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Ozet

Giris: Kompleman aktivasyonunun, hedef molekiil diginda bulunan ¢evre dokulara zarar vermesini kompleman diizenleyici proteinler
engeller. Ozellikle CD35, CD46, CD55 ve CD59 hastaliklarla iligkilendirilen kompleman diizenleyici proteinlerdir. Bu proteinlerin genetik
varyasyonlarina bagli olarak enfeksiyon, tromboz, otoimmun hastaliklarin olustugu bir ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Caligmamizda saglikli
Tiirk toplumunda periferal I6kositlerde CD35, CD46, CD55 ve CD59 proteinlerinin ekspresyon diizeylerini ol¢tiik.

Gereg ve Yontem: Calisma yaslar1 17-39 arasinda degisen, 20 saglikli goniilliide yapildi. Alinan kan 6rnekleri CD35, CD46, CD55 ve CD59
antikorlar1 kullanilarak, 1 saat icinde flow sitometrik olarak analiz edildi. CD35, CD46, CD55 ve CD59’u pozitif bulunan nétrofil, monosit
ve lenfositler % olarak belirtildi.

Bulgular: CD35 diizeyinin en fazla nétrofillerde (%92), monosit (%84) ve en az oranda da lenfositlerde (%17) oldugu gézlendi. CD35
diizeyi lenfositlerde, monosit ve nétrofile gore anlamli derecede diisiik tespit edildi (p<0.05). Lenfosit, monosit ve notrofillerde CD46
diizeylerinin yaklagik %99 oraninda oldugunu tespit ettik. N6trofil ve monosit yiizeyinde yaklasik %100, lenfositlerde %85 oraninda CD55
ekspresyonu vardi. CD55 diizeyi lenfositlerde, monosit ve nétrofile gore anlamli derecede diisiik tespit edildi (p<0.05). Notrofillerin yiize-
yinde %100, lenfosit ve monositlerde %70-80 oraninda CD59 varligini tespit ettik. CD59 diizeyinin monosit ve lenfositlerde, nétrofillere
gore anlamli1 derecede diisiik oldugu gozlendi (p<0.05).

Sonug: Kompleman diizenleyici proteinlerin ekspresyonu toplumlara gore degisiklik gostermektedir. Endemik olarak sik goriilen hastalik-
larin etyopatogenezini arastirirken kompleman diizenleyici proteinlerin ekspresyon varyasyonlarinin diistiniilmesi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Kompleman diizenleyici proteinler, saglikli populasyon, periferal I6kositler

Abstract

Objective: Complement regulatory proteins prevent the harmful effects of complement activation to the surrounding tissues other than
target molecule. Particularly CD35, CD46, CD55, and CD59 are complement regulatory proteins that are related to diseases. Many studies
were reported infectious, thrombotic, and autoimmune diseases developing due to genetic variations of these proteins. In this study we
measured the expression levels of CD35, CD46, CD55, and CD59 on peripheral leucocytes in healthy Turkish population.

Materials and Methods: The study was held in 20 healthy volunteers whose ages range from 17 to 39. Blood samples were analysed by flow
cytometry within one hour by using CD35, CD46, CD55, and CD59 antibodies. CD35, CD46, CD55, and CD59 positive neutrophils,
monocytes, lymphocytes were mentioned as percentages.

Results: The highest CD35 level was found on neutrophils (92%), monocytes (84%) and the lymphocytes were the least (17%). CD35 levels
were significantly lower on lymphocytes, compared to monocytes and neutrophils (p<0.05). The CD46 level was detected approximately
99% on lymphocytes, monocytes, and neutrophils. The CD55 level was approximately 100% on neutrophils and monocytes whereas it was
detected 85% on lymphocytes. CD55 levels were significantly lower on lymphocytes compared to monocytes and neutrophils (p<0.05).
The CD59 levels was detected 100% on neutrophils whereas it was detected 70-80% on both lymphocytes and monocytes. CD59 levels
were significantly lower on monocytes and lymphocytes compared to neutrophils (p<0.05).

Conclusion: Expression of complement regulatory proteins varies within different populations. Variations of complement regulatory
expressions should be kept in mind during investigating endemic diseases.
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Giris

Kompleman sistemi; mikroorganizmalar, immune komp-
leksler, apoptotik hiicreler vb molekiillere karst viicudu-
muzun savunma mekanizmasidir (1). Kompleman ak-
tivasyonu klasik-lektin-alternatif yolaklar olmak iizere 3
yolak ile saglanir. Bir seri zimojen-proteazlarin olustur-
dugu litik makromolekiil olan membran atak kompleksi
(MAK) ile kompleman sisteminin etkileri meydana gelir
(2). Bu litik etkinin hedef hiicrelere yonlendirilmesi ve
inflamasyon alaninda bulunan diger hiicrelere zarar ver-
mesinin 6énlenmesi kompleman diizenleyici proteinlerta-
rafindan kontrol edilir. Ozellikle CD35 (compleman re-
septor 1, CR1), CD46 (membrane cofactor protein, MCP),
CD55 (decay accelerating factor, DAF) ve CD59 (prote-
ctin) hastaliklarla iliskilendirilen kompleman diizenle-
yici proteinlerdir (3). CD35, dolasimda bulunan immun
komplekslerin temizlenmesini saglar (4). CD46, C3b-C4b
basamagini etkileyerek kompleman aktivasyonunu iler-
lemesini diizenler (5). CD55, C3 konvertazin olusumu-
nu engeller (6). CD59 ise kompleman aktivasyonunda
C9 basamaginda etki gostererek litik makromolekiiliin
olusmasini 6nler (7). Literatiirde yineleyen enfeksiyonlar,
ileri yasa bagli Alzheimer, otoimmiin hastaliklar, memb-
ranoproliferatif glomeriilonefrit, atipik hemolitik tiremik
sendrom, yaga bagl makiiler dejenerasyon, herediter an-
gioddem, paroksimal nokturnal hemoglobiniiri (PNH),
sistemik lupus eritematozus (SLE) vb. birgok hastaligin
etyopatogenezinde kompleman diizenleyici proteinlerin
rolii vurgulanmaktadir (8-10).

Son yillarda kompleman sisteminin komponentleri ve dii-
zenleyicileri i¢in genetik varyasyonlar oldugunu bildiren
calismalar dikkati cekmektedir. Bu varyasyonlarin komp-
leman iligkili hastaliklarin etyopatogenezinde rol oynadig1
belirtilmektedir (11-13). Baz1 enfeksiyon ajanlarin, oto-
immun hastaliklarin etnik kékeni farkli toplumlarda daha
sik goriilmesinin nedeni bu diizenleyici proteinlerin ge-
netik varyansina bagli olabilir. Calismamizda saglikli kisi-
lerden alinan kan 6rneklerinde lokositlerinyiizeyde CD35,
CD46, CD55 ve CD59 diizeylerini 6lgerek toplumumuzda
bu proteinlerin diizeylerini belirledik.

Gereg ve Yontem

Bu ¢alisma yaglar1 17-39 arasinda degisen 20 saglikli go-
nilliide yapildi. Etik kurul onay: alinan ¢alismamiza ka-
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tilan tiim kisilere bilgilendirme yapilarak onam formu
diizenlendi. K2-EDTA tiipiine alinan periferal kan 6rnek-
lerinden 1 saat i¢inde flow sitometri yontemi ile perife-
ral lokositlerlerde kompleman diizenleyici proteinlerin
(CD35, CD46, CD55 ve CD59) diizeyleri 6l¢iildi.

Periferal Lokositlerde Analiz

BD Facs Canto caligma tiiplerine Ol¢iilecek her prote-
in igin ayr1 ayr1 CD35 (PE Mouse Anti-Human), CD46
(FITC Mouse Anti-Human), CD55(PE Mouse Anti-Hu-
man) ve CD59 (FITC Mouse Anti-Human) antikorlar1 20
uL koyuldu. Her bir tiipe 50 pL 6rnek numuneden ilave
edildi. Vortex isleminden sonra 15 dakika karanlik ortam-
da bekletilen 6rnekler lyse solusyonu ile muamele edildi.
Wash solusyonu ile yikanan &érneklerden FACS Canto
II, Becton-Dickinson flow sitometri cihazinda notrofil,
lenfosit ve monositler i¢in Forward Scatter-A/ Side Scat-
ter-Ada ayr1 ayr1 kapilar alinarak, bu hiicrelerde CD35,
CD46, CD55 ve CD59 diizeyleri dl¢tildii.

Istatiksel Yontem

Veriler IBM SPSS Statistics 20 (SPSS/IBM, Chicago, IL,
USA) kullanilarak analiz edildi. Orneklemi tanimlamak
i¢in mean, standart sapma, medyan, minimum ve maksi-
mum gibi tanimlayic istatistikler kullanildi. Normal dag-
lima uygunluk varsayimi Shapiro-Wilk testi ile incelendi
ve degiskenlerin normal dagilim varsayimini saglamadig:
saptandi.ikiden fazla bagimsiz grup igin uygun olan Krus-
kal Wallis testi kullanild1. Istatistiki olarak anlamli fark
bulunan degiskenlerde farki yaratan gruplari belirlemek
amaci ile Bonferroni diizeltmesi ile Mann Whitney U testi
yapildi. p< 0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Periferal kan Orneklerinde lokositler tizerinde eksprese
edilen CD35, CD46, CD55 ve CD59 proteinleri % ola-
rak Tablo I’de gosterilmistir. CD35 diizeyi lenfositlerde,
monosit ve notrofile gére anlamli derecede diisiik tespit
edildi (p<0.05). Monosit-notrofil CD35 diizeyleri ara-
sinda fark bulunmad: (Sekil 1). Lenfosit-monosit ve not-
rofillerde CD46 diizeylerinde farklilik tespit edilmedi
(Sekil 2).CD55 diizeyi lenfositlerde, monosit ve nétrofile
gore anlamli derecede diisiik tespit edildi (p<0.05). Mo-
nosit-nétrofil CD55 diizeyleri arasinda fark bulunmadi
(Sekil 3). CD59 diizeyi monosit ve lenfositlerde, nétrofil-
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lere gore anlamli derecede diisiik tespit edildi (p<0.05).

Monosit-lenfosit CD55 diizeyleri arasinda fark bulunma-

di1 (Sekil 4).

Tablo 1. Periferal 16kosit ve erirositler de %CD35, CD46,
CD55 ve CD59 diizeyleri.
*p<0.05: lenfosit CD35-monosit venétrofil CD35,

®p<0.05: lenfosit CD55- monositvendtrofil CD55,

p<0.05: lenfosit CD59- nétrofil CD59,

4p<0.05: monosit CD59 nétrofil CD59.
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Sekil 1. Periferal 16kositler de %CD35 diizeyleri.
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Sekil 2. Periferal 16kositler de %CD46 diizeyleri.
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Sekil 3. Periferal 16kositler de %CD55 diizeyleri.

(*p<0.05: lenfosit CD55 - monosit ve ndtrofil CD55)
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Sekil 4. Periferal 16kositler de % CD59 diizeyleri.

(*p<0.05: lenfosit CD59 - nétrofil CD59, ** p<0.05:
monosit CD59 - nétrofil CD59)

Tartisma

Kompleman sistemi 40'dan fazla proteinin gorev aldig1 vii-
cudumuzun savunmasini saglayan bir kaskaddir. Komple-
man aktivasyonu olurken hedef molekiil digindaki saglam
dokularin zarar gérmesini kompleman diizenleyici prote-
inler engeller. Son yillarda bir¢ok hastaligin etyopatogene-
zinde kompleman sisteminin 6zellikle de bu diizenleyici
proteinlerin 6nemi belirtilmektedir (14).

CD35 eritrosit, 16kosit ve glomerular podositlerde bulu-
nan glikoprotein yapisinda bir molekiildiir. CD35, C3b ve
C4b’nin reseptoriidiir. Dolasimda bulunan C3b ve C4b ile
kapli immun kompleksler ile baglanarak, bu kompleks-
lerin karaciger ve dalaga tasinmasinda gérev alir. CD35
eksikliginde dolagimdan temizlenemeyen immun komp-
leksler dokularda birikir (15). CD35 polimorfizmi SLE,
HIV, HCV gibi otoimmun ve kronik enfeksiyoz hasta-
liklar ile iligkilendirilmistir. CD35 polimorfizmi eritrosit
yuzeyinde bulunan reseptor sayisi veya farkli molekiil
agirlikll formlarinin olmasindan kaynaklanir (16). Zhu
ve ark'lari ileri yasta goriilen Alzheimer hastaliginin etyo-
patogenezinde CR1 gen polimorfizminin etkili oldugunu
belirtmislerdir (17). Opi ve arKlar1 Afrikali toplumlarda
eritrositlerdeki CD35 diizeylerinin varyasyon gosterdigini
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belirttikleri ¢aligmalarinda Afrikada malaryanin endemik
olarak gorilme nedeninin CR1 varyasyonu oldugunu
vurgulamiglardir (18). Cockburn ve ark’lari malaryanin
endemik oldugu Papau Yeni Ginede saglikli populasyo-
nun %80’ninin eritrositlerinde CR1 eksikliginin oldugunu
gostermislerdir (12). Kalunian ve ark’lar1 SLE’li hastalar-
da membrane bagli kompleman aktivasyon triinlerinin
diagnostik performansini kargilastirdiklari ¢aligmalarinda
eritrositlerde CR1 diizeylerinin SLE hastalarinda (16.1 +
0.5 %) saglikli kisiler (20.7 + 0.5 %) gore daha disiik
oldugunu belirtmislerdir (19). Calismamizda CD35 diize-
yinin en fazla nétrofillerde, sonra sirasiyla monosit ve en

az oranda da lenfositlerde oldugunu tespit ettik.

CD46 kompleman aktivasyonunu diizenleyen ve C3b/
C4b-bagli, gekirdekli hiicre yiizeylerinde yaygin sekilde
eksprese edilen bir glikoproteindir. Host hiicrelerinde
kompleman yolu ile olusacak zedelenmeyi 6nlemek icin
alternatif yolun konvertaz (C3/C3b) aktivitelerini regiile
eder (20). Literatiirde 60 dan fazla hastaligin MCP mu-
tasyonu ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Atipik hemoli-
tik sendrom ve trombotik mikroanjiopatik hastalik en sik
tanimlanan mutasyonlar1 arasindadir. Son yillarda SLE,
glomertilonefritler vs otoimmun hastaliklarn MCP ile
iligkisi tanimlanmigtir (21). Cliffort ve ark’lar1 Avustralyal:
¢ocuklarda yapmis olduklar1 ¢alismada kizamik agisi ya-
pilmis olmasina ragmen yeterli antikor yanitinin saglana-
mamasini CD46’nin genetik varyasyonu sonucu yetersiz
CD46 ekspresyonuna bagh oldugunu bildirmislerdir (22).
Caligmamizda lenfosit, monosit ve notrofillerde CD46 dii-
zeylerinin yaklagik %99 oranlarinda oldugunu, eritrosit-
lerde ise CD46’n1n hi¢ olmadigini tespit ettik.

CD55, C3 ve C5 konvertaz enzimlerinin aktivitesini regiile
ederek kopleman aktivasyonunu kontrol eder (23). CD55
PNH, immmun komplex aracili artrit, malaria, HIV gibi
cesitli viral enfeksiyonlarla iligkilendirilmistir (24). Orne-
gin Coxakie B viriisii i¢cin CD55’in reseptor gérevi oldu-
gunu, enfeksiyonun gelisiminde DAF1n 6nemini vurgu-
layan ¢alismalar mevcuttur (25). Zhou ve ark Cinde 425
kiside yaptiklar1 ¢alismada 2009 yilinda goriilen HIN1
influenza A pandemisinde hastaligin siddetinin konakgi-
nin CD55 gen polimorfizmine gore degistigini belirtmis-
lerdir. CD55’in respiratuar epitel hiicrelerini kompleman
aktivasyonundan korudugunu, genetik olarak CD55’in az
ekspresyonunda hastaligin siddetinin arttigini vurgula-
maktadirlar (26). Hamdonn ve arK’lar1 Misirda yaptiklar:
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caligmalarinda saglikl kisilerde eritrositlerde CD55 diize-
yini %96 oraninda tespit etmiglerdir (27). Calismamizda
notrofil ve monositlerin yiizeyinde yaklasik %100, lenfo-
sitlerde %85 oraninda CD55 varligini tespit ettik.

CD59, C9un C5b-8 kmpleksine baglanmasini 6nleyerek,
membran saldir1 kompleksinin olusumunu engeller (28).
CD5%un multpl skleroz, PNH, varizola zoster enfeksi-
yonlar1 vs hastaliklarla olan iligkisini belirten ¢aligmalar
mevcuttur (29-30). Hamdonn ve arK’lar1 saglikli kiglierde
eritrosit CD59 diizeyini %84 oraninda bulmuslar 27. dii-
zeylerini Calismamizda notrofil yiizeyinde yaklasik %100,
lenfosit ve monositlerde %70-80 oraninda CD59 varligini
tespit ettik.

Kompleman diizenleyici proteinler genetik varyasyonlari
nedeniyle enfeksiyon, kanser, otoimmun hastaliklar, Alz-
heimer gibi bir ¢ok hastaligin etyopatogenezinde 6nemli
role sahiptirler. Endemik olarak sik goriilen hastaliklarin
etyopatogenezini arastirirken kompleman regiilator pro-
teinlerin ekspresyonun varyasyonlarinin diistintilmesi
gereklidir.
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