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Amag: Lizozomal bir enzim olan N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG), renal tlibiler hasarin er-
ken belirleyicilerinden biridir. Bu calismada NAG aktivitesinin él¢cimiinde kullanilabilecek guivenli
ve kolayca uygulanabilir bir ydntemin belirlenmesi icin p nitrophenyl N acetyl-B-D-glucosaminide
(PNP-NAG) ve m, cresolsulfon phtaleinyl N, B, D glucosaminide (MCP-NAG) gibi kolorimetrik de-
gerlendirme imkani veren iki farkli substrat kullanilarak yontemlerin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Bu calismada 40 saglikh ve 40 bobrek yetmezligi olan hasta idrarindaki NAG aktiviteleri
PNP-NAG ve MCP-NAG substratlari ile 6lctilerek, sonuglar karsilastirildi. PNP NAG substrati ile calisir-
ken ornekler jel filtrasyonundan 6nce ve sonra reaksiyona sokularak jel filtrasyonunun sonuglari ne
sekilde etkiledigi test edildi.

Bulgular: PNP-NAG (jel +), PNP-NAG (jel -) ve MCP-NAG yontemleri ile elde edilen sonuclar orta-
lama olarak sirasiyla, hasta grubunda sirasiyla (27.5 U/L, 25.96 U/L ve 16.5 U/L) kontrol grubuna
sirastyla (5.66 U/L, 5.38U/L ve 3.62 U/L) olup; degerler hasta grubunda kontrol grubuna gére yiiksek
bulunmustur (p<0.001).

Sonug: Bu calismada, PNP-NAG substrati kullanilarak jel filtrasyonu yapmadan uygulanan yontem,
olctim araliginin daha genis olmasi ve uygulama kolayhigi nedeniyle rutin kullanim icin daha uygun
bulunmustur. idrar NAG aktivitesi, renal tiibiler hasarin erken belirlenmesi icin kullanilabilecek ol-
dukca duyarli, kolay uygulanabilen ve ekonomik bir belirtectir.

Anahtar Sézciikler: idrar N-asetil-D-glukosaminidaz, Tiibiiler Hasar, PNG-NAG, MCP, NAG

Aim: One of lyzozomal enzymes N-Acetyl-Beta-D-glucosaminidase (NAG), is a sensitive parameter
of renal tubular injury. In order to to determine a confidential and easily applicable method we have
plan to measure and compare the results of NAG activities with two different substrates namely
p-nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide (PNP-NAG) and m-cresolsulfon-phtaleinyl-N-B-D-glu-
cosaminide (MCP-NAG) .

Material-Methods: We measured urinary NAG levels using PNP-NAG and MCP-NAG substrates in
40 healty persons, and in 40 renal failure patients. We also tested the effect of gel filtration on PNP-
NAG method.

Results: The urinary NAG levels measured by two different substrates were 27.5 u/L and 16.5 u/L
in chronic renal failure group, 5.66 U/L and 3.62 U/L in control group. The differences between two
groups were significant (p<0.001).

Conclusion:The measurement of urinary NAG levels using PNP-NAG substrate is an easy, effica-
cious and cost effective method and the measurment range is wider comparing with MCP-NAG.
This method may take part in the determination and management of renal tubular injury.

Key Words: Urinary N-acetyl-D-glucosaminidase, Tubular Injury, PNG-NAG, MCP, NAG
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N-asetil-B-glukosaminidaz (NAG, EC
3.2.1.30), renal tiibiiler hasarin erken
ve duyarlt belirteglerinden biridir (1).
Proksimal renal tiibiil epitel hiicrele-
rinde bulunur ve epitel hiicrelerince
idrara atlir (2,3).

(140 kDa) nedeniyle glomeriillerden
filtre edilemez, bu nedenle, idrarda
NAG aktivitesinin artmasi, proksimal
tiibiiler hasarin gdstergesi olarak kabul
edilir (4). Tiibiiler hasarin erken be-
lirlenmesinde kullanilan, alfa-1 mik-
roglobulin ve beta-2 mikroglobulinin
glomeriillerden filtre edilmeleri ve tii-

1



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2011, 64(1)

biiler hasar durumunda tiibiillerden
kismen reabsorbe edilmeleri nedeniy-
le, NAG aktivitesi daha iyi bir belirteg
olarak kabul edilmektedir (5).

Saglikls kisilerde idrar NAG aktivitesi dii-
sitktiir (1). Akut ve kronik bobrek yet-
mezliklerinde (6-8), bobrek greftinin
reddinde (9,10), nefrotoksisitede (11-
14), hipertansiyonda (15) ve diyabetik
nefropatide (16-18) idrar NAG aktivi-

tesi yitkselir.

Idrar, serum, BOS swvilarinda bébrek, ka-
raciger dokularinda yapilan ¢aligma-
larda NAG’in A, B, I ve 12 izoenzim-
lerinin varligi gosterilebilmigtir (19).
Idrardaki enzimin esas kaynag1 prok-
simal tiibill epitel hiicreleridir. NAG,
molekiil agirligt bityiik oldugu igin
glomeriiller yoluyla idrara gecemez
(1,4). Glomeriiler gecirgenligin cok
arttigt durumlarda bile serumda belir-
gin olan A izoenzimine idrarda rastla-
namamustir (20).

NAG aktivitesi, enzimatik, kolorimet-
rik veya fluorometrik olarak ta-
yin edilebilir (21-25). Fluorometrik
yontemlerde  4-methyl-umbelliferyl-
N-acetyl-B-D-glucosaminide 4
MU-NAG) (21), kolorimetrik y6n-
temlerde ise p-nitrophenyl-N-acetyl-
B-D-glucosaminide (PNP-NAG)
(22),  m-cresolsulfon-phtaleinyl-N-
B-D-glucosaminide (MCP-NAG)
(23), omega-nitrostyryl-N-acetyl-B-
D-glucosaminide (MNP-NAG) (24)
substrat olarak  kullanilabilir. NAG
aktivitelerinin, 24 saatlik idrarda veya
rasgele idrar orneklerinde es zaman-
It kreatinin 6l¢iimleri ile birlikte de-
gerlendirilebilecegine dair farkli goriig-
ler mevcuttur ( 2, 25-27).

NAG aktivitesnin -80° -20° C de stabili-
tesini birkag ay koruyabildigi ve 5 kere
eritilip ¢oziilmesi ile aktivitesini kay-
betmedigi belirlenmistir(28).

Bu caligmada saglikli kisilerde ve kronik
bobrek yetmezligi olan hasta grubun-
da PNP-NAG ve MCP-NAG subs-
tratlari ile idrar NAG aktivitesini tayin
ettik. Yontemleri kesinlik, geri kaza-
nim, dogrusallik, sensitivite yonlerin-

den degerlendirdik.

Gereg¢ ve Yontem

Gereg

NAG aktivitesinin tayini i¢cin kontrol gru-
buna ait idrar rnekleri saglikli labo-
ratuvar personelinden; hasta grubuna
ait ornekler ise S.B. Tiirkiye Yiiksek
Thtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi
(TYIH) Uroloji Servisinde yatan, kro-
nik bobrek yetmezlik tanist almis olan

hastalardan alindz.

Idrar 6rnekleri sabah 9:00-11:00 saatleri
arasinda steril kogullarda alindi. Konik
tabanli tiiplere akearilan idrar 6rnekle-
ri (15 mL) 900g de 10 dakika siireyle
santriftij edildi. Ttibtin tist kisminda
kalan hiicresel elemanlardan uzaklas-
urilmis olan idrar toplanarak NAG
aktivitesi ve kreatinin tayini i¢in 2 mL
ayrildi. Kalan idrar ornekleri, kesinlik,
geri kazanim ve sensitivite ¢aligmalar:
i¢in -35°C de dondurularak sakland:.
Presizyon ¢aligmalarinda kullanilmak
tizere ayni giin icinde toplanan, akti-
vitesi ortalamanin {izerinde olan 6 6r-
nekten bir idrar havuzu hazirlandi ve
3mlL lik porsiyonlar halinde -35°C de

dondurularak saklandi.

Spektrofotometrik  dlgiimler  Vitatron
FPS/SPS spektrofotometresinde yapil-
d1 (Vital Scientific). pH sl¢iimleri i¢in
Ionolazer analog pH metresi kullanil-
di (Orion Research). Idrar 6rnekleri
Minifuge T de santrifiij edildi (Here-
aus Sepatech) Idrar kreatinin 6lgiim-
leri DACOS otoanalizériinde yapil-
d1 (Coulter).

PNP-NAG yénteminde uygulanacak olan
jel filtrasyonu icin, laboratuvarda Sep-
hadex G 25 kullanarak hazirlanmis
olan 8 cm uzunluk ve 1 cm ¢apindaki

kolonlar kullanildi.

Yontem
PNP-NAG Yéntemi:

1981’de Horak tarafindan gelistirilen yon-
tem kullanild:i (22). NAG, jel file-
rasyonu ile inhibitérlerinden ayril-
madan 6nce (1la) ve ayrildiktan sonra
(1b) sodyum sitrat tamponunda (pH

4.4 0,1 mol/L) ¢oziinmiis olan PNP-
NAG substrat1 (10 mmol/L) ile reak-
siyona sokuldu. 37° C de 15 dakikalik
enkiibasyon stiresinde substratin enzi-
matik hidrolizi sonucu p-nitrofenilat
iyonu agiga cikti. Reaksiyon 2-ami-
no 2-methyl 1-propanol (AMP, pH
10.25, 0.75 mol/L) ilave edilerek dur-
duruldu ve olusan iiriin 405 nm de

spektrofotometrik olarak degerlendi-
rildi.

Hesaplamalar: NAG aktivitesi, 100 umol/l
lik paranitrofenilat standardi kullanila-

rak asagidaki formiile gore hesapland:.

Enzim aktivitesi (U/L): [A(O)-AOK)] / [
A(ST)-A(RK)] x CmST x 10 x 1/t x
dil.fak

A(O): Numunenin absorbanst

A(OK): Numune kériiniin absorbanst
A(ST):
A(RK): Reaktif koriiniin absorbansi

Standardin absorbansi

Cm ST: Standartin mol olarak konsant-
rasyonu

t : Dakika olarak zaman

10: Birimi pmole ¢evirmek i¢in gereken
katsay1

Rasgele alinmig idrar érneklerinde sonug-
lar, U/mmol kreatinin olarak da deger-

lendirildi.
MCP-NAG yé6ntemi:

Noto ve arkadaglarinin gelistirmis olduk-
lart yontem kullanildi (23). Idrar 6r-
nekleri sitrat tamponunda (pH 4.5, 50
mmol/l) ¢dziinmiis olan MCP-NAG
substratt (275 mmol/L) ile reaksiyona
sokuldu. Onbes dakika 37° C de bekle-
tildikten sonra sodyum karbonat (0.3
mol /L) solusyonu ilave edilerek reak-
siyon durduruldu ve olusan renk, 30
dk icinde 580 nm de spektrofotomet-
rik olarak degerlendirildi. NAG akti-
vitesi, 3-cresol-sulfonphtaleinin molar
absorbtivitesine gore hesaplandi.

Enzim aktivitesi (U/L): AA/EZ x1000 x
TH/OH x1/t

AA: Ornek

reaktif koriiniin arasindaki
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absorbans farki
1000: mmol’ii pmol’e ¢eviren katsayt
TH: Toplam deney hacmi (ml)
OH: Ornek hacmi (ml)
E: Molar absorbtivite(L/mmol x cm)
Z: Isik yolu (cm)

t: Zaman (dk)

Rasgele alinmig olan idrar drneklerinde
sonu¢lart U/mmol kreatinin olarak da

degerlendirildi.

Bulgular

Kontrol grubunda, jel filtrasyonu uygu-
lanmadan 6nce ve sonra PNP-NAG
ve MCP-NAG yonte-

Yontemi ile

mi kullanilarak

elde edilen ortalama

+ 2 standart sapma (SD) degerleri si-

rast ile 5.66+4.8 U/L, 5.38+4.5 U/L,
3.62+3.05 U/L dir.

Ayni yontem-

lerle hasta grubunda elde edilen de-
gerler ise sirasi ile 27.45+24.6 U/L,

25.96x23.46 UL,

16.5¢16.1 U/L

olup; kontrol ve hasta gruplari arasin-
daki fark, her ti¢ yontem i¢in de  is-
tatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001)

(Tablo 1).

kesinligi

Kesinlik (Precision) calismast: Giinler arast
belirlemek i¢in hazirlanmus

olan idrar havuzundan porsiyonlana-
rak dondurulan 6rneklerden 20 farkls
giinde NAG aktivitesi her ii¢ yontem

ile de belirlendi. Jel filtrasyonu uygu-
lanmadan 6nce PNP-NAG yontemi ile
SD: 0.5 U/L, CV: %4.66, jel filtras-
yonu uygulandiktan sonra PNP-NAG
Yontemi ile SD: 0.59 U/L, CV: %3.82,

Tablo 1: Her U¢ yontem ile tesbit edilen idrar NAG aktivite degerleri

MCP -NAG Yonteminde ise SD: 0.45
U/L, CV: %5,29 olarak bulundu.

Analitik geri kazanim (Recovery) calisma-

st: Bu amagla diisiik, orta, yiiksek ak-
tiviteli ii¢ idrar rnegine aktivitelerini
belli miktarda arttiracak kadar NAG
standart ¢ozeltisi ilave edildi. Her iig
yontemle bulunan % geri kazanim
(beklenen degerin % kaginin elde edi-
lebildigi) degerleri % 93.8 ile % 98.8
arasinda bulundu (Tablo 2).

Sensitivite: Dogru olarak belirlenebilen en

diisiik aktivite PNP-NAG yontemi ile
0.15 U/L, MCP-NAG yontemi ile 0.5
U/L olarak belirlenmistir.

PNP-NAG yénteminde reaksiyon 45 U/L

ye kadar lineer ilerlemekte, bu degerin
tistiindeki aktiviteler icin idrarin sey-
reltilmesi gerekmektedir. MCP-NAG
yonteminde ise reaksiyonun 119 U/L

lik aktiviteye kadar dogrusal olarak

ilerledigi tesbit edilmistir.

PNP-NAG JEL(+) PNP-NAG JEL(-) MCP-NAG
Yontemi Yontemi Yéntemi Substrat olarak PNP-NAG’in kul-
control | 366 = 48 UL 5,38 + 4,5 U/L 3,62 + 3,05U/L la“‘lj‘g‘ ve ,OFIZ‘?Ifef,‘,“ jel ﬁll“jjI{I"P
0,43+0,24 U/mmol kr | 0,40+0,26 U/mmol kr | 0,27+0,16 U/mmol kr. | 7undan gesiridigtyontem e £
substratnin kullanildigs ancak jel
Hasta 27,5 + 24,6 U/L 26,0 + 23,5 U/L 16,5 + 16,1 U/L filtrasyonu yapilmayan ydntem ve
6,59 +13,8 U/mmol kr. | 6,21 12,7 U/mmol kr. | 3,89 = 7,5 U/mmol kr. | MCP-NAG yéntemi ile elde edi-
len sonuglar karsilagurildiginda

U/L: Unite/Litre, U/mmol kr.: Unite/milimol kreatinin

yontemler arasinda  iyi bir iliski

Tablo 2: Geri kazanim (recovery) calismasi sonuglari

. o Bulunan o
Yéntem Beklenen Aktivite(U/L) Aktivite(U/L) % Recovery
3,55 3,51 98,8
PNP-NAG jel (+) 15,76 15,10 95,8
39,84 35,58 96,8
3,47 3,41 98,3
PNP-NAG jel (-) 15,30 14,70 96,1
39,91 38,02 97,3
1,32 1,23 93,8
MCP-NAG jel 8,74 8,27 94,6
28,25 27,40 97,0
Tablo 3: PNP-NAG, MCP- NAG y6ntemleri ile normal bireylerde tesbit edilmis olan NAG aktivi-
teleri
Yéntem Yazar Olgu sayisi kl;l:)G aktivite: (U/mmol
TYiH Biyokimya Lab | 40 0,42+0,12
PNP-NAG Goren etal (11) 36 0,47+0,28
Jung et al (6) 66 0,44
TYiH Biyokimya Lab | 40 0,27+0,16
MCP- NAG | Cooper et al (30) 12 1,70+9,2
Shimajo et al (31) 57 0,20+0,01

bulundugu gériilmiistiir (sirastyla,

r=0.994, r=0.981).

Tartisma

[drar NAG aktivitesinin kolorimetrik tayi-

ninde PNP-NAG ve MCP-NAG subs-
tratlart yaygin olarak kullanilmakeadir
(22, 23). Biz calismamizda, bu subs-
tratlar1 kullanarak 40 normal ve 40
bébrek yetmezlikli hastada idrar NAG
aktivitelerini belirledik.

NAG aktivitesinde goriilen giin i¢i degi-

siklikler ile ilgili farkli gdrisler vardir
(21, 23). Yirmidore saatlik idrar topla-
ma iglemi zor olup, dogru olarak uygu-
lanmast zor olabilir. Sabah ilk idrarin
toplanmasi ve belirlenen NAG aktivi-
tesinin itrah hizi olarak veya kreatinine
oranlanarak verilmesi tercih edilebilir
(21). Calismamizda sabah 9:00-11:00
saatleri arasinda toplanan idrar rnek-

lerini kullanarak sonuglart U/L ve U/

Klara Dalva, Mevhibe Balk, Giil Sevim Saydam, Selime Ayaz, izak Dalva
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mmol kreatinin olarak ifade ettik ve

degerlendirdik.

Sagliklt kisilerin idrar rneklerinden olu-
san  kontrol grubunda PNP-NAG
substrat1 ile buldugumuz degerler,
Jung ve ark., Goren ve ark. nin bildir-
dikleri degerler ile uygunluk i¢indeydi.
MCP-NAG substrati ile buldugumuz
degerler ise Shimojo ve ark ile Cooper
ve ark. nin bildirdigi degerlere olduk¢a
yakindi (Tablo 3).

[drarda NAG enziminin kompetitif inhi-
bisyonuna neden olan diisiik molekiil
agirlikli bazi inhibitdrler mevcuttur
(22). Jel filtrasyonu  ortamdaki inhi-
bitérleri uzaklastirmak icin uygulanan
yontemlerden biridir. Biz de bu amag-
la Sephadex G 25 ile jel filtrasyon kro-
motografisi teknigini kullandik. PNP-
NAG substrat ile jel filerasyonundan
once ve sonra NAG aktivitesini dlce-
rek sonuglart karsilagtirdik. Jel fileras-
yonundan sonraki NAG aktivitelerin-
de, éncekine gore % 6 lik bir yiiksek-
lik gdzledik. Jel filtrasyonundan oénce
ve sonra yapilan NAG aktivitesi 6l-
¢limleri arasinda oldukea iyi bir kore-
lasyon bulduk (r=0.994). Jung ve ark
ise numune/reaktif oranin1 1/6 olarak
aldiklarinda jel filtrasyonundan énce
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