KOMPLEMENT SISTEMI

Jale ERDEGER (%)

Organizmanin viicuda giren bir antijene karsi, bagisik yaniti
hem humoral, hem de cellular bagisiklik sistemini birlikte icer-
mektedir. Viicuda giren bir antijen, kendine karsi olusmus anti-
korlar tarafindan taminmaktadir, Bu tanimadaki ilk adum, komp-
lement sistemi tarafindan yonetilen, biyolojik bir reaksiyonla bas-
lar.

Komplement, omurgalilarin serumunda dogustan var olan bir
protein kompleksi olup, zincirleme reaksiyon veren bir enzim sis-
temidir. Komplement onceleri serumda bulunan bir yardime: fak-
tor olarak, antikorla kaplanmis hiicreler (alyuvar, bakteri, vs.) iize-
rine etkileyerek, bunlarin erimesine (sitolizis) neden olan bir fak-
tor olarak diisiiniilmiistiir. Antikorlarm etkisini tamamlamas1 ile
taninan komplement, bu asrin basinda alyuvar erimesinde «tamam-
layan madde» anlaminda kullanilmigtir. Bugiin komplement siste-
minin bir ¢ok reaksiyonda ve immunopatolojiyi olusturan bir ¢ok
olayda yer aldig1 belirlenmistir.

Asra girmeden once, yapilan gozlemlerden kaynaklanan bilgi-
lere gore, normal serumun bakteriler iizerinde tahrip edici etki
yaptig1 goriilmiis, komplement kesfedilmistir. 1880 yillarinda, bak-
teriler icin kiiltiir besi yerlerinde taze kan serumunun zararli ol
dugu farkedilmistir. Serum uzun siire oda 1sisinda birakildiginda
veya 56°C’de 30 dk. 1sitildiginda bu etkisinin kayboldugu goriilmiis-
tiir. Bu yolla iki aktivitenin islerligi ortaya konulmustur. 1889 yi-
Iinda Buchner bu 6zelligin «aleksin» olarak isimlendirilen termo-
labil bir proteine bagli oldugunu zannetti. 1894 yilinda Pfeiffer,
bagisik kobay serumu ile kolera vibrionunu karistirdigi zaman vib-

(*) A.U. Vet. Fak. Mikrobiyoloji Anabilim Dali Aras, Gérevlisi
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rionlarin eridigini gostermistir. (Pfeiffer fenomeni). Bu olay1 ince-
leyen Pfeiffer, bakterilerin erimesinde isiya direncli ve direncsiz
iki faktGriin rol oynadigini gGsterdi. Isiya direngli faktor, spesifik
olup bakteriye 6zgiil antikorlardir. Isiya direngsiz olan faktdre on-
ce aleksin, sonra komplement denilmistir. 1895’de Bordet, vibrioli-
zisin iki faktorden ileri geldigini, bunlardan birinin termostabil
ve spesifik oldugunu, digerinin termolabil ve nonspesifik oldugunu
tekrar gosterdi. Bordet 1898’de koyun eritrositleri, 6zgiill antikor
ve taze serum (komplement) ile olay: tekrarlamis ve koyun eritro-
sitlerinin de eridiginj gostermistir. 1907 yilinda Ferrata komple-
mentin tek bir maddeden .olusmadigini, en az iki proteinden se-
killendigini gostermistir, C1 adi verilen bir euglobin ve bir pseu-
doglokin olan C2 elde edilmistir. Diger iki bilesim daha sonraki
yillarda bulunmustur. (1912-1925). Gram-negatif bakterilerin, kob-
ra zehirinin ve mayanin C1 ve C2'yi izlemeden hemolitik aktiviteye
etkili olduklari gézlendiginde C3 tanminmisiir. Serumun amonyakla
muamelesi esnasinda C4 tanimlanmis, C4'iin Cl’den sonra C2’'den
énce reaksiyona girdigi gozlenmistir. 1950'lerde yanliz bu dort kom-
ponent bilinirken, proteinlerin yeni tekniklerle ayrilmasi sonunda
komplement proteinleri izole edilebilmistir. 1960’dan itibaren frak-
siyonlamanin gelismesiyle C5, C6, C7, C8, C9 bilesimleri de bulun-
mustur. Komplement sisteminde 11 ayri serum proteini tanumlan-
mis bulunmaktadir. Bunlar miktar olarak serum globulinlerinin
% 10'unu olusturur. Bu arada komplement sisteminin inhibitorleri
ve kemplement sistemini aktive edebilen diger serum globulinleri
de bulunmustur. (C3 aktivatorleri, properdin vs.)

Komplement sistemi igin alternatif yol daha yenidir. 1950'ler-
de Phillemer ve arkadaslar: mayalardan kékenini alan polisakkarit,
zymosan gibi bazi mikrobiyal polisakkaritlerle, normal insan se-
rumunu inkiibe ettiklerinde, Mg iyonlar1 varhiginda, erken reaksi-
yona giren klasik komplement komponentleri (C1, C4, C2) olma-
dan, klasik geg isleyen komplement komponentlerinin (C3, C5, C6..)
aktivasyonuna neden oldugunu gordiiler. Zymosanin etkisini kesfe-
denler, serumda partikiile bagl bir nonkomplement protein oldu-
gunu gosterdiler ve bunu properdin olarak isimlendirdiler. Daha
sonraki yillarda yapilan calismalarda properdin piirifiyve edildi ve
sonucta onun Ig veya komplement komponenti olmadigi ortaya
kenuldu.
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Naomenkilatir :

Komplement sisteminde isimlendirme periyodik ilavelerle se-
killendirilmistir. Su anda gegerli olan, her bilesimin bir harf “ve
bunu takip eden bir numarayla gosterilmesi veya inhibitor ve pro-
aktivatorler igin harflerle gdsterilmesidir. (1968’de Uluslararasi
Terim Komisyonunda kabul edilmistir.) Komplement C harfi ile
sembolizedir, Komplement aktivasyonunda klasik yolda yer alan
komponentler Cl'den C9a kadar numaralanmistir, Orn.: Cl1, C2,
C3, ... C9. Alternatif yolun faktorleri biiyitk harflerle gosterilir.
Crn.: B, D, P gibi. Aktivasyon iiriinleri iizerlerine birer diiz ¢izgi
konularak ayirt edilirler, Orn.: C1’in aktive olmus hali C1, B’nin
aktive olmus hali B ile gosterilir. Biyolojik olarak aktif, fakat en-
zimatik devrede bulunmayan bir komponent de iizerine diiz bir
cizgi konularak ifade edilir.. Orn.: C567 gibi. Enzimatik pargalan-
ma sonucu ortaya ¢ikan komponent boliimleri, komponentin yani-
na kiiciik harf konularak simgelenirler. Orn.: C3a, C3b fragment-
leri gibi. Sistemin diizenlenmesinde rol alan proteinler de islevleri
ile tamimlanirlar. Orn. C1 inaktivatér (C1 INH) : Cl inhibitorii,
C3PA : C3 proaktivatorii gibi. Clq, Cls, Clr: Cl'in alt iinitelerini
gOsterir.

Komponentteki belirli islerligin kaybi, proteinden sonra «i»
harfinin konmasiyla ifade edilri. Orn.: C2; ve Bi'de oldugu gibi.
Bunlar biiyitk komponent parcalaridir. Baglanan taraflari bozul-
mus ve baglanma yetenekleri kaybolmustur. Artik bir baska komp-
lement proteini ile kompleks yapamazlar. Bu komponentlerin ak-
tif taraflar1 peptidhidrolaz aktivitesi gdsterir. Bir protein, parca-
lanmaya katilmayan peptidhidrolaz sonucu belirli aktivitesini kay-
bederse énde bulunan «i» ile gosterilir. Orn.: iC3b gibi.

KOMPLEMENTIN AKTIVASYONU

Bir cok fizyolojik proses, aktive ediidiginde, etkili kontrollere
sahip degilse feci sonuglara neden olabilir, Bunlara ornek olarak
pihtilasma sistemi, fibrinolitik sistem, kinin sistemini verebiliriz.
Bu sistemlerin kontrol edilemeyen aktiviteleri sirasiyla, kontrol
edilemeyen kanamaya, yaygin intravaskuler trombosise veya vas-
kuler permiabilitede ciddi bozukluklara neden olur, Bu sistemlere
ek olarak, bilinen bir sistem daha vardir ki, bu sistemin aktivas-
yonu, hiicre membranlarinin bozulmasi sonucu hiicrelerin tahri-
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bat1 veya organizmalarin yikimina neden olur. Bu, «Komplement
Sistemi» olarak isimlendirilmistir. Sistem kontrol edilemediginde,
biiytik hiicresel yikima neden olur. Bu sebeple biitiin bu sistemler,
kontrol edilemeyen aktivitelerini énlemek amaciyla, birbirine bag-
lanmis enzim reaksiyonlar: serisini iceren mekanizmlerle diizenle-
nirler. Birbirine bagl reaksiyonlarin genel prensibi, bir reaksiyon
tirtinliniin diger reaksiyonu katalize etmesi, ikinci reaksiyon {irii-
niiniin ticlincti reaksiyonu katalize etmesi seklinde devam eder. Bu
tiir zincir reaksiyonlari, kademeli reaksiyonlar olarak bilinirler ve
genellikle reaksiyon zincirini baslatmak ic¢in diirtii (baslatici) fak-
torii gerektirirler.

Komplement sisteminde tanimlanmig 11 komplement proteini
serumda inaktif sekilde bulunurlar. Komplement aktivitesi basla-
tildiginda bu proteinler, belirli bir sirayla olayda yer alir ve aktive
olurlar. Bu proteinlerin aktivasyonunda, birinin olusmasi kendisin-
den bir evvelkine baghdir ve kaskat «gaglayan» tarzinda bir akti-
vasyon gelisir. Birinci bilesen aktive edildiginde, siradaki diger bi-
lesen molekiillerini aktive etme yetenegini kazamir, Her biri ken-
dinden bir sonraki molekiilii aktive ederek biiyiiyen bir caglayan
meydana gelir. Bir tek C1 molekiiliiniin uyarilmasi, daha sonra ge-
len binlerce molekiiliin aktivasyonuna sebep olur. Her evredeki ak-
tivasyon, yeni enzim aktivitelerini ortaya cikarir. Komplemanin son
bilesenleri tutunduklar: hiicre zari iizerinde bir fonksiyonel delik
acarlar, Bunun hiicrenin fosfolipit zar yapisini bozmasi ile ilgili ol-
dugu sanmilmaktadir. Bu hiicrenin 6liimii ile sonlamir. Artarda geli-
sen bu biiyiime islemi, bir tek C1 molekiiliiniin aktivasyonu ile olu-
sur ve makroskopik bir olayla; bir hiicrenin lizisi ile sonlanir.
Kompleman aktivasyonunun ara evreleri saghk ve hastalikta 6nem-
li olan bir takim biyolojik aktivitelere neden olur.

Komplement sistemi aktivasyonunun 3 yoldan oldugu kabul
edilir. Bu yollardan ikisi, dizinin iigiincii komponentinin (C3'iin)
aktivasyonu icin, birbirini izleme reaksiyonu (dizi reaksiyonu) gs-
terir. Bunlar klasik ve alternatif aktivasyon yollaridir. Ugiincii ve-
ya sonuncu yol gergek bir dizi reaksiyonu degildir. Membran ze-
deleyen kompleks ile bir kiimelenmeler serisidir. Bu da aktive ol-
mus C3 ile gerceklesir. Bu yol terminal yoldur. ilk iki yol icin or-
taktir.
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Komplement sisteminin biyolojik fonksiyonlarinin iglemesinde
en kritik adim C3b'nin meydana gelmesidir, Bu C3'iin biiyiik olan
boliinme parcasidir. C3'iin boliinme reaksiyonunda klasik ve alter-
natif olarak iki yol vardir.

KLASIK KOMPLEMENT YOLU

Klasik komplement yolu, alternatif yola gore daha eski olup,
tanminmas: uzun yillar énce olmustur. Klasik yolun aktivasyonu,
bir cok madde tarafindan baslatilabilir. Bunlar :

Immunglobulinler : IgG3, IgGl1, I1gG2, IgM.

Anyonlar : DNA, RNA, dextran siilfat, TNP-Sigir serum albu-
mini, poliinosinik, poliguanilik ve poliiiridilik asitler.

Enzimler : Tripsin, plazmin, lizozimal enzimler.

Digerleri : Endotoksinler, lenfosit membranlari, zarh viruslar,
disiik iyonik kuvvet.

Bunlarin en iyi bilineni ve belki de en 6nemlisi, immunglobu-
lin molekiilleridir, Aktivasyon, hiicre membran yiizeylerinde anti-
jen-antikor iligkisi ile baglatilir. Immunglobulinlerin kiimelenmesi
de, komplement aktivasyonuna yol acan yap: degisikliklerine ne-
den olur. Degisik Ig siniflari, degisik Fc yapilarina sahiptir. Bu
sebepten sadece IgG ve IgM Cl1’i baglayabilir, IgG alt simiflar ara-
sinda da fark vardir. IgG3 komplementi iyi baglar, bunu IgGl ve
IgG2 izler. IgG4 ise zayif baglar veya hic baglamiz. IgG antikorlari,
komplementi sadece antijen iizerinde, birbirine ¢ok yakin bolgede
iki veya daha fazla antikor molekiiliiniin baglanmasindan sonra tu-
tabilirler. Ciinkii, C1'i olusturan subkomponentlerden Clq’'nun alt
birimlerinden en az ikisinin Ig'nin CH2 yerine capraz baglanmasi
gerekir ki Cl'in aktivasyonu gerceklessin, IgM'de bu sorun olmaz,
¢iinkii tek molekiilde bir¢ok Fc bolgesi bulunmaktadir, Bir IgM’'nin
hiicreye baglanmasi, komplement aktivasyonu ve hiicrenin o6liimii
icin yeterlidir. Oysa bircok IgG antikorunun alyuvara baglanmasi
gerekir ki, ikj IgG yanyana diiserek baglansin ve komplement ak-
tivasyonunu baslatabilsin. Enzimler s6z konusu oldugunda 6rnegin
fibrinolitik enzim plazminde ise Cl1 molekiiliine baglanma dogru-
dan dogruya proteolitik yoldan olmaktadir.
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Antijen antikor kompleksler; seruma ilave edildiginde birinci
komponent (C1) komplekse baglanir ve C2 ve C4 komponentlerinin
aktivasyonunu katalize eden, aktif proteaza doniisiir. C4 ve C2'nin
ayrilma reaksiyonlar1 gerceklesir. C4b ve C2a gibi .aktive olmus
komponentler bir kompleks olustururlar. (C4b, 2a). Bu kompleks
proteolitik aktiviteye sahiptir ve C3'tin aktivasyonunu katalize eder.
C3'ii C3a ve C3b parcalarina ayirir. C3b aktive olarak C4b, 2a, 3b
aktif kompleksinj olusturur. Daha sonra bu kompleks C5’in ayril-
ma reaksiyonunda rol oynar. Sirasiyla C5b, C6, C7, C8, CS devreye
girerck sitoliz meydana gelir.

Alternatif volda aktivasyon C1, C4 ve C2 olaya katilmaksizin
gerceklesir. Reaksiyon C3'iin aktivasyonundan baslayarak sitolizise
kadar devam eder.

Klasik komplement yolunun aktivasyonunda rol alan kompo
rentler: C1, C4 C2 dir.

C1: ilk Kecmponent :

Cl1; Clqg, Cir ve Cls alt komponentlerinden olusur. C1, Ca
iyonlarmm fizyolojik konsantrasyonlarinda Clq, Clr ve Cls sub-
komponentlerini 1:2:4 oranlarinda ihtiva eden bir trimolekiil komp-
lekstir. C1qg monomer IgG'yi zayif olarak baglar, fakat kiimelenmis
igG'yi baglama kapasitesi yiiksektir. Elektron mikroskcpi Clq'nun
bir hekzamer yapiya sahip oldugunu goOsteriyor. Clq ve antikor
arasindaki karsilikli iliski, antikorun ikinci sabit kismi ve Clq
hekzamer yapisinin, globiiler baslar1 vasitasiyla meydana geliyor.
Clq alt1 alt iiniteden jbarettir ve herbiri kollagen benzeri gévdeye
baglanmis bir globiiler bas ihtiva eder, Globiiler kismmlar IgG'nin
CH2 ilmekleri igin baglanma bélgeleri tasirlar. IgG'ler de Clg bag-
lanma bolgeleri tasirlar. Clg'nun immun komplekse capraz bag-
larmasi Clr'de morfolojik bir degisikligi indiikler ki, bu da C1r olu-
sumu icin gerekli self-hydrolysis olayini katalize eder. Clr'nin di-
siilfit bag1 iceren zincirleri tizerindeki aktif bolge Cls olusturmak
icin Cl1s’i hidrolize eder. C1’'in Cls subiiniti C4 ve C2'nin (Cleaveéé
rcacfion) ayfﬂma reaksiyonunda rol oynar ki, bu da C3 konvertaz
(C4b, 22) olusumuna yol acar.
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C4: Dordlincli Komponent

Molekiil agirlig: 180.000 dalton olup, beta-elektroforetik mobi-
litesi olan bir glikoproteindir. C4, disiilfit baglari ve birbirine non-
kovalent baglanmis iic polipeptid zincirini icerir. Bunlar 90.000
dalton alfa zinciri, 70.000 dalton beta zinciri, 33.000 daltonluk kii-
clik bir gamma zinciridir. C4’tin C1 ile ayrismasi, alfa zincirinin
N-terminal bolgesinden 7.000 - 10.000 dalton molekii! agirliginda
bir fragmamn saliverilmesine yol agar. Bu C4a olarak isimlendiri-
lir. Geriye kalan biiyitk parga C4b'dir.

C2: Ikinci Komponent :

Cls vasitasiyla C2a ve C2b'ye ayrilan 117.000 dalton molekiiler
agirlikta, tek zincirli bir glikoproteindir. 85.000 dalton molekiiler
agirhiktak; C2a katalitik bolge gorevini yapar, 35.000 dalton mole-
kiiler agirliktaki C2b ise baglanma fonksiyonu olan aktivasyon
peptidi olarak gérev yapar. Bazi arastiricilara gére bunun tersi dii-
stintilmektedir. C3’tin ayrilma aktivasyonunu yerine getirmek igin
C2a, Mg iyonlar: varhifinda C4b veya C4i ile iliskiye girer ve C4b,
2a kompleksi (klasik C3 konvertaz) olusur. Yine bazi arastiricilara
gore, klasik C3 = konvertaz, C2b'nin C4b ile baglanarak C4b, 2b
kompleksini olusturmasi ile meydana gelir. C4b, 2a kompleksi
C2i'nin saliverilmesi, bununla beraber C3 konvertaz fonksiyonunun
kaybinda, 1siya bagli bir inaktivasyona maruz kalir. Geriye kalan
C4b, Cls vasitasiyla ortama eklenen C2'nin ayrilmasiyla yeni C3
konvertazlar olusturma yetenegindedir.

Cdb, 2a «klasik C3 konvertazi» olarak bilinir. Ciinkii, klasik
crken komponentlerin interaksiyonlarindan elde edilmistir. Komp-
lementin C3’den C9'a kadar olan effektor siralamasini aktive ede-
bilir. ' Bu komponentler (C1, C4, C2) hakkinda bilgi verdikten son-
ra klasik komplement yolunu daha kolay inceleyebiliriz.

Tek bir Cl1 yiize yakin C4 molekiiliinii N-terminal uclarindan
alfa zincirinin smirh bir sekilde agilmasiyla aktive eder ve a ve b
parcalar: ortaya cikar. C4b antikor baglayrci kisimlardan farkl bir
baglanma yerine sahiptir ve zara tercihli yerlesme gosterir. Ortaya
cikan C4b’nin % 10'undan azi bagh kalir, geri kalani ise siv1 faza
(C4i) doner. C4a, C4’tin C1 tarafindan ayrilmas: sorucu olusan ufak
bir peptidtir ve biyolojik rolii heniiz bilinmemektedir. -Ayn:1 sekilde
C2'nin C1 tarafindan ayrilmasi sonucu biiyiik C2a ve kiiciik C2b
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parcalar1 ortaya cikar. C2a'min % 5'i Mg iyonlar1 varhiginda C4b
ile fiizyon gosterir. Bu bimolekiil kompleks (C4b, 2a) C3 konver-
tazdir. C3 konvertaz C3'ii, C3a ve C3b olarak isimlendirilen iki
parcaya boler. Agiga cikan C3a, polimorf niikleer 16kositler igin
kemotaktiktir. Ayn1 zamanda anaflatoksin aktivitesi gosterir, mast
hiicrelerinden histamin aciga cikarir, diiz kas kasilmasina neden
olur. C3b membranlar ve Ig'lere baglanarak bir opsonin aktivitesi
gosterir. Cok sayida C3b molekiilii yiizey zarlarina transfer edilir.
Makrofajlar iizerinde (incelenen biitiin memelilerde), trombositler
iizerinde (tavsanlarda), alyuvarlar tizerinde (yiiksek hayvanlarda)
bu zara bagli C3b icin 0zgiil reseptorler bulunur. Bu reseptorler
antijen-antikor-C3 kompleksinin bu hiicrelere immun yapismasini
saglayarak fagositozlarimi kolaylastirir. Bagli C3 tabii haldaki mo-
lekiilde bulunmayan yeni bir yapr gosterir ki bu yapi immuno-
konglutinin denen bir otoantikorun olusmasina sebep olur. C3b’-
nin inaktivasyonu KAF (konglutinojen aktive edici faktor) enzimi
ile olur. Eger C3b fragmenti tesadiifen C4b, 2a ile birlesirse C4b,
2a, C3 konvertazdan C5 konvertaza doniisiir. (C4b, 2a, 3b). Sayet
C3b fikze olmazsa inaktiftir (C3i) ve iki molekiile ayrilir. C3c (beta-
1A globiilini) ve C3d (alfa-2D) globiilini) molekiilii olarak ayrilir.
Baglannmus ve aktive olmussa hiicre membran yapisma mekanizma-
sinda rol oynar.

C5b, C6, C7, C8, C9 komponentlerinin rol oynadigi terminal
vol alternatif ve klasik yol icin ortaktir.

ALTERNATIF KOMPLEMENT YOLU

1950 ortalarinda, Phillemer ve birlikte calisanlar, properdinin
Cl, C4 veya C2 olmaksizin inaktif terminal komponentleri iizerin-
de selektif olarak etkili bir kompleks seklinde, normal plazmada
bulunan bir substans oldugunu gosterdi. Ayrica diger birkac fak-
toriin, komplement aktivasyonundan 6nce gerekli oldugu bulun-
mustur. C1, C4 ve C2'ye etki etmeksizin inaktif C3’e etkidigi bulu-
nan kobra venom faktorii de komplement aktivasyonunun alterne
yolu hakkinda ipuglari vermistir. Bu reaksiyon icin gerekli oldugu
bulunan, normal plazmadaki diger birka¢ faktor, Phillemer’in or-
jinal properdin faktorleri ile birbirine uymaktadir.
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Alternatif yol; antikor yoklugunda, C3 konvertaz islerligi mey-
dana getirebilen bir mekanizme sahiptir. Daha once, alternatif yol,
C3'iin kullanimina yol acan bagimsiz bir protein siralamasi esas
alinarak, klasik yoldan ayri1 tutulmustu. Fakat simdi, alternatif yol-
daki proteinlerin hem antikora bagimli, hem de antikora bagmmh
olmayan C3 ayrismasini aktive ettigi bilinmektedir. Alternatif
komplement yolunun aktivatorleri :

Immunglobulinler : (Kiimelenmis) : IgGl, 1gG2, 1gG3, IgG4
IgAl ve IgA2
IgE

Polisakkaritler : Iniilin, agar, endotoksin, maya hiicre duvarlar
Digerleri : Kobra venom faktor, tripsin

Alternatif yol belirli yabanci yiizeylerin; 6rnegin bakteri, man-
tar hiicre duvarlari veya helmint kutikulalari varhgnda C3 kon-
vertaz islerligi meydana getirebilir. Properdin sistemi ile komple-
ment aktivasyonunda baglangic faktorii olarak immunolojik olma-
yan degisik maddeler (bazi kompleks polisakkaritler) lipopolisak-
karitler, endotoksin, tripsine benzer enzimler) veya immunolojik
olarak kiimelenmis Ig'ler, Clq'ya tesbit olmamis Ig'ler gibi eleman-
lar rol oynar. Bu Mg iyonlar: varliginda olur.

Alternatif komplement yolunda rol oynayan komponentler C3,
B, D, P dir.

C3: Ueglincii Komponent :

190.000 molekiil agirliginda bir beta-globulindir. Klasik C3
konvertazin substratidir. Birbirlerine disiilfit bagiyla tutunan
120.000 molekiiler agirlikli alfa ve 70.000 molekiiler agirlikli beta
zincirlerinin olusturdugu iki poipeptid zincirinden ibarettir. Alter-
natif yolun baslangicinda ya da klasik C3 konvertaz araciligryla
C3'iin ayrilmasi swrasinda alfa zincirinin N-terminalinden C3a ola-
rak adlandirilan 6.000 - 8.000 MA’l: bir fragman saliverilir ve rezidii
bir C3b fragmam ortaya c¢ikar,

B: Tek bir polipeptid zincirinden olusan 100.000 MA’'da bir
beta-globulin oldugu bilinmektedir. B C3b ile Mg iyonlarmin da
bulundugu ortamda reversible bir interaksiyona girdigi zaman bir
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C3- konvertaz aktivitesi gosterir. C3 konvertaz aktivitesi, D ile ay-
rilma reaksiyonuna girdigi zaman belirginlesir ve artar. D, C3b
varliginda B'yi ayristirir. C3b, Bb olusur, Ba, 20.000 MA’da alfa -
elektrcforetik mobiliteye sahiptir. Bb, 80.000 MA’'da aktif kisnm
tasiyan parcadir.

" D : Yaklasik olarak 25.000 MA’'da serin esteraz aktivitesi olan
tek polipeptid zincirli bir beta-globulindir. Daha ¢nce de belirtil-
digi gibi D C3b, Bb biyomolekiiler kompleksinin olusumunda, C3
konvertaz aktivitesini tamamen ortaya c¢ikartmak i¢in, C3b varli-
ginda B'yi ayristirir.

P: Properdin :

220.000 MA'da Ig ozelligi olmayan tetramerik gamma- glebu-
lindir. Alternatif yolun aktivasyonu sirasinda partikiillere adsorbe
clur. Bu nedenle bu yol «properdin yolu» olarak tanimlanmustir,
Dogal protein C3b'ye reversible olarak baglanir ve Bi ayrismasini
gerileterek C3b, Bb'yi stabilize eder. C3b'ye baglanma ve C3b, Bb'yi
stabilize etme fonksiyonlari, properdinin yapisinda meydana gelen
bicimsel, non-enzimatik degisiklige bagli olarak gerceklesir. Pro-
perdin maya hiicre duvar:1 extrakt: ile serumdan adsorbe edilerek
ayrilir. Mg iyonlar1 ve komplementin {iclincii komponenti ile bera-
ber bazi viruslar, Gram-negatif bakteriler tizerinde oldiiriicii etkisi
vardir., Normal barsak florasina karsi meydana gelmis dogal anti-
korlar olarak da kabul edilir.

Alterne yolda rol oynayan C3, B, D, P hakkindaki bilgi verdik-
ten sonra alterne yolu inceleyelim:

Alternatif yol aktivasyonu direkt degildir, yukarida bahsedilen
baslangic faktorleri aracilify ile gerceklesmistir. Dogal C3 internal
bir thioester bag: igerir. Bu thioester baginin, fizyolojik kosullar
altinda direkt su hidrolizisine ugramasi, dayanikli modifiye bir C3
kaynag: saglayabilir. C3(H-0) olusur. Bu C3 ile aym1 molekiiler &l-
ciiye sahiptir. C3b'nin biyolojik ozelliklerinin cogunu korur. Za-
manla modifiye C3 C3(H-0)Bb olusturmak iizere D aracilig: ile ak-
tive olur. C3(H.G) B faktoriiyle Mg iyonlar varliginda kompleks
olusturur ve B'nin D faktoriiyle ayrilmasina izin verir. Alternatif
kemplement yolunun - «baslangic C3 konvertazini» dogurur. Bu en-
zim C3'ii C3a ve C3b parcalarina ayirabilir. C3b ana C3 konvertazin
olusumunu baglatir. Yani C3b, Bb olusur (Feed-back olayi). C3b

160



parc¢as1 aktivasyon merkezini olusturur. Clinkii, tekrar Mg iyonlar:
varhiginda B ile birlesmesi D'ye bagimli aktivasyonu hizlandirir ve
veni amplifikasyon C3 konvertazlar: (C3b, Bb) meydana gelir. C3'iin
alfa zincirinin 77. baglanma bolgesinde, thioesterin elektroforetik
karbonil gruplarindan ayrilmas: ile C3b hemen aciga cikar. Bu-
nunla beraber normal sartlar altinda islev, C3b ve C3(H:0)'nun
faktor H ve faktor I tarafindan hizla tahribi yoluyla bastirilir.
C3b’nin faktor H ve faktor I'min etkisinden kismen korunma ozel-
ligi simdiye kadar izah edilememistir. Sekillenen C3b yiizeylere
Laglanir ve tekrar B ve D ile interaksiyona girerek, gittikce artan
miktarlarda C3b, Bb yapimina yol acar. C3b, Bb dayaniksizdir. Sta-
bilizasyonu gerekir. Bu islem faktor P eklenmesi ile olur. P C3b'nin
baglanan tarafi icin H faktoriiyle yarisir. H faktorii C3b, Bb, P
kompleksini C3b ve Bb, P’ye ayirir. Faktor I sonradan C3b’yi inak-
tive edebilir. Boylece alterne yolun {iiriinleri sekillenir sekillenmez
tahrib olurlar, Sialik asit icermeyen yiizeylerin varliginda faktor H
kuvvetle inaktive olur, Bunlar bakteriyel ve mantarsal hiicre du-
varlariy, helmint kutikulalari, bazi tiimor hiicre mebranlar: ve kii-
melenmis Ig'lerdir. Sonucta bu yiizeylerden biri mevcutsa faktor
H aktive olamayacaktir. Boylece C3b, Bb, P komp!leksi tahrib ola
mayacak ve dogal C3'ten C3a ve C3b yapmada rol oynayabilecek-
tir. Reaksiyonun siklik 6zelliginden dolay: biiyiik miktarlarda C3b
bu yolla meydana gelir ve alterne yol giiclii etkenler ile (bakteri,
mantar, helmint) antikor yokluguna ragmen, komplementi aktive
edebilen bir yol saglar. :

Alternatif yolunen o©nemli ozelligi pozitif geri-beslemedir.
(Feed-back) C3'iin parcalanma {iriinii, C3 konvertazin daha cok ak
tivasyonuna sebep olan reaksiyonu katalize eder. Komzplement zin-
cirindeki bu reaksiyon, C3 inaktivatorii KAF tarafindan diizenlenir.
KAF C3b'nin hemolitik ve immun yapigma reaktivitesini yikar ve
onu tripsine benzer enzimlerin hiicumuna birakir. Alterne yol hal-
kas'yun kontrolii, serum beta globulin C3b inaktivatorii (C3b INA)
tarz findan da yapilir, Bu da C3b’yi C3c ve C3d halinde ayirir. CoF
kobia serumu C3b’sinin bir analogu olabilir ve alterne yolu aktive
eder.

Bu iki temel yoldan baska mekanizmalar da vardir. Bunlar
va bilesimlerin birini ya da terminal uclarimi aktive edebilmekte-
dir. Flazminojen C3'ii degistiri, elektroforetik alanda globulinler-
den beto-1-C globuli=ini ayirir,
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TERMINAL KOMPLEMENT YOLU

Klasik ve alternatif C3 konvertazlar komplement sisteminin
biyolojik aktif proteinlerini toplarlar. Bunlar C3, C5, C6, C7, C8 ve
C9'dur.

C3b bahsedilen islevlerinden baska C4b, 2a ve C3b, Bb'nin «C3
konvertaz» haline cevirmeleri icin de gereklidir. C3b ayrica iki cel-
lular baglama fonksiyonuna da sahiptir

1 — Internal bir thioesterden elde edilebilen, metastaz yapa:
bilen bir karbonil yoluyla hiicre zarina irreversible olarak kovalent
bagla baglanma,

2 — Bir cok hiicre tipinde mevcut olan tripsin sensitif resep-
tore yapisma.

Terminal Komplement Yolu Komponentleri : (C5-9):

C5: Disiilfit baglariyla birlesen 115.000 MA’daki bir alfa zin-
ciri ve 75.000 MA’daki beta zincirinden ibaret bir beta-glcbulindir.
Klasik ya da amplifike C5 konvertazla parcalaninca alfa zincirin-
den yaklasik 11.000 MA'da bir peptid olan C5a, C5b denilen biiyiik
fragmani terk eder ve saliverilir.

C6 : Effektor reaksiyon dizilimine katildig: siire i¢inde parga-
lanmaya ugramayan 128.000 MA’'da tek zincirli bir beta-globulindir.

C7: Islev verdigi siire iginde parcalanmadan kalan 120.000
MA’da tek zincirli bir beta-globulindir,

C8: 83.000 MA’da bir alfa zincir, 70.000 MA’da bir beta zincir
ve yaklasik olarak 10.000 MA’da bir gamma zincirinden olusan
163.000 MA'da gamma-globulindir. Gamma zinciri, alfa zincirine
kovalent baglarla baglh iken, alfa ve beta zincirleri nonkcvalent
olarak baglanirlar.

C9: Alfa elektroforetik mobilitel; ve 79.000 MA’da tek zincirli
polipeptidtir,

Terminal yol, komplement aktivasyon yolunun son safhasidir.
C3 konvertaz olusumundaki reaksiyondan farkli olup bir dizi re-
aksiyonu degildir. C5'in enzimatik aktivasyonundan sonra, cozel-
tide komplement komponentlerinin kendi kendilerine kiimelenme-
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leri «self-aggregation» ve hiicre ylizeyine baglanmus, mal\romoIe;
kiiler komplekslere doniistimiinii ihtiva eder.

C3b, C5'in C5a ve C5b'ye ayrilmasinda rol oynar. Klasik yolda:
C4b, 2a enzimi (klasik C3 konvertaz) C3'ii, C3a ve C3b’ye boler de-
mistik. C3b secici bir sekilde zardaki birlesme yerine yerlesir. Eger
C3b fragmenti tesadiifen C4b, 2a ile birlesirse C3 konvertazdan,
C5 konvertaza doniisiir. Yani C4b, 2a, 3b olusur. Bu enzim, C5’i
gliclii bir kemotaktik faktor olan ve anaflatoksin etkisi gosteren
C5a'ya ve C6 ve C7'ye yiiksek bir afinitesi olan membran reaktif
fragment C5b’ye boler. C5b daha sonra C6-9 ile reaksiyona girer.
Alternatif yolda, C3b, Bb (amplifikasyon konvertazi) C3b molekii-
liinii bagladiginda, C3b, Bb, C3b'ye yani C5 konvertaza doniisiir.
Bu C5'i C5'a ve C5b'ye boler. C5b klasik yolda oldugu gibi, C6-9
ile reaksiyona girer.

C5b pargasi, C6 ve C7 1:1:1 molekiiler oranda hedef - hiicre
membranminda birbirlerini etkilerler. Dayanikli sabit bir kompleks
yani C5b, 6, 7 olusturmak icin kiimelenirler, Bu kompleks kismen
membranlara etkileyebilir. Bu trimolekiiler kompleks tek bir C8
molekiilii i¢in baglama yetenegindedir. C8'de bu komplekse bag-
lanabilir. Sonugta membran zedeleyen bir kompleks sekillenir. Bu
kompleks (C3b, 6, 7, 8) muhtemelen hiicre membran lipazlarmni ak-
tive eder. Buna da C9'un 6 molekiilii adsorbsiyonla baglanacaktir.
C5b, 6, 7'ye C8'den bir molekiil, C9'un 6 molekiiliinden birinin ila-
vesiyle litik kompleks ortaya ¢ikar. C5b, 6, 7, 8 C9’un birka¢ mo-
Jekiilii ile kombine oldugunda etkili sitolitik kompleks sekillenir.
Membran, komplekse bagli C9'un miktarmma oranla bozulur. C9
yoklugunda ise C5b, C6, C7, C8 hiicre igeriklerinin yavas bir tempo
ile sizmasina neden olan hafif bir sekilde zarar gormiis bir bolge
meydana getirir. Son kompleks (C5b-9) gozleme «doughnut» bigi-
minde biiyiik bir yapidir. Bu yap: hiicre membram igine girebilir.
O, hiicre igerigini sizdiran bir delik olusturur ya da cevresinde hiic-
reyi tahrib edici etkiye sahiptir. Zar hasari C5b-9 {initinin lipid
tabakasina girmesiyle olur. C5b, 6, 7 hidrofobik dis halka, C8 ve
C9 ise santral hidrofilik gévde yaparak transmembran tiinelini ya-
parlar. Bu formda lipid tabakasimi delerler. ilave bir protein olan,
bant 5 de bu arada C5b, 6, 7'ye baglanarak komplekste yer alr.
Hiicreye bagmmli C5b-9 kompleksleri cesitli biiyiikliiklerde hidro-
filik kanallar meydana getirirler. Bu da elektrolitlerin ve suyun
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membranda karsilikli degisimine izin verir. Hiicre yeterli derecede
su alirsa patlar. :

Baz: sertlesmis bakteriyel hiicre duvarlar1 komplemente direng
_gosterirler. Diger bir kismi ise komplement ve lizozim ile birlikte
calisan sinergistik bir reaksiyona girerler. Erimeyen mikrobiyel
hiicrelerin komplement tarafmdan 6ldiiriilme ihtimali devam cder.
‘Ciinkii ic membranlar tahrib olur. Bazi nukleotid hiicreler mem-
_bran hasarmni onarabilirler. Oldiiriilmede biiyiik miktarda antikora
ve komplemente gereksinim gosterebilirler veya hasardan biitiiniiy-
_le kurtulabilirler. )

Swi1 fazdaki C5b-9 kompleksleri duyarlilasmamis hiicrelerin
«reaktif lizisine» neden olabilir. Reaktif lizis (Lachmann and Thom-
son) olayr karstirir. Aktive C5b, 6, 7'nin bir kismi serbest kalir ve
sadece notrofiller igin kemotaktik olmakla kalmaz, ayni zamanda
yanmindaki masum hiicrelere de baglanma yetenegi tasirlar. Hiicre
‘yiizeyine yapistiktan sonra C8 ve C9'u da baglayarak komplement
sirasim1 tamamlar ve hiicrenin 6liimiine neden olurlar.

Membranda Komplement Lezyonu :

~ Lezyon elektron mikroskopta karakteristik bir goriiniise sa-
‘hiptir. Koyu boyanmis membran: delip gecen merkez ve bunu ku-
satan, cogu kez goriiniiste tam olmayan bir yiiziik vardir. Yiiziikte
boya almayan bolge 30 A kalinligindadir. Komplement fonksiyonu
icin kompleks bir membran istemez. Ciinkii sadece lecithin'den ya-
pilmis lipozomlarda tipik lezyonlar sekillenebilir, Boyle lipozomlar
sadece karakteristik lezyon degil ayni zamanda, sizinti da gdste-
rirler. Bu lezyonlar sekillendikleri membrandan ayrilabilirler. Eri-
yen ezyonlarda huni-boru biciminde, krater benzeri bir yap1 go-
riilmekedir. ki lipid katina giren bir bosluk «magara» dikkati ge-
ker.-

iMMUNO - HEMOLiZ

Komplementin etki mekanizmasimin incelenmesinde cogu kez
eritrosit- erimesi olay1 incelenmistir. Bu immuno-hemoliz reaksi-
yonuyla ortaya konulmustur. Bu olayda eritrosit E, antikor A ile
simgelenmistir. Antikorun eritrositlerle birlesmesine «duyarli ki-
Iinmis» denir. Yani bir antijen-antikor kompleksi olusmustur, An-
tikor molekiiliiniin antijen ile birlesmesi sonucu Fc kisminda olu-
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san biyolojik etkinlik komplement komponentlerini aktive eder.
Olayin safhalarimi soyle siralayabiliriz: g

1 — B3 ouiioeren EAG ++ |
Eritrositer antijen, immun kompleksi olusturmak icin antikor ile
reaksiyona girer.

2 — EA4+Clgrs ......... EAClq.r,sca+ +
3 — EAC1+C4......... EAC1C4

EAC14 baz viruslar: noétralize edebilir.
4 — EAC1,C4+C2......... EAC1,42m;+ +

C4,2 enzim etkisi ile C3%i aktive eder. Bu ilk asamalar Clq yolu
ile C3'iin aktivasyon mekanizmalariyla ilgilidir.

5 — EAC142+C3......... EAC1,4,2,3
C3 konvertaz (EAC1,4,2) C3'iin biri kiiciik C3a ve digeri biiyiik C3b
olmak tizere ikiye boliinmesine yol acar.

6 — EAC14,2,34-C5,C6,C7 ......... EACI,4,2;3.5.6,7
C5b parcas: C6'y1 aktive edip bagladig: gibi, anaflatoksin ve kemo-
taksis etkileri de vardir,

-7 — EAC14,2,3,5,6,74C8.,C9 ......... EAC1-9 (EAC) -
Komplekslere C8 baglanmasi hiicre membraninda hasar meydana
getiriyor. C9 burada etkiyi hizlandirici rol oynamaktadir. C8 ve C9
bilesenleri membranda iz birakarak fikze olur. Elektron mikrosko-
pide hiicre zarinda zimba delikleri manzarasi vardir. Bu olayda
eritrosit membrani bozulur ve hemoglobini serbest. kalir. - Geride
globiiler stroma halinde kalinti birakir. Immunolojik sitolizin ge-
nel fenomeni ile yapilan immuno-hemoliz ile olay ortaya cikariiir.

Komplement aktivasyonunda bu denklemlerde de goriildiigii
¢ibi, hemoliz ve bakteriyoliz ile sonuglanan etki; klasik yolda, an-
tijen-antikor kompleksinin Clq aktivasyonu ile. baslayarak veya’
alternatif yolda, polisakkarid, lipopolisakkarid ve bazi Ig'lerin kii-.
melenmeleri ile C3'tin aktive olmasi sonucu baslar. C3-C9 aktivas-.
yonu lizise kadar devam etmektedir.

immun-hemolizis ile alyuvarlardan hemoglcbin salwerilmesi,
hiicrelerin ozmotik siskinligini gerektirir. Bu protenin gegmesine
izin veren baslangictaki lezyonun cok kiiciik oldugunu gosteriyor.
Eger ortamin kolloid ozmotik basinci hiicrenin icindekine esit bir
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yitkselme gosterirse (ornegin, % 30’luk albumin solusyonu kulla-
narak) komplementin lize ettigi hiicreler, intracellular potasyom-
larmmi kaybederler, fakat yirtilmazlar veya hemoglcbinini saliver-
mezler.

KOMPLEMENT SISTEMININ KONTROL MEKANIZMASI

Komplement Kompcnentleri Diziliminin Regilatérleri (=Dilizen-
leyici Proteinleri) :

Komplement dizisinin regulasyonu, bazi temel baglanma basa-
maklarimn i¢ degisiklikleri ve extrinsik kontrol proteinlerinin yap-
t1g1 aracilik ile gerceklesir. Dogal kontrol bazi kritik protein-pro-
tein ve protein-mebran iliskilerinin degiskenligine bagli olarak
aciklanir, '

C2a ve Bb'nin baglanma bolgelerinin degiskenligine bagli ola-
rak olusan C3 ve C5 konvertazlarindan ¢oziinme-ayrilma reaksiyo-
nu (decay-reaction), katalitik proteini kompleksten ayirir ve kon-
vertazlarin fonksiyonunu elimine eder. Membran baglama bolge-
lerine ait degiskenlik, C4b, C3b ve C5b parcalarinin generasyonla-
rina bagh olarak ortaya ¢ikar. Hizli bir membran fikzasyonu ger-
ceklesmedigi taktirde, bunun gesitli etkinliklerin- kayb: sonucu
olustugu anlasilir, Protein-protein ve protein-membran iliskileri bu
olay1 aciklar,

Reaksiyonun extrinsik yani dis kontrol proteinleri; klasik ak-
tivasyon yolunu regiile eden, aktive birinci komponentin inhibitorii’
(C1 INH) ve C4 baglama proteini (C4bP), bir C3b baglayici protein
olan H ve C3b’nin inaktivatérii olan I'y1 igerirler.

Ek bir kontrol tipi de biyolojik bakimdan aktif olan parca-
lanma diriinlerine kaisi yonelmistir. Anaflatoksin inaktivatorii (AI)
reaksiyonun diisiik MA'l1 yan iiriinlerini inaktive eder. S-proteini
C5, 6, 7'nin gecici baglanma kapasitesi i¢in, bystander (seyirci) hiic-
re membranlarinda rekabete girer.

C1 INH (C1 esteraz inhibitorii) : C1 INH % 35 oranina kadar
yiiksek karbonhidrat iceren 105.000 MA'da tek polipeptidiien olu-
san gamma-globulindir, Cl1s'in hafif zincirine baglanarak, Cls'in
C4 ve C2'yi parcalayan serin proteaz bdlgesinin kapasitesini irre-
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versible olarak inhibe eder. Bu yolla klasik C3 konvertaz (C4b, 22)
olusumunu kontrol eder. C1 INH ayrica Clr'nin esterolitik aktivi-
tesini de bloke eder. Boylece Cls subiinitinin fonksiyonunun hem
aktivasyonu hem de siirekliligini regiile eder.

Normal olarak C1, C2 iizerine kinin aktivitesi gosterir. Ayril-
ma sonucu C2 kininler olusur. Meydana gelen kinin miktar1 Cl
inaktivatorii ile kontrol altina alimir. Bu inaktivatériin dogustan
yetersizligi goriilen bireylerde bu C2 kininin asir1 miktarlar: mey-
dana gelir, C2 kinin vaskiiler permeabiliteyi artirir. Bu nédenlerle
bu bireylerde yaygin yangisal olmayan 6demler griiliir. Insanlar-
da bu herediter angioédema olarak bilinir.

Bu inhibitér ayni zamanda, fibrinolitik enzim plazmini, kinin
olusturan sistem kallikrein ve koagulasyon sistem enzimlerini (He-
gaman faktor, faktor 12 ve faktor 11'i) de inhibe eder. ’

Cdbp : 550.000 MA’daki disiilfit bagi igeren 70.000 MA'l1 sekiz
protomerden olusmustur. Bu makromolekiil klasik yol C3 konver-
tazinin (C4b, 2a) generasyonunu ii¢ yolla regiile eder:

1 — Cdb’ye baglanan C2'nin kompetetif inhibisyonu,

2 — I tarafindan C4b’nin pargalanma indktivasyonunun arti-
rilmasa,
3 — C2i olusturmak i¢in C2a'nin ayrilmasi yolu ile C4b, 2a’nin

cozlinme oranmnin hizlandirilmasi.

I (C 3b inaktivatérii), Konglutinojen Aktive Eden Faktér (KAF) :

I, disiilfit baglar: ile birlesen 42.000 MA’daki bir beta zincirden ve
55.000 MA'daki bir alfa zincirinden olusan iki polipeptid zincirin-
den ibaret bir beta-globulindir. I, C3b’'nin alfa zincirini bdliinme ol-
maksizin parcalar ve ortaya cikan iiriin (iC3b) C3b, Bb ve C4b,
C2a’y1 C5 konvertazlarina gevirmek icin veya immun yapigmaya
aracilik etmek icin fonksiyon yapamaz. KAF C3b’nin hemolitik ve
immun yapisma fonksiyonlarini inhibe eder ve onu tripik enzim-
lerin inaktivasyonuna maruz birakir. Inaktivasyonu, C3c’yi ve da-
ha kiiciik bir fragman olan 25.000 MA'li C3d’yi meydana getinrmek
igin, plazmin gibi bir non-komplementemik tripik proteaz araci-
Iigiyla gergeklesen daha ileri parcalanma izler. I bimolekiiler C3
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konvertazdaki C3b’yi inaktive edemez. Bu inaktivator feed-back
mekanizmasimi da kontrol altina almis olur.

H: 150.000 MA’da tek bir polipeptid zincirinden olusan beta-
globulindir. C3 konvertazimin (C3b, Bb) generasyonunu ii¢ yolla re-
giile eder.

1 — C3b’ye baglanan B'nin kompetetif inhibisyonu,

2 — I tarafindan C3b’nin parcalanma inaktivasyonunun arti-
rilmasi,

3 — Bi'yi olusturmak icin Bb’nin dissosiyasyonu yolu ile C3b,
Bb’nin ¢dziinme oranimin hizlandirilmasa.

Ne H, ne de I tek basina C3,B,D ve P'nin interaksiyonunu amp-
lifikasyona kadar ilerletmekten koruyamaz. Amplifikasyon konver-
tazimin kontroliindeki iic basamagin 6zellikle properdin stabilizas-
yonu varliginda biitiinleyici oldugu kesindir. C3'tin siirekli aktivas-
yonunun korunmasinda C3b, Bb’den Bb'nin intrinsik olarak ve H
faktorii ile ¢oziilme ve saliverilmeleri az olarak etkilidir. I tarafin-
dan inaktive edilmedigi siirece C3b, B ve D ile yeni konvertaz
vapabilir. I sadece Bb ile birlesmeyen C3b iizerine etki yapar. Bu
reaksiyon H tarafindan artirilir.

Al (Anaflatcksin inaktivatorii) :

310.000 MA’da bir alfa-2-globulindir. Enzim 36.000 MA’da bir-
birinin ayni olan, sekiz subiiniti icerir. C3a, C5a, C4a ve bradiki-
ninden C-terminal arginini ayristiran bu inaktivatdr metal bagim-
lidir; Aktif bolge epsilon-aminocaproicacid’in yiiksek konsantras-
yonlarinda inhibe olur,

S—Protein :

80.000 MA'da tek polipeptid bir inter-alfa glikoprotein zinci-
ridir. C5, 6, 7 kompleksine membran baglanma bolgesinden baglan-
dig1 ve boylece bystander hiicrelere sitotoksite gdstermeksizin C8
ve C9'un olaya katilima gercgeklestigi saptanmistir.

KOMPLEMENTiN SENTEZ VE KATABOLIZMASI

Komplement ¢ok erken taminmasina ragmen, sentez yellerl ve
hiicre orijinleri hakkindaki bilgiler yetersizdir.
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Komplementin Ontojeni :

Proteinlerin sentezi insan fetusunda erken baslar. Gebeligin
10. haftasinda total hemolitik aktivite 6lctilebilmistir?® C ile isaret-
li aminoasitlerle C5 sentezinin 18. haftada bagladig1 izlenmigtir.
Clq 14. haftada, C2 8. haftada, C4 ve C3 ise 11. haftada saptana-
bilmistir. Bunu IgM ve IgG sentezi izlemektedir, Bu da bize komp-
lementin ontojenik olarak daha primitif bir konak savunma me-
kanizmasi oldugunu gostermektedir.

Hangi hiicrelerden sentezlendikleri izlendiginde, C2, C3, C4 ve
C5’in monositlerde, H, B, P, D’'nin makrofajlarda, Cl'in ise epitel
hiicrelerinden sentezlendigi godzlenmistir. Total hepatik - hiicreler-
den % 25'i siinizoidal monosit (kupffer hiicreleri) oldugundan ka-
raciger C2, C3, C4 ve C5’in yapim yerini olusturur. Ayrica dalak,
lenf ganglionlari, kemik iligi, timus ve akciger makrofajlar: da
Clq, C4, C2 ve C3 sentezi yaparlar. Barsak epitel hiicreleri C1 sen-
tezi, fibroblastlar ise C4 ve C3 sentezine katkida bulunurlar.

Komplement proteinlerinin hiicresel orijinlerinin arastirilma-

sinda 3 metodtan yararlanilmaktadir:

1 — Immunflouresans: Bir bilesimin spesifik serumlariyla
yapilir, Cellular preparatlar hazirlanarak bilesimin varhi§ arasti-
rilir,

2 — Cellular kiiltiirler : Radyoaktif bir elemanla isaretlenmisg
aminoasitlerin varhig ile saptanir.

3 — Jerne'nin immuno-hemoliz metodu : Komplement bile-
simini sentezleyecek hiicreler, sensibilize eritrositlerle inkube edi-
lir ve. komplement bilesiklerinden biri ortamdan uzaklastirilir,
Eritrositler hemoliz olduysa eksik olan bilesimi bu hiicrelerin sen-
tezledigine karar verilir,

Yenidoganlarda Clg, C4, C3, C5 ve properdin diizeylerinin an-
nelerinkinin % 55-75'i kadar oldugu bulunmustur. Faktor B kon-
santrasyonlar1 ise % 15 oranindan diisiiktiir. Kordon kanindaki
diisiik opsonik aktivitenin bu faktor B diisiikliigii ile ilgili oldugu
sanilmaktadir, Dogumdan sonra normal komplement ' diizeyine 3-6
ayda erisilir. 1 yas civarinda C seviyeleri normal eriskinlerinkine
ulasir. C sentezinde duraklama olmaz. Komplement komponentle-
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rinin serum konsantrasyonlar: 3-130 mg/100 ml. arasinda degisir,
C2 3 mg/100 ml, C3 130 mg/100 ml'dir.

Her proteinin katabolizma orami hizli olup, saaite tiim plaz-
manmin % 1-3'ii kadardir. Saghkl kisilerde Clg, C3, C4, C5 ve fak-
tér B, P, C1 INA'nin sentezi ve katabolizmalar: incelenmistir, Pii-
rifiye ve radyoaktif isaretli insan C4, C3, C5 ve B’sinin metabolik
davranislar1 incelenmis, bu proteinler icin hemen hemen aynmi se-
viyede yiiksek bir katabolik oran saptanmistir. % 2 plazma/saat
veya % 50 plazma/giin degerindeki katabolik oran, bu proteinlerin
insan plazma proteinlerinin en cabuk metabolize edilenleri arasin-
da oldugunu gostermektedir.

Kalitsal Kontrel :

Cesitli komplement komponentlerinin insanlarda HLA sistemi-
ne, farede H-2 genine bagli oldugu diisiiniilityor. Komplement sis-
teminj kontrol eden genlerin, doku uygunluk genleri ile iliskisi,
immun komplekslerin temizlenmesinde, kalitsal yapimin etkisini or-
taya koymaktadir. Farede C3 sentezi H-2 bolgesiyle ilgili genlerin
kontrolii altindadir. Insanda C3, C6 ve faktor B sentezinin HLA ile
ilgili oldugu gosterilmistir. C4 ve C2'nin sentezi ayr1 bolgelerden
kontrol edilmektedir. B ve C4'teki yapisal degisimleri belirleyen
genler B icin tek, C4 icin iki lokusta mevcuttur, Bunlar Bf, C4A ve
C4B olarak bilinirler. Elde edilen veriler tek genetik bolgenin C2,
C3, C6, C7, C8 ve B’nin sentezini kontrol ettigini, iki yakin yerles-
mis lokusun yani C4A’min ve C4B'nin ise C4'lin sentezini kontrol
ettigini gostermektedirler.

Komplementin Filojeni :

Solucan ve kabuklularda komplemen aktivasyonu gosterileme-
mistir. Primitif omurgali hayvanlardan yilan baliklarinda klasik
komplement aktivasyonu mekanizmalarinda eksiklikler vardir.
Amphibi, siirlingen, kuslar ve memelilerde komplement gelisimiy-
le, humoral bagisiklik arasinda bir paralellik vardir. Immun yet-
mezlik hastaliklarinda da bu paralellik goriiliir,
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KOMPLEMENT SISTEMININ BiYOLOJIK AKTIVITELERI
Komplement Sistemi Pihtilasma ve Yangi :

Komplement sistemi hem pihtilasma hem de yangi olay1 ile
ilgilidir. Aktive olmus komplement genellikle pihtilasmayi ilerletir.
Hegaman faktorii vasitasiyla pihtilasma dizisini aktive eder. C3b
dogrudan trombosit kiimelenmesine sebep olmasiyla, trombus se-
killenmesini ilerletir. Bundan dolay: immun kompleks sekillenmesi
intravaskuler koagiilasyonu kamgcilayabilir. Bu genellikle akut graft
atiliminda gbzlenir. Burada graftin damarsal endotelyumunun yi-
lkaimi, komplementle olur ve intravaskuler trombosise ve graft ati-
Iimina neden olur. Yenidogan buzagilarin hemolitik hastaliginda
yvaygin olarak, eritrositlerin komplement merkezli yikimi vardir ve
bu yaygin intravaskuler koagiilasyonu ve 6liimii provoke eder.

Yangisal olaylarda, komplement sisteminin biiyiik yardimi 16-
kositleri kemotaktik olarak, komplement aktivasycnu tarafina cek-
mesidir, Bununla birlikte noétrofiller veya makrofajlardan salive-
rilen plazmojen gibi proteolitik enzimler C1 ve C3 ile aktive ola-
bilirler. Bu sebeple olay1 6nemli derecede artirirlar. C3a ve CS5a
anaflatoksinleri mast hiicrelerinin vazoaktif faktérlerini saliverme-
lerini artirarak, yangry: ilerletirler.

Eger bir mikroorganizm veya yabanci bir etken dokular: ze-
delerse, viicut savunmalar: mobilize olur ve invazyon yerine yone-
lirler. Odaklasan savunma prosesi spesifik bir bolgede yangiya ne-
den olur. Yangimin kardinal bulgular sicaklik, siskinlik, kirmizihik
ve agridir. Kirmizahik ve sicaklik kan akiminda belirli lokal artis
sonucunda meydana gelir. Plazmamn damar disina ¢ikmas: sisme
ve agriya neden olur. Kan akiminda artma bolgeye daha fazla an-
tikor getirmeye yarar. Vaskuler gegirgenlikte artma bu antikorla-
rin yitksek konsantrasyonlarda doku araliklarina gegmesine izin ve-
rir. Histolojik olarak yangisal yer l6kositlere infiltredir. Bu 16ko-
sitler kapillarlardan g¢ ederler. Immunolojik orjinli yangisal ce-
vaplar asir1 duyarlilik reaksiyonlar: olarak bilinirler ve 4 temel tipe
ayrilirlar. (Gell ve. Coombs klasifikasyonu)

Tip ! veya Erken Asiri Duydrhihk Reaksiyonliar :

IgE ve bazi IgG alt simiflar1 mast hiicreleri veya bazofillere Fc
bolgeleri vasitasiyla baglanabilirler. Antijen bu hiicreye bagli an-
tikora baglandiginda mast hiicresi veya bazofil vazoaktif faktorle-
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vini salivermekle cevap verecektir. Bu hiicreler vazoaktif faktorler-
den histamini graniiller icinde ihtiva ederler. Bu faktorler birkag
dakika icerisinde lokal akut yangiya neden olurlar. Mast hiicreleri
ayni zamanda C3a ve C5a anaflatoksinlerine maruz kaldiklarinda
graniil iceriklerini salivereceklerdir.

Tip Il veya Sitotoksik Asiri Duyarhlik Reaksiyoniari :

Antikorlar hiicrelerin yikimina ya komplement vasitasiyla ve-
ya sitotoksik hiicrelerin islerligiyle katilirlar. Notrofiller, eozinofil-
ler, makrofajlar ve lenfositler gibi hiicreler Ig'lerin Fc bolgeleri
icin reseptorlere sahiptirler. Bu hiicreler immun kompleksler ile
kapli hedef hiicreleri dldiirebilirler. Bu yolla veya komplement
merkezli lizis ile tahrip edilmis hiicreler akut yangisal olay: bas-
latirlar. Ciinkii biyolojik olarak aktif, hiicre yikimina neden olan
tirtinlerin salwerilmesi meydana gelir.

Tip lll veya immun Kompleks Asiri Duyarlihk Reaksiyonlar :

Immun kompleksler komplementi dokularda birikse bile fik-
ze edebilirler. Komplementin bu yolla aktivasyonu Kemoterapotik
faktorlerin meydana gelmesiyle notrofilleri ¢ekecektir ve notrofil-
ler immun kompleksleri sindirmeye calisacaktir, Notrofiller lizo-
zomlarindan proteolitik enzimleri dokulara saliverirler. Bu da do-
ku hasarina sebep olur.

Tip IV veya Gecikmis Asiri Duyarliik Regksiyonlari :

Hiicresel immun reaksiyonlar, akut yangisal reaksiyonlara ka-
tilirlar. Uygun sensitize T hiicreleri tasiyan bir hayvana antijen en-
jekte edilirse, sonradan bir lokal yangisal reaksiyon meydana ge-
lebilir. Reaksiyonun bu formu gecikmis hipersensivite olarak bi-
linir. Yangisal cevap antijeni kusatan sensitize T hiicreleri vasita-
siyla kemotaktik ve vazoaktif lenfokinlerin saliverilmesiyle mey-
dana gelir.

Kemplement Komponentleri icin Hiicresel Reseptorler Araciligt
lle Olusan Fonksiyonlar :

Anaflatoksin Aktivite : (C3a ve Cba) :

C4da, C3a, C5a; C4, C3, C5 alfa polipeptid zincirlerinin N-termi-
nal uclarinda aktif C1 ve klasik, amplifikasyon konvertazlari va-
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sitasiyla parcalandiklari zaman olusan aktivasyon {iiriinleridir, Bu
peptidler, diiz kas kontraksiyonlarini aktive etmeleri ve mediator
saliverilmesi igin mast hiicrelerini aktive edebilme kapasitelerin-
den dolayi anaflaktoksinler olarak isimlendirilirler. Spesifik mem-
bran reseptorlerine baglandiklar: diistiniilmektedir. Histamin tara-
findan indiiklenen artmis vaskuler permiabilite immun kompleks-
lerin lokal birikimini artirici rol oynayabilir. Artan vaskuler per-
miabilitenin Ig ve komplement proteinleri gibi plazma proteinle-
rinin, komplement aktivasyonunu ekstravaskuler bolgede artirdid:
goriiliir. Bu olaym enflamatuar reaksiyonu siddetlendinme olasilig1
vardir. Anaflatoksin inaktivatorii olarak adlandirilan bir serum
karboksipeptidaz-B’si, bu peptidlerden C-terminal arginini serbest.
lestirerek anaflatoksik peptidlerin histamini saliverme aktivitele-
rini 100-1000 kez azaltir. (des ARG deriveleri). Bir enflamatuar re-
aksiyonunda kritik fazlardan biri de lokositlerin birikimidir, Bu
birikim lokositlerin kemotaktik, sekretuar ve yapisma reaksiyon-
larm indiikleyen 5Ca’min aracilig ile gerceklestirilebilir. C5a not-
rofillerdeki spesifik reseptorler tarafindan tutuldugu zaman hiic-
relerin invitro gociine yol acar. Ekstravaskuler enflamasyon bol-
gesinde, goce hazirlik safhasinda olan graniilositlerin kapillar en-
dotel hiicrelerine yapismalar: C5a/C5a des ARG deriveleri tarafin-
dan diizenleniyor olabilir, Bu peptidler invitro olarak notrofillerin

cesitli ylizeylere yapismalarim saglarlar.

Kemotaksi (C3a, C5a, C567) :

Membran filtreleri kullanarak iki boliimden birine poliniikle-
erlerin bir siispansiyonu, digerine poliniikleerleri c¢ekebilecek siip-
heli maddeler konularak 37°C’de inkiibe edilir. Poliniikleerlerin
membran filtrelerden gecisi arastirilir. (4+simiotaksi). Bu durum-
larda C3a, C5a, C567 bir simiotaktiktir. Bu etkileriyle, yapistiklar
notrofil lokositler aktivasyon alanma goc ederler, Plazmin, tripsin
ve doku proteazlar: gibi maddeler C3 ve C5'i etkileyerek kemotak-
sis etkisi ortaya cikarirlar., C5a eozinofil ve monositler iizerine de
etkileyerek kemotaksis olusturur. Kemotaktik faktorler Iokositler-
de lizis yapmadan lizozimal enzimlerin aciga ¢ikmasina yol acarlar.
Bu enzimlerin etkisiyle yangisal reaksiyon olusur.
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immun Adherence (Immun-Yapisma) :

Komplement ve serumla muamele edilmis partikiillerin insan
eritrositlerine yapismasi, insan hiicrelerinde komplement protein-
leri icin spesifik reseptorlerin var oldugunu ilk defa gdsteren olay-
dir. Bu immun yapisma olarak adlandirilmistir. Bu yapisma veya
baglanma olay:r immun kompleks iizerindeki C3b reseptdrlerinin
aracilig1 ile diizenlenir. C3b reseptorleri, enflamatuar reaksiyona
katilan hiicreler ve diger insan hiicrelerinde bulunur. C3b reseptor-
leri CR1 olarak adlandiriliyor. C3b, iC3b, C3d'ye ait reseptorler,
partikiil yapismas: ile bazi hiicre tipleri {izerinde gosterilmsitir,
CR2, C3d'yi secici olarak baglayan reseptoriin su anda kullanilan
ismidir. CR3, iC3b ile kuvvetle interaksiyona giren bir iiciincii C3
reseptoriidiir. Immuno-kompleksler {izerinde bulunan C4b, bu
komplekslerin C3b reseptorleri tasiyan hiicreler tarafindan iceri
alinmasina aracilik eder. Benzer bir yolla iC3b’de CR1’e baglana-
bilir, fakat bunun baglanma afinitesi diisiiktiir. Bu nedenle immuri
aderens terimi bazi komplement fragmentleri ile spesifik hiicresel
reseptorler arasimndaki interaksiyonlar: yansitir.

CR1 veya C3b Reseptéri .

Insan eritrosit membranlarindan izole edilmistir. Yaklasik
olarak 205.000 MA'da bir glikoprotein olarak identifiye edilmistir.
Bu glikoproteine kars: olusan antikorlar notrofillerin, B lenfosit-
lerinin ve monositlerin C3b reseptorlerinin fonksiyonlarini inhibe
eder ve eritrositlerden izole edilen membran proteinlerinin immu-
no-presipitasyonuna yol acar.

CR2 veya C3d Reseptorii :

C3d ile interaksiyona girer ve baslica B lenfositlerinde bulu-
nur. Bu reseptor 148.000 MA'da bir membran proteinidir. Su anda
bununla spesifik olarak reaksiyona giren monoklonal bir antikorun
oldugu bilinmektedir. Bu reseptorlerin fonksiyonlar: tam olarak
aydinlatilamamastir.

CR3 veya iC3b Reseptorii :

iC3b'yi yiiksek bir afiniteyle baglar. Monositlerde, makrofaj-
larda, ndtrofillerde ve bazi NK hiicrelerinde bulunur. Disiilfit bagh
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bir membran proteininden olusan bu yapiyr monoklonal bir anti-
korun (anti-Mac-1) tanidigi kabul edilir.

Partikiiler bir antijen (bakteri, protozoon vs.) antikor ve komp-
lement kompconentlerinin ilkleri ile birlesip (AgAcCl,4,2,3) pla-
ketlere, poliniikleer, mononiikleer hiicre yiizeylerine yapisir. Hiic-
reler C3 veya C4 icin bir reseptor tasiyorsa immun yapisma kolay-
likla meydana gelir, AgAcCl1,4 kompleksi bu olayda yeterlidir.

Opsonizasyon

Opsonin adi verilen antikorlar fagositozda ve bakterinin hiic-
re ici tahribinde etkili bir faktordiir. Komplement giiclii bir opso-
nin olarak rol oynayabilir ve fagositozisi artirict etkisi vardir. An-
tijenler, ozgiil antikorlar ve komplementin C1, 4, 2, 3 parcalar ile
birlesip, bir antijen-antikor-komplement bilesigi olusturduktan
sonra bunlar trombosit, eritrosit, 16kosit gibi hiicrelere yapisma
ozelligi kazanmirlar. (immun-adherence). Bu kompleks fagositlere
yapisusa fagositoz olayi kolayca gerceklesir. Bu sekilde komple-
mentin fagositozu hizlandiric: etkisi oldugu anlasilmaktadir. Op-
sonizasyon etkisi olarak isimlendirilen bu etki komplekse C5'in ek-
lenmesiyle daha da artmaktadir.

Komplemente Badimh Fagositoz :

Yang: alanina toplanan l6kosit ve monositlerin baslica islevi
fagositozdur. Fagositoz olayinda hiicre i¢i enzimlerin yapimi artar,
Bu lizozimal enzimler, hiicre icine alinan mikroonganizmalar1 ve
diger maddeleri parcaladig: gibi fagositoz olayi esnasinda bu en-
zimlerin disar1 dokiilmesi sonucu, yang: etrafinda normal dokuda
zedelenme etkisi g&sterir.

Ozgiil antikorlar olmadan da fagositer hiicreler fagositoz ya-
parlar. Bu normal yiizey fagositozudur. Bu 6zgiil oymayan fagosi-
tezda komplementin rolii vardir. Komplement aktivasyonu sonucu
olusan C3b mikroorganizmalarin yiizeylerine baglanir ve baglanan
C3b parcasi C9’a kadar tiim komplementi aktive ederek bakteriyi
eritir veya C3b'nin, reseptdr tasiyan hiicrelere baglannrasi sonucu
bakterinin fagositozu ile sonuglanir. C3b ve C4b molekiillerine kar-
s1 reseptor tasiyan hiicreler B-lenfositi, notrofiller, monosit, mak-
rofaj ve eritrosit gibi hiicrelerdir. Ag-Ak birlesmesi ile aktive olan
komplement C3b ve C4b safhasinda yiizeylerinde reseptor tasiyan
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bu hiicre zarlarina yapisir. Bu yapisma vyiizeylerde farkli olaylar
baslatir. Bu olaylar hiicre cesidine gore fagositoz, salgilanma veya
farklilasma ile sonuclanir,

Membran Atokt (zecdeleyen) Kompleks; C 5-9: Sitolitik Aktivite ;

Sitolitik aktivite bir cok hiicreyi etkiler. Gerek bakteri (Gram
negatif bakterilerden bazlari) hiicresinde gerekse diger hiicrelerde
(eritrosit, lenfosit, tiimor hiicresi gibi) Ag-Ak kompleksinin aktive
ettigi komplement etkisiyle hiicre lizisi meydana gelir. Bu immuno-
hemoliz olay1 ile aciklanmistir. Spesifik antikorlar ile duyarlhilas-
tirilmis bakteri hiicresinde lizis olusur. Kanserli veya normal hiic-
relerin harabiyetine neden olur. Sitolitik etki membran lezyonla-
ria bagh olarak sekillenir. Meydana gelen membran lezyonlan
elektron mikroskopta daha once agiklandig: gibi tesbit edilebilmis-
tir.

Kenglutinasyon -

C3b'nin bir ozelligi de bu molekiilde bir antijenik yanin var
olmasidir. Bu antijenik ozellik, viicut tarafindan kendine ait ola-
rak tanmmadigindan kaynaklamir. C3b’nin meydana gelmesi, bu
yeni sekillenmis antijenik determinanta kars: otoantikorlarin ya-
pimui ile sonuclanir. Bu otoantikorlar immuno-konglutininler ola-
rak bilinirler, Immuno-konglutininler yiizeylerine C3 tesbit olmus
partikiillerle kiimeleneceklerdir. Bovidaelerde o6rnegin sigirlar,
mandalar vs. bir serum proteini mevcuttur ki bu konglutinin ola-
rak bilinir. Konglutinin de tesbit olmus C3b’ye baglanabilir ve im-
muno-konglutinin gibi C3b ile kapli partikiillerin kiimelenmesine
sebep olabilir. Konglutininin biyolojik énemi bilinmiyor. AgAcC1423
kompleksleri antikor anti-C3 gibi hareket eden bu konglutinin adi
verilen serum proteinleri ile aglutine edilebilirler.

Virus Notralizasyon :

IgM simfi anti-viral antikorlar oldugunda, viruslarin notroli-
zasyonu icin sadece Cl1, C4, C2 ve C3 bilesimleri yeterlidir. Biyolo-
jik aktivitenin etkisizlestirilmesinde antijen-antikor invitro reak-
siyonlarindan biri de antijenin 0zgiil antikorun ilavesiyle inhibe
olmas:dir. Notralizasyon testinin temeli, i¢inde 6zgiil koruyucu, 6n-
leyici antikorlar bulunan serumlarin toksin, enzim veya virus siis-
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pansivoniar1 ile karistirildiginda toksinin, enzimin ve virusun in-
feksiyon yapma yetenegini 6nlemesine dayanir.

Koaguiasyon Fencmenine Komplementin Katilmasi :

Komplementin bazi yapilari, koagulasyon asamalar: sirasinda
ise karisir. Bu ozellikle faktor C6'dir, Koagulasyona yardimci im-
mun kompleksler veya toksinler vasitasiyla komplement aktivas-
vonu olusur. Bu yolla koagulasyonun faktér XXII'sine ya da fak-
tor plaketer III iizerine etkili olurlar.

SAGLIK VE HASTALIKTA KLASIK VE ALTERNATIF KOMPLEMENT
YOLLARI UZERINDE ACIKLAMALAR

Dogustan hasta olanlar iizerinde, viicut saghgimi saglamak igin
gerekli olan komplementin roliinii agiga ¢ikartmak icin calismalar
yapilmistir. Komplement sisteminin hemen her komponentine ve
sistemin iki dogal inhibitoriine ait genetik eksiklikler tanimlan-
mastir.

C3 cksikligi konak savunma mekanizmalarinin belirgin olarak
bozulmasina yol acar. Bunlar, pyogenik ve Gram negatif infeksi-
yonlar, bozuk l6kosit mobilizasyonu, serum bakterisidal, kemotak-
tik ve opsonik degisik aktiviteleri ile aciklanabilir. C3b ve B ile
birlikte, alternatif yolun kontrolsiiz aktivasyonuna neden olan I ek-
sikligi de pyogenik infeksiyonlara neden olabilir. C5b-9 eksiklikle-
rinde meningokoksik menenjit ve gonokokal artrit ile dissemine
Neisseria infeksiyonlarinin tekrari goriiliir. Sitotoksik bir reaksi-
von yvoksa, bu vak’alarda bakteriyemi kontrol altina alinamayabi-
lir. Ozellikle C2 eksikligi olmak iizere bazi komplement eksiklikle-
rinde sistemik lupus eritematosus, Henochchonlein purpura, po-
limyelitis, glomerulonefrit gibi hastaliklarin kromozomdaki MCH’a
baglandiklar: icin immun cevaptaki genetik degisiklikleri, bu has-
taliklarin artan goriilme siklig: aciklayabilir. C2, C4, Clr, Cls ve
C1 INH eksikliginde bakteriyel infeksiyonlara egilimin artmasi go-
riiliir. v

C1-9 icin genetik defektlerin oldugu bilinmektedir. Klinik ola-
rak en onemli komplement defektleri sistemin inhibitorlerine ait
olanlardir. Bunlar C1 inhibitorii (C1 INH) ve C3b inaktivatorii
(I)’ne aittir, Son zamanlarda faktor H ve properdin eksikligi olan
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bir kag vak’a tamimlanmistir. C1 INH eksikliginin herediter angi-
onodrotik 6dem ile iliskisi vardir. Hastalarda viicudun her yerinde
gontilebilecek olan subkutan veya intestinal 6dem olusur. I eksik-
ligi cok nadir olarak goriiliir. Klinige yonelik kaboratuvarlarda C3
seviyesi Olciilebilir ve 100 mg/dl altindaki degerler 6nemlidir. Bu
diisiis bellibasli SLE (C3 yikimina bagh olarak) ve akut post-strep-
totoksik glomerulonefritte (C3 sentez azlifina bagh olarak) mey-
dana gelir.

Komplement Diizeyi Azalan Hastaliklar :

SLE (glomerulonefritli), akut glomerulonefritis, membrano -
proliferatif nefrit, akut serum hastaligi, immun kompleks hasta-
1§y, ilerlemis karaciger sirozu, yaygin damar ici pihtilasmasi, im-
mun yetmezlik, infektif endokardit, infekte ventrikiilo-arteriel, ka-
Iitsal angionérotik 6dem, kalitsal C2 yetmezligi, paroxysmal soguk,
hemoglobulinemi, myastheria gravis, allograft atilim reaksiyonu,
lenfosarkoma, karisik cryoglobulinemia.

Komplement Dizeyi Artan Hastaliklar ;

Tikanma sariligi, tyroidit, polyartritis nodosa, dermatomyasi-
tis, akut myocart infarktiisii, tilseratif kolit, tifo, diabet, gout, reit-
her sendromu.

KOMPLEMENT TAYINI - AKTIVITENIN OLCULMESI

Serum oda 1sisinda ayrildiktan sonra, hemolitik aktivite ince-
lenecekse hemen —70°C’ye konmalidir, (4 giin korunabilir) Komp-
lement aktivitesi serum sulandirmalar: yapildiktan sonra, tavsan
anti-koyun antikoru ile (hemolizin) duyarlilasmis koyun eritrosit-
leri ile muamele edildikten sonra 6l¢iiliir. Degerler cm® basina he-
molitik komplement {initesinin % 50’si olarak ifade edilir. (CHxo)
bir CHs, iinitesi, test serumundaki hiicrelerin % 50’sini lizise ugra-
tabilen yeterli serum sulandirmalar: veya miktar1 olarak tanimia-
nir.

Komplement fraksiyonlarimi (aktif-inaktif) Mancini'nin 1sinsal
agarda yayilimi-tek radial diffiizyon, immun elektroforez ile gos-
termek miimkiindiir. Kontr elektroforez veya roket immuno elek-
troforez ile de fraksiyonlar incelenebilir, Komplementin belirlen-
mesi icin immun adherens titresi ve non-immunglobulin ‘Coombs
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testi de kullanilabilir. Depolanmis komplement komponentlerinin
fluoresan veya isaretlenmis bagisik serumlarla ortaya konulma51
da’ dolxulmd'\ komplementin aktive oldugunu gosterir.

' Komplement aktivitesinin ol¢iilmesinde klasik yol : Yillardir
standart klasik yol denemesi tavsan antikorlari ile sensitize koyun
eritrositlerinin, fizyolojik iyonik giicte ve 37°C’de hemolizisi ile
vapiimustir. Bu lizisin klasik vola bagliligi, TgG veya IgM antikoru,
Ca ve Mg iyonlari, C1, C2, C4'tin kullanimi ile ortaya konulabilir.
Tiirlerden birinin komplementi, belirli tiirlerin eritrositlerini lize
cdebilir. Bu neden olarak iyice anlasilmis degildir. Deneyde erit-
rosit, antikor ve komplement kombinasyonlarinda elverisli tiirler
kullanihr. Deneyde % 50'lik bir hemolitik son nokta belirlenmek-
tedir. Sensitize eritrositlerin yarisini lize ctmek icin gerekli komp-
lement miktar: CHs ile ifade edilir. :

Scrumdaki her bir komplement komponenti i¢in deneme giri-
simlerinde bulunulmustur. Bu arada cok giic problemlerle karsila-
siinustir, Bu denemelerde klasik yolun 9 komplement komponen-
tine sahip olmak gerekir. Bu komponentlerden birindeki noksan-
lik denenen homolog tiirlerde olumsuz sonuglar yaratir, Arastiri-
ciar R ayiraclar olarak bilinen belirli 1s1 veyva kimyasal muame-
lelerle bir -komponenti elimine etmek icin denemeler yaptilar. Fa-
kat R ayiraglarmin kullanim: hatali sonuglar nedeniyle kaldirildi.

, A1a$t1r1c11ar komplement komponentlen olcumu icin ii¢ sege-
'negc sahlptlr ) ; g i

1 — Eger spesifik anti-serum sekillenmisse radial immuno-
diffiizyondur. Bu antijenin purifikasyonunu gerektirir. Bu yontem
fonksiyonel aktiviteyi 6lemez ve serumda diisiik konsantrasyonlar
da bulunan komponentler icin daha duyarsizdir ve uygulanmaz.

2 — 9 komponentin her birini saglayarak dokuzuncuyu bul-
mak icin yapilir. Insan ve kobay komplementi hari¢ bu test kulia-
nilmamistir.

3 — EACI, EAC4, EACL, 4, 2 vs; gibi intermedietleri iiretmek
icin bir teknik kullanilabilir. Ayiracglarla, EDTA ve serumla belirli
ttirlerin bazi komponentlerini titre etmek miimkiindiir. -
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Alternatif Yol =

Alternatif yola maruz kalma onun Ig’lerden, Ca iyonlarindan
ve Cl, C4 ve C2'den bagimsizligii ortaya koyarak dogrulanabilir.
-Onun Mg** varlhiginda, Ca+* yoklugunda sensitize olmamis tavsan
eritrositlerinin lizisine neden olma glicii denenmistir. Faktor B 1si-
ya fazlasiyla dayaniksizdir. Faktor B'nin 50°C'de inaktivasyonu ba-
zen alternatif yol blokajinin bulgusu olarak bahsedilir.

KOMPLEMENT SISTEMENININ ORTAYA KONULMASI

Insan patolojisinde ve deneysel olarak komplement sisteminin
ortaya konulmasi, segici arastirmalar ile total komplement dosa-

jimin (hemolitik komplement veya CHsx) incelenmesi sonucu ger-
ceklesmistir.

Total Komplement Dozaji (Hemolitik Dozaj) :

Total komplement dilusyonlar: yapildiginda veya arzu edilen
konsantrasyonlar: ile ilave edilen eritrosit+antikor siispansiyonu-
nun sabit bir volimiinde doze edilebilir. 37°C’de inkubasyonundan
sonra tiipler santrifiij edilir ve iist swinin optik dansitesi spektro-
fotometrede baslangic hiicre konsantrasyonu ile 541 veya 412 na-
no metrede okunur. Her tiipteki hemolizin yiizdesi (Y) % 100'liik
kontrol hemoliz ile 6lgiiliir. Sonra normal biyolojik sivinin absoliit

X
voliimii kagit {izerine log. olarak gecirilir ve ¥ ———7Y degerleri-
1

ne yerlestirilir. Boylece intermedier hemoliz zonu sagdadir;

b 4
————Y =1 degerlerimizin sagda kesistigi nokta, total komple-

1

mentin bir iinite hemolitik 50’yi igeren biyolojik sivimin absoliit
voliimiiniin ve biyolojik sivinin her ml.’sinin UHs sayisini igme-
ye yarar.
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Krogh, deneysel olarak gozlenen, komplement konsantrasyon-
lar1 ile hemoliz derecesi arasindaki iliskiyi baz1 limitler igerisinde
su formiille gostermistr :

Xn
'y =
-n
x+k
v = Hemolizis derecesi (lize olan hiicre orani)
x = Hemolizin (veya komplement konsantrasyonu)

n, k = Degismez sabiteler

Komplement titrasyonunda uygulamak -istiyorsak, denklem :

x=k y 1/n
(-—————) seklinde alinir.
1—y

Hemolizin derecesi ve konsantrasyon arasindaki iligkiyi gos-
termek icin, denklemin logaritmik transforu yapilir;

1 y
log. x = loe. k + —— log
n 1—y

% 50 hemolizis olusumunda ihtiya¢ duyulan serum miktar1 loga-
ritmas: diiz cizgilerle grafikte gosterilebilir.

Ortaya Koymada Diger Teknikler :

1 — Immuno adherens : Bu reaksiyon antijen-antikor komp-
leksine fikze olmus C3b’'nin (ve C4b’nin kiiciik bir boliimii icin)
arastirilmas: icin ya bu kompleks bir partikiil ile fikze edilerek
(Orn. eritrosit) ya da partikiiler antijenin kendisi = (6rn. bakteri)
olarak kullamlabilir.

2 — Antikomplementer 6zellik (PAC)

3 — Komplement bilesimlerinin ayrilma iiriinleri : Iyi kosul-
larda alinan bir biyolojik sivida, komplement bilesimlerinden bi-
rinin Ozellikle C3’iin ayrilma {iriinlerinin varligi, bu sividaki bir
antijen-antikor-komplement reaksiyonunun olusmas: ile sonucla-
nir, Ayrilma driinleri kalitatif olarak jmmuno-elektroforezle ve
kantitatif olarak faurell teknigine gbre bidimensionelle elektrofo-
rezle incelenebilir.
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4 — Komplement bilesimlerinin  hiicresel .ve dokusal kalnti-
lar1 : Bu artiklarin (C3, C4, Clq, properdin vs) aranmas: genellik-
le immun-fluoresans ile gerceklestirilir,

5 — Komplement-Coombs testi : Bir hiicre yiizeyindeki kemp-
lementin ortaya konulmasinda hematolojide kullamlmaktadir.

Komplemente bagh hemoliz hem klinik hem de deneysel ca-
Iismalarda genis 6lglide kullamlmistir, Kullanilabilecegi yerler :

1 — Serumdaki hemoitik komplementi titre etmek igin: Se-
rum dilue edilir ve standart miktarda duyarhlagtirilmig- eritrosit
eklenir. Komplement miktarina bagh olarak deglsxl\ derecelerde
olusan:hemoliz 0Olgiiliir, :

2 — Komplement proteinlerinin tek tek titrasyonu: Yukari-
daki gibi yapilir/ Fakat titre edilmek istenilen protein disinda tiim
l\ompkmnnt proteinleri ortama asir1 miktarda konur.

3" Antikorlarin olciilmesi : Hemaglutinasyon testine benzer.
Antikor ihtiva eden hiicreler inkube edilir. Daha sonra komplement
eklenir ve olusan hemoliz &l¢iiliir.

KOMPLEMENT FiKZASYON TESTI

Komplement fikzasyon testi, bugiin bir cok hastaligin tanisin-
da kullanilan, bilinmeyen antijen veya antikorun saptanmasi ama-
ciyla yapilan bir serolojik testtir. Komplementin hiicre yiizeyleri-
ne yapigma ve litik etkisi nedeniyle, eritrositleri lize etme yetenegi
kullamilarak test gerceklestirilir. ilk safhada antijen, antikor ve
komplement birlestirilir. Antijen ve antikor 6zgiil iseler birlesir ve
komplementi baglarlar. Eger antijen ve antxkor hemolog de\nlsc
komplement serbest kalir. Reaksiyonun ikinci safhasinda, bn‘w-
memis serbest komplementin ortamda bulunup bulunmadigi, du-
yarhlastirilmis eritrositler kullanilarak anlagilir. Eger komplemen®
antijen-antikor kompleksine baglanmis ise eritrositlerde lizis gb-
riilmez, eger antijen ve antikor 0zgiil degil iseler, komplement ser-
best kalr ve sonradan eklenen duyarhlastlrﬂrms eritrositlerin li-
,zlsme neden olur.

CF testinin olumsuz yani, anti-komplementer etkidir. Bt‘:yle
durumlarda antijen ya da antikor yanliz basina komplementi bag-
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liyabilir. Bu deney i¢in sakincalidir. Bu nedenle deney yapilmadan
once deneyde kullanilan reaktiflerin anti-komplementer olup ol-
madig1 kontrol edilmelidir. Bu etki 1sitma ya da sulandirma ile
kaldirilabilir.-Eger kullamilan maddeler uygun sekilde kontrol edi-
lirse CF testi tamida kullamilan duyarli testlerden biridir. CF de-
neyi bir ¢ok virus hastalifimin tamsinda gittikge daha fazla kulla-
nilmaktadir. Mantar hastaliklarindan histoplazmoz, aspergilloz,
protozoon hastaliklarindan toxoplazmoz, helmint hastaliklarindan
kist hidatik ve shistomyasis’in serolojik tamsinda CF testinden ya-
rarlamhir. Bu serolojik test yillardir bakteri ve virus mfekmyonla-
rimin tamsinda kullanilmaktadir.

Metod :

Makro ve mikro olarak uygulanir. Antijen, antikor ve komp-
lement arasinda yiiksek spe31f111ye sahip bir 1eak31yondur Kulla-
mlmasmd'ﬂ\l amacg;

1 — Bilinen antikor ile bilinmeyen antijenin tayini,

2 — Bilinen antijen ile hasta serumunda antikor miktar: ta-
yinidir. '

Komplementi fikze eden antikorlar bir infeksiyondan hemen
sonra baslar, kanda kisa veya uzun stire kalir, Kandaki antikor
miktar: farkli hastaliklarda farkli oldugu gibi ayni hastalikta fark-
l1 bireylerde degisik olabilir. Etkileyen faktérler yas, epidomiyolo-
jik ve- individuel farkhhklar infeksiyon yolu, erken asilama, anti-
jen.

Testte kullanmilan reaktifler : 1 — Antikor (Jlaéta serumu) 2 —
Antijen, 3 — Komplement, 4 — Koyun eritrositleri, 5 — Antl-ko-
yun eritrositi (amboseptor). ;

- Her reaktif testten once titre edilir ve belirli oranlarda kulla-
nmbir. Ayrica her maddenin anti-komplementer 6zelligi arastirilir.
Testte kullamilan hasta serumu 56°C'de 30 dakika inaktive edilir.
koyun serumu 60°C’de 30 dakika) .Ciinkii bu serum da komple-
ment icermektedir. Komplementi tahrib edilmelidir.

1 — Serum : Berrak ve hemoliz olmamis olmalidir. Genellik-
le santrifiij ile elde edilir. —20°C’de saklanmalidir, Bir siire sonra
titrede diisme goriilebilir. Ciinkii Ig'lerde harabiyet olur. Kullaml-
madan Once 1s1 ile inaktive edilmelidir.
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2 — Antijen : Baz1 antijenler ticari olarak piyasada bulunur.
Fakat pahalidir. Daha evvel titre edilip ne sekilde sulandirilacag:
bildirilmistir. Antijenler biiyiik rutin laboratuvarlarinda da hazir-
lanabilir. Titreleri yapilir. Diger laboratuvarlarla sonuglari karsi-
lastirilir. Uygun sekillerde saklanir,

3 — Komplement : Taze ergin kobay serumu kullanilir. Hay-
vanlarin kalplerine punksiyonla girerek birer haftalik aralarla iki
kere kan alimir. (4-6 ml. kan/hayvan). Bir hafta sonra kalplerinden
punksiyonla kan alinarak oldiirtiliirler. (12-20 ml./hayvan). Serum
santrifiijle elde edilir. Hemoliz goriilen serum kullanilmaz. Serum
0.5-2 ml.’lik porsiyonlarda liyofilize edilir. —20°C’de saklanir.

4 — Koyun eritrositleri : Sihhatli ergin koyun kam toplanir
ve kiiciik cam boncuklu sisede yaklasik olarak 10 dakika calkala-
nir. Defibrinize kan steril serum fizyolojikle ii¢c defa santrifiije edi-
lir. Son santrifiijden sonra yikanmis koyun eritrositlerinin % 3-5
oraninda FTS ile siispansiyonu hazirlanir ve 4-5 giin 4-7°C'de sak-
lanabilir.

5 — Anti-koyun eritrosit antiserum : Bu serum amboseptér
olarak isimlendirilir. Tavsanlarda olusturulur ve elde edilir. Bu
serum komplementin varliginda yanlizca eritrositlerin lizisine se-
bep olma yetenegindedir. Ticari olarak piyasada bulunabilir. Am-
boseptor uygun sekilde yikanmis koyun eritrositlerinin intravendz
enjeksiyonu ile farkli zamanlarda immunize edilmis tavsanlardan
elde edilir. Titreleri dlciiliir, yeterince yiiksekse (1:4.000 den fazla)
serum toplanir. 56°C’de 30 dk. inaktive edilir. 2 ml.'lik porsiyon-
larda liyofilize edilir. Liyofilizasyondan sonra titre daha diisiik
clacaktir. Prezervatuar olarak % 0.1'lik NaNO; ilave edilebilir,

Koyun eritrositleri+amboseptor, hemolitik sistemdir. Antijen
+antikor ile C'nin tiiketildigi reaksiyonda indikatér olarak kulla-
nilir. Reaksiyonu gozle goriilebilir hale getirir.

Testte hasta serumun seri sulandirmalar: antijen ve komple-
ment ile inkiibe edilir ve reaksiyona girer. Inkiibasyon iki sekilde
olabilir. Sicak inkiibasyon 30 dk. 37°C’de, soguk inkiibasyon 12-15
saat 4-7°C’de. Mikro sistemde soguk inkiibasyon tercih edilir, sicak
inkiibasyon her zaman c¢alismaz. Bu inkiibasyondan sonra hemoli-
tik sistem ilave edilir. Tkinci inkiibasyona 37°C’de 30 dk. blraklhr
ve reaksiyon gozle goriilebilir hale gelir.
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Pozitif serum : Eritrosit sedimentasyonu,
Negatif serum : Eritrosit hemolizisi goriiliir.

Komplement Titrasyonu :

Mikro titrasyon :

1 — Liyofilize edilmis komplement yeniden tertiplenir.

2 — Test tiiplerinde NaCl ile komplezmentin_ diliisyonlar1 ya-

pilir. 1/10, 1/20, 1/30...

Diliisyon” ml, NaCl mlC

Diliisyon ml.NaCl ml.C

1:10 038 0.1 1: 70

1:20 0.95 0.05 1:80

1:30 145 0.05 1: 90

1:40 - 078 - 0.02 1: 100
1:50 0.98 0:02+ «§:-* 12.110
1z 60 1.18 0.02 1: 120

Diliisyonlar soguk su banyosunda saklanir.
3 — Mikro plate’ler siniflandirilir,

4 — Pipetle plate’lere NaCl konulur.
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5 — Tiiplerden C diliisyonlar plate cukurlarma doldurulur.

1 23 4567 89 10 11 12

1:10 1:30 1:50 1:70 .....ccovvviinnnn
A 50 50 50 50 50 50 50........ -
B 40 40 40 40 40 40 ..............
c 30 30 30 30 30 ....cciiiiiiiiinnns
D 200 20 20 20 oeniioprosnspusivnsumien s
E 10 10 10 civviiiiiiiiiinnnn, e
F; B L R R R R R R R R TR i)
K 50 50 50 50 iiiiisoeneinsonnssosmenss

Toplam hacim her ¢ukurda 50 ml, olmalidir.

-6 — Koyun eritrositleri ve ambosepttr 37°C'de 30 dakika in-
kitbe edilerek hemolitik- sistem hazirlanir,

 7, — K siwrasi kontfoldiir. Hemolitik sistem olarak eritrosit
slispansiyonu hazirlanir. Amboseptér ilave edilmez.
2475 ml.NaCl 4 0.25 ml. eritrosit

8 — Bir dropper ile A'dan F'ye kadar her bir cukura 50 ml.
hemolitik sistem konulur.

9 — K sirasma 50 ml. eritrosit siispansiyonu.konur,

10 — Bir otomatik mixerde birkac dakika karistirilir ve plate
kapatilir, 37°C'de 30 dakika ve sedimentasyonun olusmasi icin oda
isisinda (20°C’de) 1-2 saat inkiibe edilir.

11 — Herbir cukurdaki birlesme okunur. % 90 hemoliz veren
diliisyonla calisilir. Orn. D sirasi % 90 hemoliz veriyorsa bu di-
lusyonla ¢alisihr, 20 ml.de 1C iinitesi vardir denilir. Testte 2.5C
iinitesi yani 50 ml, bu diliisyondan kullanilir.
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.. Antijen" -Titrasyonu :

Mikro t'it:l:a:syon' -

NaCl
Ag Diliisyonlari

ml. 25 25 25 25 25.........
ml. 25 25 25 25 25............
1:2 1:4  1:8..alibb sl

Pozitif serum 28l 25 28 25 285 25 ssvennss
e 50ml. .50 50 50 .50 50

" 12:15 saat 4°C'de veya. 37°C'de 30 dakika

A

HS ’ 50ml. 50 50 50 50 50

............

30 dakika 37°C’de ve 12 saat 20°C'de

1 Ag iinitesi % 90 semimentasyon veren diliizyondur. Orn. 1:32
testte 2 Ag iinitesi kullamilir. Bu 1:16 diliisyondur..

Bazen 1:2, 1:4, 1:6, 1:8... diliisyonlar1 kullamlir. Bu cok mik-
tarda antijen kullammma neden olur,

.1 — Mikro plate ler 1s1mlend1r1hr Yanhz bn s1raya ihtiyac
vardir. 1:2, 1:4, 1:8, 1:16".

2 — Bu siranmin her bir géziine 25 ml. NaCl damlatilir,
3 — Otomatik pipetlerle ilk cukura 25 ml antijen konulur.

4 — Ik cukur otomatik pipetle karigtirihr. 25 ml. diger cu-
Lunara transfer echhr Son cukurdan 25 ml. disan zmhr

5 — Txm.su bllmen pozitif hasta serumdan tiim gozlere 25 ml
konur: 5 - :

6 — Na(l ile diliisyonu yapilan C'den tiim gozlere 50 ml. ko-
nur. iy

7 — Plate’in iizeri kapatilir. 12-15 saat 4-7°C’de inkiibe edi-
lir, (buzdolabmd'a blr gece)

-— Hemolitik sistem hazirlanir, her bir géze 50 ml konur.
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9 — Plate kapatilir, calkalamir ve 37°C’de 30 dakika ve sedi-
mentasyon olusuncaya kadar oda isisinda 2 saat bekletilir.

Bir Ag iinitesi % 90 sedimentasyon veren diliisyondur. % 10
hemolizis vardir.

Amboseptor Titrasyonu :

Tiiplerdeki amboseptor diliisyonu & -

1:100 1:200 1:400 1:800 ...1:12.800

Amboseptsr ml. 025 025 025  025.iiein..
C’ ml. ... 05 05 - 05 0.5 cevriiieriinn

1. inkiibasyon: 12-15 saat 4°C'de

NaCl ml. 05 05 05 05 croriinnnns
% 2 eritrosit ml. 025 025 025 025....

2. inkiibasyon: 37°C’de 30 dakika ve 20°C’de 2 saat.
Tesite kullanilan titre % 90 hemolizis veren diliisyonun 4 kath
konsantrasyonudur. ' A

. Hemolitik - Sistem :
Mikro testte % .1 eritrosit konsantrasyonlar: kullanilir. -

1 — Defibrinize kan NaCl (FTS) ile iist swv1 zberrakl.asmtaya
kadar 3-5-kez 10 dakika 3.000 rpm.'de santrifiij edilir. Son santri-
fiijden sonra iist sivi atilir, Eritrositler uygun sekilde paketlenir.

2 — 30 ml - 1:6.000 diliisyon amboseptér ile 4.45 ml. normal
tuzlu su kanstirthr. Bu diliisyondan 1.25 ml. + 23.5 ml. NaCl+-
0.25 ml. eritrosit yavasca karistirilir. |

3 — Hemolitik sistem kullanilmadan 6nce 30 dakika 37°C'de
inkiibe edilir., Hemolitik sistem buzdolabinda saklanmalidir. 24
saat icinde kullanilmalidir.
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Kemplement Fikzasyon Testinde Esas Reaksiyon :
S = Serum kontrol
-+ = 4 serum kontrol
0O = — serum kontrol

Ag = Antijen kontrol

C' = Komplement kontrol
+ ¢} Ag SR
° O
1 — Mikro plate’in isimlendirilmesi

2 — Hasta serum, + ve — kontrol serumlar: bir sicak su ban-
yosunda 30 dakika inaktive edilir. (koyun, keci 60°C'de digerleri
56°C’de)

3 — Kontroller harig her bir gukura 25 ml NaCl konulur.
Ag kontrol = 25ml. C’ kontrol = — '
13 » 10 ml.

- 20 »
30 »
40 »
50 »

4 — A swrasindaki hasta serum, + ve — kontrollerin -her biri-

ne 25 ml transfer edilir.
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Komplement Sistemi - Erdeger

5 — B sirasindaki hasta serum;, + ve — kontrollere” 25 ml.
transfer zdilir. B swrasindaki serum diliisyonlarimin sonuna kadar
otomatik pipet veya diliiterlerle cukurlar karistirilir, sonraki sira-
nin sonuna kadar aktarilir ve 25 ml. disar1 atilir,

6 — Antijen titrasyonu ile titre saptamr.“

orneklerin sayis1 (4, — kontrol)

Ihtiya¢c duyulan hacim (ml.) :

7 — A sirasi kapanir. A sirasinda Ag kontrol ve C’ kontrole
antijen konulmaz, Diger cukurlara droperle 25 ml. Ag diliisyonu
konulur. Ag kontrol = 25 ml. Ag diliisyonu

25 ml. »
13 ml. »
8 — A sirasina antijen yerine 25 ml. NaCl konur.

9 — Diliisyonu bilinen + serum (titresi 1:8'dir) Ag kontrole
25 ml. konur. —
25 ml.
25 »
25 .»

10 — Plate 1 saat 4C’de inkiibe edilir.

11 — NaCl ile C’ titrasyonuna gore C’ diliisyonlar1 yapilir.
Soguk su banyosunda bekletilir.

12 — C’ kontrol harig, *her. cukura C' diliisyonlarindan 50 ml
koyulur. C’ kontrol = 50 ml.

50 »
50 »
40 »
30 »
20 »
10 »
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13 — Plate 4-7°C’de 12-15 saat inkiibe edilir.

i4 — Hemolitik sistem hazirlanir. =~

15 — Her bir ¢ukura 50 ml. hemolitik sistem konur.

16 — Plate kapatilir, otomatik mikserde uygun bir sekilde ka-
ristirilir. 37°C'de 30 dakika inkiibe edilir. Sonra 1-2 saat oda sicak-
liginda birakilir.

Dedgerlendirme :

0 = Total hemolizis : Ust sivi kirmizi, seffaf, eritrosit sedimen-

tasyonu. —,

1 = Ust sivi kirmizi, seffaf, eritrositler cok kiiciik topaklar halin-
de dibe ¢okmiis,

2 = Ust siv1 kirmz, §effaf, eritrositler dibe cokmiis (% 50'den az),

3 = Ust siv1 sar1 veya acik kirmizi, eritrositler % 50'den fazla
cokmiis,

4 = Ust swv1 renksiz, % 100 eritrosit cokmesi. Total sedimentas-
yon. 3,4 (+) olarak degerlendirilir. o )

Testin Kontrolii :

Ornekler okunmadan 6nce kontrollere bakilir.

Ag Kontrol :

Ag+ eieenns +C’ + HS = Total hemolizis 0 =

viveer + (4) serum + C' 4+ HS = Total hemolizis 0

Ag-+ (+) serum + C' + HS = Total sedimentasyon 4
1/2 Ag+ (+) serum + C' 4+ HS = Total sedimentasyon 4

C’ kontrol :
Komplementin
azalan miktar
lar1 |

|
\

AhLWNOEROOO
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Komplement Sistemi ‘= Erdeger

Serum Kontrol :
...... + Serum + C' + HS = Total hemolizis 0

Eger serum kontrollerinde eritrositlerin kiimelenmesi olmussa bu
serum degerlendirilmez.

Bilinen (+) kontrol : Son testte ayn titreyi vermelidir.

Bilinen (—) kontrol : (—) olmalidir.

Hem zayif hem de kuvvetli ayarlanan C’ diliisyonlarinin kont-
rolit-; -: o :

Zayif : 11134444 : Cukurlarda total hemolizis yoktur.
Kuvvetli: 000000 14 : Total hemolizis. _
Ag diliisyon kontrol = Zayif Az Ag ‘kontl.'olA =0021

Anti-komplementer serum : A sirasimin serum kontrollerinde lizis
yoksa, sicakta uygun olarak inaktive edilmemistir veya bir anti-
komplementer serumdur.

Testin Yorumlanmasi :

Bir hayvanin 2 serum numunesi denenmelidir. Genellikle esit
ve 2 hafta araliklarla alinmalidir. Siirii kontrollerinin rutin olarak
vapilmasinda CFT ¢ok faydalidir. Diisiik bir titre infeksiyonu or-’
taya koymaz. Ciinkii diisitk titrenin infeksiyon veya erken vaksi-
nasyon sonucu olustugu iizerinde durulur. Negatif bir titre infek-
siyonun olmadigimi kanitlar. Hayvanda immun yanit cok diistiktiir
veya titreler cok erken oldugu gibi ge¢ tayin edilmis olabilir. Bit
hayvanda titrelerdeki giinliik degismeler g6zoniinde tutulmahdir.
Yiiksek titreler hastalifin memleket populasyon indeksine bagh
olabilir.

KAYNAKLAR

1 — ADELSBERG, B,R. (1983) : The complement system in pregnancy. Ame-
rican J, of Reproductive Immunology. 4: 38-44,

2 — ALTON, G.G., JONES, LM, et Pietz, D.E. (1977) : La Brucellose Techni-
ques de Laboratoires. Dé uxieme édition, Organisation Mondiale de la
santé, Series de Monogr. No, 55, Gené ve. p, 61-74—

192



3 — ANON, (1976) : Immunologie, Tome |, System du complement, Chapitre

5. Editons. Crovan et Roques., Lille.

4 — ARDA, M. (1983) : immunoloji-l, A.U, Vet, Fak. Yayin, No, 404, Ders Ki-

o

(4o}

10

11

16

17

18

tab:. AU, Basimevi, Ankara,

AYDIN, N, (1884) : immunoloji ve seroloji. (Teksir). A.U. Vet, Fak, 84-85/3,,
s. 271-276,

AYGUN, S.T, 1957) : Bagisiklik Bilgisi. (immunoloji-Seroloji), A.U, Vet,
Vet. Fak. Yayin, 93., Ders Kitabi-ll, Yeni Desen Matbaasi, Ankara., s. 97-100,
BILGEHAN, H. (1983), Genel Mikrobiyoloji ve Badisiklik Bilimi, Bilgehan
Basimevi, Bornova-izmir,, s. 407-420,

CAMPBELL, D.H., GARVEY, J.S., CREMER, E.N., SUSDORF, D.H, (1970) :
Methods in Immunology, 2nd, Ed. Reading, Massachusetts, London, p.
301-325.

CETIN, E.T, (1981) : immunoloji. i.U0. Tip, Fak., Vakfi - Bayda Yayin,
s. 143-155.

EYRE, P. (1980) : Pharamacological aspects of hpersensitivitiy in domes-
tic animals: a review, Vet. Res. Commun, 4: 83-98,

GARRATTY, G. (1975) : Complement, Its Chemical and Biological Charac-
teristics. DADE Div, Amer. Hosp, Supply Corp. Miami, U.S.A.

GULMEZOGLU, E, (1983) : Bagisikigin Temelleri, H.U. Yayin, A/16. Se-
ving Matbaasi, Ankara., s. 247-259,

HIRSCH, R.L, (1982) : The complement system, Its importance in the
host response to viral infection. Microbiological Reviews 46 (1): 71-85.
HOBART, M.J., McCONNELL, [, (1975) : The Immune System. Blackweli
Scientific Publications.. Oxford., p. 55-75.

LAMBRECHT, G, (1983). The complement fixation test in microtiter sys-
tem. An International Course/Workshop in Veterinary Immunology, Octo-
ber, 5-12, Ankara,

LINSCOTT, W.D, (1986) : Biochemistry and biology of the complement
system in domestic animals, Progress in Veterinary  Microbiology and
Immunology., 2: 54-77.

PCDACK, E.R. (1986) : Molecular mechanisms of cytolysis by comple-
ment and by cytolytic lymphocytss, Journal of Cellular Biochemistry.,
30: 133-170,

ROITT, I, BROSTOFF, J., MALE, D, (1985) : Immunology Gower Medical.
Publishing Ltd, London., p. 7, 1-18,

SERTER, F., BILGEHAN, H. (1971) : Klinik Mikrobiyoloji, Ege U, Tip Fak,
Yayn, No. 84. Bornova Ege U, Matbaasi,, s, 253-262,

TIZARD, | (1983) : Veterinary Immunology, 2nd. Ed. WB, Saunders Com-
pany, Philadelphia, London., p. 106-117.

UNANUE, E.R,, BENACERRAF, B, (1983), TEXTBOOK of Immunology, Ed.
Stamathis, G., Willioms and Wilkins., Baltimore, London, p, 237-259,

193



