KOMPLEMAN



Kompleman ile ilgili gozlemler 1800'li
yillarda Nuthall, Pfeiffer ve Bordet
tarafindan gergeklestirilmistir;

Arastirmacilar kolera vibriolarini deney
tipiinde bagisik taze serumla
karsilastirmislar;



Kolera vibrionu kiltiru + koleraya bagisik taze kobay serumu -
bakteriyoliz (+)

Kolera vibrionu kiltird + isitilmis bagistk serum - bakteriyoliz (-)

Kolera vibrionu kiltiri + isitilmis bagisik serum + bagisik olmayan
taze kobay serumu -> bakteriyoliz (+%

Tifo basili + Tifoya bagisik taze kobay serumu - bakteriyoliz(+)

Kolera vibrionu kiiltiru + Tifoya bagisik taze kobay serumu -
bakteriyoliz (-)

Kolera vibrionu kiiltiirid + 1sitilmis tifoya bagisik kobay
serumu+taze kobay serumu - bakteriyoliz %j



Yapilan deneyde spesifik antikor iceren taze
serum, 37 °C de bakteri siispansiyonuna ilave
edildiginde bu hicrelerin eridigi gozlenmis; ancak
islem oncesi serum 56 °C de isitihr ise, litik
6zelligin kayboldugu saptanmistir.

Litik aktivite kaybi, isiya direngli antikorlar ile
ilgili olamayacagindan; sonu¢ta serumun iginde istya
duyarli ve antikorlarin islevlerini tamamlayici
(complement) ozellige sahip bir maddenin
bulundugu kabul edilmis ve bu madde kompleman
olarak isimlendirilmistir.



Serumda bulunan, bayatlamakla veya 56 °C
de 30 dakika isitmakla inaktive olan,
bagisiklama ile miktari artmayan, uygun
antijen-antikor kompleksine baglanabilen ve
bu vyolla sitolizlere yol agan madde
komplekslerine kompleman denir.

KOMPLEMAN BIR ANTIKOR DEGILDIR
Antijen-antikor kompleksi ile birlesir.



Kompleman C1 q,r, s Cz, C3 'C4, C5, Cé, C7, C8 ve Cg,
olmak lzere 11 komponentten meydana gelmistir.
Bunlarin molekul agirhgt, serumdaki miktarlar,

kimyasal yapilar: farklidir.



Kompleman Sistemi

Normal serumda distik konsantrasyonda bulunan ve kompleks bir
protein grubu olan Kompleman sistemi, mol agirliklari 25 ile 500
kDa arasinda degisen, birbiri ile reaksiyona girebilen, kimyasal ve
immunolojik farklari bulunan yaklasik 30 farkli ve inaktif
yapitasindan meydana gelir.

Normal sartlarda kan serumunda inaktif sekilde ve cozinir
durumda bulunurlar ve sadece komplemanin ¢esitli effektor
fonksiyonlarina araci olan urinlerin salindigi 6zel durumlarda
aktive olurlar.



Sistemi olusturan yapitaslar: belirli kosullarda
aktive olurlar ve diizenli bir sira ile birbirleri ile

reaksiyona girerek protein-protein kompleksi ve

aktif parcalanma iriinleri meydana getirirler.



KOMPLEMANIN AKTIVASYONU

Kompleman sisteminin 3 yoldan aktive oldugu bilinmektedir.

Klasik yol,
Alternatif yol ve
Lektin yolu.

Bu sistemleri harekete gegiren uyarici maddelerin yani siraq, ilk
komponentleri de farklidir. Kendilerini tetikleyen uyaricilar
farkli olsa da tim aktivasyon yollarinda amag; C5'in aktivasyonu
ve sonunda membran atak kompleksinin aktivasyonunudur,



Klasik yol

Klasik yoldan kompleman aktivasyonu genellikle 6zgil antijenle
birlesen IgG veya IgM antikor kompleksi tarafindan baslatilir.
Klasik yol kompleman proteini C1 den baslar ve bir sonraki
proteinin aktivasyonu seklinde €9 da hiicre erimesi ile sona
erer.

Antijen genellikle hiicre seklindedir (bakteri, eritrosit gibi)
Antikorlar ise kompleman baglayabilme 6zelliginde olanlardir.
(Ig G ve Ig M)



Bu yolda Clq, Clr, Cl1s, C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8, ve
C9 komponentleri bu sira ile gorev alir. Bu
proteinlerin hemen hemen hepsi proenzim seklinde
bulunurlar. Enzim aktivitesi kazanabilmek igin bir

onceki enzim tarafindan pargalanmalari gerekir.



Klasik aktivasyon yolunda C1 proteininin,
antijene baglanmis Ig6 ve IgM molekiiliine
birlesmesi s6z konusudur.

Klasik yolda Clg aktivasyonu baslatir. Clr,
Cls'yi aktive eder. Cls, serumda serbest halde
bulunan C4' U pargalayarak C4a ve C4b' nin
olusmasina neden olur.



C4b ylizeye baglanarak C2' yi de kendine
baglar ve Cls igin bir substrat olusturur.

Cls bu kez C2' yi parcalayarak C2a ve C2b
molekillerinin ayrigsmasini saglar.

C2b serbest hale gegerken C2a, C4b' ye bagl
olarak ytizeyde kalir. Olusan C4b2a kompleksi
C3 konvertaz aktivitesi kazanir. C3' U C3a ve
C3b' ye parcalar.



C3b, C4b2a molekiline baglanarak
C4b2a3b kompleksini olusturur.  Olusan
eni kompleks C5 konvertaz akftivitesi
azanir. C5 i Cba ve Chb olarak iki
molekiile ayirir.

Cbb, C6, C7, C8, C9 u da kendisine
baglayarak =~ MAK  (Membran  Atak
Kompleksi)  olusturur  hicre lizisi
gergeklesir.



Alternatif yol

Alternatif yol C3'den baslar ve C9' da sonlanir.Bu
yolda ayrica klasik yolda rol oynamayan faktor B
ve faktor D ve properdin gibi komponentler yer
alir.

Alternatif yoldan kompleman aktivasyonunda
antijen-antikor kompleksine gereksinim yoktur.



Bu yol ozellikle infeksiyonlarin baslangicinda, dogal
direncte etkilidir. Clnkd bu yolla aktivasyon igin
antikora gerek yoktur. Bazi mantar, parazit ve bakteri
hicreleri, virusla infekte hiicreler, timor hucreleri,
Ig yigintilar: ve gesitli maddeler kompleman sistemini

alternatif yoldan aktive ederler.



Bu vyolda, dolasimda serbest bulunan C3
parcalanarak C3b urinu olusturur.

Serbest C3b kisa sirede yikima ugrar,
mikroorganizma yuzeyine yapisir ise faktor B ve D'
yi kendine ¢eker; Faktor B, Ba ve Bb ye ayrilir.

Bb, C3b’' ye baglanir ve C3bBb kompleksi olusur ve
bu kompleks C3 konvertaz aktivitesine sahiptir.



C3bBb yeni (C3a ve C3b olusturarak alternatif
yolu devam ettirir.

C3b ler yeni faktor B leri baglar ve sonu¢ta daha
fazla C3b olusur. Bu siklus bu sekilde devam eder.
Yeni olusan C3b, C3bBb kompleksine baglanarak
C3bBb3b kompleksini olusturur ve bu kompleks
alternatif yoldaki C5 konvertazdir. Bu da Cb i
parcalar sonrasi klasik yoldaki gibi devam eder.



Kompleman sisteminin uyarilmasinda roli olan ugiincdi
yol lektin yoludur ve klasik yolla bir c¢ok agidan
benzerlik gosterir.

Lektin aktivasyon yolu mikroorganizma
polisakkaritlerinin dolasimdaki lektinlere baglanmasi
ile harekete geg¢mektedir. Yapisal olarak C1' e
benzerlik gostermesi nedeniyle lektinlerin rol aldigi bu
aktivasyon mekanizmasi sonraki asamalarda klasik
yoldakine benzer gelisme gosterir.



MBL karacigerde sentezlenir.

Fonksiyonu : MBL, pek cok sekere etkin bir sekilde baglanabilen

ve oldukga iyi korunmus bir antikor olarak gorev yapar.

Mikrobiyal hiicrelerin ylizeyleri ile iyi uyum gosterir. Bu
hiicrelerle baglanmasi; fagositlerin MBL ile kaplanan bakterilere
tutunmasi, bakterinin hiicre icine alinmasi ve oldirtlmesi ile
sonuglanmaktadir. Bu nedenle MBL, direkt olarak bir opsonin

olarak gorev yapmaktadir.



Hangi yoldan harekete gecgerse gegsin, kompleman sisteminin

uyarilmas: C5 asamasindan sonra benzer gelisme gosterir.

Ortaya ¢ikan €5 konvertaz aktivasyonu sonucu dnce €5, a ve
b parcalarina ayrilir. Hicre duvarina yapisip kalan Cbb,
sistemin geri kalan yapitaslarini ( C6,C7,C8 ve C9 ) kendine
baglar; sonugta CHb-6789 kompleksi (Membran Atak
Kompleksi) meydana gelir.



MAK, membrani yari gecirgen hale sokar; hiicre
dist ortamdan hicre igine su ve kalsiyum gibi bazi
maddelerin gegisi olur; sonugta hiicre siser ve

patlar. (sitoliz)



Kompleman sisteminin harekete geg¢mesi sirasinda,
boliinmeye ugrayan her yapitasinin bir kismi

(ornek CBb) hiicre duvarina yapisip, aktivasyonun
bir sonraki asamasini hazirlarken; diger kisimlar
(6rnek CHa) biyolojik islevini yerine getirmek tizere

ortamdan uzaklasir.



KOMPLEMAN PROTEINLERININ
BIYOLOJIK AKTIVITELERI

Kompleman bakteriyel infeksiyonlara karsi
korunmada ve kandan immun komplekslerin
temizlenmesinde segici bir rol oynamaktadir.
Ayrica, kompleman sistemi inflamasyonda en

etkin yollardan biridir.



Komplemanin Baslica Biyolojik
Aktiviteleri

1) Opsonizasyon araciligi ile fagositozu giglendirme ve
dolayisiyla bakterileri ve immun kompleksleri ortamdan

temizleme.

Bir opsonin olan €3b hiicre membranina dogrudan baglanarak,
C3b reseptori tasiyan notrofil ve makrofaj gibi fagositik
hiicrelerin bakteriye dogru c¢ekilmesini saglar ve baylece

bakterilerin temizlenmesine yardimci olur.



2)Anaflatoksinler

Bazi antikorlarin antijenlerle birlesme yetenekleri

yaninda bazi tip hicrelerle de birlesme yetenekleri
vardir. Ig6 ve IgM cinsi bu antikorlara SITOTROP veya

SITOFIL antikorlar denir.



Mast hiicreleri ile birlesen bu tip antikorlar komplemanin
ozellikle C3a, C4a, C5a etkisiyle anafilaksiye neden olan
histamin, bradikinin, asetilkolin, prostaglandin, serotonin
gibi maddelerin  salgilanmasina neden olurlar. Bu
maddelerle brons spazmi, kapiller gegirgenligin artmasi,
diiz kaslarda kasilma ve karakteristik anafilaksi

belirtilerinin ortaya ¢tkmasina neden olur.



Immun komplekslerin fagositik temizlenmesi

Immun kompleksler belirli bir antijenin sirkilasyonu sirasinda
olusan humoral immun cevap sonucunda olusabilirler. Bu
kompleksler damar cidarinda toplanarak komplemani aktive
ederler ve olusturduklari inflamatuvar cevapla ¢cevre dokulara
zarar verebilirler. Kompleman immunoglobulinlere baglanarak
immun komplekslerin fagositozuna yardimci olarak dolasimdan

temizlenmelerini saglarlar.



3)Kemotaksis

Kompleman proteinlerinin polimorfoniikleer I6kositlere ve
makrofajlara baglanmasi sonucunda fagositer hiicrelerin

inflamasyon yerine gogl (kemotaksis) saglanir.

Kemotaksis etkisi ile (6zellikle C5a) kompleman fagositoza

yardimci olur.



KOMPLEMAN BIRLESME
DENEYLERI

Kompleman birlesmesi gercgeklestiren antikorlar in-vitro

deneylerde her zaman kolaylikla farkedilmezler. Bakteri hiicresi
1 mol IgM veya 3 mol IgG ile birlesir buna da komplemanin
baglanmas: gerekir. Lizis olayinin fark edilebilmesi icin g¢ok

miktarda bakteri hiicresinin bulunmasi gerekir.



Iste bu nedenle komplemanin baglanip baglanmadigini
tespit i¢in indikator olarak koyun eritrositleri ve bunlara
karsi hazirlanmis bagisik serumdan ibaret olan
HEMOLITIK SISTEMDEN yararlanilir. Antijen ve

antikorun o6zgilligi ve komplemant baglamasi bu

hemolitik sistemle anlasilir.



KOMPLEMAN BIRLESME
DENEYLERI

Hasta serumunda antikor varhigini ortaya koymak
amaciyla uygulanan klasik metotlardan biri de
kompleman birlesme deneyidir. Bu test iki sistem

icermektedir.



Bunlardan birincisi hastadaki infeksiyonun etkeni oldugundan

siiphenilen antijen ve hasta serumundan olusur.

Ikinci sitem ( indikator sistem) ise,
Koyun eritrositleri

Baska bir hayvanda koyun eritrositlerine karsi olusturulan

anti koyun eritrosit antikoru (hemolizin)

Kompleman (kritik miktarda)



Bu deneyde kullanilan maddeler:;

Antijen: siphelenilen hastaliga ait etken
Antikor: hasta serumu

Kompleman: taze kobay serumu

Koyun eritrositleri

Hemolitik serum: koyun eritrositlerine kars: antikor ihtiva eden

serum

Serum fizyolojik



Bu U¢ komponent en uygun konsantrasyonda
karistirildiginda, anti-koyun eritrosit  antikoru,
eritrositlerin yizeyine baglanacak ve daha sonra da
ortamdaki kompleman bu antijen antikor kompleksine
tutunarak eritrositlerin lizisine neden olacaktir. Bu
nedenle anti-koyun eritrosit antikorlari ayni zamanda

hemolizin olarak bilinir.



Oncelikle siipheli antijen tizerine hasta serumu konur,
daha sonra solusyona sinirli miktardaki kompleman
eklenir. Eger hasta serumu bu antijene karsi antikor
igeriyorsa olusacak olan antijen-antikor kompleksi

ilave edilen komplemanin famamini baglayacaktir.

(Antijen+hasta serumu+kompleman)

Komplemanin kritik miktar: ¢ok onemlidir ve sadece

bir sisteme yetecek kadar kompleman olmalidir.



Daha sonraki basamakta koyun eritrositleri ve hemolizinden

olusan indikator sistem reaksiyona dahil edilir.

(Antijen+hasta serumu+kompleman+indikator sistem)

Eger kompleman hasta serumundan gelen antikor tarafindan
olusturulan komplekse baglanamadi ise agikta kalan kompleman

koyun eritrosit -hemolizin kompleksi tarafindan baglanacak ve

lizis olusacaktir.



Dolayisiyla indikator hicrelerin lizisi , hasta serumunda

antikor bulunmadigina ve negatif sonuca isarettir.

Hasta serumunda komplemani baglayici antikorlarin
bulunmasi yani indikator sistemdeki eritrositlerin

lizisinin gerceklesmemesi pozitif sonuca isarettir.



Hasta serumu+antijentkompleman= 37 C de 1 saat +
indikator sistemden ilave= 37 C benmaride 30 dk. Beklet.

Sonuglar okunur. Hemoliz olusup olusmadigina bakilir.

Diger tarafta %25 lik koyun eritrosit stispansiyonu lzerine
ayni miktarda hemolizin ilavesi ile indikator sistem

hazirlanir.

Deney negatif ve pozitif serum ile kontrolli olarak yapilir.



-Tuplerde antijen-antikor kompleksi aracihg ile
tiketilmemis kompleman kalmis ise kalan aktif
kompleman miktarti ile iliskili olarak indikatér hiicrelerin

tamaminda veya bir kisminda lizis (hemoliz) olur.

-Hemoliz olan ilk tupten bir dnceki tupteki serum

titrasyonu antikor miktarini fanimlamak icin kullanilir.



CF testi IgM'yi Ig6'den ayiramaz; zira her 2 antikor sinifi da C'
baglayabilir.
Dolayisiyla akut infeksiyonda tani koydurucu olabilmesi igin titrede

4 kat artisin gozlemlenmesi gerekir.

Cok duyarl bir yontemdir, infeksiyon hastaliklarinin serolojisinde

genis bir uygulama alanina sahiptir.

Olduk¢a zor ve zahmetli oldugu igin referans laboratuvarlar: disinda

nadiren kullanihr.

Coxackie viris gibi prevalansi disik virislere kars: antikor

saptamada uygun bir yontemdir.



*HEMOLITIK SERUM
TITRAJI

Serumun minimal hemoliz dozunun
belirlenmesi igin yapilir.



Hayvanlara yabanci bir hayvanin hiicreleri enjekte
edilirse bu hiicrelere karsi , o hayvanda antikor olusur.
Eritrositlere karsi antikor iceren boyle serumlara

hemolitik serum veya hemolizin adi verilir.

Hemolitik serum, kompleman birlesmesi deneyinde
kullanilan koyun eritrositlerine karsi antikor iceren,

tavsan serumudur.



D a N Y Y N
N ] N ] N N ] N N
N N N NS N NS
0.9mlI'S.F 0.5 ml SF 0.5 ml SF 0.5 ml SF 0.5ml SF 0.5ml SF
+
0.1ml
(1/25 lik ) hemolitik serum
1/ 250 1/500 1 /1000 1./2000 1 /4000
+ + + + + +
0.5 ml eritrosit 0.5 ml 0.5 ml 0.5ml 0.5ml 0.5 mi
1/ 500 1 /1000 1/2000 1/4000 178000 ( oda sic. 10' bekle. )
- + + + + +
0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
kompleman  komp. komp. komp komp.

1/1500 1/3000 1/6000  1/12000

(37 °C de 30' bekle.)



cel\soe .o

Hemolizin gordldigl en yuksek sulandirim iceren fip
saptanir, bu tipteki hemolitik serum sulandirimina “bir
minimal hemolitik doz" (MHD) veya "bir hemolitik tnite”
denir. Kompleman birlesmesi deneyinde bunun 3 kat

yogun sulandirimi yani 3 MHD kullanilacaktir.



