolakoraka jelita
grubego istotng przewage aktywnosci HEX A nad HEX B
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(p < 0,0002) (ryc. 2a). Oznaczajac aktywnos¢ HEX B
metoda termiczng, a nastepnie obliczajac aktywnos$¢
HEX A z réznicy miedzy catkowitg aktywnoscig HEX a
aktywnoscig termostabilnego HEX B, obserwowalismy
istotnie wyzsze aktywnosci HEX A niz HEX B zarowno w
tkance jelita grubego odlegtej od guza (p < 0,0001), jak
i w tkance gruczolakoraka jelita grubego (ryc. 2b).

DYSKUSJA

Préby wykorzystania aktywnosci egzoglikozydaz lizo-
somalnych w diagnostyce nowotworéw nerek, trzustki i
mdzgu staly sie podstawg do podjecia przez nasz zespot
badan nad wykorzystaniem aktywnos$ci egzoglikozydaz
lizosomalnych w diagnostyce raka jelita grubego, jako
jednego z najczestszych nowotworéw przewodu pokar-
mowego (3, 4,7, 9-12).

Badajac aktywno$¢ HEX, HEX A i HEX B metoda
termiczno-kolorymetryczng Marciniak i wsp. (6) w su-
rowicy krwi i moczu chorych z rakiem jelita grubego
(3, 4), stwierdzilismy, ze u chorych z gruczolakorakiem
jelita grubego istotnie ro$nie aktywnos$é HEX, HEX A i
HEX B w surowicy krwi i HEX A w moczu we wczesnej
fazie rozwoju raka jelita grubego, w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Istotny wzrost aktywnosci HEX i jej
izoenzymow w ptynach ustrojowych wskazuje na mozli-
wos¢ wykorzystania tych egzoglikozydaz w rozpoznaniu
raka jelita grubego we wczesnej fazie jego rozwoju (4).
Stwierdzili§my, ze oznaczenie aktywnosci HEX, HEX A i
B metodg termiczno-kolorymetryczng w surowicy krwi i
moczu chorych z gruczolakorakiem jelita grubego ma
duzg warto$¢ diagnostyczng i cechuje sie duza czutoscia
oraz specyficznoscig metody (3, 4).

Stosowana przez nas metoda termiczno-koloryme-
tryczna oznaczania izoenzyméw HEX w ptynach bio-
logicznych nie daje pewnosci, ze nastapita catkowita
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Ryc. 2. Procentowa zawarto$¢ HEX A i HEX B okreslona izo-
elektroogniskowaniem (a) i metodg kolorymetryczng (b) w
nadsaczach z tkanki gruczolakoraka i fragmentéw tego samego
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Ryc. 1. Zel poliakrylamidowy zabarwiony na aktywno$¢ HEX po rozdziale izoelektroforetycznym HEX A i HEX B z nadsaczy
tkanki gruczolakoraka (6-10) i fragmentow tego samego jelita grubego pobranych z dala od guza (1-5) (a), przyktad pomiaru

densytometrycznego (b).
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denaturacji HEX A i ze nie nastapita czg$ciowa denatura-
cja HEX B, co moze wptywac na wyniki oznaczania obu
izoenzymoéw HEX. Dlatego réwnolegle do oznaczenia
kolorymetrycznego oznaczyli$my aktywnosci HEX A i
B po rozdziale metodg elektroogniskowania w ptaskich
zelach poliakryloamidowych materiatu pochodzacego z
tkanki. W tej metodzie aktywne sg zarowno HEX A, jak
i HEX B.

Oznaczajac HEX A i HEX B w tkance jelita grubego
przy pomocy izoelektroogniskowania oraz metoda
termiczng (ryc. 2a, b) stwierdzili§my, ze obydwie
metody daja zblizone wyniki. Jest to zgodne z donie-
sieniem Borzym-Kluczyk i wsp. (9), ktdérzy poréwnujac
aktywnos$¢ HEX A i B w tkance raka nerki, doszli do
whniosku, ze kolorymetryczne oznaczenie HEX A i B
daje wyniki zgodne z uzyskanymi przy pomocy izo-
elektroogniskowania.

Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze aktywnosci
HEX A i HEX B w gruczolakoraku jelita grubego moga
by¢ oznaczone z podobng doktadnoscig z zastosowa-
niem metody immunologicznej (13), izoelektroogni-
skowania, jak i metody termicznej (ryc. 2a, b), z tym
ze metoda termiczna jest najszybszym i najtanszym
sposobem okreslenia aktywnosci HEX A i B nadaja-
cym sie do badan rutynowych duzych iloSci prébek
biologicznych.

Wczesniejsze i obecne wyniki naszych badan sugeru-
ja mozliwo$¢ wykorzystania oznaczenia aktywnosci HEX,
HEX A i B w diagnostyce gruczolakoraka jelita grubego
jako badan tatwych i tanich.

WNIOSKI

1. Zaréwno kolorymetryczna metoda termiczna, jak i
elektroogniskowanie dajg zgodne wyniki oznaczania
HEX A i B w gruczolakoraku i oddalonej od raka
tkance jelita grubego.

2. Kolorymetryczng metode termiczna polecamy do
oznaczania HEX A i B w duzej ilosci probek biolo-
gicznych, natomiast izoelektroogniskowanie jako
metode referencyjna.
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