KLİNİK ENZİMOLOJİ
TANIM
Klinik enzimoloji, insanlarda görülen hastalıkların tanı veya ayırıcı tanısının yapılması ve sağaltımın izlenmesinde enzimatik ölçümlerin uygulanması ile ilgilenen bilim dalıdır, diagnostik enzimoloji olarak da adlandırılır.
Hücresel hasarın belirleyicileri olarak bilinen enzimlerin ölçümleri klinik laboratuarların en önemli işlevleri arasındadır. 
ENZİMLER
Enzimler, kendisi parçalanmadan veya değişikliğe uğramadan kimyasal reaksiyonu katalizleyen protein molekülleridirler.

Enzimlerin adlandırılması, başlangıçta, her enzim substratının veya enzimin etki ettiği grup ismine ek bir –az takısının eklenmesi suretiyle (üreaz gibi) olmuştur. Daha sonra reaksiyon tipine göre adlandırılma (D-amino asit oksidaz gibi) yapılmıştır. Bazı enzimlere deneysel/ampirik adlar (tripsin gibi) verilmiştir. Uluslararası Biyokimya Birliği (IUB), 1955’te enzim adlandırılmasındaki problemleri görüşmek üzere Enzim Komitesini (EC) oluşturmuştur. Bu komitenin önerdiği sistematik isim, katalizlenen reaksiyonun doğasını tanımlar ve özel bir sayısal kod ile gösterilir. Her enzim için özel sayısal kod 4 rakamdan oluşur ve her biri nokta ile ayrılır, numaranın önünde EC kısaltması bulunur (EC 2.6.1.2 gibi). İlk numara enzimin ilintili olduğu sınıfı belirtir ki tüm enzimler katalizledikleri reaksiyon türü ile belirlenen altı sınıftan birine aittir: 1) Oksidoredüktazlar 2) Transferazlar 3) Hidrolazlar 4) Liyazlar 5) İzomerazlar 6) Ligazlar. Sonraki iki rakam enzimin ilintili olduğu alt sınıfları ve alt-alt sınıfları gösterir. Son sayı her enzim için, enzimin alt-alt sınıfında verilen özgün bir seri numarasıdır. Her enzimin sistematik ismi iki kısımdan oluşur; birincisi substratın veya etkilenen substratların ismidir, ikincisi –az ile biten bir sözcüktür ve gruptaki tüm enzimler tarafından katalizlenen reaksiyon tipini gösterir. Eğer iki substrat bulunmaktaysa, her iki isim de kullanılır ve “:” işareti ile (EC 1.1.1.27 L-Laktat:NAD+ oksidoredüktaz gibi)  ayrılır.
Enzimlerin yapısı: Tüm enzim molekülleri genel olarak proteinlerin karakteristiği olan primer, sekonder ve tersiyer yapılara sahiptir. Bu yapı, küçük altbirim (protomer) gruplarının bir araya gelmesiyle oluşur. Enzimlerin katalitik aktivitesi gibi biyolojik aktiviteleri sıklıkla oligomerik molekülünün bir özelliğidir, dolayısıyla altbirimleri (protomerler) birbirlerinden ayrıldıkları zaman enzimin aktivitesi kaybolur.
Enzim yapısındaki her hangi bir bozulma aktivite kaybı ile beraberdir ki bu süreç denatürasyon olarak bilinir. Eğer denatürasyon çok ilerlememişse, denatüre edici etkenin (artan sıcaklık, uç pH değerleri, ortama kimyasal eklenmesi gibi koşullar) uzaklaştırılmasıyla aktivite geri döner. Uzamış veya ileri derecedeki denatüre edici koşullar aktivitede geri dönüşümsüz bir kayba sebep olur.

Koenzimler, bazı enzimlerin aktiviteleri için gerekli olan ve kofaktör diye adlandırılan ek kimyasal bileşenlerin organik veya metalloorganik molekül yapısında olanlarıdırlar. Kofaktörlerin diğer grubu Fe2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ gibi inorganik iyonlardır ki kofaktörü ile birlikte tam, katalitik olarak aktif bir enzim holoenzim olarak adlandırılır. Koenzimlerin bazıları enzim proteinine kovalent olarak bağlıdırlar, enzimden ayrılmazlar (prostetik grup); bazı koenzimler ise enzim proteinine nonkovalent olarak gevşek bir şekilde bağlanırlar, enzimden ayrılabilirler (kosubstrat).
İzoenzimler, bir enzimin çoklu formlarıdır; hepsi enzimin karakteristik reaksiyonunu katalizler, ancak farklı yapısal genler tarafından kodlandıklarından yapıları birbirinden farklıdır. İzoenzimlerin yapısal farklılıkları, çeşitli derecelerdeki farklı özelliklere neden olmaktadır.

Koenzimler, 
Enzimlerin katalitik aktivitesi: Canlıdaki hemen hemen tüm kimyasal reaksiyonlar özgün enzimler ile katalizlenmektedir. Bundan dolayı, yaşamın kendisi, birleşmiş enzimatik reaksiyonlar serisi; bazı hastalıklar da normal metabolik modeldeki düzenin bozulması olarak ele alınmaktadır. Enzimlerin katalitik aktivitesi onları patolojik değişikliklerin duyarlı belirleyicileri yapar ve bu da klinik enzimolojinin temelini oluşturur.
ENZİMATİK ÖLÇÜMLER İÇİN UYGUN BİYOLOJİK MATERYALLER
Enzimatik ölçümler için uygun biyolojik materyaller, biyolojik sıvılar (kan, BOS, amniyon sıvısı, idrar, seminal sıvı), eritrositler, lökositler, doku biyopsi örnekleri ve doku hücre kültürleridir.

Kan, klinik biyokimya laboratuvarlarında enzim aktivitesi tayini için en sıklıkla kullanılan biyolojik materyaldir. Kanda enzim aktivitesini tayin için ideal örnek serumdur. Plazmadaki antikoagulanlar enzimatik aktiviteyi düşürürler. Örneğin EDTA, ortamda enzimatik aktivite için gerekli iyon olan Mg2+ iyonunu uzaklaştırır, aktiviteleri için bu iyona gereksinim gösteren asit fosfataz gibi enzimlerin aktivitesinin düşük bulunmasına neden olur. Oksalat, özellikle laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinde kayba neden olur. Kullanılabilecek en iyi antikoagulan olan heparin bile enzim aktivitelerinde %10 kayba neden olur.

BOS, kan-beyin bariyeri kandan BOS’a enzim geçişini önlediği için, kısıtlı sayıdaki enzimin aktivitesinin ölçülebildiği biyolojik sıvıdır. Plazmadaki enzim değişiklikleri BOS’a yansımaz.

Amniyon sıvısı, glikojen depo hastalıkları gibi kalıtsal hastalıkların tanısı için enzim aktivitesi tayininin yapıldığı önemli bir biyolojik sıvıdır. 

Seminal sıvı, spermatogenez hakkında bilgi edinmek için enzim aktivitesi tayininin yapıldığı biyolojik materyaldir. LD6 semene özgü bir enzimdir, seminal sıvıda prostatik asit fosfataz tayini de yapılabilir.

İdrar, asit pH ve enzim aktivitesini etkileyen maddelerin varlığı nedeniyle enzim aktivitesi tayini için sınırlı olarak kullanılır. Ancak akut pankreatit tanısında idrarda amilaz tayini önemlidir.

Eritrositler, glikoliz yolu enzimlerinden pirüvat kinaz ve pentoz fosfat yolu enzimlerinden glukoz-6-fosfat dehidrojenaz tayini için, ayrıca süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin tayini için sıklıkla kullanılır. 

Lökositler, glikojen depo hastalıkları gibi kalıtsal hastalıkların tanısı için enzim aktivitesi tayininin yapıldığı biyolojik materyaldir.

Doku biyopsi örnekleri, kalıtsal hastalıkların tanısı için enzim aktivitesi tayininin yapıldığı biyolojik materyaldir. Örneğin intestinal mukoza biyopsi örneklerinde disakkaridaz aktivitesi tayini yapılarak disakkaridaz yetmezliği araştırılabilir.

Doku hücre kültürleri, pek çok enzim aktivitesi tayini için kullanılabilir. Özel araştırma laboratuvarlarında amniyotik hücre veya fibroblast kültürlerinde mukopolisakkaridoz ve lipidoz gibi kalıtsal hastalıkların tanısı için enzim aktivitesi tayini yapılmaktadır.
KANDA BULUNAN ENZİMLER
Kanda bulunan enzimler, plazmaya özgü enzimler, sekresyon enzimleri ya da sellüler enzimler olabilir.

Plazmaya özgü enzimler, pıhtılaşma ve fibrinoliz ile ilgili enzimlerdir. Bunlar dokudan inaktif olarak plazmaya salgılanmışlardır, plazmada aktivite kazanırlar, plazmada bulunurlar ve plazmada fonksiyon görürler.

Sekresyon enzimleri, bir dokuda sentezlenirler ve genelde bir kanal yoluyla bir lümene salgılanırlar, plazmaya geçen miktarları normalde azdır. Gastrointestinal sistem kökenli lipaz, amilaz, tripsinojen enzimleri, karaciğer kökenli psödokolinesteraz, prostat kökenli prostatik asit fosfataz, kanda bulunan önemli sekresyon enzimleridirler.

Sellüler enzimler, esas olarak hücre içinde bulunan, etkilerini hücre içinde gösteren, plazmada normalde düşük konsantrasyonda bulunan enzimlerdir. Hücre proliferasyonu, hücre yapım-yıkım döngüsünde hızlanma, hücre harabiyeti bu enzimlerin plazma düzeyini yükseltir. Sentezde azalma veya doğmalık bir kusura bağlı olarak sellüler enzimlerin plazma düzeyi normalden düşük olabilir, fakat bu duruma ender rastlanır. 

Transaminazlar (AST, ALT), laktat dehidrojenaz (LD) ve alkalen fosfataz (ALP), kanda bulunan önemli hücre içi enzimlerdir. 

Sellüler enzimlerin bazıları temel olarak belirli hücre tiplerine özgüdürler. Sellüler enzimlerin serumdaki aktivitelerinin ölçümü suretiyle organizmadaki patolojik değişikliklerin doğası ve patolojik olayın doku konumu anlaşılabilir. Ancak bir enzimin herhangi bir hastalığın tanı veya ayırıcı tanısındaki yararı, dağılım gösterdiği organ ve doku sayısıyla ters orantılıdır. Bir sellüler enzimin dağılım gösterdiği organ ve doku sayısı fazla ise bu enzim nonspesifik bir enzimdir, tanı veya ayırıcı tanıdaki yararı azdır. Dağılım gösterdiği organ ve doku sayısı az olan sellüler enzim spesifik bir enzimdir, tanı veya ayırıcı tanıdaki yararı fazladır. Örneğin prostatik asit fosfataz, amilaz ve lipaz, spesifik enzimlerdir.
SERUM ENZİM DÜZEYİNİ ETKİLEYEN FAKTÖRLER

Herhangi bir enzimin kandaki düzeyi, kaynaklandığı hücreden dolaşıma katılım hızı ve inaktive edildiği veya uzaklaştırıldığı hız arasındaki dengenin bir sonucudur.

Serum enzim düzeyini etkileyen başlıca faktörler; enzim üretiminde değişiklikler, enzimlerin hücrelerden serbest kalma hızı, enzimlerin dolaşımdan uzaklaştırılma hızı ve enzim aktivitesini artıran veya azaltan nonspesifik nedenlerdir.
Enzim üretiminin artması (sentezin artması veya enzimin sentezlendiği hücrelerin proliferasyonu), hücre membranında hasar veya hücre ölümü, enzimlerin dolaşımdan uzaklaştırılma veya inaktive edilme hızını azaltan nonspesifik nedenlerin varlığı hallerinde serum enzim düzeyi artar.
Enzim üretiminin azalması, enzimlerin dolaşımdan uzaklaştırılma veya inaktive edilme hızını artıran nonspesifik nedenlerin varlığı hallerinde serum enzim düzeyi azalır.
1) Enzim üretiminde değişiklikler 

Enzim üretiminde azalma, genetik yetmezlik ve hastalık durumları gibi çeşitli durumlara bağlı olabilir. 

Genetik yetmezliğin bir örneği olan ve çok nadir rastlanan hipofosfatazemide serum alkalen fosfataz (ALP) enzimi aktivitesi çok düşüktür. 

Karaciğer hastalıklarında serum kolinesteraz enziminin aktivitesi düşük saptanır.

Enzim üretiminde artma, sık görülür. Uyarıya bağlı olarak enzim aktivitesi artışına enzim indüksiyonu denir. 

Osteoblastik aktivite artışında serum alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi artar. 

Biliyer tıkanmada karaciğerde enzim sentezi uyarılır ve serum alkalen fosfataz (ALP), gama glutamat transpeptidaz (GGT, γ-GT) aktivitesi artar. γ-GT artışı daha fazladır. 
İlaçların etkisiyle indüksiyona bağlı olarak bazı enzimlerin serumdaki aktivitesi artar. Örneğin alkol, barbitürat veya fenitonin gibi ilaçların kullanılması, mikrozomal enzim indüksiyonu sonucu GGT’yi artırır.

2) Enzimlerin hücrelerden serbest kalma hızı 

Hücre membranı, enzimlerin hücre dışına çıkmasını engelleyerek sellüler enzimlerin normalde hücre içinde kalmasını sağlar, sellüler enzimlerin ancak çok az bir kısmı hücre dışına çıkar ve dolayısıyla serumda bulunabilir. Hücre membranının bütünlüğü, hücrenin enerji üretimine bağımlıdır. Okside edilebilir substratların tükenmesi veya enerji üretimi için gerekli oksijen girişinin kısıtlanması gibi enerji üretimini bozan her türlü etken, hücre membranının bozulmasını artırır. Bu gibi durumlarda, membran hücresel bileşenlerini sızdırır ve eğer hücresel hasar dönüşümsüz hale gelirse hücre ölür.

Enzimlerin hücrelerden serbest kalma hızının arttığı iki temel olay, hücre harabiyeti (nekroz) ve enflamasyondur.

Nekroz, hücre membranı ve organel membranlarının bütünlüğünün bozulmasıyla hücre içeriğinin hücre dışına boşalmasıdır. Bu durumda hem sitozolik hem mitokondriyal enzimler hücre dışına boşalır ve dolayısıyla serumda hem sitozolik hem mitokondriyal enzimlerin aktivitelerinin arttığı saptanır. Serum enzim düzeyi artışının saptanması suretiyle hücre harabiyetinin derecesi ve yaygınlığı hakkında bilgi edinilebilir.

Nekroza yani hücre harabiyeti ve ölümüne neden olan faktörler şunlardır: Hipoksi, kimyasal ajanlar ve ilaçlar, fiziksel ajanlar, genetik bozukluklar, beslenme bozuklukları, enfeksiyöz ajanlar, immün bozukluklar.

Hipoksi, hücrede enerji üretiminin bozulduğu önemli bir klinik durumdur. Anemi ve kardiyorespiratuvar yetmezlik hallerinde hipoksi gelişebilir. Normalde hücre membranının bütünlüğü, enerji ile sağlanır ve korunur. Hücrede okside olabilecek substratların azalması veya doku oksijenasyonunun yetersizliği nedeniyle enerji üretiminde bozulma, hücre membranının bütünlüğünün bozulmasına ve sonuçta hücre harabiyetine veya hücre ölümüne neden olabilir, hücre içinden ekstrasellüler ortama artan miktarlarda enzim sızıntısı olur.

Kurşun, cıva, alkol, tütün gibi kimyasal ajanlar ve antiepileptikler gibi ilaçlar, hücre harabiyeti veya hücre ölümüne sonuçta da serumda hem sitozolik hem mitokondriyal enzimlerin aktivitelerinin artışına neden olabilir.

Travmalar, aşırı sıcak veya soğuk, radyasyon, hücre harabiyeti veya hücre ölümüne sonuçta da serumda hem sitozolik hem mitokondriyal enzimlerin aktivitelerinin artışına neden olan önemli fiziksel ajanlardır.

Vitamin ve mineral eksiklikleri ile sonuçlanan beslenme bozuklukları, serumda hem sitozolik hem mitokondriyal enzimlerin aktivitelerinin artışına neden olabilir.

Enflamasyon, kan damarları duvarı ve çevre dokularda hücre membranı geçirgenliğinin artışı ile ilgili reversibl bir olaydır, kimyasal veya biyolojik bir uyarı sonucu gelişir. Enflamasyonda organel membranları etkilenmediğinden serumda sadece sitozolik enzimlerin aktivitesi artar, mitokondriyal enzimlerin aktivitesinde önemli artış olmaz.
3) Enzimlerin dolaşımdan uzaklaştırılma hızı 

Enzimlerin dolaşımdan uzaklaştırılma hızı, serum enzim düzeyini etkileyen önemli bir faktördür. 

Enzimlerin üriner atılımı majör bir yol değildir. Enzimler, çok az miktarda glomerüler filtrasyona uğrarlar. Ancak molekül ağırlığı 55.000 den küçük olan α-amilaz enzimi idrarla atılır ve akut pankreatitte idrar α-amilaz düzeyi yüksek saptanır.
Enzimlerin karaciğerden safra ve biliyer yolla uzaklaştırılmaları da önemsizdir.

Enzimler, plazmada parçalanma suretiyle inaktive olurlar ve olasılıkla retiküloendoteliyal sistem (RES) yoluyla süratle dolaşımdan uzaklaştırılırlar. Enzimlerin ortalama yarı ömürleri 24-48 saat kadardır. Esasen hastalıkların tanısında kullanılacak bir enzimin yarı ömrü kısa olmamalıdır, 6 saatten uzun olmalıdır.
4) Enzim aktivitesini artıran nonspesifik nedenler 

Enzim aktivitesini artıran nonspesifik nedenler arasında fizyolojik nedenler, ilaçlarla enzim indüksiyonu ve hemoliz önemlidir.

Enzim aktivitesini artıran fizyolojik nedenler epeyce çoktur: Yeni doğanda AST gibi bazı enzimlerin aktivitesi orta derecede bir artış gösterir. 

Doğumdan bir yaşına kadar α-amilaz düzeyi düşüktür. 
Çocuklukta puberte sonuna kadar ALP düzeyi yüksektir. 

Gebeliğin son üç ayında ALP, 5'-nükleotidaz, lösin aminopeptidaz (LAP) yüksektir. 

Doğum sırasında ve doğumdan hemen sonra annede transaminazlar (AST ve ALT) gibi birçok enzimde orta derecede yükselme görülür. 

Erkeklerde kassal kitle fazlalığına bağlı olarak CPK (CK) düzeyi yüksektir. 

Yaşlılıkta bazı enzimlerin aktiviteleri azalır.

Fiziksel aktivitenin fazla olduğu sporcularda CPK yüksektir, aşırı fiziksel aktiviteden 48 saat sonra bile yüksek kalır. 

İlaçlarla enzim indüksiyonu, bazı enzimlerin aktivitesinde artışına neden olabilir. Örneğin difenilhidantoin ve barbitüratlar, ALP’ı yükseltirler.

Alkol, GGT’yi yükseltir.

Hemoliz, eritrosit içeriğinin seruma geçmesine bağlı olarak enzim aktivitesinin yüksek bulunmasına neden olabilir. Hemoliz sonucunda hem sellüler enzimler hem de interferansa neden olan maddeler seruma geçmektedir. Hemolize bağlı olarak transaminaz (AST ve ALT) ve LDH düzeyleri artar.
KLİNİK ENZİMOLOJİDE ENZİM ÖLÇÜMLERİ
1) Reaksiyon hızlarının ölçülmesi

Enzim katalizli reaksiyonların hızı, sistemde mevcut olan aktif enzimin miktarı ile doğru orantılıdır. Bu nedenle, tanımlanmış ve kontrollü koşullarda reaksiyon hızlarının saptanması, serum gibi örneklerde enzimlerin ölçümünde çok duyarlı ve özgül yöntemler sağlar.
Enzim ve substratın karıştığı an reaksiyon hızı sıfırdır. Bundan sonra hız tipik olarak maksimum hıza doğru artar ve sonunda bir süre için sabit kalır. Sabit reaksiyon hızında hız, sadece enzim konsantrasyonuna bağlıdır ve substrat konsantrasyonundan tamamen bağımsızdır. Bu durumda, reaksiyon hızı substrat konsantrasyonunun sıfırıncı üssüyle doğru orantılı olduğundan, reaksiyonun sıfır derece kinetiği izlediği söylenir. Temel olarak, daha çok substrat kullanıldıkça reaksiyon hızı azalır ve substrat konsantrasyonuna bağımlı birinci derece evreye girer. İnhibitör olabilecek maddelerin birikimi, ters reaksiyonların artan önemi, enzim denatürasyonu, reaksiyon hızının azalmasına katkıda bulunan diğer nedenlerdir.
Enzim ölçümleri, başlangıçta substrat konsantrasyonlarına göre doygunluğa ulaşılan koşullarda yapılır. Hız, sıfır derece evresinde, hızın sabit kaldığı sırada, sabit inkübasyon süresinde oluşan ürün ölçümü yoluyla belirlenir.

Reaksiyon hızının belirlenmesi, tanımlanmış bir zaman aralığında ortaya çıkan miktar değişiminin kinetik ölçümü suretiyle olur. Reaksiyon hızının ölçülmesinde sabit zaman ve sürekli izleme yöntemleri kullanılır.

Sabit zamanlı reaksiyonda, enzim tarafından dönüştürülen ürün miktarı, sabit zaman aralığının sonunda reaksiyon durdurularak ölçülür.

Sürekli izleme yönteminde, reaksiyonun ilerleyişi sürekli olarak izlenir.

Reaksiyon hızının ölçümü, aktivite birimi ile ifade edilir. Klinik enzimolojide enzim aktivitesi genelde belli bir hacimde (100 mL’deki, L serumda, 1 mL eritrositteki gibi) verilir. Reaksiyon hızı pH, çözelti tipi, sıcaklık, substratın doğası, iyonik güç, aktivatör konsantrasyonu ve diğer değişkenler gibi deneysel parametrelere dayandığından, bu gibi parametreler birimin tanımlanmasında belirtilmelidir.
Tarihsel süreçte, enzim aktivitesini belirtmek için birçok birim kullanılmıştır. Enzim aktivitesinin tanımlanmasını standardize etmek için IUB Enzim Komitesi, enzim aktivite biriminin dakikada 1 mikromolar substratı ürüne dönüştüren enzim miktarı olarak tanımlanmasını ve bu birimin uluslararası ünite (IU, U) olmasını önermiştir. Katalitik konsantrasyon, sayısal olarak daha uygun bir değer olduğu için, U/L veya mU/L birimleriyle ifade edilir. Katal (kat) olarak adlandırılan yeni bir birimin zamanla uluslararası ünitenin yerini alacağı beklenmektedir. 1 U=10-6 mol/60 saniye=16,7x10-9 mol/saniye veya 1 nkat/L=0,06 U/L’dir.
Eğer bir enzim reaksiyonu ölçüm sistemindeki bazı bileşenlerin görünen veya ultraviyole spektrumda absorbans özelliklerinde değişiklikler ile beraber gerçekleşiyorsa bu durum spektrofotometrik olarak saptanır. Bu reaksiyonlara önemli örnekler, yükseltgenme ve indirgenmelerde NADH ve NADPH koenzimlerinin 339 (340) nm’deki absorbans değişimleri izlenerek dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi ve alkali çözeltide p-nitrofenil fosfat (4-NPP) substratından sarı renkli p-nitrofenat iyonunun üretilmesiyle ALP aktivitesinin ölçümüdür.
Enzim aktivitesini güvenilir olarak ölçmek için, aktif enzim konsantrasyonu dışında reaksiyon hızını etkileyen diğer tüm faktörler optimize edilmeli ve sıkı biçimde kontrol edilmelidir.

Enzim ölçümlerinin standardizasyonuna yönelik iki yaklaşım mümkündür. Birincisi, katalitik aktiviteleri belirlenmiş olan enzimler kalibratör olarak kullanılır ve böylece kesin olarak konsantrasyonu bilinen çözeltiler kullanılarak kalibrasyon yapılır. İkinci yaklaşım ölçüm koşullarını standardize etmektir, böylece kullanılan yöntem sayısı azalır; bu yaklaşım birçok ulusal ve uluslararası komite ve çalışma gruplarının hedefi olmuştur. Pratikte, referans yöntemler rutin olarak kullanılması düşünülen yöntemlerin göreceli performanslarının değerlendirilmesinde doğruluk ve kesinlik için standartları oluşturur.
Kalite kontrol (KK, QC) programlarının sistematik uygulanması enzim analizinde koşuldur. Enzim ölçümlerinin tatmin edici performansının sağlanması için kalite kontrol günlük olarak sürdürülmelidir. Günlere göre hesaplanan enzim sonuçlarının tekrarlanabilirlik değerleri, değişkenlik katsayıları (coefficient of variation, CV) olarak çoğunlukla %5-10’dan azdır.
2) Enzim kütlesinin ölçümü
İnsan enzimleri için enzimin aktivitesi yerine kütlesini ölçen çok sayıda immünölçüm yöntemi geliştirilmiştir. Böyle ölçüm yöntemlerinde, kalibratör, işaretleyici ve enzim-spesifik antikor olarak kullanılmak üzere saflaştırılmış enzim kullanılır. Bu yöntemler, antikorun tanıyabileceği antijenik özellikli tüm molekülleri saptarlar, böylece değişime uğramamış aktif-olmayan enzim molekülleri aktif moleküller ile birlikte, immünolojik olarak ölçülür.
3) İzoenzimlerin ve izoformların ölçümü
Elektroforez, kromatografi, seçici inaktivasyon, immünokimyasal yöntemler ve katalitik özelliklerdeki farklılıklar temeline dayanan bir grup analitik teknik, izoenzimleri veya izoformları ölçmek için kullanılır.
Elektroforez, bir elektriksel alan etkisiyle, tüm yüklü madde ve partiküllerin sıvı ortamda göç etmelerini içeren genel bir terimdir. Zon elektroforezi, klinik uygulamalarda en çok kullanılan tekniğin adıdır ve genellikle, selüloz asetat kâğıtları ya da agaroz jel filmleri gibi gözenekler içeren bir destek ortamı üzerinde, bir tampon çözeltisi ile karışan örnekteki yüklü moleküllerin bölgeler oluşturacak şekilde göç etmeleri ilkesine dayanır. Destek ortam üzerinde, her biri komşu bölgelerden kesin bir şekilde ayrılmış olan protein bölgelerinin görsel hale gelmesi olarak adlandırılabilecek elektroforegramları oluşur. Destek ortamları proteinlere özgün boyalarla boyandıkları zaman, protein bölgeleri gözle görülür hale gelirler; daha sonra destek ortam kurutulur ve dansitometre ile miktar saptaması yapılır.
Kromatogarafi, bir örnek karışımdaki çözünmüş yapıların iki fazda (sabit ve hareketli faz) farklı dağılımlarına dayanan fiziksel ayırma yöntemidir. Kromatografinin iki temel formu düzlem ve kolon kromatografisidir. Kromatografik ayırım yönteminde hareketli faz, örneği, sabit fazı içeren yatak (kâğıt, cam veya plastik bir tabaka üzerine bağlı silika jel gibi bir materyal, bir kolon içinde paketlenmiş veya iç yüzeyine kaplanmış destek partikülleri) boyunca taşımaktadır. Hareketli faz sabit fazın içinden geçtikçe çözünmüş moleküller iki faz arasında dağılırlar; sabit faza daha az ilgisi olan çözünmüş yapılar, daha çok ilgisi olanlara göre, hareketli fazda daha uzun süre kalırlar. Düşük afiniteli çözünmüş moleküller daha hızlı göç ederek, sabit faza daha çok ilgisi olan çözünmüş moleküllerden ayrılırlar. Daha sonra, hareketli fazın fiziksel veya kimyasal özelliklerinin değiştirilmesiyle, sabit faza kuvvetli bir şekilde bağlanmış çözünmüş moleküller de yerlerinden ayrılırlar.
Seçici inaktivasyon, kontrollü koşullarda, izoenzim tanımlanmasında önemli bir teknik haline gelmiştir. Yöntem, temel olarak, proteinlerin molekül yapısındaki küçük değişikliklerin neden olduğu kararlılık (dayanıklılık) farklılıklarına dayanır. Enzim denatürasyonu için, sıklıkla, artmış sıcaklık veya konsantre üre çözeltileri veya diğer reaktifler seçilir. Bu etkenlerin enzimi inaktivasyon hızları, kritik olarak, deney koşullarına bağlıdır; dolayısıyla örnekler arasında güvenilir bir karşılaştırma yapılması isteniyorsa, çok sıkı kontrol edilmesi gereklidir. Seçici inaktivasyon, serumda izoenzim karışımlarının bileşimini saptayan yarı-nicel veya nicel yöntemlerde yararlıdır.
İmmünokimyasal analizler, izoenzim analizlerinde özellikle çoklu gen bölgelerinden sentezlenen izoenzimlere uygulanabilir; çünkü bunlar çoğunlukla antijenik olarak net farklılık gösterirler. Ancak, monoklonal antikorların daha büyük ayırıcı gücü, potansiyel olarak bir enzimin bütün formlarını immünokimyasal analiz kapsamına sokmuştur. Faqrklı tipte immünölçümler, çoğu enzim olan çeşitli tümör belirleyicileri için tercih edilen yöntemlerdir. Çeşitli kanserlerde ektopik veya ötopik olarak aşırı miktarda sentezlenen plasental ve germ-hücre kökenli ALP izoenzimleri veya serin proteazlar, prostat spesifik antijen (PSA) örnekler arasında sayılabilir. Bazı durumlarda, immünölçümler ve aktivite ölçümleri rutin pratikte eş zamanlı kullanılır. Aktiviteden bağımsız immünölçümler kalp kası proteinlerinin izoenzimlerinin ve izoformlarının saptanması için artan sıklıkla kullanılırken, immüninhibisyon serumda CK-MB (CK-2) belirlemek için popüler bir yöntem halini almıştır.
Katalitik özelliklerde farklılıklar, özellikle LD ve asit fosfataz enzim çalışmalarında kullanılmaktadır.

KAN ENZİMLERİNİN AKTİVİTE TAYİNLERİNDE DİKKAT EDİLECEKLER

1) Kan enzim aktiviteleri tayini için ideal örnek serumdur, plazmadaki antikoagulanlar enzimatik aktiviteyi düşürürler. Enzim aktivitesi tayini yapılacak kan, antikoagulansız tüpe (düz tüp) alınmalıdır.

2) Kan genellikle venden alınır. Venden kan alınamadığı durumlarda kulak memesinden, parmak ucundan veya topuktan kan alınabilir.

3) Kan alırken hemolizden kaçınmalıdır. Çünkü eritrositler, enzim bakımından çok zengindirler, hemoliz sonucunda eritrositlerdeki enzimler seruma geçerler ve sonuçta enzim aktivitesinde yanlış olarak yüksek değerler bulunur. Ayrıca seruma geçen hemoglobinin kırmızı rengi de interferans etkisiyle ölçüm hatalarına neden olur.

4) Serum için alınan kan, pıhtılaşmasından hemen sonra santrifüj edilerek serum ayrılmalıdır. Serumun hemen ayrılmaması halinde hücresel elemanlardaki enzimler seruma sızabilir ve enzim aktivitesinde yanlış olarak yüksek değerler bulunur.  

5) Enzim tayinlerinde günlük taze kan kullanılması en iyisidir. Çünkü enzimlerin aktiviteleri zamanla azalır. Bazı enzimlerin aktivitelerinde +4oC de 1-2 gün büyük bir kayıp olmadığı halde bazı enzimler oda sıcaklığında birkaç saat içinde inaktive olurlar.
KLİNİK TANIDA ÖNEMLİ SERUM ENZİMLERİ

Klinik tanıda transaminazlar (AST ve ALT), laktat dehidrojenaz (LDH, LD), kreatin kinaz (CK, CPK), fosfatazlar (ALP ve ACP), amilaz (AMS), lipaz LPS), gama glutamiltransferaz (GGT, (-GT), aldolaz (ALS), 5(-nükleotidaz (5(-NT), lösin aminopeptidaz (LAP), psödokolinesteraz (ChE), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G-6-PD) gibi enzimler önemlidirler.
Transaminazlar (aminotransferazlar)
Transaminazlar (aminotransferazlar), bir amino grubunun bir (-amino asitten bir (-keto aside aktarılmasını katalizleyen, böylece amino asitler ile (-keto asidlerin birbirine çevrilmesini gerçekleştiren enzimlerdir. Aspartat transaminaz (AST) ve alanin transaminaz (ALT) iki önemli transaminazdır.
Transaminazlar, hayvan dokularında yaygın olarak bulunur. İnsan plazması, safrası, beyin-omurilik sıvısı (BOS, likör serebralis) ve tükürüğünde normal olarak bulunan AST ve ALT, böbrek lezyonu bulunmadıkça idrarda görülmez.

Transaminaz aktivitesinin ölçüldüğü yöntemler, iki amino asit ile iki (-keto asid içerirler. Amino asitler için uygun bir yöntem bulunmadığından (-keto asidlerin oluşumu veya tüketilmesi ölçülmektedir. Transaminaz reaksiyonunda oluşan ve ilgili hidroksi asitlere enzimatik olarak indirgenen (-keto asidler, birlikte gerçekleşen ve spektrofotometrik olarak izlenebilen NADH konsantrasyonlarındaki değişikliklerle dolaylı olarak ölçülür. Spektrofotometrik ölçüm performansı ve dalga boyu ayarları doğru olan ve 339 (340) nm dalga boyunda çözünürlüğü iyi olan bir spektrofotometre ile ölçümler yapılmalıdır.
Aspartat transaminaz (AST, EC 2.6.1.1)

AST, aspartat aminotransferaz, glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT) olarak da bilinir. Aspartik asidin amino grubunun (-ketoglutarik aside transferini katalize ederek glutamik asit ve oksaloasetik asit oluşturur, koenzimi piridoksal fosfattır.
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AST, vücutta çok geniş ölçüde dağılmıştır. Kalp, karaciğer, iskelet kasları, böbrek ve eritrositlerde çok yüksek konsantrasyonlarda bulunur. En yüksek konsantrasyonda kalpte bulunur. Karaciğerde mitokondriyal bir yerleşim gösterirken diğer dokularda sitozolik yerleşim gösterir.
Yetişkinler için AST referans aralığı 30oC’de piridoksal fosfat eklenmeden 8-20 U/L ve piridoksal fosfat eklendikten sonra 10-30 U/L olarak belirlenmiştir.

Serum AST (SGOT) düzeyi, yeni doğanda erişkindekinin yaklaşık 1,5 misli olabilir. 5 saatlik ağır bedeni çalışmadan sonra da serum AST düzeyi başlangıca göre %50 artabilir. Bu artışlar fizyolojik artışlardır.
Serum AST düzeyinde patolojik artışlar, enzimin yüksek konsantrasyonda bulunduğu dokulardan herhangi birinin harabiyeti hallerinde saptanır. 

Miyokard enfarktüsünde (MI), viral hepatitte, toksik karaciğer nekrozunda, şok ve hipoksi ile birlikte olan dolaşım yetersizliğinde, serum AST düzeyinde normalin 10-100 misli artış saptanabilir. Miyokard enfarktüsünde serum AST düzeyi, ilk 4-8 saatte yükselmeye başlar, 18-24 saatte maksimum değere erişir ve 3-4. günlerde normale döner.

Kronik hepatit ve sirozda, kolestatik sarılıkta, karaciğerin malign infiltrasyonunda, iskelet kası hastalıklarında, travma ve cerrahi girişimlerden sonra, şiddetli hemolitik anemilerde, enfeksiyöz mononükleozda, perikardit ve miyokardit durumlarında, taşikardi durumlarında, akciğer embolisinde, akut batın hastalıklarında, mide ve duodenum ülserlerinde serum AST düzeyinde orta derecede artış saptanabilir.
Alanin transaminaz (ALT, EC 6.2.1.2)

ALT, alanin aminotransferaz, glutamat pirüvat transaminaz (GPT) olarak da bilinir. Alaninin amino grubunun (-ketoglutarik aside transferini katalize ederek glutamik asit ve pirüvik asit oluşturur, koenzimi piridoksal fosfattır.
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ALT, karaciğer kalp, iskelet kası ve böbrekte yüksek konsantrasyonlarda bulunur. En yüksek konsantrasyonda karaciğerde bulunur; sitozolik bir enzimdir.
Yetişkinler için ALT referans aralığı 37oC’de piridoksal fosfat eklendikten sonra 10-40 U/L olarak belirlenmiştir.

Serum ALT düzeyinde patolojik artışlar, enzimin yüksek konsantrasyonda bulunduğu dokulardan herhangi birinin enflamasyonu veya harabiyeti hallerinde saptanır. ALT, karaciğer enflamasyonlarında ve parankim hasarında serumda en çok artan karaciğer-spesifik bir enzim olarak bilinir.

Viral hepatit, toksik karaciğer nekrozu, şok ve hipoksi ile birlikte olan dolaşım yetmezliği, serum ALT düzeyinin belirgin derecede yüksek olduğu hallerdir.

Siroz, kolestatik sarılık, kalp yetmezliğine sekonder karaciğer konjesyonu, enfeksiyöz mononükleoz, geniş travma ve kas hastalıkları, serum ALT düzeyinde orta derecede artışın olduğu hallerdir.
Enflamasyon durumlarında da serum ALT (SGPT) düzeyi artar.

Laktat dehidrojenaz (LD, LDH, EC 1.1.1.27) 

LD, laktat ve pirüvatın reversibl olarak birbirlerine dönüşümünü katalize eden enzimdir, koenzimi NADH (NAD+)’dir. 
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LD, dört polipeptit zincirden oluşmuş bir tetramer yapısındadır. Yapıları farklı beş izoenzimi (LD1, LD2, LD3, LD4, LD5) tanımlanmıştır. Elektroforezde en hızlı göçen LD1 izoenzimidir, plazmada en yüksek konsantrasyonda bulunan LD2 izoenzimidir.

LD, organizmada geniş bir dağılım gösterir. Sitozolik bir enzimdir. Kalp, iskelet kası, eritrositler, lenfositler, karaciğer, dalak, pankreas, böbrek ve akciğerlerde yüksek konsantrasyonlarda bulunur. 

Kalp kası, eritrositler ve renal kortekste LD1 ve LD2 izoenzimleri yüksek konsantrasyondadır.

Akciğerler, lenfositler, dalak ve pankreasta LD3 izoenzimi hakimdir.

İskelet kası ve karaciğerde LD4 ve LD5 izoenzimleri yüksek konsantrasyondadır.
LD aktivitesinin belirlenmesinde son yıllarda 37oC’de L → P reaksiyonu tercih edilir olmuştur. Bu reaksiyonda LD, L-laktatın pirüvata çevrilmesini, NAD+ molekülünün hızla NADH molekülüne indirgenmesiyle birlikte katalizler. LD aktivitesi, NAD+ molekülünün NADH molekülüne çevrilmesi sırasında zamana bağlı olarak absorbansta gözlenen değişiklikle orantılıdır.

LD aktivitesinin ölçümü için serum tercih edilir. Plazma örnekleri kullanılması önerilmez; çünkü trombositler yüksek konsantrasyonda LD aktivitesi içerdiği için kontamine olabilir. Örnek alındıktan sonra en kısa sürede serum ayrılmalıdır. Eritrositlerde seruma göre 150 kat daha fazla LD aktivitesi bulunduğu için hemolizli serum kullanılmamalıdır.

LD izoernzimlerinin ayırımı ve ölçümü için elektroforez, kimyasal inhibisyon, iyon değiştirici kromatografi ve immünopresipitasyon yöntemleri kullanılır. Ayrıca LD1 ve LD2 ölçümleri için, substrat olarak α-ketobütiratın kullanıldığı fotometrik yöntem geliştirilmiştir.
Serum LD aktivitesi, enzim reaksiyonunun yönüne, kullanılan yönteme ve deneysel koşullara bağlı olarak önemli değişiklikler gösterir. L → P reaksiyonu için referans aralıklar pH=8,8-9,0 için 37oC’de 125-225 U/L ve kadınlar için üst sınır olarak 214 U/L belirlenmiştir. P → L reaksiyonu için referans aralıklar pH=7,4 için 30oC’de 95-200 U/L olarak saptanmıştır.
Serum LD düzeyinde patolojik artışlar, enzimin yüksek konsantrasyonda bulunduğu dokulardan herhangi birinin enflamasyonu veya harabiyeti hallerinde saptanır. Serum LD düzeyi, miyokard enfarktüsü, kan hastalıkları, çeşitli karaciğer hastalıklarının tanısında ve hastalığın seyrini kontrolde değerlidir.

Miyokard enfarktüsü, pernisiyöz anemi gibi kan hastalıkları, şok ve hipoksi ile beraber olan dolaşım yetmezliği durumlarında serum LD düzeyinde belirgin artış görülür. 

Miyokard enfarktüsünde serum LD düzeyi,10-12 saat sonra yükselir, 48-72. saatte pik değerine erişir, 5-10 günde normale döner. CPK (CK) artışıyla birlikte olan LD1 / LD2 oranı artışı, akut miyokard enfarktüsünde (AMI) tanı koydurucudur. 

Megaloblastik anemide de LD1 / LD2 oranı artar.

Akut viral hepatit, siroz, toksik karaciğer nekrozu, özellikle karaciğere metastaz yapmış karsinom, iskelet kası hastalıkları, akciğer embolisi, pnömoni, lenfositoz, akut pankreatit, tıkanma sarılığı gibi durumlarda serum LD düzeyinde orta derecede artış saptanır. 

Pulmoner emboli, pnömoni, lenfositoz, akut pankreatit ve karsinomada LD3 artışı ön plandadır.

Kanser, metastaz ve müsküler distrofide LD4 ve LD5 artar.

Viral hepatit, siroz ve tıkanma sarılığında LD5 artar.
Kreatin kinaz (CK, CPK, EC 2.7.3.2)

CK (CPK), kas kasılması sırasında kreatin fosfattan ATP oluşumunu sağlayarak kas kasılma-gevşemesi için gerekli olan ATP’nin hızla eksilmesini önleyen enzimdir. 
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CK, iki subüniteden oluşan dimer yapıdadır. CK-1 (CK-BB), CK-2 (CK-MB) ve CK-3 (CK-MM) diye adlandırılan üç izoenzimi tanımlanmıştır. Hücrede bu izoenzimlerin her üçü sitozolde veya miyofibriler yapılara bağlı olarak bulunur. M alt biriminin C-ucundaki lizin kalıntısının normalde serumda bulunan karboksipeptidazların etkisiyle uzaklaştırılmasına bağlı olarak CK-2’nin CK-2a ve CK2b (MB1 ve MB2) izoformlarıyla CK-3’ün CK-3a, CK-3b ve CK-3c (MM1, MM2 ve MM3) izoformları tanımlanmıştır. İmmünolojik özellikleri değişik ve elektroforetik göçü diğerlerinden farklı olan bir dördüncü izoenzimin bulunduğu da gösterilmiştir. Mitokondri iç ve dış membranları arasında yerleşik olan bu izoenzim (CK-Mt), kalpteki toplam CK aktivitesinin %15 kadarından sorumludur. 
CK, başlıca iskelet kası ve kalp kasında bulunur. Ayrıca beyin, rektum, mide, mesane, kolon, uterus, ince bağırsak ve böbrek gibi organlarda da bulunur. Sitoplazmik ve mitokondriyal yerleşim gösterir.

CK-1 (CK-BB), beyin, BOS, prostat, mide, akciğer, uterus, plasenta ve tiroitte bulunur. Serumda aktivitesi her zaman gösterilemez.

CK-2 (CK-MB), başlıca kalp kasında olmak üzere çizgili kasta bulunur. Total CK aktivitesinin %2’sini oluşturur. Miyokard enfarktüsü tanısında önemlidir. CK-2 (CK-MB) nin total CK’nın %6’sından daha fazla yükselmesi, miyokard enfarktüsü tanısı lehinedir.

CK-3 (CK-MM), başlıca iskelet kasında olmak üzere çizgili kasta bulunur. Total CK aktivitesinin %98’ini oluşturur. Kas kitlesi azalması, hipertiroidizm, metastaz, steroid ile tedavi durumlarında serum CK-3 (CK-MM) düzeyi azalır.
CK aktivitesinin ölçümünde ileriye doğru reaksiyon (Cr → CrP) veya geriye doğru reaksiyon (Cr ← CrP) kullanan çok sayıda fotometrik, florometrik ve eşleşmiş enzim yöntemi geliştirilmiştir. CK aktivitesinin ölçümü için geliştirilen biyolüminesans yöntemler, spektroflorometrik yöntemlere göre daha duyarlıdır.

CK izoenzimlerinin ayırımı ve miktarlarının belirlenmesinde elektroforez, iyon-değiştirici kromatografi ve çeşitli immünolojik yöntemler (enzim aktivasyonun ölçüldüğü immünopresipitasyon ve immünoinhibisyon tekniği ile enzim kütlesinin ölçüldüğü immünölçüm tekniği) olmak üzere genellikle üç yöntem yaygın olarak kullanılır.

CK ölçümlerinde serum tercih edilir. Heparin, EDTA, sitrat ve florür kullanılarak elde edilen plazma, reaksiyon hızını olumsuz etkileyebilir. Serum CK aktivitesi dayanıksız olduğu için, saklama sırasında hızla aktivite kaybı görülür. Parlak ışıkta ve karbon dioksit kaybına bağlı, örneğin pH değerinin artmasına bağlı olarak CK inaktive olduğu için, örnekler karanlıkta ve sıkı kapalı tüplerde saklanmalıdır. Eritrositlerde CK aktivitesi bulunmadığı için, hafif hemoliz tolere edilebilir.

Sağlıklı kişilerde serum CK aktivitesinin büyüklüğü yaş, cinsiyet, ırk, vücut kütlesinin durumu ve fiziksel aktiviteden etkilenir; diğer genetik farklılıkların etkisi ise daha az olur. Çocuklar yetişkinlerden, erkekler kadınlardan, zenciler beyazlardan daha yüksek CK değerlerine sahiptirler. Beyaz yetişkinlerde serum CK referans aralıkları 37oC’de erkeklerde 38-174 U/L ve kadınlarda 26-140 U/L olarak belirlenmiştir.
Serum CK düzeyinde fizyolojik artışlar olabilir. Yeni doğanda hafifçe yüksektir. Erkeklerde kas kitlesi fazlalığı nedeniyle yüksektir. Doğum yapanda da birkaç gün yüksek bulunur. 
İskelet kasını, kalbi, merkezi sinir sistemini ve tiroidi etkileyen birçok hastalıkta CK aktivitesi artar.
Serum CK düzeyinde patolojik artışlar, enzimin yüksek konsantrasyonda bulunduğu dokulardan herhangi birinin enflamasyonu veya harabiyeti hallerinde saptanır.
Miyokard enfarktüsü (MI) ve müsküler distrofi durumlarında serum CK düzeyinde belirgin artış görülür. CK, akut miyokard enfarktüsünde ilk yükselen ve ilk düşen enzimdir; 4-8 saatte yükselir, 15-24 saatte pik değerine yükselir, 48-72 saatte normale döner.

Kas yaralanmalarında, cerrahi girişimlerden sonra, yoğun fizik egzersizden sonra, hipotiroidizmde, alkolizmde, akut psikotik nöbetlerde, bazı kafa travması olgularında serum CK düzeyinde orta derecede artış saptanır. Orta derecede egzersiz ve kas içi enjeksiyonlar da serum CK düzeyinde artışlara neden olur.
Fosfatazlar 

Fosfatazlar, fosforik asit esterlerini fosfat ayırarak hidroliz eden esteraz sınıfından enzimlerdir. Alkalen fosfataz (ALP) ve asit fosfataz (ACP), klinik tanıda önemli fosfatazlardır.
Alkalen fosfataz (ALP, EC 3.1.3.1)

ALP, fosforik asit esterlerini alkali pH ortamında hidroliz eden fosfatazdır. ALP’ın vücuttaki doğal substratı bilinmemektedir.
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ALP, karaciğer, kemik, plasenta, bağırsak, dalak ve böbrekte bulunur. Hücre membranında lokalizedir, membranda transport olaylarında rol oynar. 

ALP’ın idandifiye edilmiş dört izoenzimi ve idandifiye edilmemiş izoenzimleri vardır. 

Karaciğer izoenzimi, elektroforezde en hızlı göçen izoenzimdir, ısı ile %50-70 oranında inaktive olur. Kolestaz, siroz, karaciğer kanseri veya tümörü, hepatik konjesyonlu kalp yetmezliği, akut ve kronik pankreatitte serum düzeyi artar. 

Kemik izoenzimi, elektroforezde karaciğer izoenziminden sonra gelir, ısı ile tamamen inaktive olur. Hiperparatiroidizm, Page’s hastalığı, kemik tümörleri, osteomalazi, raşitizm ve kemik kırıklarında serum düzeyi artar.

Bağırsak izoenzimi, elektroforezde kemik izoenziminden sonra gelir, ısı ile %50-60 oranında inaktive olur. L-fenilalanin ile inhibe olur. İnce bağırsak lezyonlarında, O ve B kan gruplu kişilerde serum düzeyi yüksektir.

Plasenta izoenzimi, elektroforezde göçmez, ısı ile inaktive olmaz. L-fenilalanin ile inhibe olur.

İdandifiye edilmemiş izoenzimlerden REGAN izoenzimi, malign dokudan (akciğer kanseri, over kanseri ve meme kanseri) ektopik olarak üretilir, kardiyoplasental izoenzim diye de bilinir. Nagaro izoenzimi, özellikle pankreas ve plavra kavitesini tutan karsinomalarda artar.

Normalde serumda çocuklarda kemik izoenzimi çok, yetişkinlerde ise karaciğer izoenzimi çoktur. Patolojik durumlarda bunlara bağırsak izoenzimi ön sırada katılır. ALP, osteoblastik hücrelerde kemik oluşumu sırasında sentezlenir. Serum ALP düzeyi, osteoblastik aktivitenin arttığı çocuklukta 16 yaşlarına kadar yüksektir.
ALP aktivitesinin belirlenmesi için çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. Kolaylıkla hidroliz olan substrat veya fosfat alan tamponlar ile ölçümün sürekli izlenmesini sağlayan yöntemler seçilerek, çalışmanın hızının ve duyarlılığının arttırılmasına yönelik çalışmalar yapılmıştır.

ALP için en popüler kromojenik substrat 4-nitrofenil fosfattır (4-NPP, PNPP) ki IFCC tarafından da önerilmektedir. ALP ile katalizlenen renksiz 4-NPP’ın hidrolizi sonucu fosfat ve serbest 4-nitrofenol (4-NP, PNP) oluşur; 4-NP da alkali ortamda koyu sarı renkli 4-nitrofenoksid iyonuna çevrilir. Enzim etkisiyle 4-NP oluşum hızı, 37oC’de spektrofotometreden izlenir.

ALP izoenzimlerinin ve diğer farklı formların ayrılmasında kullanılan kriterler arasında elektroforetik göçlerindeki farklılıklar, sıcaklık veya üre ile denatürasyona dayanıklılık farkları, seçilmiş inhibitörler bulunduğunda yanıt farklılıkları, çeşitli substratlarla reaksiyon hızlarındaki göreceli farklılıklar, immünokimyasal karakteristik farklılıkları bulunur. Örneğin 56oC’de karaciğer izoenzimi, kemik izoenzimine göre daha dayanıklıdır. 56oC’de 10 dakika inkübasyon sonrasında serum ALP aktivitesinin normalde %35-55’i kalır ve kalan enzim büyük olasılıkla karaciğer izoenzimidir.
ALP referans aralıkları, IFCC yöntemi ile açlıkta 20-50 yaşında erkeklerde 38-94 UL ve kadınlarda 28-78 U/L olarak belirlenmiştir.
Serum ALP ölçümleri, iki grup hastalıkta özellikle önemlidir: Hepatobiliyer hastalıklar ve osteoblastik aktivitenin arttığı kemik hastalıkları.
Serum ALP düzeyinde patolojik artış, hemen hemen daima kolestatik karakterli bir karaciğer hastalığı veya osteoblastik aktivitede artışla birlikte olan bir kemik hastalığı ile ilgilidir. Karaciğer hastalığında ALP artışının nedeni, safra kanaliküllerini örten hücrelerin enzim üretiminde artıştır.
Asit fosfataz (ACP, EC 3.1.3.2)

ACP, fosforik asit esterlerini asit pH ortamında hidroliz eden fosfatazdır. 
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ACP, eritrosit dışında, tüm hücrelerin lizozomlarında yer alır; birçok hücrede de ekstralizozomal ACP bulunmaktadır. ACP, başlıca prostatta daha sonra karaciğer, dalak, süt, eritrositler, böbrek, trombosit ve osteoklastlarda bulunur. Prostatik asit fosfataz (PAP), L-tartrat tarafından spesifik olarak inhibe edilir. Tartratsız ortamdaki ACP aktivitesi ile tartrat eklenmiş ortamdaki ACP aktivitesi arasındaki fark, prostatik asit fosfataz (PAP) aktivitesini verir. PAP, prostat kanserlerinin tanısı için önemlidir, ancak günümüzde bu amaçla daha az kullanılmaktadır; bunun yerini dijital rektal inceleme, transrektal ultrasonik görüntüleme, biyopsi örneklerinin histolojik incelemeleri, total vücut kemik taraması ve prostat spesifik antijen (PSA) ölçümleri almıştır.
Prostat mesajı, rektal muayene, kateter konulması ve kabızlık serum prostatik asit fosfataz düzeyini yükseltebilir.
ACP aktivitesinin ölçümünde kullanılan yöntemler, ALP için geliştirilen yöntemlerden yola çıkılarak hazırlanmıştır. ACP ölçümü için sıklıkla asit pH değerinde fenil fosfat ve 4-NPP kullanılır.

ACP ölçümü için, serum hemen eritrositlerden ayrılmalı ve 10 mg/mL serum disodyum sitrat monohidrat eklenerek stabilize edilmelidir. Bu koşullarda aktivite oda sıcaklığında birkaç saat, buzdolabında ise bir hafta korunur.
Sağlıklı erişkin erkeklerde prostatik ACP referans aralığı, 0-0,6 U/L arasında değişir. Prostatik ACP ölçümünde kullanılan RIA ve diğer immünolojik yöntemlerin sonuçları kütle konsantrasyonu şeklinde ifade edilir.

Serum ACP düzeyinde patolojik artış, özellikle metastaz yapmış prostat kanserinde olasılıkla prostat hücrelerinin sayısında artışa bağlı olarak saptanır, ancak tümörün indiferansiye olması halinde yalancı negatif sonuçlar da görülebilir. 

Page’s hastalığı ve bazı metastatik malign hastalıklı olgularda, polistemia verada, lenfoblastik lösemide, hemolitik anemi ve trombositemide, tromboembolik olaylar ve miyokard enfarktüsü durumlarında da serum total asit fosfataz düzeyi yüksek bulunur.
Prostat Spesifik Antijen (PSA, EC 3.3.21.77)

PSA, kallikrein ailesi proteazlarından bir serin proteazdır. 
PSA, başlıca prostat bezinin sinüslerini ve kanalını saran epitelyum hücrelerde sentezlenir.

İnsan seminal sıvısında PSA 5 izoforma ayrılabilir.

PSA, dolaşımda büyük kısmı proteaz inhibitörü α1-antikimotripsin (ACT) veya α2-makroglobulin (A2M) ile kompleks halde bulunurken, küçük bir kısmı da serbest PSA’dır. 

PSA ölçümü için ticari immünoassay’ler kullanılır. Pek çok immünoassay serbest ve ACT-bağlı PSA’yı ölçerken A2M-bağlı PSA’yı saptamazlar.

PSA, prostat kanseri için çok yararlı bir tümör belirtecidir; prostat kanserinin tanısında, evrelendirilmesinde ve tedavi izleminde kullanılır.

PSA’nın prostat kanserinde erken tanı yeteneğini artırmak için çeşitli yaklaşımlar önerilmektedir. Yaklaşımlardan biri, yaşa göre ayarlanmış referans aralıklarının (40-49 yaş arası erkeklerde 0-2,5 μg/L, 50-59 yaş arası erkeklerde 0-3,5 μg/L, 60-69 yaş arası erkeklerde 0-4,5 μg/L, 70-79 yaş arası erkeklerde 0-6,5 μg/L) kullanılmasıdır. Diğer bir yaklaşım, PSA yoğunluğunun (PSA konsantrasyonunun transrektal ultrasonografi ile saptanan prostat hacmine bölümü) kullanımıdır. Üçüncü yaklaşım, PSA hızının (zamana bağlı PSA artış hızı) kullanımıdır.
Amilaz (AMS, EC 3.2.1.1)

Amilaz, besinlerdeki nişasta ve glikojenin bir disakkarit olan maltoza kadar yıkılmasından sorumlu olan, hidrolazlar sınıfından enzimdir. Her seferinde en merkezsel (1-4 glikozid bağlarını yıkar, (-amilaz olarak da adlandırılır, aktivite gösterebilmesi için Ca2+ ve Cl( iyonları gereklidir.
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Amilaz, tükürük bezleri (S-tipi) ve pankreastan (P-tipi) salgılanır, ayrıca diğer sekretuvar bezlerde de bulunur. Tükürük bezleri ve pankreastan ağıza ve duodenuma salgılanır, bir kısmı da kana geçer. Kandaki amilazın çoğu idrarla bir kısmı da feçesle atılır. İdrar amilazı, diastaz olarak adlandırılır.
Farklı ilkelere dayalı olan ve çeşitli substratların kullanıldığı 200’den fazla yöntem amilaz aktivitesinin belirlenmesi için geliştirilmiştir. Bunlar arasında nişasta ve belirlenmiş substrat yöntemleri bulunur.
İnsan amilaz izoenzimlerinin (izoamilaz) belirlenmesinde kullanılan yöntemler arasında elektroforez, iyon-değiştirici kromatografi, izoelektrik odaklama, buğday germ inhibitörü ile seçici inhibisyon ve immünoinhibisyon bulunur. Agaroz veya selüloz asetat kullanılarak üç pankreatik ve üç tükürük izoenzimi ayrılır. P-tipi ile S-tipi izoamilazların ayırımında minikolon iyon-değiştirici yöntemi tanımlanmıştır. Buğdaydan izole edilen protein ile S-tipi amilaz ayrıcalıklı olarak inhibe edilir.
Heparin dışındaki tüm antikoagulanlar Ca2+, sitrat, EDTA ve oksalat ile şelat oluşturdukları için amilaz aktivitesini %15 kadar inhibe eder. Sonuç olarak amilaz ölçümlerinde sadece serum veya heparinize plazma kullanılmalıdır. Oda sıcaklığında bir hafta süreyle aktivite kaybı çok düşük olan serum amilazı, buzdolabında 2 ay saklanabilir. İdrarın asit ortamı enzimin daha az dayanıklı olmasına yol açtığı için idrarın saklanmadan önce pH değerinin 7,0 civarına ayarlanması gereklidir.
Amilaz referans aralığı kullanılan yönteme bağımlıdır.

Serum amilaz düzeyinde patolojik artış, pankreas hastalıklarının tanısında önemlidir.

Akut pankreatitte, şiddetli üremide ve şiddetli diyabetik ketoasidozda serum amilaz düzeyinde normalin 5-10 misli artış saptanır.

Akut batın olayları, tükürük bezi hastalıkları, morfin gibi ilaçların kullanılması, üremi, miyokard enfarktüsü, akut alkol zehirlenmesi, makroamilazemi durumlarında serum (-amilaz düzeyinde orta derecede artış saptanır.

İdrar amilazı (diastaz), akut pankreatit ve kronik pankreatitte çok artar; pankreasa perfore duodenal ülser, pankreas kanalı taşları, pankreas karsinomları, tükürük bezi hastalıklarında orta derecede artar.
Akut pankreatitte yararlı bir tanı kriteri olan amilazın renal klirensi, sabit olan kreatinin klirensi ile ilişkilidir Amilaz/kreatinin klirensi oranı (ACCR, amilaz-kreatinin koefisiyenti), aşağıdaki şekilde yüzde olarak hesaplanır.
İdrar amilazı            Serum kreatinini

ACCR = 
((((((   x    (((((((   x   100
Serum amilazı          İdrar kreatinini

Amilaz-kreatinin koefisiyentinin normal değeri 2-5 arasındadır, akut pankreatitte uzun süre yüksek kalır.
Lipaz (LPS, EC 3.1.1.3)

Lipaz, gliserolün yağ asitleriyle oluşturduğu esterleri parçalayan enzimdir. Tam katalitik aktivite ve en büyük spesifiklik için safra asitleri ile kolipaz olarak adlandırılan kofaktör gereklidir. İnsan lipazı, in vitro koşullarda diğer türlerin kolipazları (örneğin domuz kolipazı) ile tam olarak aktive edilebilir.
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Lipaz, pankreas, bağırsak mukozası, mide, lökositler ve yağ dokuda bulunur. Pankreasın lipaz konsantrasyonu diğer dokulardan 100 kat daha fazladır. Lipaz, pankreas tarafından duodenuma fazla miktarda salgılanır, bir kısmı da kana geçer ki pankreas ile serum arasındaki konsantrasyon gradienti ( 20000 kat kadardır.
Lipaz aktivitesinin belirlenmesine ilişkin tanımlanan çok sayıda yöntemde trigliserid ve trigliserid olmayan substratlar titrimetrik, türbidimetrik, spektrofotometrik ve immünolojik tekniklerde kullanılır.

Serum lipaz düzeyi tayini, akut pankreatit tanısında yararlıdır ve amilaz tayininden daha spesifiktir. Akut pankreatitte akut evrede amilazın serumda hızla düşmesine karşılık lipaz 10-12 gün yüksek kalır.

Penetre olmuş duodenal ülser, perfore peptik ülser, bağırsak tıkanıklığı ve akut kolesistit de serum lipaz düzeyi artışına neden olabilmektedir.
Tripsin (EC 3.4.21.4) 

Tripsin, bir serin proteazdır, aktif bölgesinde serin ve histidin bulunur, sistematik ismi yoktur.

Tripsin, lizin ve argininin karboksil gruplarının diğer amino asitlerle yaptıkları peptit bağlarını hidroliz eder. 
İnsan pankreas asiner hücreleri, inaktif tripsinojen-1 ve tripsinojen-2 sentezler. Zimojen granülleri halinde depolanan bu zimojenler, vagus siniri veya intestinal hormon olan kolesistokinin-pankreozimin uyarısı ile duodenuma salgılanır. Tripsinojenler, bağırsaklarda intestinal enzimler olan enterokinaz veya önceden oluşan tripsin ile aktif enzim haline çevrilirler. Elektroforetik göçlerinden dolayı tripsin-1 katyonik, tripsin-2 anyonik olarak tanımlanır; daha çok araştırılan enzim olan katyonik form daha yaygın olarak bulunur.
Gastrointestinal salgılarda tripsinin ölçülmesi, pankreatik fonksiyonların belirlenmesi ve kronik pankreas ve fibrokistik hastalıkların tanısında yararlı olur.

Tripsin ölçümü, duodenal içeriğin aspirasyonu ile elde edilen örneklerde veya taze feçeste yapılmalıdır. Pankreatik tripsinin bağırsaklarda proteazlar tarafından parçalanması ve geri kalan tripsinin bağırsak bakterileri ile ilişkili proteazlardan kolaylıkla ayrılamaması nedeniyle feçeste tripsin ölçümünün günlük kullanımda çok fazla değeri bulunmaz.
Duodenal sıvı ve dışkıda tripsin aktivitesinin belirlenmesinde x-ray film testi ile semikantitatif ölçüm için örnek, 100 mmol/L barbital tampon (pH=8,0) ile seri halde iki kat seyreltilir. Kullanılmamış bir x-ray filmi üzerine her dilüsyon örneğinden bir damla damlatılır ve kontrol olarak bir damla barbital tamponu kullanılır. Daha sonra x-ray filmi 37oC’de 30 dak,ka ,nkübe edildikten ve buzdolabında jelatin sertleştirildikten sonra hidrolize jelatinin uzaklaştırılması için hafif su akıntısı ile yıkanır. Enzim etkisi ile hidroliz olan jelatinin oluşturduğu berrak alanlar ile sindirimin olmadığı kontrol alanları için film incelenir. Örneğin en fazla dilüsyonuna uyan berrak bölgeye göre tripsin aktivitesi tanımlanır. 1 yaşından daha küçük normal çocukların dışkılarında triptik aktivite, 1/80 ve daha yüksek dilüsyonlarda bulunur. Fibrokistik hastalığı olan bebeklerde 1/10 dilüsyondan daha yüksek değerlerde pozitif sonuç elde edilir. Yüksek oranda hatalı negatif sonuç verdiği için yetişkinlerde dışkı örneklerinin kullanılması önerilmez. Normal bebeklerin duodenal sıvılarında 1/32 veya 1/64 dilüsyonlar ile pozitif sonuç elde edilmesine karşın, fibrokistik çocuklarda 1/4 veya daha düşük dilüsyonlarda pozitif değerler saptanır.
Kimotripsin (EC 3.4.21.1) 

Kimotripsin, bir serin proteazdır, sistematik ismi yoktur.

Kimotripsin, triptofan, lösin veya fenilalaninin karboksil gruplarının katıldığı, tercihan aromatik kalıntılarla oluşturdukları peptit bağlarını hidroliz eder. 

İnsan pankreas asiner hücreleri, kimotripsin-1 ve kimotripsin-2’yi kimotripsinojen-1 ve kimotripsinojen-2 şeklinde inaktif proenzimler olarak sentezler. Kimotripsinojenler granüllerde depolanırlar ve pankreas kanalına salgılanırlar; bağırsaklarda tripsin etkisiyle kimotripsine çevrilirler. Farklı olan elektroforetik göçlerine göre kimotripsin-1 anyonik, kimotripsin-2 ise katyonik olarak tanımlanır ve katyonik şekli daha yaygındır.
Bağırsaklarda yıkılıma tripsine göre daha dayanıklı olduğu için, feçeste enzim ölçümlerinde kimotripsin tercih edilir. Kimotripsin ölçümleri başlıca pankreatik hastalıkların araştırılmasında kullanılır. Yenidoğanlarda, fibrokistik hastalığı olan çocuklarda göbek kordonu kanında kimotripsin-2 aktivitesi, sağlıklı çocuklara göre 2,2-7,5 kat daha yüksektir. Erişkinlerde görülen akut pankreatitte immünoreaktif kimotripsin-2, sağlıklı kişilere göre 35 kat daha yüksektir.

Gama glutamiltransferaz (GGT, (-GT, EC 2.3.2.2) 

GGT, (-glutamil grubunu bir peptit veya bu grubu taşıyan bir bileşikten bazı alıcılara aktarılmasını katalizler.
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GGT, mikrozomal bir enzimdir. Fenobarbital, antidepresanlar, antikonvülzanlar, kontraseptifler gibi bazı ilaçlar tarafından sentezi indüklenir. 
GGT, hücre membranında amino asit ve peptitlerin (-glutamil peptitleri şeklinde hücre içine alınmasında görev yapar. glutatyon sentezinde görev alır, protein biyosentezinde görev alır. 

GGT, kas dışında serum ve diğer tüm hücrelerde bulunur; hepatobiliyer sistem, böbrekler, pankreas ve bağırsaklarda bulunur. 
GGT aktivitesinin belirlenmesine ilişkin yöntemlerde önceleri substrat olarak L-(-glutamil-p-nitroanilid (GGPNA) ve (-glutamil alıcısı olarak glisilglisin kullanılmıştır. Diüer yöntemlerde GGPNA türevleri kullanılır.

GGT ölçümü için hemolizsiz serum tercih edilen örnek olmasına karşın, EDTA’lı plazma da (1 mg/mL kan) kullanılır. Heparin, reaksiyonda bulanıklığa yol açar; sitrat, oksalat ve florür aktiviteyi %10-15 baskılar.

GGT aktivitesi için referans aralığı, 37oC’de kadınlar için 1-24 U/L ve erkekler için 2-30 U/L kadardır.
Serumdaki GGT’nin büyük çoğunluğunu karaciğer karşılar. GGT aktivitesi tüm karaciğer hastalıklarında artar. İntrahepatik ve posthepatik safra kanalı tıkanmalarında en fazla artış gösteren enzim, normal değerin 5-30 katına kadar yükselir.
Serum GGT düzeyinde patolojik artış, hepatobiliyer hastalıkların tanısında ve ayırıcı tanısında önem taşır. 

Kolestaz, alkolik karaciğer, sekonder karaciğer tümörleri, viral hepatit gibi durumlarda serum GGT düzeyi artar. Yüksek serum GGT düzeyi, kolestazı %93 oranında doğrular. Kemik ve plasentada bulunmadığından, kolestazın tanısı için ALP’dan daha spesifiktir. Özellikle hamilelerde ve bebeklerde hepatobiliyer hastalıkların tanısı için önemlidir.

Kronik alkolizimde, alkolün mikrozomal enzim indüksiyonu yapmasından dolayı serum GGT düzeyi yükselir.
Aldolaz (ALD, ALS, EC 4.1.2.13)

Aldolaz, glikoliz yolunda ve fruktoz metabolizmasında görevli liyaz grubundan bir enzimdir; D-fruktoz-1,6-bisfosfatın (FBP) D-gliseraldehit-3-fosfat (GLAP) ve dihidroksiasetonfosfata (DAP) ayrılmasını katalizler.
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ALD, üç farklı gen bölgesi tarafından belirlenen alt birimlerden oluşan bir tetramerdir. İki tanesi A ve B homopolimerleri olmak üzere beş üyeli bir izoenzim grubu, en yaygın izoenzimlerdir. Aldolaz, glikolitik aktivitenin ve enerji gereksiniminin en yüksek olduğu iskelet kası, karaciğer ve beyinde bulunur.
Aldolaz A, kasta yoğundur. Glikoliz olayı sırasında fruktoz-1,6-difosfatı gliseraldehid-3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfata parçalar. 

Aldolaz B, karaciğerde yoğundur. Fruktoz-1,6-difosfata ve fruktoz-1-fosfata aynı derecede etkilidir, fruktoz-1-fosfatı da gliseraldehid ve dihidroksiaseton fosfata parçalar. 

Aldolaz C, beyin ve kalpte yoğundur.
Serum ALD ölçümleri, iskelet kasının primer hastalıklarında önem taşır. Ancak, genellikle serumda kolaylıkla yapılamayan ALD aktivitesi ölçümü, AST, LD ve özellikle CK gibi daha kolay ölçülebilen enzimler kadar bilgi sağlamaz.

Tüm ölçüm yöntemleri ileri doğru olan reaksiyonu kullanır. Sabit zamanlı fotometrik ve sürekli izleme yöntemleri geliştirilmiştir.

ALD aktivitesi oda sıcaklığında 48 saat, 4oC’de ise birkaç hafta dayanıklıdır. Hemolizli örnekler kullanılmamalıdır. Pıhtılaşma sürecinde salıverilen trombosit enzimlerinden dolayı serum, plazmaya tercih edilir.

Erişkinlerde serum ALD aktivitesi için kabul edilen referans aralığı 30oC sıcaklıkta 1,0-7,5 U/L arasında değişir. Bununla birlikte cinsiyete göre kesin farklılık bulunur ki erkeklerde daha yüksek değerler elde edilir.
Serum aldolaz düzeyinde patolojik artış, akut hepatit ve diğer karaciğer hastalıklarında, karaciğere metastaz yapmış karsinomlarda, kas travmalarında, akut miyokard enfarktüsünde, hemolitik anemilerde, gastrointestinal kanserlerde, Duchenne tipi musküler distrofilerde saptanır. Gastrointestinal kanserlerin %70’inde, karaciğer metastazlarının %75’inde serum aldolaz düzeyi yüksektir.
5(-nükleotidaz (5(-NT, NTP, EC 3.1.3.5)

5(-nükleotidaz, nükleotidlerin fosfat bağlarını yıkarak nükleozidleri ve inorganik fosfatları açığa çıkaran enzimdir; nükleozid-5(-fosfatlar üzerine etkili bir fosfatazdır; optimum pH’ı 6,6-7,0 arasında değişir.
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NTP, nikel iyonları tarafından inhibe edilir; manganez iyonları NTP aktivasyonuna neden olur.
5(-nükleotidaz, tüm vücut dokularına dağılmış ve başlıca hücrelerin sitoplazmik membranlarına yerleşik olarak bulunur; mikrozomal yerleşimli bir enzimdir. Özellikle hepatositlerin kanaliküler membranları ve safra kanalı epitelyal hücrelerinde bulunur. Karaciğer ALP aktivitesi ile 5(-nükleotidaz aktivitesi sıkı bir paralellik göstermektedirler, bu ikisinin aynı kökene sahip oldukları düşünülür.
NTP aktivitesinin ölçümünde substrat olarak AMP yaygın olarak kullanılır. Ancak AMP, diğer spesifik olmayan fosfatazlar (ALP) ile hidroliz olabilir. Bu nedenle ölçümler düzeltilmelidir.
NTP analizinde serum kullanılmalıdır.

NTP aktivitesinin referans aralığı, normal erkek ve kadınlar için 2-17 U/L olarak belirlenmiştir. Serum 5(-nükleotidaz düzeyi, hamileliğin son aylarında biraz yüksektir.

Serum 5(-nükleotidaz düzeyinde patolojik artış, karaciğer hastalıklarının her türünde, özellikle parankim hastalıklarında görülür. Taş ve tümöre bağlı ekstrahepatik kolestazda da serum 5(-nükleotidaz düzeyi artar.
Lösin aminopeptidaz (LAP, EC 3.4.11.1) 

LAP, proteolitik bir enzimdir. Polipeptit veya proteinlerin amino terminallerindeki özellikle lösin amino asidinin oluşturduğu peptit bağlarına etki ederek onları parçalar.
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LAP, pankreas ve özellikle karaciğer ve safra yolları enzimi olarak tanınır. İnce bağırsakta ve böbrekte de bulunur.

Serum LAP düzeyi, gebeliğin son aylarında yüksektir.

Serum LAP düzeyinde patolojik artış, hepatobiliyer hastalıkların ayırıcı tanısı için önemlidir. Ekstrahepatik safra yolları tıkanıklığı, intrahepatik kolestaz, hepatit, kolesistit, metastatik karaciğer tümörleri, siroz, pankreatit, pankreas karsinomu durumlarında  ve ağır gebelik eklampsisi öncesinde serum LAP düzeyi yüksek bulunur.
Glutamat dehidrogenaz (GLD, EC 1.4.1.3) 

GLD, çinko taşıyan bir enzimdir ve yapısında altı polipeptit zinciri yer alır. GLD, L-glutamatın yapısındaki hidrojenin uzaklaştırılmasıyla ketoiminoasid oluşması ve bunun da hidroliz olarak α-ketoglutarata dönüşümünü katalizler. 
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Tercih edilen koenzim NAD+ olmasına karşın, NADP+ da hidrojen alıcısı olarak reaksiyonlara katılır.
GLD, başlıca karaciğer, kalp kası, böbreklerde ve daha az miktarda beyin, iskelet kası ile lökositlerde bulunur; mitokondriyal bir enzimdir.

GLD aktivitesinin ölçümü için her iki yöne doğru reaksiyonların kullanıldığı yöntemler geliştirilmiştir.
Normal serumda eser miktarlarda bulunan GLD aktivitesi, hepatosellüler hasarın bulunduğu karaciğer hastalıklarında artış gösterir. Bununla birlikte izlenen artış, transaminazlarda görülen artıştan daha azdır. 
İzositrat dehidrogenaz (ICD, EC 1.1.1.42) 

ICD, D-izositratın α-ketoglutarata oksidatif dekarboksilasyonunu katalizler. Substrata spesifik olan enzim sadece D-izositrata etki eder; ek olarak NADP’ye spesifiktir. Enzim, Krebs trikarboksilik asit döngüsünde yer alan ve oldukça farklı özellikleri bulunan NAD-bağımlı ICD enzimi (EC 1.1.1.41) ile karıştırılmamalıdır.
ICD (EC 1.1.1.42), tüm hücrelerde bir miktar bulunmasına karşın, serumda bulunan ICD başlıca karaciğerden kaynaklanır. Sitoplazmik ve mitokondriyal izoenzimleri genetik açıdan belirgin olarak farklıdır.

Transaminazlar gibi diğer enzimlerle birlikte aynı kategoride yer alan ve hasar gören veya yaşamı sona eren hücrelerden dışarı salınan enzimlerden olan ICD, hepatobiliyer hastalıkların araştırılmasında kullanılır.

ICD aktivitesi, ICD tarafından katalizlenen reaksiyonda NADPH konsantrasyonunun artışı (ΔA340) spektrofotometrik yöntemlerle ölçülerek belirlenebilir. Çeşitli tamponların, sıcaklıkların, NADP ve Mn2+ konsantrasyonlarının kullanıldığı yöntemler geliştirilmiştir. Henüz optimize bir yöntem yoktur.
Normal erişkinlerin serum örneklerinde ICD aktivitesinin referans aralığı 37oC’de 1,2-7,0 U/L olarak belirlenmiştir.

Hepatosellüler hastalığı olan kişilerde, normalde serumda çok düşük miktarda bulunan ICD düzeyinin belirgin arttığı gözlenir.
Anjiotensin-çevirici enzim (ACE, EC 3.4.15.1)
ACE, bir peptidil-dipeptidazdır. ACE, inaktif olan anjiotensin I’i biyolojik olarak aktif anjiotensin II’ye dönüştürür.
ACE, renin-anjiotensin II-aldosteron sisteminin önemli bir enzimidir.

ACE ölçümü için substrat olarak benzoil-glisil-histidil-lösinin kullanıldığı bir manuel yöntem vardır. Reaksiyon, benzoilglisinin (hippürik asit) salıverilme hızının spektrofotometrik olarak ölçülmesiyle izlenir.

Substrat olarak furoilakroil-Phe-Gly-Gly veya hippuril-His-Leu kullanılan otomatik yöntemler geliştirilmiştir.

ACE referans aralığı yönteme bağlıdır. ACE genellikle yaş ile artar.

Artmış serum ACE değeri, sarkoidoz tanısını destekler. Histoplazmoz, alkolik siroz, asbestozis, berilliyoz, diyabet, Hodgkin hastalığı, hipertiroidizm, amiloidoz, primer biliyer siroz, idiyopatik pulmoner fibroz, pulmoner embolizm, skleroderma, silikoz, tüberküloz, Gaucher hastalığı ve leprada ACE aktivitesi artar.
Kolinesteraz (ChE)
Kolin bileşiklerini hidroliz eden enzimler kolinesterazlar olarak adlandırılırlar. Bunlardan asetil kolinesteraz (AChE, gerçek kolinesteraz, kolinesteraz I, EC 3.1.1.7), temel olarak eritrositlerde ve sinir dokusunda bulunur, sadece asetilkolini hidroliz eder. Psödokolinesteraz (SChE, benzoil kolinesteraz, kolinesteraz II, EC 3.1.1.8), temel olarak karaciğerde sentez edilir, plazmada bulunur, tüm kolin bileşiklerini hidroliz eder.
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Serum kolinesteraz düzeylerinin ölçümü, insektisid zehirlenmesinin, enzimin atipik formunun bulunduğu kişilerin ve karaciğer fonksiyonlarının belirlenmesinde yararlı olur. 

Kolinesteraz aktivitesinin belirlenmesi için yeni geliştirilen yöntemlerde substrat olarak açiltiyokolin esterleri kullanılır. Kolin esterleri ile yaklaşık olarak aynı hızda hidroliz edilen bu esterlerden tiyokolinin oluşma hızı, Ellman reaktifi (DTNB) veya 4,4'-ditiyopiridin gibi kromojenik disülfür bileşikleri ile verdikleri reaksiyonlar ölçülerek belirlenir.
Kolinesteraz aktivitesinin belirlenmesi için serum kullanılmalıdır. Örneğin oda sıcaklığında veya buzdolabında saklanmasına bağlı olmaksızın serum enzim aktivitesi birkaç hafta dayanıklıdır. Süksinilkolin tedavisi sonrasında apnesi bulunan hastalardan, metabolitler test sonuçlarını etkileyebileceği için paraliz sona erinceye kadar örnek alınmamalıdır.

Serum kolinesteraz düzeyi için referans aralığı 8440 ± 1780 (ortalama ± SD) olarak verilmiştir.
Hepatit ve siroz gibi hepatik parankimal hastalıklarda ve organik fosfor bileşikleri gibi antikolinesterazlarla olan zehirlenmelerde bu enzimin serumdaki düzeyi düşer.

Serum kolinesteraz düzeyi, bir kas gevşeticisi olan suksametonyum uygulanan kişilerde de düşük bulunur.
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G-6-PD, EC 1.1.1.49) 

G-6-PD, glukoz metabolizmasının pentoz fosfat yolunda ilk basamağı katalizleyen bir oksidoredüktazdır.
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G-6-PD, eritrositler, adrenal korteks, lenf nodları, timus ve dalakta bulunur. Serumda düşük aktivite gösterir.

Genetik bir bozukluğa bağlı olarak G-6-PD eksikliği olabilir. G-6-PD eksikliği olan kişilerde de hemolitik anemiler görülür.

ENZİMATİK TANI ALANLARI VE İLGİLİ ENZİMLER

Klinik biyokimya laboratuvarlarında yapılan enzimatik analizler, kalp ve akciğer hastalıklarının, karaciğer hastalıklarının, kas hastalıklarının, kemik hastalıklarının, pankreas hastalıklarının, malignitelerin, genetik hastalıkların, hematolojik hastalıkların ve zehirlenmelerin tanısında önemlidirler. 

Tanı veya prognoz amaçlı olarak serum enzim ölçümlerinin seçimi, çok sayıda faktöre bağlıdır. En önemli faktör, enzimlerin çeşitli dokular arasında dağılımıdır. Hücresel hasarın belirlenmesinde tüm intrasellüler enzimler eşit değerde değildir. Örneğin, kalp kasında yüksek aktivite gösteren izositrat dehidrogenaz (ICD), miyokard infarktüsü sonrasında vasküler bölümlere geçerek hızla inaktive olur.
Kalp ve akciğer hastalıklarının tanısında yararlı enzimler 

Kalp ve akciğer hastalıklarının tanısında serumda total kreatin kinaz (CK, CPK), CK-MB, aspartat transaminaz (AST) ve laktat dehidrojenaz (LD, LDH) aktivite tayini oldukça yararlı olmaktadır.

Akut miyokard enfarktüsünde (AMI) ilk değişiklik gösteren ve en değerli enzim CK’dır. Total CK artışı, CK-MB artışı ile birliktedir. Total LD ve paralel olarak LD1, AMI krizinden 10-12 saat sonra yükselir, LD1 / LD2 oranının 1’in üzerine çıkışı (LD-flipped) 12-24 saat sonra meydana gelir. AST’nin kardiyak spesifitesi CK ve LD’dan daha düşüktür.
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CK-MB > %6 Total CK ve LD1 > LD2 olması durumu AMI’nü doğrular.

CK-MB > %6 Total CK fakat LD2 > LD olması durumu AMI’nü doğrulamaz. Bu durum sessiz miyokard enfarktüsünde görülür.

CK-MB < %6 Total CK olması durumunda AMI ekarte edilir.

CK-MB < %6 Total CK fakat LD1 > LD2 olması durumu kalp dışı klinik tablolarla ilgilidir. Bu durum en sık olarak intravasküler hemoliz, renal korteks enfarktüsü ve megaloblastik anemide görülür.

AMI takibinde ilk 48 saat içinde serum enzim analizleri her 12 saatte bir tekrarlanmalıdır.

Troponinler enzim değillerdir, fakat miyokard enfarktüsü tanısında kullanılmaktadırlar. Troponin-I tanıda en yararlı olanıdır, AMI’nden 3-12 saat sonra yükselmeye başlar ve ağrının başlamasından 24 saat sonra pik değerine erişir. Troponin-T, angina’lı hastaların gelecekteki miyokard enfarktüsü veya diğer kalp patolojilerini geçirme riskini tayin açısından önem taşımakta ve CK-MB düzeylerinin takibiyle birlikte önerilmektedir.

Anjina pektoriste serum enzim değerleri normaldir.

Sağ kalp yetmezliğinde  AST, ALT, LDH ve LDH5 yükselir.

Sol kalp yetmezliğinde AST ve LDH yükselir.

Akciğer embolisinde  LDH2 ve LDH3 yükselir.

Taşikardide ALT yükselir.
Perikarditte AST yükselir.

Miyokarditte LDH ve AST ılımlı yükselir.
Karaciğer hastalıklarının tanısında yararlı enzimler 

Karaciğer hastalıklarının tanısında serumda transaminazlar (ALT, AST), LD, GGT ((-GT), ALP, 5(-nükleotidaz (5(-NT), lösin aminopeptidaz (LAP) aktivite tayini oldukça yararlı olmaktadır. 

Transaminazlar (ALT, AST), LD ve GGT’nin serum düzeyleri aktif akut veya kronik karaciğer hastalıklarında yükselir. 

ALP, GGT ((-GT),  5(-nükleotidaz (5(-NT) ve lösin aminopeptidazın (LAP) serum düzeyleri hepatobiliyer kolestazda yükselir.

GGT ((-GT), tüm karaciğer hastalıkları için spesifiktir.

Viral hepatitte klinik semptomların görülmesinden 1-2 gün önce bazen birkaç hafta önce transaminaz artışı olur. ALT artışı, AST ile birliktedir ve genellikle ALT artışı daha fazladır; normalde <1 olan ALT/AST (De Ritis) oranı artar. Sarılık başladıktan 7-12 gün sonra normalin 20-50 katı hatta bazen 100 katı olacak şekilde maksimum transaminaz aktivitesi saptanır. İkinci haftadan itibaren serum transaminaz değerleri düşmeye başlar. 6 ay sonra da yüksek transaminaz değerleri olması kronikleşme belirtisidir. 

Fulminan hepatitte ilk 1-2 gün transaminazlar artar. Daha sonra transaminazlar düşerken sarılık artar ki bu, kötüye gidişi gösterir.

Toksik hepatitte enfeksiyöz hepatitteki gibi yüksek transaminaz düzeyleri saptanır.

Karaciğeri tutan enfeksiyöz mononükleozda transaminaz değerleri 20 kat artabilir.

Sirozda normalin hafif üzerinde veya 4-5 kat yüksek transaminaz aktivitesi saptanır. Mikrozomal enzimler de serbestleştiğinden AST artışı ALT artışından daha yüksektir.

Karaciğer karsinomlarında transaminazlar normalin 5-10 katı artar. Genelde AST > ALT’ dir.

İntrahepatik kolestazda transaminazlar ılımlı olarak yükselirler. Safranın stazını belirleyen ALP, GGT ((-GT),  5(-nükleotidaz (5(-NT) ve  lösin aminopeptidaz (LAP) enzimleri fazla yükselir.
Kas hastalıklarının tanısında yararlı enzimler

Kas hastalıklarının tanısı için serumda CK, LD, aldolaz ve AST aktivite tayini oldukça yararlı olmaktadır.

Musküler distrofilerde serum CK aktivitesi, özellikle Duchenne tipi progressif musküler distrofide postnatal erken dönemde yükselmeye başlar. Bebeklik ve çocuklukta normalin 50-100 misli gibi maksimum değere ulaşır. Hasta yaşlandıkça, fonksiyon gören kas kitlesinin giderek azalması nedeniyle CK aktivitesi artışı yavaşlar. 

Duchenne tipi musküler distrofide serum aldolaz düzeyi de normalin 10-50 misli artar.

Kas dokuda LD5 baskın olmakla birlikte distrofilerde LD1 ve LD2 düzeyleri de artar.

Polimiyozitte hastaların %70’inde serum CK aktivitesinde,  %75’inde aldolaz aktivitesinde, %25’inde LD ve AST aktivitesinde belirgin artış saptanır. Steroid tedavisiyle CK aktivitesi düşer.

Kas travmaları, cerrahi girişimler ve intramüsküler enjeksiyonlar ve akut fiziksel aktivite serum CK aktivitesini yükseltir.
Kemik hastalıklarının tanısında yararlı enzimler

Kemik hastalıklarının tanısında serumda alkalen fosfataz (ALP) ve asit fosfataz (ACP) aktivitesi tayini oldukça yararlı olmaktadır. Ancak ACP aktivitesi tayini kemik hastalıklarının tanısı amacıyla pek kullanılmaz. 

Osteoblastik aktivite artışı ile karakterize kemik hastalıklarında ALP yükselir.

Osteoklastik kemik hastalıklarında ALP yanında ACP da yükselir. Kemik metastazlarında genelde hem ALP hem ACP yükselir.

Fizyolojik kemik büyümeleri sırasında da serum ALP düzeyleri yüksek bulunur. 10 yaş üzerindeki çocuklarda erişkin değerin 4 katı değerler saptanabilir. Erkek çocuklarda 11-12 ve kız çocuklarda 13-14 yaşlarda pik değerlerine ulaşır. Yetişkin düzeyi kız çocuklarda 15’li ve erkek çocukşlarda 18’li yaşlarda gözlenir.

Raşitizmde ve osteomalazide serum ALP düzeyi artar. Antiraşitik tedavi ile serum ALP düzeyi 4-12 günde düşer ve 2 ayda normalin üst sınırına iner.

Osteoporozda osteoblast aktivitesi normal olduğundan serum ALP aktivitesi de normaldir, ACP düzeyi yükselir.

Kemik malignitelerinde serum ALP düzeyi malignitenin karakterine göre değişir. Osteojenik sarkomda yüksek, osteolitik sarkomda ise normal bulunur. 

Paget’s hastalığında kemikte hem lizis hem yeni kemik oluşumu hızlandığından serum ALP düzeyi en yüksek değere ulaşır.

Prostat kanserinin kemik metastazlarında serumda ALP ile birlikte ACP da yükselir. Östrojenle yeterli şekilde yapılan tedavi, serum ACP düzeyini hızla normal sınırlar arasına getirir, fakat serum ALP düzeyi 1-2 hafta daha yüksek kalır.

Meme kanseri ve multipl miyelomun kemik metastazlarında osteolitik aktivite ve dolayısıyla serum ACP düzeyi artar. Ostoblastik aktivite göstergesi olan serum ALP düzeyi normaldir. 

Kemik kırıklarının iyileşme döneminde serum ALP düzeyi yüksektir.
Pankreas hastalıklarının tanısında yararlı enzimler 
Pankreas hastalıklarının tanısında serumda (-amilaz ve lipaz aktivitesi tayini yararlı olmaktadır.

Akut pankreatitte serum (-amilaz aktivitesi, 2-12 saat içinde artmaya başlar, 24 saatte pik değerine erişir ve 3-5 günde normale döner. Ancak pankreatitin şiddetiyle serum (-amilaz aktivitesi arasında korelasyon yoktur. Fulminan pankreatitte normal serum (-amilaz aktivitesi saptanabilir. 

Akut pankreatitte idrarda amilaz çıkışı 7-10 gün devam eder. Amilaz/Kreatinin klirens oranı  veya bunun % olarak ifadesi olan amilaz-kreatinin koefisiyenti tanıda yardımcı olabilir.
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Amilaz-kreatinin koefisiyentinin normal değeri 2-5 arasındadır, akut pankreatitte uzun süre yüksek kalır.

Serum lipaz aktivitesi ölçümleri akut pankreatit tanısında daha çok yardımcıdır. Serum lipaz aktivitesi akut ataktan 12-24 saat sonra pik değerine ulaşır ve amilazdan daha uzun süre yüksek düzeyde kalır.

Serum amilaz/lipaz oranı akut pankreatitin etiyolojisini ve şiddetini göstermesi açısından yararlıdır. Son çalışmalarda bu oranın biliyer, alkolik ve alkolik veya biliyer olmayan durumlarda farklı olduğu gösterilmiştir. 

Pankreas karsinomunda serum (-amilaz ve lipaz değerleri birlikte değerlendirilir.

Kronik pankreatitte (-amilaz artışı önemsiz lipaz artışı önemlidir.
Malignitelerin tanısında yararlı enzimler 
Malignitelerin tanısında hem organ spesifik enzimler hem organ spesifik olmayan enzimlerin serumdaki aktivitelerinin yükselmesinden yararlanılabilir.

ACP, ALP, GGT, 5(-nükleotidaz, lösin aminopeptidaz (LAP), (-amilaz ve lipaz, organ spesifik enzimlerdir.

LD, aldolaz, fosfoheksoz izomeraz gibi enzimler organ spesifik olmayan enzimlerdir. Malignite durumlarında bu enzimlerin aktivitelerinin yükselmesinin nedeni, tümöral dokuda hızlı hücre proliferasyonu ve hızlı oksijen kullanımına bağlı olarak anaerobik glikolizin hızlanmasıdır.

Malignitelerde serumda belirli enzimlerin aktivitelerinde yükselmenin nedeni, tümör dokusunda enzim sentezinin artışı, biliyer duktus blokajı ile kana geri tepme, metastatik tümörlerin enzim indüksiyonu yapması, tümöral hücre membranlarının permeabilitelerinin artışı, hücrelerin hızlı harabiyeti ve ölümü nedeniyle hücre içinin ekstrasellülere boşalması, renal işlev bozuklukları olabilir.

Prostat kanserinde iskelet sistemine metastaz olmuşsa %90 olguda serum ACP ve prostatik asit fosfataz (PAP) düzeyi  yükselir. Metastazsız prostat kanserlerinin yalnızca %24’ünde serum ACP düzeyi yükselir. 

Prostat kanserlerinde LDH5  de yükselir.

Primer veya metastatik karaciğer kanserlerinde %86 olguda serumda transaminazlar (AST, ALT) ve ALP artar. 

ALP ile birlikte  kolestaz göstergesi ve karaciğere özgü GGT, 5(-nükleotidaz, lösin aminopeptidaz enzimleri de yükselir. 

Serum LD düzeyi de karaciğer metastazlarının %70’inde yüksektir.

Osteoblastik proliferasyona bağlı kemik tümörlerinde serum ALP düzeyi yüksektir. Prostat kanserinin kemik metastazları osteoblastik lezyonlar olduğundan serum ALP düzeyini yükseltirler. 

Meme kanserinin kemik metastazları osteolitik lezyonlar olduğundan serum ALP düzeyini yükseltmezler.

Over ve pankreas kanserlerinde serumda ALP’ın ısıya stabil REGAN izoenzimi yükselir. Pankreas kanserlerinde (-amilaz ve lipaz da yükselir, ancak lipaz erken dönemde yükselir ve  (-amilazdan daha değerlidir.
Genetik hastalıkların tanısında yararlı enzimler 

Genetik hastalıkların tanısında serumda fenilalanin hidroksilaz, galaktoz-1-fosfat üridiltransferaz, glukoz-6-fosfataz gibi birçok enzimin aktivitesinin tayini yararlı olmaktadır. Kalıtsal enzim anormalliklerinin sonucu ortaya çıkan 140’tan fazla hastalık bilinmektedir. Enzimatik kusura bağlı olarak gelişen çeşitli patolojik durumlar vardır: 

1) Kusurlu enzimin normal substratının birikmesi. Örneğin fenilalanin hidroksilaz eksikliğine bağlı olarak ortaya çıkan fenil ketonüride kanda fenilalanin birikir. Galaktoz-1-fosfat üridiltransferaz eksikliğine bağlı olarak ortaya çıkan galaktozemide galaktoz-1-fosfat birikir. Glukoz-6-fosfataz eksikliğine bağlı olarak ortaya çıkan tip I glikojen depo hastalığında (Von Gierke hastalığı) karaciğerde glikojen birikir.

2) Enzimlerin nihai ürünlerinin eksikliği. Örneğin adrenal hiperplazi tip I’de enzim eksikliklerine bağlı olarak kortizol oluşumu bozulur.

3) Biriken substratın yan yollara sapması. Örneğin adrenal hiperplazi tip I’de enzim eksikliklerine bağlı olarak kortizol oluşumu bozulunca anormal androjenik ürünler oluşur. Galaktozemide dulsitol oluşur ve bu da gözde birikerek katarakta neden olur.
Hematolojik hastalıkların tanısında yararlı enzimler 

Hematolojik hastalıkların tanısında anaerobik glikoliz ile ilgili bazı enzimler, pentoz fosfat yolu ile ilgili bazı enzimler, glutatyon metabolizması ile ilgili bazı enzimler, adenozin deaminaz gibi pürin ve pirimidin katabolizması enzimleri, Na+/K+ ATPaz, lesitin kolesterol açil transferaz (LCAT) gibi eritrosit membranı fosfolipid kompozisyonunu etkileyen enzimler, methemoglobin redüktaz enzimleri gibi enzimlerin aktivite tayinleri yararlı olmaktadır.

Hemolitik anemilerde bazı enzim eksiklikleri araştırılabilir.

Heksokinaz kusuru, glukozun glukoz-6-fosfata fosforilasyonunun gerçekleşmemesine bağlı olarak ılımlı veya orta şiddette hemolitik anemiye neden olabilir.

Glukoz fosfat izomeraz yetmezliği, glukoz-6-fosfatın fruktoz-6-fosfata dönüşememesi nedeniyle orta şiddette hemolitik anemiye neden olabilir.

Pirüvat kinaz kusuru, fosfoenol pirüvatın pirüvata dönüşememesi nedeniyle nonsferositik hemolitik anemiye neden olur, ayrıca yeni doğan hemolitik hastalığına da neden olabilir.

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz yetmezliği, pentoz fosfat yolunun işlememesi ve sonuçta eritrositleri oksidan etkenlerden koruyan NADPH’lerin oluşamamasına bağlı olarak şiddetli hemolitik krizlere neden olabilir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz yetmezliğinde, çiğ bakla yenmesi, antimalaryal ilaçlar, sulfonamidler, nitrofuran ve fenasetin turevleri, vitamin K analogları alınmasından sonra şiddetli hemolitik kriz ortaya çıkar.

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz geni X kromozomunda bulunduğundan glukoz-6-fosfat dehidrojenaz yetmezliği, erkeklerde önemlidir, Doğu Akdeniz Bölgesinde semptomlu ve semptomsuz olmak üzere erkeklerin %50’sinde saptanmıştır. 

Glutatyon sentezi ile ilgili (-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz eksikliğinde, hafif kronik hemolitik anemi veya ağır akut hemolitik krizler görülür. 

Glutatyon peroksidaz yetmezliği, olasılıkla selenyum eksikliğine bağlı olabilir, olasılıkla yeni doğanda peroksidatif hemolizin nedenidir.

Pernisiyöz anemide serumda çok yüksek LD düzeyi saptanır. Vitamin B12 tedavisi ile retikülosit krizinden önce LD normale döner.

Akut lenfositik lösemi ve Hodgkin hastalığında serum ALP düzeyi yüksektir.

Zehirlenmelerin tanısında yararlı enzimler 

Serum kolinesteraz düzeyi tayini organik fosfor bileşikleri ile zehirlenme durumlarının tanısı için oldukça yararlıdır.

Organik fosfor bileşikleri ile zehirlenme durumlarında serum kolinesteraz düzeyi düşük bulunur.

Anestezi sırasında bir kas gevşeticisi olan suksametonyum kullanılması durumlarında da serum kolinesteraz düzeyi düşer.
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