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Einleitung

Die N-Acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG; 2-Acetamido-
deoxy-R-glucoside acetamidodeoxyglucohydrolase, EC
3.21.30) hat sich in der quantitativen Harnanalytik als
eine KenngroRe erwiesen, die geeignet ist, die konventio-
nelle Nierendiagnostik zu verbessern (1). Die klassische
kolorimetrische Methode der NAG-Aktivitatsbestimmung
verwendet das Substrat 4-Nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glu-
cosaminid (PNP-Methode) und setzt fiir eine zuverlassige
Messung die Entfernung stérender Enzyminhibitoren des
Harns durch Gelfiltration oder Dialyse voraus (2). In der
Zwischenzeit sind Substrate fiir die NAG synthetisiert

worden, die wegen ihrer geringen K,-Werte, der guten -

Loslichkeit und des hohen molaren Absorptionskoeffi-
zienten des Aglykonrestes eine Bestimmung auch ohne
aufwendige Probenvorbehandlung ermdglichen (3-5).
Diese Verfahren, mit Ausnahme der kirzlich von Makise
et al. (5) beschriebenen Methode, beruhen auf einer dis-
kontinuierlichen Messung und kénnen damit nicht auf
modernen Analysengerdten adaptiert werden. Seit kur-
zem wird von Boehringer-Mannheim GmbH eine Test-
kombination angeboten, die auf der Basis einer kontinu-
ierlichen Messung eine Aktivititsbestimmung direkt im
Nativharn erlaubt (6, 7). Da bisher nur wenige Daten lber
den Einsatz dieses Testes vorliegen, haben wir die Me-
thode

1. mit bisher empfohlenen diskontinuierlichen Verfahren,

die gleichfalls auf eine Probenvorbehandlung verzich- .

ten, verglichen und

2. den EinfluR von Harnbestandteilen, insbesondere von
Harnstoff, als mégliche StorgroRen auf die NAG-Be-
stimmung in verschiedenen Spezies (Mensch, Affe,
Hund, Ratte) untersucht.

Methodik und Material

Material

Morgenharn nach Zentrifugation und bei den entspre-

_ chenden Untersuchungen nach Gelfiltration Uber Se-
' phadex G50 (8) eingesetzt. Die Harnproben von Affe,

Hund und Ratte wurden von gesunden Tieren gewonnen,
gelfiltriert, Uber Ultrafiltration eingeengt und zur Ermitt-
lung des Harnstoffeinflusses auf die NAG-Aktivitat mit
Harnstoff versetzt, so daRR Konzentrationen von 0 bis 1000
mmol/l in der Probe vorlagen.

Testmethode: CPR-Methode (6, 7)

Zugrunde liegt die von Boehringer Mannheim GmbH ein-
gefluihrte Testkombination (,,Farbtest zur Bestimmung von
N-Acetyl-B-D-glucosaminidase im Urin”). Als Substrat
dient das 3,3'-Dichlorphenylsulfonphthaleinyl-Derivat des
N-Acetyl-B-D-glucosaminids. Durch die NAG-Aktivitat
wird der Farbstoff Chlorphenolrot (deshalb CPR-Me-
thode) freigesetzt und bei 575 nm gemessen. Als pH-
Wert im Reaktionsansatz wurde pH 6,25 gewahlit. Damit
wird zwischen dem pH-Optimum der NAG (pH 5,20) und
der pH-Abhéangigkeit der Absorption des Aglykonrestes
ein praktikabler KompromiR erzielt, der eine geniligend
empfindliche kontinuierliche Messung des freigesetzten
Farbstoffes in der Reaktionslésung erméglicht. Die Be-
stimmungen wurden am Hitachi 717 bei 575 nm (2 min
Mefzeit; 37°C) mit 15 ul als Probe- und 300 ul als Rea-
gensvolumen vorgenommen. Die Kalibrierung erfolgte
der Vorschrift entsprechend mit einem NAG-Standard auf
der Basis des molaren Absorptionskoeffizienten von
Chlorphenolrot.

Vergleichsmethoden

a) MCP-Methode (3): Diese Methode wurde von Noto et
al. (3) eingefiihrt und verwendet das Substrat m-Cresol-
sulfonphthaleinyl-N-acetyl-B-D-glucosaminid (deshalb
MCP-Methode). Kommerziell wird der Test von Boehrin-
ger Mannheim vertrieben. Die Bestimmungen wurden
entsprechend den Angaben des Herstellers bei 37°C
durchgefiihrt)

b) MNP-Methode (4): Diese Methode benutzt das Sub-
strat  2-Methoxy-4-(2-nitrovinyl)phenyl-N-acetyl-B-D-glu-
cosaminid (4). Der Test wird kommerziell von Thames Ge-
nelink Ltd., Guildford (U.K.) vertrieben. Entsprechend den
vorliegenden Angaben haben wir die Reagenslésungen
selbst zubereitet, die Bestimmungen mit 20 ul Probe und
300 ul Substratiésung (30 min Inkubation; 37°C) ausge-
flihrt und die Aktivititen mit Hilfe des molaren Absorp-
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Tab. 1: Prézisionsdaten der angewendeten NAG-Bestimmungs-
methoden. Fir die intraserielle Prazisionskontrolle wurde Sam-
melharn von Nierentransplantierten, fir die Tag-zu-Tag-Uberpri-
fung lyophilisiertes Kontrollmaterial von Boehringer Mannheim
GmbH verwendet.

Imprézision Methode

CPR mce MNP PNP
Intraseriell
(n = 20)
x, UN 4,99 AL 5,80 19,0
s, Ui 0,08 0,24 0,23 0,67
s % 1,60 3,38 3,97 3,53
Tag-zu-Tag
{n = 20)
x, U/l 4,76 - - 13.9
s, U/l 0,15 - - 0,59
s % 3,20 - - 4,24

tionskoeffizienten bei 505 nm errechnet. Als Stoppl6sung
wurde anstelle des in der Vorschrift empfohlenen Karbo-
natpuffers 1 mol/l TRIS/HCI-Puffer (pH 10.0) verwendet,
da dadurch eine langere Stabilitdt des Farbstoffs erreicht
wird.

c) PNP-Methode (9, 10): Diese Methode verwendet das .

Substrat. 4-Nitrophenyl-N-acetyl--D-glucosaminid in ei-
ner Endkonzentration von 8 mmol/l. Die kompetitive
Hemmung der NAG-Aktivitat durch im Harn vorhandene
Inhibitoren wird durch die hohe Substratkonzentration
und das geringe Probenvolumen (20 ul Harn und 200 ul
Reagens; 30 min Inkubation bei 37°C) vermieden (9). Die
Gelfiltration der Harnproben ist damit im Gegensatz zu
PNP-Methoden, die geringere Substratkonzentrationen
vorsehen (2), nicht erforderlich.

Statistische Berechnungen

Die Methodenvergleiche wurden mit dem Regressions-
verfahren nach Passing und Bablok (11) ausgewertet. Die
Signifikanz von Mittelwertsunterschieden wurde durch
den t-Test nach Student fiir gepaarte Daten Uberprift.
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Abb. 1: Vergleichende Bestimmung der NAG-Aktivitdt mit der
CPR-Methode in nativen und gelfiltrierten Harnproben (n = 20).
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wiedergefundene NAG-Aktivitat (%)

Ergebnisse

Imprézision

In Tabelle 1 sind Prézisionsdaten fiir die eingesetzten Me-
thoden aufgefiihrt. Daraus wird ersichtlich, da8 der neue

kinetische Test hohen analytischen Anforderungen ge-
recht wird.

Interferenz

Ein Vergleich der Bestimmungen an menschlichen Nativ-
harnproben und entsprechend gelfiltrierten Aliquots mit -

der CPR-Methode ist in Abbildung 1 dargestelit. Die im
Nativharn gemessenen Aktivitaten sind signifikant niedri-
ger (t-Test; p < 0,05), wobei der Unterschied jedoch nur
ca. 5% betrégt. Als wesentlicher Inhibitor der NAG-Aktivi-
tat wird Harnstoff angesehen (12). Abbildung 2 verdeut-
licht, daB bei diesem Test Harnstoff erst oberhalb der
schon relativ hohen Konzentrationen von 250 mmol/l ge-
ringfligig die NAG-Aktivitdt hemmt. Dies gilt sowohl fiir
die NAG des Menschen als auch verschiedener Tierspe-

zies. Damit bestehen fiir die empfohlene Analytik ohne
Probenvorbehandlung mit der CPR-Methode ahnlich giin- |

stige Verhalitnisse wie bei der MCP-Methode.
Methodenvergleiche

Der Vergleich zu den anderen Methoden (Abb. 3A~C) 4

zeigt eine zufriedenstellende Korrelation (Korrelationsko-
effizienten zwischen 0,953 und 0,977). Die mit der CPR-

Methode ermittelten Aktivitdten sind geringer als die mit

den drei Vergleichsmethoden erhaltenen Aktivitaten.

SchiuBfolgerung

Der von Boehringer Mannheim GmbH neu eingefiihrte
NAG-Test gestattet eine zuverldssige Aktivitadtsbestim-

mung dieses Enzyms nach dem kontinuierlichen MeR3-
prinzip im Nativharn des Menschen und von Tieren. Da- -
mit besteht die Moglichkeit, die Analytik in das normale -

klinisch-chemische Laboratorium aufzunehmen und eine
nicht nur auf.Speziallaboratorien begrenzte Erweiterung
der Nierendiagnostik fir Klinik und Forschung anzustre-
ben. . .
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Abb. 2: EinfluB von Harnstoff auf die NAG-Bestimmung mit der
CPR-Methode.

Gelfiltrierte Sammelharne von Mensch, Ratte, Hund und Affe :

wurden mit Harnstoff versetzt (Konzentrationen auf der X-Achse)
und dann als Probenmaterial eingesetzt. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen; sie geben die prozen-
tualen’ Verdnderungen gegeniiber der: -Aktivitdtswerten in den
gelfiltrierten Harnproben (100 %) wieder.
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Abb. 3: Vergleichende Bestimmungen zwischen der CPR-Me-
thode und anderen NAG-Bestimmungsmethoden ohne Proben-
vorbereitung. Untersuchungen an 31 menschlichen Harnproben.
Berechnung der Methodenvergleiche nach Passing und Bablok
(12).

a) MCP-Methode, Bestimmung mit dem Substrat m-Cresolsul-
fonphthaleinyl-N-acetyl-B-D-glucosaminid;

b) MNP-Methode, Bestimmung mit dem Substrat 2-Methoxy-4-
(2-nitrovinyl)phenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminid;

¢) PNP-Methode, Bestimmung mit dem Substrat 4-Nitrophenyl-

N-acetyl-B-D-glucosaminid.
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