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OZET

Kompleman sisteminin yabanci ve konakgi hiicreler tizerindeki
litik etkisi; kompleman sistemini diizenleyici proteinler adi verilen sivi
fazda ya da membrana bagh halde bulunan bazi proteinler tarafindan
duzenlenir. Biyolojik &zelliklert ve tedaviye gosterdikleri yamt
acisindan genis bir heterojeniteye sahip 1osemik blast hiicreleri de
dolagimda stirekli olarak kompleman sistemiyle karsilasmaktadir.

Bu c¢alismada, akut l6semi hastalarmm blast hiicrelerinin

yuzeyindeki CDsg protein ekspresyonu akim sitometri teknigi ile ve
gen ekspresyonu ise molekiiler tekniklerle saptanmstir. Caligmaya,
Hacettepe Universitesi, Eriskin Onkoloji Poliklinigi’ne basvuran yeni
tam almig, ancak tedavi baslanmarms Akut lenfoblastik 16semi(ALL)
(4), Akut Myeloblastik (AML) 18semi (4) hastast ve laboratuvarimz
cahsanlarindan 5 saglikh kisi dahil edilmigtir.

Her iki hasta grubu arasinda ve bunlarm saglikh kontrol grubu ile

aralarinda CDs9 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anfami bir
fark saptanamamustir.

Bu konuda RT-PCR gibi daha ileri tekniklerle ve hasta grubu
cogaltilarak yapilacak olan ¢ahgmalar, l6semi ve kompleman
biyolojisine yonelik énemli bilgiler saglayabilecektir.



ABSTRACT

The lytic effects of complement system on foreign and host cells
have been regulated by some proteins such as complement regulatory
proteins. The leukemic blast cells have large heterogeneity in the
biological functions and responses to therapy and are closely related
with the complement system.

In this study, CDso protein expression on blast cells of patients
with acute lcukemia was determined by flow sitometric method.
However, genetic expression was detected with molecular technique.
Eight patients with acute leukemia admitted to the outpatient clinic of
adult medical oncology department at the Hacettepe University were
included in this study. Half of them has acute lymphoblastic (ALL)
~leukemia (group I) and another four patients had acute myeloblastic
leukemia (group II). In addition, control group was consisted of 5
healthy men from the technicians of our laboratory.

There was no statistically significant difference in the levels of

CDsg both between two study groups and also between the study
groups and control group.

In this 1ssue, other studies that will be used further methods as

like PCR or RT, and that will include more patients, may lead to
important knowledge about complement biology and leukemia.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

DAF(Decay accelerating factor): Yikim hizlandiricr faktor

MCP: Membran kofaktor protein

HRF(Homolog restriction factor): Homolog sinirlayict faktor

HRIF 20: Homolog siirlayici faktor 20

ALL: Akut lenfoblastik 10semi

AML/ANLL: Akut Myeloblastik (Lenfoblastik olmayan) l6semi1

MPO:Myeloperoksidaz

FAB: French-American-British

cy: Sitoplazmik

Tdt: Terminal deoksinikleotidil transferaz

NK (Natural killer): Dogal sldiiriicii hiicreler

CFU-GEMM (Colony forming unit): Granitlositer, eritroid, monositer,

megakaryositer koloni olusturan birim

BFU-E (Brust forming unit): Eritroid oéncii hiicreleri olusturan birim

CR1: Kompleman reseptor tip 1

CR2: Kompleman reseptor tip 2

Ig: Immunoglobulin

MBP: Mannan baglayan protein

MASP: Mannan baglayan proteinie iliskili proteaz

MAY: Mannan atak yolu

MAK: Mannan atak kompleksi

LDL (Low dansity lipoprotein): Diisiik dansiteli lipoprotein

kDa: Kilodalton

kb: Kilobaz

C4bp: C4 baglayan protein

DNA: Deoksiribontikleik asit

cDNA: Komplementer DNA

RINA: Ribontkleik asit

mRNA (Massenger RNA): Haberci RNA

SCRs (Short consensus repeats): Kisa, tekrarlayan diziler

I1.2: Interlokiin 2

RCA (Regulators of comleman activation): Kompleman aktivasyonun
diizenleyicileri

PNH: Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri

PMA: Forbol miristat asetat

KML: Kronik miyelositer losemi

KILL: Kronik lenfositer 16semi

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
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GIRIS VE AMAC

Kompleman sistemi; mikroorganizmalara ve timér hiicrelerine
kars: onemli bir dogal savunma mekanizmasidir. Kompleman sisteminin
klasik veya alternatif yolla aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikan
kompleman tiriinleri hedef hiicrelerde hasara neden olabildigi gibi, ayni
zamanda konaker hiicrelere de baglanarak hasara yol agabilmektedir,
Konakgr hiicrelerde olusan bu hasarm engellenmesi, plazmada ve hiicre
membranlarmda  bulunan  kompleman sistemimi  diizenleyen bazi
proteinlerce saglanir.

Solid ve hematolojik bazi malignitelerde kompleman diizenleyici
proteinlerin  ekspresyonlarmda  degisiklikler  saptanmistir.  Bu
ekspresyon degisikliklerinin, timoér hiicrelerinin komplemanin litik
etkisine karsi direnglerini arttirdigt izlenmigtir. Bu da hastahgin
prognozu ve lleride gelisebilecek immimoterapisiyle iliskili
olabilecegini ve bu proteinlerin birer onkogenez isareti olarak da
kullanilabilecegini dustundiurmektedir.

Bu c¢aligmada; saglikli bireyler ile akut Ilenfoblastik ve
miyeloblastik I6semi tanis1 alan hastalardan elde edilen kan ve kemik
iligt  omeklerinden ayrilan  blastlarda, kompleman diizenleyici

proteinlerden biri olan CDs¢ un gen ckspresyonu molekiiler teknikler
kullanilarak, blastlarin viizeyindeki protein ekspresyonu ise akim
sitometri yontemiy kullanlarak aragtirilmast amaglanmistir.



1. BOLUM: GENEL BILGILER
1.1. Lenfoid Seri Hiicreleri

Lenfositler immun yamitta rol alan heterojen bir hiicre grubudur,
Morfolojik benzerliklerine karsin, fonksiyonlari ve protein iiriinleri
oldukga farklidir.

1.1.1. T Lenfositler

Lenfositlerin ilk biiyiikk grubu; T lenfositleri olarak adlandirilan,
oncilleri kemik iliginde yerlesip daha sonra timusa go¢ ederek orada
olgunfasan hiicrelerdir (1).

T hiicreleri hiicresel immiinite ve sitotoksisitede Onemli rol
oynarlar. Fonksiyonlarma gore iki ayr alt gruba ayrilirlar: Yardmci
(Th) ve sitotoksik (Tc/s) T lenfositleri. T hilcrelerinin alt gruplarinimn
tanimlanmasindaki  en buiytik etken, ayrt fonksiyonlara sahip
popilasyonlarin farkli membran proteinlerini eksprese ettiklerinin
saptanmasidir. Bu proteinler, farkhi lenfosit popiilasyonlar1 igin
fenotipik belirleyicilerdir. Bu belirleyicilere karsi olusan antikorlarm
kullanim farkli lenfosit popiilasyonlarmin tanimlanmasini saglamistir,
Belirleyiciler CD (cluster of differantiation) simflamasiyla belirtilirler

(2).

T lenfositleri farklilasma ve - olgunlasmalarm: timusta
tamamiarlar. Timusta T hiicre antijen reseptorii (TCR) genlerini
yeniden dizenlenmesi ve TCR ekspresyonu saflanmakta, ayrica
otoantyenlerle  reaksiyona giren klonlar negatif  seleksiyona
ugramaktadr (3).

Timusta saptanabilen en immatiir timosit, pro T hitcresi veya
crken kortikal timosit olarak adlandirihir. Yizeylerinde CDq, CDas,

CD7, CD3g ve CD7; antijenlerini tasilar. Bu donemde TCR
genomunda gen diizenlenmesi yoktur (4).

I~



Pre T hiicresi evresinde ise; hiicre yizeyinde CDy, CDg, CDs
antijenleri bulumar. TCR o, B, y alt birimlerinin genleri yemiden

diizenlenir. CD7; ise hiicre yiizeyinden kaybolur.

Alfa alt birimi geninin yeniden diizenlenmesi tamamlaninca,
hiicreler olgun timosit asamasima gelirler. Bu evrede hiicreler CD4 veya
CDg viizey antijenlerinden yanhzca birimi tagirlar. Olgun timositler
periferik kana gegmeden CDs’lerini de kaybederler (4) (Sekil 1.1)

1.1.2. B Lenfositler

Lenfoid seri hiicrelerinin diger grubu B lenfositlerdir. Antikor
tiretme yetenegine sahip tek hiicre grubudur. Ayrica antijen sunumunda
ve humoral imminitede de rol oynarlar. Gelisimleri kuslarda Bursa
fabrisius, insanlarda ise kemik ilig1 ve bir miktar da peyer plaklarmnda
tamamlanir. Insan B lenfositlerinin gelisimi, aktivasyonu, gogalmasi ve
farklhilasmas: ¢ok sayida hiicreyle hematopoetik biiyiime faktorlerinin
karsilikli etkilesimiyle diizenlenir (5).

B lenfositlerinin ontogenezi 2 boliime ayrilabilir (5):

a- Antijenden bagimsiz baglangic dénemi (pre B hiicreden olgun
B lenfositi olusumuna kadar gecen dénem)

b- Antijene bagunli dénem (B lenfositden plazma hicresi
olusumuna kadar olan donem)

Kemik iligi multipotent hiicresinden lenfoid popiilasyonunun ana
hticresinin  olusumuyla ilk dénem baglar. Bu hiicre grubu terminal
deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) enzimi tasir ve Tdt enzimi, gen
yeniden diizenlenmesinde rol alir. Oncill hiicrelerin immatiir formu;

niikleer Tdt, yiizey HLADR ve CD1g antijenlerini tagir (6).

Insan immunoglobin (1g) agir zincirinin genleri 14. kromozomun

kisa kolu iizerinde, k hafif zincir geni 2. kromozomda, A hafif zincir
geni ise 22, kromozom iizerinde yer alir. Her Ig agir zincir geni, 4 farkl
gen segmenti icerir. Bunlar; degisken (variable, V), farklilk (diversity,
D), birlestirici (joining, J), sabit (constant, C) gen bolgeleridir (7).
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Germ-line embriyolojik gen diziliminde devamlilik gostermeyen
bu gen segmentleri, yeniden diuzenlenmeyle degisik V+D-+]
kombinasyonlart olusturarak Ig ¢esitliligini saglariar (8).

Agir zincir L geninin veniden diizenlenmesini sirayla, K ve A
hafif zincir genlerinin yeniden diizenlenmesi izler. K geninin yeniden

diizenlenmesinin bagarili olmadig her ti¢ B hiicresinden birinde A geni
diizenlenmesi gergeklesir. Sitoplazmik agir zincirin  belirlenmesini
takiben hiicre yizeyinde IgM wve IgD belirir. Bovlece ilk asama
tamamlanir (7).

Dolasunda ve lenfoid organlarda bulunan bu hiicrelerin antijenik
uyarimi takiben B hiicrelerinde somatik mutasyon, klonal ¢ogalma ve
afinite mutasyonu otur. Ozgiil klonda izotip donusimii gergeklesir.
Bellek ve plazma hiicreleri olarak ayrilan hiicreler 6zgiil antikoru
sentezleyip salgilayabilirler (8) (Tablo 1.1).



Tablo 1.1: B hiicrelerinde afinite matiirasyonu ve antikor sentezi.

Maturasyon | Kok Hiicre | Pre B hilcre | Immatir B {Matiir B Aktif B hiicre | Antikor
“jAsamalan | hiicresi hiicre yapan hiicre
Yapilan Ig Yok Sitoplazmik | Membran IgM |Membran |Diisitk oranda Ig| Yikksek Ig
1t (x veya A hafif | IgM, IgD  |sekresyonu, agir|sekresyonu,
zincir) Zincir izotop | azalan
doniistimi, membran Ig
afinite
matiirasyonu
IgDNA, Yeniden Yeniden Yeniden VDJ VID RNA’nn|Afir zincir
RNA diizenlenmis | ditzenlenmis | ditzenlenmis p |[RNA’nm  |membran veya{mRNA’mn
Ig genleri | afirzineir | vexveyad |Cu ve C§|sekrete Ig | predominant
genleri genleri mRNA’ya |mRNA’ya sekretuar
(VDJ-Cp) alternatif  |altematif formu
mRNA splicingi | splicingi




1.1.3. Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK Hiicreleri)

Lenfoid hiicrelerin son grubu ise; biytik ve graniiler lenfositlerin
olusturdugu dogal oldiriicti (Natural killer, NK hiicreleri) hiicrelerdir.
Insan periferik kan hiicrelerinin % 5-8’ini olusturan buyilk graniiler
lenfositlerin en azindan % 70’1 NK hiicre aktivitesi gosterir. Bu
hiicreler timér va da wviriisle enfekte hiicreleri, herhangi bir uyariya
gereksinim duymadan yok etme yetenegindedirler (9).

1.2. Miyeloid Seri Hiicreleri

Grantlositler, monositler, ertrositler wve trombositler ayni
pluripotent ana hiicreden kaynaklandiktan sonra lenfoid seri onciil
hicresinden farkli, ama ortak bir hticreden gelistikleri gosterilmistir (6).

Kemik iligi in-vitro kiiltirlerinde, kendini yenileme kapasitesi
sinirl, ama miveloid seri hiicrelerine farklilasma yetenegi olan bir
koloni saptanmistir. Bu koloniye graniilositer, eritroid, monositer,
megakaryositer koloni olusturan birim (CFU-GEMM) adi verilmistir.
Bu asamadan sonra yonelimli énctil hiicrelerin belirdii saptanmig ve
graniilositer-monositer koloni olusturan birim (CFU-GM), - eritroid
progenitor hiicreleri olusturan birim (BFU-E), megakaryositer koloni
olusturan birim (CFU-M) olarak adlandirlmigtir (10).

CFU-GEMM, CFU-GM, BFU-E, CFU-M hiicreleri yiizeylerinde
HLA-DR ve CDj33 antijenlerini tasirlar. CD33 kemik iligindeki 6nciil
hiicrelerde eksprese olurken, penifere gegen hiicrelerde kaybolur (11).

Megakaryositer seri oncill hiicreleri ve trombositler de CDag
{(Glikoprotein 11b/111a) tagirlar (5).

Normal ontogenezleri bu sekilde olan hemopoetik hiicrelerin en
sik goriilen patolojilerin basmda akut 16semiler gelmektedir.

1.3. Akut Lisemi

Akut l6semi; etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, ilerleyici bir
hematopoetik sistem hastalijadir. Cocuklarda ve geng erigkinlerde en



sik rastlanan malignitelerdendir. Diger yas gruplarinda ise; tiim
malignansilerin % 10 unu teskil eder (12).

Akut losemiler, klinik seyirleri, tedavi ve prognozlarindaki
farklillar, hiicre morfolojilerine gore; akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve
akut miyeloblastik (Ienfoblastik olmayan ) 16semi (AML/ANLL) olarak
adlandirilir veya smuflandinlirlar. Histokimyasal boyalarm kullanima
girmesiyle, morfolojik gruplarmn ayrumnda bir gortis birligine gerek
duyulmustur  ve  FAB  (French-American-British)  siniflamas
gelistirilmistir (13,14).

Ancak hiicrelerin blastik, morfolojik ve sitokimyasal boyanma
ozelliklerine dayanan FAB smiflamasinin 6zellikle hastaligim biyolojik
ve prognostik agidan onemi olabilecek alt gruplarmn aynminda
yetersiz kalmast sitogenetik, molekiler ve immimolojik yontemlerin
gindeme gelmesine yol agmustir (15,16).

Bu sayede akut losemilerin biyolojik davramsi, prognozlara
yonelik bilgi, yiksek risk gruplart ve minimal rezidiiel hastalifn
saptanmasi gibi gelismeler saptanmistir.



1.4. Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi, bir dizi protein, bunlarin aktivasyon
tiriinleri, reseptorleri, aktivator ve inhibitorlerinden olusan karmagik bir
sistemdir. Bu proteinler; antijen-antikor kompleksi, hiicre, bakteri zar
gibi aktivatorlerle kargilastiklarinda koagiilasyon sistemine benzer bir
mekanizmayla birbirlerini aktive ederek immiin yamti tamamlayan ya
da daha etkili olmasmi saglayan bir ¢ok biyolojik olaya yol agarlar. Bu
sistemin temel elemanlar; oncelikle karacigerde sentezlenen protein
yapisinda, normalde dolasimda inaktif olan molekiillerdir (17).

1.4.1. Adlandirma

Klasik aktivasyon yolu ve membran atak kompleksindeki (MAK)
proteinler “komponent™ adini alirlar. Bunlarm adlandiriimasinda C1’den

Co’a kadar giden bir sistem kullamlir, Alternatif yol proteinleri ise;
“faktor” adim alirlar ve B, D, P gibi harflerle sembolize edilirler. Aktif

hale gecen kompleman elemam tzerine ¢izgi ¢ekilerek belirtilir (Cy,,
C1s...). Kompleman aktivasyonu sirasinda, enzimatik olarak pargalanan
komponentlerin dolasima katilan fraksiyonlari yanlarma eklenen kiigtik
harflerle temsil edilirler (C3,, Cog,..). Polipeptid alt dnite zincirleri

yanlarina eklenen Yunan harfleriyle belirtilir (C3q, , C3p ) (17).

Kompleman sistemini dizenleyici proteinler, molekiiliin
fonksiyonel aktivitesiyle iliskili olarak adlandimhrlar  (Membran
kofaktor protein (MCP), yikim hizlandinic: faktor (DAF) v.s.).
Kompleman reseptérleri ligandlarina gore veya CD sistemine gore

adlandimlir (Cs, reseptort veya CDs3s gibi).
1.4.2. Kompleman Sisteminin Ozellikleri

Serum kompleman komponentleri, ¢ok sayida proteolitik enzim
icerir. Bu proteolitik enzimler, kendilerinden o¢nce aktive olan
kompleman sistemi enzimleri tarafindan aktif hale gegirilirler, yani
zimojendirler,

Kompleman proteinleri kanda maktif dolasiriar veya ¢ok az
miktarda spontan aktivasyon gosterirler. Kompleman sisteminin



aktivasyonu belli sartlarda gergeklesir. Ozgtl proteinleri baglayan
immiunoglobiilinler, kompleman sistemini aktive ettikleri takdirde bu
sistem humoral immiinitede etkili bir mekanizma haline gelir. Bu
sekilde  antijen-antikor kompleksi ile  baglayan  kompleman
aktivasyonuna “Klasik aktivasyon yolu” denir (17).

Bazi kompleman komponentleri ise, antikor olmaksizin dogrudan
infeksiyoz organizmalarm ylizeyine baglanarak aktive olurlar.
Kompleman sisteminin bu sekildeki aktivasyonuna da “alternatif
aktivasyon yolu” denir (18).

Kompleman sisteminin  merkezini olusturan protein C3’dir.
C3’lin proteolitik yikim turtinleri biyolojik aktivite gésterirler. Her iki
yolda da farkli asamalar sonucu C3 konvertaz enzimi meydana gelir. Bu
enzim Cs’den C3z ve C3p olusumuna yol agar. Bir sonraki basamak
Csp’nin C3 konvertaz enzimine baglanarak onu Cs konvertaz enzimine
dontistirmesidir. Bu enzim 1se; Cs parcalanmasi katalizler. Her iki

yolun Cs konvertazlan molekiiler olarak farkli olduklan halde ayni
reaksiyonlar katalize ederler (19).

C5 pargalanmasim izleyen basamaklar iki yol i¢in de ortaktir,
- Son asamalarda arttk proteoliz olmaz, ¢oziinebilir kompleman
proteinlerinin ard arda baglanmasindan ibarettir, Membran atak
kompleksi olusur ve hiicrenin osmotik lizisine neden olur (20).

1.4.3. Klasik Aktivasyon Yolu

Antikor bagimli immin yamitlarm etkili mekanizmasidir. Klasik
yol proteinleri; Cyg, Ciy, Cis, Ca, C3, C4’diir (Tablo 1.2).

Cy’in antyen-antikor kompleksinin Fe boélgesine baglanmasiyla
baglar. Bu aktivasyon ancak belli sartlarda gergeklesir (17) (Sekil 1.2);

Cy. IgM’nin CH3z domamine veya IgG'nin CHy domain’ine
baglandiginda aktivasyon baslar.



Tablo 1.2. Klasik yol proteinleri

Komponent| M.A. | Altiinite Aktivasyon | Gorevleri
(kDa) Uriinleri
Clqgr2s2 750 Klasik yolu akftifler.
Ciq 410 6 Adet Ig’min  Fc  kismima
AB.C baglanir.
zIneiri
(Cir)2 85 | Tek zincir Crr Cyr serin proteazdir,
C14’1 pargalar.
(Cis ) 85 | Tek zmeir Cis Cys serin proteazdir,
Cq ve Co’yi pargalar.
Cy 210 | Birer a, B, 1 Cag ve Cap Anafilotoksin,
v zinciri opsonindir. C3
konvertazin pargasidar,
Co 110 | Tek zincir
Cs 195 | Birer o, C3, ve Cap | Anafilotoksin,
B opsonindir. C3 ve Cs
konvertazin par¢asidir.
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Tek bir C; molekili immunoglobilinin en azindan iki Fc

pargasina baglanmalidir. Bu C; molekiilindeki konformasyonal
degisiklikler i¢in gereklidir.

IgM bir pentamer oldugundan bes adet Fc bolgesi igerir ve bir
IgM molekilii Cq’1 baglayip klasik you aktive edebilir. IgG ise;
monomer oldugundan en az iki adet IgG molekili Cq71 baglayarak

aktivasyonu baslatabilir. Immiinoglobulin izotiplerinin yapilarmdaki bu
farkliliklardan 6tiirti IgM kompleman aktivasyonunda daha etkilidir.

Sadece antijen-antikor kompleksi de bu yolu aktive edebilir.
Serbest veya ¢ozinebilir  antikorlar  aktivasyonu  uyaramaz.
Immiinoglobiilin antijenc ya da hiicre yiizeyine baglandign takdirde

konformasyon degisikligi olur. Fc bolgeleri disart ¢ikar ve Cj |
baglanacak hale gelebilir (17).

Ciq; kollektinler (kollojen lektinler) olarak bilinen kalsiyum
bagunl lektinler ailesinin bir tyesidir. Bu ailede ayrica MBP (mannan
baglayan protein ), kongliitinin, akciger siilfaktan proteinleri A ve D’de
bulunur. Serumdaki MBP; bakteri yizeyindeki terminal mannoz
gruplarma baglanma yetenegindedir ve boylece MASP (mannan
baglayan proteinie iligkili serin proteaz) ile iliskiye girebilecek hale
gelir. MASP, Cy; ve Cis°in yapisal homologudur. Dolasiyla MBP ve

MASP ‘nin iligkisi; Ciq ‘nun Cys ve Cypile iligkisine benzer. Boylece
klasik kompleman yolu antikordan bagunsiz olarak aktive olur (17).

Ciq aym zamanda direkt olarak belli mikroorganizmalara
baglanabilir (mukoplazma ve bazi retroviriisler gibi) ve bu sekilde de
antikordan bagimsiz aktivasyon ger¢ekiesebilir (17).

Kompleman sisteminin ilk komponenti; heterodimer bir molekiil
olan Ciq ve tek zincirden ibaret iki adet Ci ve iki adet Cig

molekitlinden meydana gelir (Cyqragn). Crg'nun iki Cyp ve ki Cyg ile
baglanmasi ancak kalsiyumun varliginda mimkimdiir (21) (Sekil 1.3 ).

Cjq subuniti; immimoglobiiling baglanan kisimdir ve klasik yolun
tanima tnitesidir, 410 kilodalton (kDa) molekiil agirhgmdadir. Serum

12



konsantrasyonu 80 mg/’dir. Ug farkli polipeptid zincirinden olusan,
amino terminalinde kollojen benzeri tiglii heliks yapisi, karboksi
terminalinde ise globiiler baglar igeren bir molekiildir. Globiiler basi,

IgG ve IgM’nin Fc bolgesindeki spesifik alanlara baglanir. 1gGs;
Ciq’va en iyi baZlanan alt gruptur. 12G4 ise Ciq’ya baglanmaz (22).

Cir ve Cig her ikisi de birer zincirden olusan, 85 kDa
aguligmdaki molekilllerdir. Serin esteraz zimojenleridir. Diger serin
proteazlarla kuvvetli homoloji gosterirler. Proteolitik kaskatin devam
icin  gereklidirler. Serumda vyaklastk 50 mg/l konsantrasyonda

bulunurlar. Her birinden ikiser tane olmak tizere Cig- Cip- C1p-Cos
diziliminde lineer bir tetramer olugtururlar. Bir tetramer, bir Ciq
molekiilime baglanir, Ciq'nun globiller baglannin ki veya daha

fazlasma IgM vya da IgG molekillerinin baglanmasiyla Ci'nin
enzimatik aktivasyonuna neden olacak konformasyonal degisiklikler

olusur. Sonugta; Ci; molekiilleri, kendi kendilerini pargalayarak 28

kDa’luk ve 57 kDa’luk iki kisima ayrihirlar. 28 kDa’luk Cj; molekulu
serin esteraz aktivitesine sahiptir (22).

Ciy; Cl1s71 57 ve 28 kDa’luk iki boliime ayuir ve 28 kDa’luk Cig
de serin esteraz aktivitesi tasw. Klasik  yolun  daha sonraki

komponentleri olan Cq ve C» lizerine etkilidir (22).

Cy4; Kklasik yolda aktive edilen diger bir ¢oziinebilir serum
proteinidir. C3 konvertazin yapisinda yer alir, Molekitl agirligr 210 kDa

olup, o,B,y olmak fizere U¢ polipeptid zincirinin heterotrimerik
komplekslerinden olugur. Serum konsantrasyonu 450-750 mg/l”dir,

C4’lin o zincir, sistein rezidiilert arasinda internal tiyoester bag igerir.
Cis; Cqin o zincirini bolerek 8.6 kDa’luk Cy4, ve daha bliyiik bir

molekiil olan Cap’ye ayinr. Bir C{ molekilii ¢ok sayida Cap molekiilii
olusturabilir (23).

Bu proteolitik basamagm sonucunda Cag, fragmammndaki o
zincirinin  tiyoester bagi, amin ve hidroksil gruplarnin niikleofilik

13



ataklarma acik hale gelir. Bu yvaptr ¢ok labil olup, “metastabil Cqp”
olarak adlandurilir (17).

Cyp, tiyoester baglarinin sadece %1°1 protein ve karbonhidratlara
baglamr. Geri kalanlarsa su molekiilleriyle hizli bir bigimde reaksiyona

girip, kisa 6miirlti inaktif bir tirin olan 1C34’yi olugturur.

Cy, primer yapilart ¢ok kigik aynntilar gosteren ancak
fonksiyonel 6zellikleri birbirinden oldukga farkli iki izotipten olusur.

Cqa, Ozellikle amino gruplarma baglanitken, C4g amino ve hidroksil

gruplanyla iliskiye girer. C4 molekillimii kodlayan genlerin major
histokompatibilite kompleksinin Class III boélgesinde lokalize oldugu
saptanmustir (24).

Cr: klasik yolun ii¢lincii ¢oziinlir serum komponentidir. Cy
konvertazin yapisinda yer alir, 110 kDa’luk tek zincirli bir
polipeptiddir. Serum konsantrasyonu 20 mg/’dir. Magnezyum iyonu

varhgmda, hiicre viizeyindeki Cyp’ve baglanabilir. Cap ile kompleks
-olusturdugunda C1g molekilii ile, hiicre yiizeyinden diffiize olabilen 45
kDa’luk Cap ve Cap ile, hiicre yizeyine bagh kalan 75 kDa
apirhgindaki  Co, fragmanlarna ayrilir. Cpy; C2’nin karbon
terminalinden, Coy, ise amino terminalinden kaynaklanir (23).

C4b2a kompleksi, klasik yolun C3 konvertazidir. Bu dayanikls bir
kompleks olmayip C» nin ayrilmasiyla 37 °C’de 2 dakikada inaktif hale

gecer. Kalan Cyp diger bir Coy’wvi baglayabilir. Ci’de mevcut ise
kompleman dongisii islemeye devam eder (23).

Cs; klasik yolun dordiincii ¢ozimebilir komponenti ve ayni
zamanda alternatif yolun ana komponentidir. Serum konsantrasyonu
kompleman sisteminin diger tim elemanlarnindan fazladir (1300 mg/l),

195 kDa’luk o ve [3 polipeptid zincirlerinden olusur. C4 molekilindeki
gibi tiyoester baglart igerir.
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Sekit 1.3. Cl,q,r,s yapist (Globiller baslan H ile gdsterilmistir)
(Immunol Today 1987;8:106-110"dan adapte edilmistir).



C3 konvertaz, C3’lin o zincirinin amino terminal segmentindeki

arjinin-serin bagim kirmea énemli bir anafilotoksin olan 9 kDa’luk Cs,
fragmam ve daha buyik bir fragman olan potansiyel reaktanlara agik,

180 kDa’luk metastabil C3}, molekiilti olusur. C4p molekilinde oldugu

gibi metastabil . C3, molekulii de yuzeydeki hidroksil ve amino
gruplariyla ester veya amid baglart olusturabilecek tiyoester grubu tagir.
Bu tiyoesterler yaklagik 60 milisaniye gibi kisa bir yar1 6miire sahiptir.

Eger ylzeye baglanamazlarsa hidrolize gider ve Czy, inaktif faz Csy’si
haline gelir (18).

C3p molekiliinin % 10°dan fazlasi hiicre yiizeyine ya da
immiinoglobtiline bagh Capz,’va baglamr. Bu olusan yeni kompleks

klasik yolun Cs konvertazidir (Cap2a3p). Kompleks Cs’in enzimatik
parcalanmasini katalizler ve MAK formasyonu baglar.

1.4.4. Alternatif Aktivasyon Yolu

Alternatif yol; antikor yoklugunda Cy’iin proteolizini katalizleyen

Cs konvertazin  ¢oziinmiis veya membrana bagh formlanyla aktive olur
(25).

Alternatif’ vol protinlerinin baghcalar; Faktér H, D ve Klasik

yolda da bulunan C3’dir. Aynca diizenleyici olarak properdin de bu
yolda yer alir (Tablo 1.3).

C3, kendi basma bu yolun baslamasinda ve ilerlemesinde kritik
bir role sahiptir. Clinki alternatif yol Csz’in iki formundan biriyle
uyarthir. Bunlar; C3y, ve dolasimdaki Cs3’iin internal tiyoester baglarinin

spontan ve yavag hidroliziyle olusan C3(H20)’dur. Bu formlarm her
ikisi de Faktor B’ye baglanir.

Faktor B; 93 kDa agirliginda, tek zincirden olusan, klasik yoldaki
Co’nin homologu olan bir proteindir. Serum konsantrasyonu 210
mg/1’dir. C3p veya C3(H-0) ile kompleks olusturdugunda diger bir

16



protein olan Faktér D tarafindan olusturabilicek proteolize duyarli hale
gelir (19).

Faktor D; 24 kDa agirliginda, bir serin proteazdir. Cyy, Cqs,
Faktor Xa, Faktor Xla, plazmin ve trombin gibi diger serin proteazlarla
homolog  diziler igerir. Serumda ve plazmada her zaman aktif
formdadir. Serum proteaz inhibitorleriyle inhibe edilemez. Serum
konsantrasyonu 2 mg/’dir. Bu protein, Faktér B’nin arginin-lizin
baglarina yuksek substurat spesifitesi gosterir. Faktor B’yi proteolitik
olarak parcaladiginda, 33 kDa agirhginda Ba ve 63 kDa agirhiginda Bb
fragmanlar olusur (19).

Bb; C3p veya Cz (H»OYvya tutunur. Olusan bu Cspgp veva
C3(H20)Bb kompleksi alternatif yol C3 konvertazidir. Bu enzim  sivi

fazda C3(H»O) seklinde ya da hiicre yuzeyine bagh Csp seklinde
bulunur. Cok dayaniksiz olan bu kompieksler1 dayanikli hale getirmek
i¢in diger bir alternatif yol proteini olan properdin baglanir,

Properdin; 220 kDa ‘aglrllgmda', nonkovalent olarak baglanmig

dort adet alt tmitten olusur. Serum konsantrasyonu 26 mg/1’dir. C3pgp

kompleksini stabilize ederken aym zamanda da aktif formu, Faktér B
ile birlesmesini arttirir (26).

Alternatif yolun normal fonsiyonlarmn devam edebilmesi iki
énemli 6zellige baghdir,

1- C3p; alternatif yol C3 konvertaz ile stirekli olarak olusturulur,
Bu iglemse C3’in o zincirindeki tiyoester bagimin spontan hidroliziyle
baglatilir (C3 tickover). Dolasimda diigiik miktarlarda olmak tizere
strekli olarak C3 bulunur ancak hizla inaktif forma doniisiic. Bu sayede

dolagimda kompleman aktivasyonu olusmaz. Eger Cs3p otolog hiicre
ylzeylerinde depolamirsa diizenleyici proteinlerce hizh bir bigimde
inaktive edilir. Ancak mikroorganizmalarm yiizeyine baglanirsa sonugta

CspBp olusur (25).
2- Alternatif’ yol, kompleman sistemi i¢in Oonemli bir intrensek

amplifikasyon mekanizmasidir. Yiizeye bagh Csppy kompleksi daha
fazia Csp molekiiliniin olusumuna yol agar. Bu da aym yizeyde daha
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fazla C3 konvertaz olusumuna neden olur. Yani; C3p hem C3 konvertaz
enzun kompleksinin bir tiyesidir, hem de bu enzimle olusturulan bir
orindtir. Bu  durum alternatif yol 1i¢in bir (+) feed back
amplifikasyondur (25) (Sekil 1.4).

Alternatif yol C3 konvertazi ile olusan C3p molekiillerinin bir
kismi, Cy konvertazla yeni bir kompleks olusturmak lizere bagZlamir
(C3bpb3p). Bu alternatif yol Cs konvertazadir ve klasik yol Cs

konvertazimn  analogudur. Cs’t  proteolitik olarak parcalar. Bu
basamaktan sonra her iki yol ortak olarak devam eder (18,19,26).
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Tablo 1.3. Alternatif Yol Proteinleri

Proteinler Serum Kons. M. A, |Altiinite Yapilan
| (mg/) (kDa)

Faktor B 210 93 | Tek zincir

Faktor D 2 24 | Tek zincir

Properdin 26 220 {60 kDa’luk alt tnitler halindeki
trimer ve tetramer yapidaki
polimerler

C3 1300 190 11 o0 zincir (1154 kDa) 1 P zincir
(75 kDa)
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1.4.5. Membran Atak Yolu (MAY)

Her iki yolun Cs konvertazlarn kompleman sisteminin son
komponentlerinin  aktivasyonunu baglatir, Sonugta hedef hiicrenin
glitmine neden olan membran atak kompleksi (MAK) olusur (27).

Bu basamak, her iki yolun aktivasyonu sonucu olusan Cs

konvertazlardan birinin Cs’1 parcalamasiyla baglar. Kompleman
kaskatindaki enzimatik olaylarin  somuncusudur. Daha  sonraki

basamaklar intakt proteinlerin baglanmasi ve polimerizasyonuyla olusur
(Sekil 1.5).

MAY proteinleri; Cs, Cg, C7, Cg, Co’dur (Tablo 1.4).

Cs: 190 kDa agirhigindadir, C3 ve Cgq’¢ homolog vapida distilfit

baglartyla bagh o (115 kDa) ve B (75 kDa) zincirlerinden olugur.
Ancak internal tiyoester ba@i icermez. Serum konsantrasyonu 70

mg/1’dir. Her iki yoldan da gelebilen Csp molekiiline baglanir ve
sonugta 11 kDa’luk kigik Cs, fragmanyla, iki zincirden olugan 180
kDa’luk Csp, fragmamt meydana gelir. Cs;  potent biyolojik etkilere
sahiptir. Csy, is¢; hiicre yiizeyine bagh kalir, Kisa siire ignde kaskatin
diger bir proteini olan Cg’va baglanacak hale gelir (17,18).

Cg; tek zincirli bir glikoproteindir. 128 kDa aguhgindadir. Serum
konsantrasyonu 60 mg/I’dir. Csp’nin de baglanmasiyla stabil Cspg

kompleksi olusur ve C7’ye baglanana kadar hiicre yiizeyinde gevsek bir
sekilde tutunur (18).

C7, 121 kDa agwhginda tck zincirli bir molekildir, 821

aminoasit igerir. Amino terminali Cg ve Co ile homologtur. Aym
zamanda  dusiik dansiteli lipoprotein (LDL) reseptorii, epidermal
biiyiime faktorii, koagilasyon faktorlerinden IX ve X ile de homoloji
gosterir. Serum konsantrasyonu 60 mg/l’dir (27).



Cspe7 kompleksi ¢ok lipofiliktir. Hiicre plazma membraninin ya

da viral membranlarin lipid tabakalarim kolaylikla geger. Burada Cg

molekili igin yiiksek afiniteli integral membran reseptorii haline gelir
(27).

Cg, 155 kDa agirhgmmda bir proteindir, UGg¢ ayrl zincirden
meydana gelmistir (o, B,y). P zinciri Cs igin, o zinciri ise Cg igin
spesifik tanima bolgeleridir. Serum konsantrasyonu 60 mg/I’dir. Gama
zinciri membranim lipid bariyerine girer ve Cspg7s kompleksi olusarak
hiicre  yiizeyine stabil olarak baglanir. Bu kompleks bazi

mikroorganizmalar ile oOkaryotik hucrelerin lizisini  baglatabilme
yetenegindedir ve MAK 1n bir botimidiir (17).

MAK’ m litik aktivitesindeki artis Co’un baglanmasiyla baglar.

Kompleman kaskatinm son komponenti olan Co; 79 kDa agirhfinda,
monomerik bir serum proteinidir. Serum konsantrasyonu 60 mg/1’dir.
Amino terminalindeki 39 rezidii segmenti, LDL reseptoriinin de en

fazla tekrarlanan kismidir. Bu domain sisteinden zengindir ve Cg,
C7’min sisteinden zengin dizileriyle de homologdur (18).

Co proteininden 4 adet iceren MAK veterli litik kapasiteye sahip

olur. 12-15 adet Co igeren MAK ise poly-Cg olarak adlandulir (19).
Plazma membranlaninda karakteristik elektron mikroskobik gorinim
veren porlart olusturur. Bu porlar  yakiasik 110 A° c¢apmdadir ve
yapisal goriniimlert, sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicrelerinde bulunan
perforinin olusturdugu porlara benzemektedir. Porlar; suyun, iyonlarin
ve kiiciik ¢oziinebilir molekiillerin gegisine izin verirken, proteinler gibi
biiyitk molekiillerin gecisine engel olurlar. Bu durumda; hiicre igine su
girisi olur, osmotik lizis gerceklesir. Por olusumu tamamlanmadan da
hiicrenin lizise ugramasi mumkiindir. Bu ise; hpid tabakanin normal

yapisinin Cs.g kompleksindeki  hidrofobik kisimlara bagh olarak
yeniden diizenlenmesine baghdir (19) (Sekil 1.6).



Tablo 1.4. Membran atak yolu proteinleri

Proteinler Serum Kons. M.A. |Altiinite Yapilan
(mg/l) (kDa)

Cs 70 190 | 1 zinciri (115kDa)
1B zinciri (75kDa)

Ce 60 128 | Tek zincir

Cy 60 121 | Tek zincir

Csg 60 155 | 1¢ zineiri (64kDa)
1[3 zinciri (64kDa)
1y zinciri (22kDa)

Co 60 79 | Tek zincir
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Sekil 1.6. Hiicre membraniarinda poly C9 kompleksi (Abbas K.A etal
Cellular and molecular Immunology 1994;pp:303°den adapte
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1.4.6. Kompleman Sisteminin Temel Biyolojik Fonksiyonlari

a- Hiicre membranlarinda porlar olusturarak hiicrelerin lizisine
neden olurlar (osmotik lizis).

b-Yabanci organizma ve partikiillere opsonin adi verilen
kompleman proteinleri baglanarak, fagositoz islemini kolaylastirir.

c- Inflamasyon reaksiyonun baslmasi ve artisi kemotaktik ve
anafilotoksin ozelligine sahip kompleman protemlerinin - olusumu
sonucu gergeklesir.

d-Doku hasarina neden olabilecek 1mmiin kompleksier,
kompleman proteinlerine baglanarak zararsiz hale getirilirler (17).

1.4.7. Kompleman Sisteminin Diizenlenmesi

Hem klasik, hem de alternatif aktivasyon yollart membrana bagh
veva sivi fazda bulunan cesitli proteinlerce siki bir sekilde kontrol
edilmektedir (Tablo 1.5 ve 1.6).

Kompleman sistemin inhibisyonu ve aktivasyonu arasindaki
denge, otolog huicrelerin ve dokularm hasardan korunmasmt saglarken,
yabanci organizmalarm da etkili bir bigimde harap olmalarma neden
olur, Dizenleyict proteinlerin  eksik oldugu ¢esitli  hastalik
durumlarinda, kompleman aktivasyonu kontrolsuz olarak ilerler (25).

Sivi fazda yer alan serum proteinleri spontan aktivasyonu
onlerken, integral membran proteinlen de komplemanin yikici
etkisinden otolog hiicreleri korurlar. Bazi membran proteinleri ayni
zamanda kompleman aktivasyon Uriinler: i¢in reseptdr gorevi yaparlar.

1.4.7.1. Siv1 Faz Diizenleyici Proteinlerinin Fonksiyonlan
1.4.7.1.1. C1 Inhibitor

Serum proteaz inhibitdrlerinin, serpmn ailesinin bir Gyesidir,
104 kDa aguohginda, tek zmcirli bir  glikoproteindir.  Serum

konsantrasyonu. 200 mg/l’dir. C1; ve Ci5’in enzimatik bolgelerine
kovalent olarak baglanarak dayanikli ester baglari olusturur ve boylece

C1 inhibitori, Cq, ve Ci5’in substratlarini par¢alanmalarina engel olur.
Ayni zamanda C1’m spontan aktivasyonunu da inhibe eder. Kandaki
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C1’in biyiik kismu Cy inhibitore baghdir. Boylece spontan aktivasyona
yol agan konformasyonal -degisiklikler engellenir. Eger Cqq alt grubu

yoluyla Cy’e antijjen-antikor kompleksi baglanacak olursa Cp inhibitér
molekiilden aynlir ve klasik yol aktivasyonu baslar (19).

1.4.7.1.2. C4p, baglayan protein (Cypp)

Capp; klasik aktivasyon yolunu, C4p™nin yikiminda Faktor I igin

kofaktdr roli oynayarak ve C3 konvertazin yikimini hizlandirarak
diizenler. Molekil agihign 550 kDa, serum konsantrasyonu 250
mg/I” dir.

Capp; aym zamanda bir antikoagilan olarak rol oynayan vitamin
K bagimlt protein S°1 inaktive eder.

Cypp; farkh kompozisyona sahip en azmdan ii¢ alt grup igeren
heterojen bir proteindir. En 6nemli izoformu «7B1; 7o zinciri (70 kDa)
ve 1B zinciri (45 kDa) icerir. Diger 1zoformlar 1se; o730 ve a6 1°dir.

Cabpo V& Cappp  zincirleri  Cyppa ve Cqppp  genleriyle

kodlanir. Bu genler kompleman aktivasyonunu dizenleyici gen
grubunda yer alir ve esas olarak karaciferden eksprese edilirler (28).

1.4.7.1.3. Faktor H

Plazmada veya membrana bagh bulunabilen, tek zincirden olugan
glikoproteindir. Cgp  baglayan proteinin  homologudur. Csp’ve
baglanarak, Faktor B ve Cs’in baglanmasma engel olur. Bu sayede
alternatif yol Cs3 ve Cs konvertazinin olusumu kisitlanir. Aynmi zamanda

Csp ve iC3p’nin katabolizmasinda Faktor I'min kofaktoriidiir. Molekiil
agirhgr 150 kDa, serum konsantrasyonu 480 mg/l”dir (19).

1.4.7.1.4. Faktor 1

Bir serin proteazdir, ama bu enzim grubunun genel inhibitdrii
olan diizopropil fluorofosfonat ile inhibe olmaz. Ayrica diger plazma
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serin proteazlariin aksine dolasimda proenzim seklinde degildir,
Molekil agirlig1 88 kDa, serum konsantrasyonu 35 mg/1”dir.

Faktor 1, kofaktdrlerin varliginda (H, Cgpp, CR1, CR2, MCP
gibi) Cap ve C3p’nin o zincirlerinin pargalanmasindan sorumludur, Cgy,
o zinciri par¢alandifinda Cy4 ve Cyq fragmanlar olusur. Cy. sivi faza
salinirken, Cygq igerdigi tiyoester bagi sayesinde membrana bagh olarak
kalir. C3p, Faktor I ile C3pve 1C3p ve doniisiir. 1C3y, de yine Faktor [ ile
C3¢ ve C3q g fragmanlart olugur (Sekil 1.7) (19).

1.4.7.1.5. Anafilotoksin inaktivatorii

C3a, C4qa, Csy gibi anafilotoksinlerin terminal arjinin rezidiilerini
proteolitik olarak ortaya ¢ikarr ve onlari inaktif hale getirir.

1.4.7.1.6. S Protein

S potein veya diger adiyla vitronektin, bir MAY diizenieyicisidir.
Molekul agithigr 83 kDa ve serum konsantrasyonu da 505 mg/A’dir.
Laminin ve fibronektine benzer bir serum proteinidir, Cozinebilir

Csps7 kompleksine baglanir ve hiicre membranlarma girisi engellenerek
reaktif lizis mhibe edilir (18).

S protein aym zamanda koagiillasyon sistemiyle de iliskilidir,
Serumda trombinle kompleks olusturur (18).

1.4.7.1.7. SP 40, 40

SP 40, 40; MAY kontrolinde rol oynayan énemli bir proteindir.
Cspe ile baglayan lizisi inhibe eder.

Serum konsantrasyonu 50 mg/’dir. 1ki adet aym biytiklikte 40
kDa’luk zincirden olusur. Bu zincirlerin amino terminalleri birbirinden
farkhdir. Zincirdeki 23 aminoasitin dizilisi C7, Cg ve Co ile belirgin bir
benzerhk gosterir (18). SP 40, 40 mRNA en fazla karaciger, beyin,
pankreas, akciger, kalp, bobrek dokusunda eksprese edilir.



Sekil 1.7. iC3b’nin Faktor 1 etkisiyle C3c ve C3 d.g fragmanlarina
donitsimil (Roitt et al. Immunology 1993;p:12.8’den adapte edilmistir).



Tablo 1.5. Coziinebilir serum proteinleri ve fonksiyonlar

Proteinler | M.A | lliskide | Serum |Fonksiyonlar
(kDa) | Olduklar1 | Kons.
Molekiilller | ( mg/) _

C; Inhibitsr | 104 Cir Cis 200 |Serinproteaz inhibitdr,
inaktif C1’e baglamr
spontan aktivasyonu
Onler.

Kallikrein, plazmin,
Faktor Xla, Faktor
XlIIa’y1 inhibe eder.

Cabp 550 Cap 250 Klasik yol Cs
konvertazinin yikinm
hizlandirr,

Faktor H 150 C3p 480 | Alternatif yol C3
konvertazinm yikimini
hizlandirir.

Faktor I 88 Cap, C3p 35 Cap ve Csp’yi proteolitik
olarak parcalar.

Anafilotoksin| 310 | 3, Cyy, 35 Anafilotoksinlerin arjinin

Inaktivator C rezidiilerini ag1ga ¢ikarir

>a ve inaktiflestirir,

S Protein 83 C sp.7 505 |MAK’m zara girigin
engeller.

SP 40,40 80 C 5b-0 50 MAK olugumunu
diizenler.
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1.4.7.2. Membran Diizenleyici Proteinler

[ntegral membran proteinleridir. Bu proteinler de kendi

aralarinda Cy ve Cs konvertaz enzim inhibitorleri ve MAK inhibitorleri
olarak iki gruba ayrilirlar (18,19) (Tablo 1.6).

1.4.7.2.1. C3 ve Cs Konvertaz inhibitorleri

U¢ membran diizenleyici protein; membran kofaktor protein
(MCP), yikim hizlandiricr faktér (DAF), kompleman reseptord tip 1
(CR1), C3 ve Cs konvertaz enzimlerinin aktivitelerini kisitlarlar,
Hepsinin yapisal ozellikleri birbirlerine ve aym zamanda Cjp, veya Cay,
ile ilgkiye giren kompleman reseptori tip 2 (CR2), Faktor H, C4pp gibi
molekiillerin yapisal 6zelliklerine benzer. Bu molekullerin hepsi ortak,
yaklagik 60 aminoasitten olusan, kisa, tekrarlayan diziler icerirler
(SCRs: short consensus repeats). Bu diziler; iki adet distilfit koprisii ile
paketlenmis dort invariant sistein rezidiilerini igerir. Ardarda dizilen bu
tesbih tanesi gorintmindeki diziler molekiilin fonksiyonel agidan
onemli bolgelerini olusturur. Dizilerin sayisi, molekillden molekiile

degisir. CR1°de otuz adet iken, MCP ve DAF‘da dorder adettir (27,30)
(Sekil 1.8).

Yapisal olarak benzer bu molekiilleri kodlayan genlerin tamamu
1. kromozomun kisa kolunda 1g3.2. bandinda bulunur. Bu bélgede
“kompleman aktivasyonu dizenleyicileri gen kiimesi (RCA: regulatory
of complement activation gene cluster)” adi verilir (27,31).

Bu ailenin C3 ve Cs konvertazlan inhibisyon mekanizmasi iki
sekildedir. Konvertaz: olusturan bimolekiler enzim kompleksinin
yikimim  hizlandirmak veya Faktor 1 aracihifla nonkatalitik —alt

gruplarimn (C3p, veya Cygp) pargalanmasima yardimer olmak yoluyla etki
gosterirler.

DAF ve CRI1 yikmmi arttiner etki gosterirler. Aym zamanda

membrana bagh Cap veya Csp’nin prokatalitik onciileri olan Co ve
Faktor B’nin birlesmelerint engellerler. Boéylece hem olugmus
konvertazlarin yikimi hizlanir, hem de yeni olusacaklar engellenmis
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olur. Bu sayede konak¢r hiicre yuzeyindeki Cs aktivasyonunun
amplifikasyonu onlenir,

MCP ve CR1; Cj3p veya Cap’nin proteolitik pargalanmasmda
kofaktor roli oynarlar. Bir plazma serin proteazi olan Faktor 1; MCP ve
CR1 gibi membrana bagh veya Faktor H gibi ¢oziinebilir faktorlerin

varhginda C3p, ve Cap’yi pargalar. Bunlar bir kez inaktive olup

parcalanmca tekrar aktif C3 ve Cs konvertaz formuna déniisemezler
(25,30).
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Sekil 1.8. SCR domainleri (Ann Rev Immunol 1986;4:503-528).
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Tablo 1.6. Integral membran proteinleri ve fonsiyonlan

Hedefleri

Proteinler M.A.(kDa) Fonksiyonlan
Kompleman reseptori( 190-280 C3p, Cab, |C3, Cs konvertazlarmm
tipl (CR1,CD3s) | ICy,  |ytkumi hizlandinir, Csp,
Cyp’nin Faktor [ ile
parcalaninasinda
kofaktdrdir. Immiin
komplekslere baglanip
fagositozu kolaylastinr.
Membran kofaktor 45-70 C3b,Cab | C3p, Cap'nin Faktor I ile
protein (MCP,CDy4s) par¢alanmasinda |
kofaktérdilr.
Yikim hizlandirict 70 Caprp  |Klasik ve altematif yol Cj
faktor (DAF,CDss) C3p2b konvertazlarun yikimom
} hizlandirir.
Homolog smirlandirict 65 Cg,Co |Reaktif lizisi inhibe eder.
faktor (HRF,Cgpp) Cg ve Co’un MAK’a
baglanmalarin
bloke ederek otolog hiire
lizisini engeller.
Membranin reaktif 18-21 C7,C8 [Reaktif lizisi inhibe eder.

lizisini inhibe eden
faktér (MIRL,CDs9)

C9’un C8&’¢ baglanmasin
dolayisiyla MAK
olugumunu engeller.
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1.4.7.2.1.1.Yikam Hizlandiric1 Faktor (DAF)

Bu protein ilk kez insan eritrositlerinin stromasmda 1969 yilinda
tammlanmgtir. Saflastiriimasi ise 1981 yilinda gerceklesmistir (30).

Yikim hizlandiricr faktor olarak adlandirilan bu protein; klasik ve
alternatif yol C3 ve Cs konvertazlarmin yikimini hizlandirir, Ancak
Faktor I i¢in kofaktor degildir. C3p molekila hiicre yiizeyine ester veya

amid baglar1 ile sikica tutnur. DAF bu molekiile baglanarak Cj
konvertaz olusumunu da engeller (Sekil 1.9).

DAF; 70 kDa agirhginda, tek zincirden ibaret membrana baglh
bir proteindir. Yaklagtk 381 aminoasitten olusur ve her biri 60
aminoasit iceren 4 adet kisa tekrarlayan dizi i¢erir (SCR). Bu dizilerin
karboksi terminalleri serin, treonin, prolin rezidilerinden zengindir.
LDL ve interlokin 2 (IL-2) reseptérleri ile MCP de de aym yapi
izlenmektedir (32).

DAF geni; 1. kromozomda CR2 ve Cgy, genleri arasinda (1q.3.2)
yer alir. 11 eksondan ibarettir ve yaklasik 40 kilobaz kadardir (33).

Dolasundaki ttim hiicrelerde ve plasentamin anne karnina maruz
kalan bolgelerinde DAF ekspresyonu saptanmugtir, Notrofillerdeki
ekspresyonu, intraselliler depolarma bagh olarak aktivasyondan
sonraki dakikalarda iki kat artar. Eritrositlerdeki miktann yasa bagh
olarak giderek azalir (32).

DAF aym zamanda plazma, tikirik, sinovial sivi ve beyin
omurilik sivisinda da erimis olarak bulunur. Fakat bu ¢6ziinmiis formu
hiicre membranlarma tutunma yeteneginde degildir (30).

1.4.7.2.1.2. Membran Kofaktér Protein (MCP)

MCP veya CDy4e olarak adlandirilan bu protein; Csp’ye
baglanarak onun Faktor I bagimh parcalanmasinda rol oynar. Ancak

1C3p ve etkili olmadigr gibi, C3 konvertazm yikmmm hizlandirma etkisi

de yoktur. Daha zayif olarak Cap’ye baglanmp onun da pargalanmasini
arttirir,
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DAF’den farkli olarak biyolojik membranlara giremez, ama

kofaktor aktivitesi sivi fazda da devam eder. Hatta sivi faz C3p,’s1 igin
Faktor Hden 50 kat daha potenttir. Ancak asil gérevi, membrana bagli

C3 ve Cs konvertazlarr inaktive etimek igin intrensek kofaktdr olmasidir
(30) (Sekil 1.10).

MCP; plateletler, grantlositler, sitotoksik ve vyardimct T
lenfositleri, B lenfositler, NK hiicreleri, monositler, epitelial ve
endotelial hticreler, fibroblastlar, ayrica spermatozoa ve plasental
trofoblastlarda da yaygin olarak bulunur (30).

MCP cDNA’s1 384 aminoasitten olugur. Geni 14 ekzon igerir, 43
kilobaz kadardir ve CR1 geniyle komsudur (30,34).

1.4.7.2.1.3. Kompleman Reseptorii Tip1 (CR1)

CR1 veya diger adiyla CD3s; biiyik, 190-280 kDa agirhgimda,
polimorfik bir glikoproteindir. Geni 160 kilobaz kadardir ve 42 ¢kson

icerir. Csp, ve Cap’nin Faktor [ ile pargalanmasinda kofaktordir. Aym

zamanda iC3p’nin C3 ve C3qg'ye donigimil ve inaktivasyonunda da
tek kofaktordir. Bu ozelligi ile sadece ilk asamada etki gdsteren
MCP’den farklidir (17) (Sekil 1.11).

CR1 ekspresyonu; eritrositler, granilositler, monositler, B ve
bazi T hiicreleri, bobrek podositleri, periferik sinir liflerinde
gosterilmustir (30), '

CRI; noétrofil, monosit ve makrofajlarda endositoz ve fagositoza
aracilik eden bir reseptor gorevi iistlenir. Eritrositler ve plateletlerde
ise; immin komplekslerin toplanmasima yardun ederek bunlarm
mononiikleer fagositik sistem hiicrelerine tagmmasina katkida bulunur,
B lenfositlerdeki CR1; CR2 ile birlikte lenfosit aktivasyonu i¢in araci
reseptdr gorevini yapar. Plazmada sivi fazda da CRI molekiili
saptannustir  ama  bu  formun fonksiyonu hentiz tam olarak
anlagifamamustir (35).
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1.4,7.2.2., Membran Atak Kompleksi Inhibitorleri

1.4.7.2.2.1. Homolog Simrlayic1 Faktor (HRF)

Bu proteinin saflagtirtimas1 1970711 yillarda olmus, Cg’e baglanan
protein veya membrani inhibe eden protein gibi ¢esitli adlarla anilmistir,
Komplemana bagh lizisi inhibe etmede olduk¢a etkili bir proteindir
(30).

Eritrositler, plateletler, T wve B lenfositleri, notrofillerde
ckspresyonu saptammistir.  Ayrica  podositlerde, amniotik epitel
hiicrelerinde ve troid follikil hiicrelerinde de bulunmaktadir (30).

Eritrositlerdeki HRF 65 kDa, ¢ekirdekli hiicrelerdeki ise 50-65
kDa aguligmdadir. HRF’nin stvi formu plazma ve idrarda bulunur. Bu

formu Csp.g membran atak kompleksini tamr ve Co polimerizasyonunu
Onler,

Cozinmits formunun aym zamanda sitotoksik T hiicrelerinde de

bulguya dayanilarak HRF’nin sitotoksik hiicrelerin korunmasmda ve
hiicresel  sitotoksisitenin ~ diizenlenmesinde o6nemli rol oynadig
distinilmektedir (29).

1.4.7.2.2.2. Membranmm Reaktif Lizisini inhibe Eden Faktor
(MIRL,CDsg)

1988 yilinda Sugita ve arkadaslari tarafindan ilk kez saflagtirilan
bu glikoprotein, tek zincirli ve 18-21 kDa agirhgmndadir. Insan
hiicrelerindeki en énemli MAK inhibit6riidiir (36).

CDsg; aktivitesmi Cg’in O zincirine ve Co’un b domainine
baglanarak gosterir. Boylece Co'un polimerizasyonu ve membranda

bulunan Csp.9 kompleksine baglanmasi inhibe edilir (37,38) (Sekil
1.12).

Biyokimyasal ve ¢cDNA klonlama ¢alismalan CDsg¢’un hiicre
membranlarma glikozil fosfotidil nozitolden olusan (GPI) uzantisi ile
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tutundugunu  gostermistir (38). Dizi analizleri; terminal kompleman
komponentlerinden ve hatta diger komplemet faktorlerinden hicbiri ile
benzerlik gostermedigini ortaya koymustur. Sadece sican Ly6 stiper gen
ailesiyle yapisal benzerligt gostertlmstir (39). Bu lenfosit antijenlerinin,
T hiicre aktivasyonunda rol oynadif kabul edilmektedir. Benzer olarak

uygun kositiimiilatorlerin varhgmda CDsg epitoplan T hiicre aktivasyon
kaskatinm erken ve ge¢ donem olaylarmi uyarmaktadir, yani T hcre
aktivasyonunda aksesuar moleknl rolinii ustlenmektedir (40,41),

Boylece CDsg sadece otolog hiicreleri kompleman lizisine kars:
korumakla kalmaz, muhtemelen aym zamanda immiin cevabin
belirlenmesinde huicre-hiicre ilskilerini de duzenler (42).

Bu protein organizmada ¢ok yaygin olarak ekprese edilmektedir.
Dolagindaki ttim hiicrelerin (43) yam sira glomeriiler podositler (44),
epitelial ve endotelial hucreler (45), karaciger hilcreleri (46),
spermatozoalarda da (47, 48) bulundugu ispatlanmistir. Nishikori ve

arkadaslart, CDs¢’un erken donemde sito ve sinsityotrofoblastlardan
eksprese edildigini gostererek fetal korumada da bir rolil olabilecegini
ilerl sirmuslerdir (49).

CDso’un ¢oziinebilir formu; idrar, goz yasi, ter, tikirik, meme
sitt, plazma, amniotik sivida saptanmistir. Ancak bu form
membranlara tutunamadigi igin kompleman inhibisyonu etkisi ya hig
yoktur ya da ¢ok azdir (49,50).

Bu proteinin ekspresyonu bazi patolojik durumlarda ve baz
uyaricilar karsismda degismektedir. Normal miyokard dokusunda
saptanan ekspresyonun miyokard infarktiisii sonrasinda kayboldugu
tesbit edilmistir (51). Sinir dokusunda az miktarda bulunurken
Alzheimer hastahfzinda  dejeneratif alanlarda ekspresyonu  ¢ok
artmaktacdir. Endotel hiicrelerindeki miktari ise; forbolmiristat asetat
(PMA), cAMP, kalsiyum iyonoforu A23187 gibi ajanlarla artmaktadir.

Bu ajanlar; protemn kinaz C uyaranlandir ve CDsg ekspresyonunu
arturirlar. Ozellikle de inflamasyon ve vaskiilit durumlarinda CDsg’un

ekspresyonu ¢ok artar. Bu ya CDsg geninin transkripsiyonunda ya da
transkriptin stabilitesindeki artisa baghdir. Her hiicredeki ekspresyon
artis1 da, o hiicrenin antikor ve komplemana bagh lizisine karst direng
artisina yol agar (53).
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Sekil 1.12. CDso etki mekanizmast (Springer Semin Immunopathol
1994;15:369-369).



Uzun depolanma siiresi boyunca, viiksek sicaklikta bile aktivitesi

ayn1 kalan CDso molekali, yapisindaki distlfit baglann nedeniyle
indirgeyici ajanlara karst ¢ok duyarlidir (20).

Southern blot ¢ahigmalan CDsg’u  kodlayan genin 11,
kromozomun kisa kolunda (pl4-pl3) lokalize oldupunu géstermuistir.
Bu gen DNA’mn 20 kilobazimi isgal eden, 4 adet ekson igeren olduke¢a
biiyiik bir gendir ve Northern analizlerinde 5 farkli nzunlukta mRNA
transkripleri saptanmistir (6,2.2,1.9,1.2,0.6 kb) (54,55).

Tim membrana bagli kompleman diizenleyici proteinler ve

ozellikle de DAF ve CDso‘un kalitsal eksikligi proksismal nokturnal
hemoglobiiwrili (PNH) hastalarda gosterilmistir (56). Bu grubun ortak
ozellikleri GPI uzantilar oldugundan, hastaligin asil mekanizmasmm bu
uzantinin normal senteziyle iliskili olan PIG-A genindeki mutasyona
bagh oldugu diistiiniilmektedir. PIG-A genindeki somatik mutasyonlar
pluripotent kok hiicreyi etkilemekte ve bunun sonucu olarak GPI
uzantis: tagtyan bu proteinler, ttiim hemopoetik elemanlarda eksik
olmaktadir. Boylece kompleman sisteminin litik etkisi kisitlanamaz ve
hemoliz meydana gelir (57).

DAF’1 normal olup, sadece CDsg proteininde eksiklik bulunan
PNH’It hastalarda hemoliz sikhikla goézlenmektedir. Buna karsin

CDsg’u normal olup, DAF eksikligi olanlarda herhangi bir hemoliz
belirtisine rastlanmamakta, ancak bu hastalarin eritrositleri, normal
kisilerin eritrositierine oranla kompleman atagima daha duyarh hale

gelmektedir. Bu bulgular, PNH patogenezinde CDsg eksikliginin daha
onemli oldugunu dagtindirmektedir (56).
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma Ocak 1995-Ocak 1997 tarihleri arasmda H.U.
Onkoloji  Enstitisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali  Arastirma
Laboratuvari’nda yapilmustir.  Calismaya onkoloji  poliklinigine
bagvuran yeni akut 16semi tanisi alan hastalar dahil edilmistir.

Yaslarnn 18 ile 66 arasinda degisen ALL (4) veya AML (4)

tamisinn yeni almig ve heniz hicbir tedavi baglanmamis toplam 8
hastanin periferik kan veya kemik iligi 6rnekleri ¢caligilmistur.

Laboratuvar calisanlarindan 5 kisi de saglikli kontrol grubu
olarak kullanilmistir.

2.1 Calismada Kullamlan Malzemeler

1. Heparinle yikanmis plastik enjektorlere steril kosullarda periferik kan
ve/veya kemik iligi érnekleri almnugtir.

2. Ficoll (Histopaque)
3. Kiiltiir Ortami

RPMI 1640 mediumu (43.5 cc)

Fetal calf serum (% 10-20) (5 cc)
L~Glutamin (0.5 cc)
Penisilin / streptomisin (0.5 cc)
Fungizone (0.5 ¢c)

4. Bakteri Kiiltiir Ortami ve Tamponlar

L-Broth: Bactotryptone (10 g), NaCl (10 g), Yeast agar (5 g)
L-Broth Agar: Bactotryptone (10 g), NaCl (10 g),
Yeast agar (5 g) Bactoagar (10 g)
Lizozim karnsmi: Glukoz (5mM), EDTA (10 mM)
1x Tris Borate EDTA (TBE): This base (54 g), Borik asit
(27,5 g) EDTA (500 mM)
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20x Fosfat tampon salin (PBS): NaCI (320 g)
Ko HPO4 (48,4 g)
KH>PO4 (13,6 g)

5. Niikleik Asit Maniplasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar

10x MOPS: Sodyum morpholinopropansulfonik asit (0,2 M),
Sodyum asetat (0,05 M), Disodyum EDTA (0,01 M)
20x SSPE: Sodyum klorid (3 M), Sodyum dihidrojen ortofosfat
(0,2 M), EDTA (0,02 M)
10x SSC: Sodyum klorid (1,5 M), Trisodyum sitrat (150 nM)
100x Denhard’s soliisyonu: Ficoll (2 g), Polivinil pirolin (2 g),
Bovin serum albumin (2 g)
Salmon sperm DNA (1 mg/ml): 0,1 g salmon sperm DNA 100 ml
suya eklenir.
Sample buffer (Ornek tampon): Formamide (150 pl), 1xMOPS
(30 ul), Gliserol (20 pl),
Formaldehit (48 ul), DEPC H»O
(20 ul), Bromo fenol mavisi
(% 10) (16 pl)
TE buffer: Tris. HCL (10 mM), EDTA (1 mM)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (% 10): SDS (10 g), H>O (90 ml)
Dye mix (RNA i¢in boya karisimi): Etidyum bromid (10 mg/ml)

(1 g, >0 (100 mi)

Dye mix (DNA icin boya karisimi): Brom fenol mavisi (% 0.01)
Gliserol (% 50)

2.2 Mononiikleer Hiicrelerin Elde Edilmesi

Heparinli enjektére 10 cc periferik kan 6megi veva 2.5 cc kemik
iligi 6rnegi alindi. Alman 6rek PBS tle 1:1 oraninda dilie edildi ve
Falcon tipteki 5 cc Ficoll tizerine vayildi. 1800 rpm’de 20 dakika
cevrildi. Santiirfiij sonrast interfazdaki mononiikleer hiicreler Pastor
pipetiyle toplanarak santrirfiij tipine kondu. Uzerine 8 cc PBS
eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika cevrildi. Stipernatan atiarak aymi

islem bir kez daha tekrarlandi. Daha sonra ml’de 1x10° hiicre olacak
sckilde sayum yapildi. Hiicreler RPMI 1640 mediumda monositlerin
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yapismasint sagmak i¢in 37 °C’de % 5 CO»’li ortamda en az 3 saat
inkiibe edildi (58).

2.3 Akim Sitometri Analizi

Ayrilan 1x1 0° hiicre fizerine mouse antihuman CDsg FITC
(MEM43, Serotec) konuldu. Izotipik kontrol olarak MS 1gG kullanildi.

30 dakika + 4°C’°de bekletildi. Inkibasyon sonrasi 3 kez PBS ile
1800 rpm’de, + 4°C’de 5 dakika yikandr. Uzerine fluoresan isaretli
antikordan 5 ul eklenerek 30 dakika daha + 4°C’de bekletildi. PBS ile
bir kez daha yikanarak 5 dakika 1800 rpm’de santurfiij edildi. Akum

sitometri aletinde (EPICS 541, Coulter electronics, UK) 5000 hiicre
sayilarak analiz yapildi (58).

2.4. Total Hiicre RNA’smin izolasyonu

Hiicreler 1800 rpm’de 5 dakika santiirfiij edildi ve pellet haline

getirildi. Stpernatan atilarak 5x10° hiicre igin 1 ml trizol eklendi.
Pipetle karistirtlarak oda 1sisinda bekletildi. Eklenen her 1 m! trizol i¢in
200 wl Kloroform ilave edildi, 2-3 dakika oda 1sisnda bekletildikten

sonra 15 dakika 13000 rpm’de + 4°C’de santirfiyj edildi.

Berrak faz tistten alinarak her 1 ml trizol icin 500 ul isopropanol
eklendi. Tip igerigi vorteksle karistirilip, oda 1sisinda 10 dakika

bekletildi. Sonra tekrar + 4°C°de 13000 rpm’de 10 dakika santirfiij
edildi.

% 75°lik etanolden baska kullanitan her 1 pl trizol igin 500 ul
cklendi. 5 dakika santiirfiijin ardindan iistteki kisim atilarak tekrar

etanol ilave edildi. Ayni islem bir kez daha tekrarlanip, siipernatan
atildiktan sonra pellete 500 ul etanol konulup, kullanilmcaya kadar

-20°C’ye kaldinildi (59),
2.5. RNA Jel Elektroforezi

RNA elektroforezi icin jel su sekilde hazirlandi:
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1 gram agaroz

84, 4 ml DEPC. H,O
10 pl 10xMOPS
20 ul DEPC Kkansmm bir erlenmayere konularak 2 dakika

mikrodalga firinda 1sitildi. Cozinen bu kangm 55°C’ye kadar
sogutulduktan sonra iizerine 5.6 ml formaldehit eklendi. Hazirlanan
elektroforez tankina, kabarcik olusturmayacak sekilde doktldil
Yaklasik 40 dakika kadar donmasi beklendi. Daha sonra tanka
IxMOPS’dan 200 ml ilave edildi. Taraklar ¢ikanlarak hazir hale
getirildi,

Daha énceden aynlan RNA pelletleri -20°C ¢ikarilarak 5 dakika
santiirfiy edildi, tizerindeki alkol kismi alinarak buz tizerine aktaridu,
Pelletin  buytkhigine gore 10-30 ul TE buffer eklendi. Cozilen
RNAnin miktarr 2.7°de anlatildigr gibi oleuldii ve 10 pg’1 ornek

tampon (sample buffer) ile karistirild,, 65°C’lik su banyosunda 5
dakika bekletilerek RNA denatiire edildi. Tekrar buz iizerine alinarak
tizerine hazirlanmis stok etidyum bromiir boyasindan (1 mg/ml) 1 pl
konuldu. Bu karigim jel tankinin kuyucuklarma yerlestirildi. RNA
markerda (0.23-9.5 kb) (Sekil 2.1) aynm jeldeki bir kuyucuga konularak
yilksek voltaj altinda (100 V ve 70 mA) 2 saat siireyle elektroforez
yapildt (Sekil 2.2} (60).

2.6. Northern Blot Analizi

Elektroforez sonrast jeldeki RNA’lar UV 1181 altinda kontrol

edildi. RNA’nm Hybond-N+ membranlara transferi Amersham
protokolinde oldugu gibi alkalin tampon olarak 0.05 M NaOH
kullanttarak gerceklestirildi. Plastik bir kaba yaklasik 500 cc NaOH
konuldu, Uzerine belli bir yitkseklikte cam plaklar yerlestirildi. Ug adet
3M kagidi cam buytikliginde kesilerek NaOH ile 1statilip, cam tizerine
arada hi¢ hava kabarcigt kalmayacak sckilde yayildi. Bunlarin tizerine
jel ve (+) ytklii membran yerlestirildi. En tistte de birkag kat kurutma
kagidi konuldu. Ug saat sonunda transferin gergeklesip gergeklesmedigi
UV 1s1g1 altinda kontrol edildi. Daha sonra membran 2 x SSC ile

yikanarak naylona sarild1 ve kullanima kadar -20 °C’ve kaldirild (60).
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Sekil 2.1. Northern Blot analizinde kullamlan RNA ladder (marker),
0.24-95kb

123456

Sekif 2.2. RNA jel elekiroforezi
I ve 2 numarah kuyularda kontrol grubu, 3. ve 4. kuyufarda AML’li, 5.
ve 6. kuyularda ALL’li hastalardan izole edilen RNA ornekleri yer

almaktadir.

48



2.7. DNA ve RNA dlciimleri

DNA ve RNA’min kantitatif dlgtimleri spektrofotometri de (LKB
Ultraspec K 4053) 260 ve 280 nm’de yapild1 ve 260 nm dalga boyunda
1.0°in optimal dansitesi ¢ift zincirli DNA nin yaklagik 50 pg/ml’sine,
tek zincirli DNA'nm veya RNA nmin yaklasik 40 pg/ml’sine karsilik
geldi. DNA ve RNA'nin 1 pl’sl ml su ile dilue edildi ve 260 ve 280
nm’de okundu.

2.8.Plazmid DNA Hazirlanmasi

Uygun plazmite transforme edilmis E Coli'nin gliserol stogu
daha onceden hazirlamms L-Broth agar ve uygun antibiotik (ampicilin
100 ng/ml) icerem petri kutularina steril 6ze yardimiyla yayildi. Bu

petriler bir gece boyunca 37 “C’de inkiibatorde brrakild.

Ertesi gin Falcon tipe 10 ml L-Broth ve 10 ul ampicilin
konuldu. Ureme olan petriden tek bir koloni almarak bu tiipe ilave
edildi, gece boyunca 37°C’de birakildi. Bu L-Broth kultirden 1,5 ml
almip 13000 rpm’de 2 dakika santiirfilj edildi. Stipernatan alinarak aym
islem bir kez daha yinelendi. Siipernatan atilip iizerine daha 6nce
hazolanmis olan lizozim soltiyonundan 200 pl ilave edildi. Yeniden
stispansiyon haline getirilerek 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. 400 pl
taze hazirlanmis 0.2 M NaOH/SDS % 1 karisimi eklenerek karismasi
saglandi. Karigim seffaflaginca buz tizerinde 5 dakika bekletildi, 300 pl
3 M sodyum asetat eklendi ve 10 dakika buz tzerine alindi. Sivi
bulanmklasinca 13000 rpm’de 5 dakika sireyle santiirfiij edildi. 37°C’de
§ dakika bekletildi. Berrak siipernatandan 800 il alinarak diger bir tiipe

aktarildi, Uzerine 48 pl isopropanol konuldu, -20°C’de 1 saat
bekletildi. 13000 rpm’de 10 dakika santiirfiyj edildi. Siipernatan atildi.

DNA pelleri % 95°lik etanolle yikanarak -20°C’ve kaldirild: (61).

2.9. DNA Diisiik Erime Noktal Agaroz Jel Elektroforezi

Onceden hazirlanan plazmid DNA’lar1 -20°C’den gikartlarak 5
dakika 13000 rpm’de santtrfiijlendi. Etanol atilarak pellet TE bufferda
¢oziildi. Oncelikle ¢cDNA insertlerinin elde edilebilmesi bir reaksiyon
karigimi hazirlandi.
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Uygun restriksiyon endontikleazi (Xbal) (5 ul)

Plazmid DNA’s1 (10 ul)
Hazir enzim tamponu (10 ul)
Spermidin (20 mM k) (5 )

HoO (50 pl)

Bu karistm 37°Clik su banyosunda bir gece boyunca bekletildi.

Ertesi giin 60°C’de 5 dakikada 1sitildi ve buz tizerinde sogutuldu. 1/10
voliim DNA i¢in boya kartgimi (dye mix) eklendi (62).

Diisiik erime noktali agaroz jel hazirlamak i¢in 1 gram agaroz
100 ml 1 x TBE igerisinde mikrodalga finnda ¢ozilda. Soluisyon

sogutulup 50°C’ye geldiginde ig¢ine 5 ul etidyum bromiir (10 mg/ml)
eklendi. Elektroforez tankma vyayilan jel soguk odada donmaya
birakildi. Daha sonra kuyucuklara DNA ormeklen yerlestirildi, S0 V ve
50 mA’de elektroforez yapildi. ik kuyucuga 1 kb DNA ladder
yerlestirildi.

2.10. Agaroz Jelden Insert DNA Elde Edilmesi

Jel UV kutusu iizerine konularak ilgili bant kesilip ¢ikarildi.
Ependorf bir tiipe konularak, tzerine 5 volim steril HpO eklendi,

65°C’lik su banyosunda 5 dakika sireyle 1sttildr. Boylece agarozun
erimesi saglandi. Esit volumde fenol ilave edilerek vortekslendi.

65°C’de 1 dakika tutulup 13000 rpm’de 5 dakika santiirfiy edildi.
Berrak faz almip Ozerine fenol eklenerck aym asamalar yinelendi.
Santiirfit) sonrast ayrilan berrak faza 1/10 volim 3 M sodyum asetat ve

2 volim etanol ilave edildi. Bir gece boyunca -70°C’de brrakild1. Ertesi

gin 13000 rpm’de +4°C°de 15 dakika santiirfiijlendi ve olusan pellet
iki kez % 70°lik etanolle yikandi, 50 ul TE tampon (buffer) iginde

cozillerek -20°C’ de saklandi (62).
2.11. Prehibridizasyon

Bir hibridizasyon soltisyonu hazirlandi:

20 x SSPE (6.25 ml)
100xDenhard’s soliisyonu (1.25 ml)
Formamide (12.5 ml)
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% 20 SDS (1.25 ml)

H-0O (3.75 ml)
Salmon sperm (200 )
(10 dakika kaynatilip, 5 dakika buzda sogutulup en son ilave edildi)

Northern blotlarimn  bulundugu naylonlara yaklasitk 5 ml

solisyon eklendi. Blotlar yeniden naylonla kaplanarak 42°C’lik
sallanan su banyosunda gece boyunca birakildi (63).

2.12. ¢cDNA’nm Radyoaktid Isaretlenmesi

c¢DNA proplarmin radyoaktif isaretierinin Random Primed DNA

Labelling Kit (Boehringer) kullanilarak yapildi. ¢cDNA -20°C’den
cikarilip 10 dakika kaynatildi ve 5 dakika buzda sogutuldu.

dGTP (1 ul)
dATP (1)
dTTP (1 ul)
Reaksiyon karigim (2 pl)
Steril H2O (5 ul)
DN{\ polimeraz 1 Klenow fragmenti (1 pl)
(aP7) dCTP (5 ul)

tiipe konularak 30 dakika 37°C’de birakild: (63).
2.13. Kolon Kromatografisi ve Hibridizasyon

Pastor pipeti i¢ine yaklasik 1 c¢m uzunlugunda cam yiinii
yerlestirildi. Uzerine Biogel A (1.5 M) ilave edildi. 37°C’de birakilan

proba, 20 ul prob boya kansimi (dye mix) eklendi. Tamami hava
kabarcigr olmayak sekilde kolondan gegirildi. Mavi renk olusturan

isaretli probdan yaklasik 500 ul bir eppendorf tiiptine toplandi.
Toplanan prob 10 dakika siireyle kaynatildi ve 5 dakika buzda
sogutuldu. Hibridizasyon tamponu igeren blotlarin her birine radyoaktif

isaretli probdan 1:<><106 cpm/mi konsantrasyonda olacak sekilde eklendi.
40°C°lik su banyosunda gece boyunca birakildi.

Blotlar ertesi giin naylonlarmdan ¢ikarilarak 2 x SSC/% 0.1 SDS
soliisyonunda oda sicakhgimda 30 dakika siireyle yikandi. Daha sonra
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ayn soliisyonda 60°C’lik sallanan su banyosunda 30 dakika birakild,
Bu agamadan sonra 0.5 SSC/% 0.1 SDS ve 0.1 SSC/% 0.1 SDS ile

60°C*de iki yikama daha yapilds.

Blotlar sayagta kontrol edilerek, yikamanm yeterli oldugu
distiniildiginde naylonla kaplanip, intensifiye ekranlt kasetler iginde

(RPN 6 Hyperfilm MP 18x24 cm) ekspoze edildi, -70°C’ye kaldirild.
Ekspozisyon zamam 1-15 giindii (63).

2.14. 28S rRNA’nin Radyoaktif isaretlenmesi
Blotlann normalizasyomunu degerlendirebilmek igcin 2.127deki

islemler bir kez de 28S rRNA i¢in uygulandi. Radyoaktif olarak
isaretlenen  28S tRNA blotlann naylonla kaplanarak ayni film

kasetlerinde -70°C’ye kaldirildr.
2.1.5. Istatistiksel Analiz

Cahigmanin 1statistikleri Student t testi ile yapilmistar.



BULGULAR

Calisma grubuna, yeni tam alms ve herhangi bir tedavi
baglanmanus akut lenfoblastik 16semili (4), akut myelositer 16semili (4)
hastalar ile sagliklt kontrol grubu (5) olmak Ulzere toplam 13 &rnek
dahil edilmistir.

3.1 Hastalarm Ozellikleri ve Akim Sitometri Sonuclar

Hastalarin periferik kan ve kemik iligi 6rmeklerinden Sekil 2.2°de

anlatildigi gibi blotlar elde edildi. Bunlar mouse antihuman CDsg

(MEMA43 Serotec) flouresan antikoru ile isaretlenerek Zeiss flouresan
mikroskobunda 100’1tk biiytitmede incelendi (Sekil 3.1).

Elde edilen blastlarin daba sonra Bolim 2.3’de anlatildign gibi
akim sitometrik incelemeleri yapildi.

3.1.1. Akuat Lenfoblastik Losemi Hastalarm Ozellikleri
Bu gruba 3’0 kadin, 171 erkek olmak tizere toplam 4 ALL’1i hasta
dahil edildi. Bu grubun vyas ortalamalart 29.8x11 idi. Periferik

yaymalarmda blast oranm1 % 80’in tzerinde olan hastalar ¢alismaya
alind1 (Tablo 3.1).
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Sekil 3.1. CDsg (MEM43) monoklonal antikoruyla isaretlenen [osemik
blast hicrelerinin - fluoresan  mikroskopta 100°lak  bityiitmedeki
goriintiler
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Tablo 3.1. ALL hasta grubunun yas, cinsiyet dagilimi ile deneylerde
kullanilan ornek tipi belirtilmigtir.

Hasta No Yas Cinsiyet Ornek
1 44 Kadm Periferik kan
2 25 Kadm Periferik kan
3 18 Erkek Periferik kan
4 32 Kadin Periferik kan
N 4 4 4

~ N: Ornek sayisi



Aym hasta grubunun CDso proteinlerinin  hiicre  yiizey
ckspresyonlarinin  akim sifometrik incelemeleri  yapilmistir.  Bu
incelemede ortaya ¢ikan sonuglar Tablo 3.2°de gosterilmistir,

Tablo 3.2.ALL hasta grubunun beyaz kiire sayisi, drneklerdeki blast

orant ve CDsg proteinlerinin hiicre ylizey ekspresyonlarmim
alkam sitometrik anahiz sonuglar:

Hasta No Beyaz kiire Blast orani CDso
(mm®) (%) (%)
1 22000 80 90
2 6200 80 82
3 19800 80 43
4 3600 51
o 66.5
SEM 11.4
STD 22.99
N 4

SEM: Ortalamanin standart hatasi
STD: Standart hata
N: Ornek sayist
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3.1.2. Akut Myeloblastik Losemili Hastalarm Ozellikleri

Bu gruba 27si kadm, 2’°si erkek olmak tizere toplam 4 AML’l
hasta dahil edildi. Bu grubun yag ortalamalart 52+18.7 idi. Periferik
yaymalarinda blast orant % 80’in fizerinde olan hastalar ¢alismaya
alindi. Bu hastalarm 6zellikleri Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: AML hasta grubunun yas, cinsivet dagilim ile
deneylerde kullanilan 6mek tipi

Hasta No Yas Cinsiyet Ornek

1 54 Kadn Periferik kan
2 25 Erkek Kemik iligi
3 66 Kadm Kemik iligi
4 63 Erkek Periferik kan
N 4 4 4

N: Omnek sayisi
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Aym hasta grubunun CDsg proteinlerinin hiicre yizey akim
sitometrik ekspresyonlannin incelemeleri vapilmistir. Bu  analizde
ortaya ¢ikan sonuglar Tablo 3.4°de gosterilmistir,

Tablo 3.4. AML grubuna ait beyaz kiire sayisi, ormeklerdeki blast oram
ve CDsg proteinlerinin hiicre yiizey ekspresyonlarmmn analiz

sonuglart,

Hasta No Beyaz kiire Blast oram CDsg
(mm”) (%) (%)

1 38300 100 32

2 41000 91

3 17000 68

4 90600 100 31

Ort 55.5

SEM 14.6

STD 29.26

N 4

SEM: Ortalamanin standart hatast
STD: Standart hata

N: Ornek sayisi
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3.1.3. Kontrol Grubunun Ozellikleri

Kontrol grubuna laboratuvarimz c¢alisanlarindan saglikli 5 kisi
dahil edildi. Bunlarin 371 erkek, 2’si kadmdtr ve yas ortalamalan

29.8+3.7 idi. Bu gruba ait 6zellikler ve CDso prpteinlerinin hiicre yizey
ckspresyonlannm  akim  sitometrik analiz  sonuglart Tablo 3.57de
gosterilmigtir.

Tablo 3.5. Saglikli kontrol grubunun cins, yas dagihimlar: ve CDsg
proteinlerinin hiicre ytizey ekspresyonlarmim akim
sitometrik analiz sonugiari.

Kontrol No Cins Yas CDs9 (%)
[ Erkek 23 86

2 Erkek 33 87

3 Erkek 31 51

5 Kadm 29 34

5 Kadm 33 51

Ort 61.8
SEM 10.5
STD 23.59
N 5
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Akim sitometri teknigiyle CDs¢ proteinlerinin hiicre yiizey
ekspresyonlan her 3 grupta da analiz edilmistir. Her 3 grup iginde bu
analizlere birer dmek olarak Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4 de
verilmistir,

ONE PARAMETER STATISTICS
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Her grup kendi aralarmnda istatistiksel olarak karsiastinldi. ALL

hasta grubunun CDso proteinlerinin hiicre yiizey ekspresyon degerleri
66.5+£22.99 iken, AML grubunun 55.5+29.26 idi ve ikisi arasinda
istatistiksel anlamlt bir fark bulunamadi (p=0.576).

AML grubunun CDso ekspresyon degerleri (55.5£29.26) ile

kontrol grubunun CDsg ekspresyon degerleri (61.8423.59) arasinda da
anlamli bir fark saptanmadi (p=0.730)

ALL grubunun CDsg ckspresyon degerleri (66.3+22.99) iie

kontrol grubumm CDs¢ ekspresyon degerleri (61.8+23.59) arasinda
istatistiksel olarak anlamlt bir fark yoktu (p=0.773).

Sonug olarak; her 3 grubun CDs¢ proteinlerinin hiicre yilizey
ekspresyonlarmin akim sitometrik incelemelerinde ekspresyon degerleri
AMIL grubunda olmasma karsmn istatistiksel anlamli bir fark
saptanamamustir (Grafik 3.1).

Grafik 3.1. Gruplardaki CDsg diizeyleri
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Grafik 3.1. CDs9 kompleman diizenleyici proteinin ALL, AML ve

kontrol grubunda elde edilen dmeklerdeki hiicre ylizey ekspresyon
degerlen



3.2. Klonlasmis Hibridizasyon Problarmin Hazirlanmasa

Daha onceden boliim 2.8°de anlatildign gibi elde edilen plazmid
DNA’lan uygun restriksiyon endoniikleazi Xbal ile kesildi. 1.2 kb’lik
bir insert cDNA elde edildi (Sekil 3.5). Birinci kuyucuga DNA maker
yerlestirildi (Sekil 3.6).

3.3 CDsg Molekiiler Tekniklerle ir!celenmesi ve Sonuglari

Klonlasmis hibridizasyon problart, random prime isaretleme kiti
kullanilarak isaretlendi. Hastalardan ve saglikli kisilerden alinan
periferik kan ve kemik iligi orneklerinden elde edilen total hiicresel
RNA’lardan hazirlanan Northern blotlar, radyoaktif olarak isaretli

CDso cDNA’]an ile hibridizasyona tabi tutuldu.

X-Ray filmler 7. ve 15. gimlerde incelendi ve CDsg cDNA
msert’1 dogru bityiiklilkte ve ¢cDNA’nin random prime isaretlenmesi

gayet bagarili olmasina ragmen otoradlarda hi¢ bir banda rastlanmadi
(Sekil 3.7).

Ayni  blotlar mnormahzasyon amaciyla 285 T1RNA 1le
saretlendiginde ise mMRNA ekspresyonu izlendi (Sekil 3.8). Bu
mRNA’larin degrede olmadigimi ancak ekspresyonunun cok dusiik
olmasi nedeniyle saptanamadigm distindiirmektedir.
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Sekil 3.5. DNA jel elektroforezinde kullanilan DNA ladder (marker)
[ 2kb

12 3 45 6 7 8

Sekil 3.6. DNA min disiik erime noktals jel elektroforezi
I numarali kuyuda DNA marker bulunmaktadir. 7 ve 8 numaral

kuyularda CDsg’un Xbal restriksiyon enzimi ile kesilmesinden sonra
olusan [.2 kb’lik insert DNA izlenmektedir. Diger kuyulardaki

CDsg’lar enzimie kesilmemistir,
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Sekil 3.7. CDsg probuyla isaretlenmis Northern blottan [5 glin

-

bekletildikten sonra elde edilen otoradyografi 6rnegi.

Sekil 3.8 285 rRNA’ya ait otoradyografi drneg;



TARTISMA ve SONUC

Kompleman sisteminin en ¢nemli fonksiyonlarindan biri; yabanct
hiicrelerin, wirtisle enfekte hiicrelerin ve 'tiimoér hiicrelerinin lizise
ugratiimasidir. Bu sitolitik olaylar; 20 kadar plazma proteininin kiasik
ve alternatif yollardan biriyle ardarda aktive olmasiyla gerceklesir. Bu
yollarin son asamalart ortaktir ve MAK olusumuyla sonuglanir.
MAK’m membranda meydana getirdigi por, plazma membrannin 2
lipid tabakas1 arasina girerek hedef hiicre lizisine yol agar (29).

Kompleman komponentleri; konakgr hiicreleriyle de iliskiye
girerek hasar gérmelerine neden olabilir. Ancak bu olay; plazma va da
membran proteinlerinden olusan “kompleman sistemini diizenleyici
proteinler” adi verilen bir grup inhibitor protein tarafindan engellenir.

Kompleman imhibitérlerinin mRNA’lariin, timér hilcrelerinde
fazla miktarda eksprese edildigi ve bu hiicrelerin relatif olarak antikora
bagimh kompleman sitotoksisitesine karsi daha direngli oldugu
gozlenmistir.  Dolayisiyla bu  mRNA’lar  tarafindan  kodlanan
proteinlerin komplemana baglh sitolizde tiimér direncini arttirabilecegini
disimdiirmustiir (29, 64),

Bu konudaki cahsmalar  ozellikle solid  tiimorlerde
yogunlastirdnustir. Kumar ve arkadaslart (29) yaptiklarn c¢alismada;

CDsg, DAF ve SP-40,40 mRNA ekspresyonlanm arastirmislar ve bazi

akciger kanserleri disinda CDsg ekspresyonunun ¢ogu tiumor tiplerinde,
normal hiicrelere oranla daha fazla oldugunu goéstermislerdir. DAF ve
SP-40,40 ekspresyonlart ise; tumor hiicre gruplarmda farkiihk
gostermektedir.  Akciger adenokarsinomu ve  yasst  hicreli
karsinomlarinda DAF ekspresyonu artmigken; kondrosarkom, basg
boyun yasst hiicreli karsinomlari ve glioblastome multiforme gibi
timorlerde SP-40,40 ekspresyonunu artmis olarak saptamiglardir.

Seya ve arkadaslani (65), pek ¢ok defisik hiicre gruplarmda
MCP ekspresyonlarmimn, normal hiicrelere oranla 2-8 kat artnus olarak
bulmuglardir. Ekspresyondaki bu artisin  timér hiicrelerine  kars:
kompleman atagimi inhtbe ettigini, dolayisiyla da dolasimdaki
omiirlerinin uzayabilecegini ilert siirmiiglerdir. Bununla birlikte MCP
ekspresyonlarinm ttimér hiicreleriim farklhilagmast siiresince azaldigl ve
hastaligm prognozuyla da ilgili olabilecegi glirigini savummuslardir.
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Aym c¢ahsmada; verdikleri rekombinant G-CSF tedavisiyle myeloid
hiicrelerin, hemin tedavisiyle de K-562 eritroblastik hiicre grubunun
MCP ekspresyonlarinin azaldigim, akim sitometrik incelemelerinde
belirlemislerdir. Bu tedavilerin tiumdriin kompleman hasarina olan
direncini azaltnug olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Marchkbank ve arkadaslart (66); K-562 hticre gruplarinda CDsg
ekspresyonu  oldugunu ve bu ekspresyonun uygun monoklonal
antikorlar ile bloke edildiginde, bu hiicrelerde kompleman atagma kars
direncin azalmakta oldugunu gostermislerdir.

Cheung ve arkadaglart (67), melanoma hiicrelerinde DAF
ekspresyonunu incelenmislerdir. Daha sonra anti-DAF monoklonal
antikor ile muamele ettikleri timor hiicrelerinde gerileme oldugunu
saptanmuslardir. Bu bulguya dayanarak da, kompleman diizenleyici
proteinlerin  ekspresyonlarmm  baskilanmasmmn  ttimdr  hiicrelerinti
immunoterapisinde kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.

Hakulinen ve arkadaslari (68); solid meme tiimérlerinde CDsg
ckspresyonunu immiiflouresan mikroskop kullanarak aragtirmislardir,
Immimnafinite  kromatografisi  kullanarak  tomér  hiicrelerinin
membraniarmdan CDsq*u izole etmiglerdir. Sonugta, tiim solid meme
timorlerinin benzer yapi ve dzellikle CDso eksprese ettigini ve in-vitro

olarak CDsg spesifik monoklonal antikorlarla bloke edildiginde timor
hiicrelerinin lizisinde belirgin artss oldugunu gosterebilmislerdir. Gorter
ve arkadaglann da (69), renal hicre karsinomlan Gzerindeki

cahsmalarmda DAF, CRI ve CDso c¢kspresyon artiglarim
saptamislardir,

Bjorge ve arkadaglan (70) diger bir vaklasimla; az differansiye
kolon adenokarsinomlarinda CDsgo ckspresyonunun en yiiksck oranda
oldugunu, dolayisiyla da, bir diferansiasyon isareti olabilecegini ileri
sturmiislerdir. Ayrica Levamizol tedavisi verdikleri hastalarda da bu

ekspresyonun diistagini, kolon karsinomu rélaps oranin daha da
azaldiguu saptamislardir (71).

Hematolojik malignitelerde kompleman diizenleyici proteinlerle
ilgili calismalar azdir. Seya ve arkadaslar (65), losemik hiicre grubunda
MCP ekspresyonunu 2-8 kez artis, bazi lenfoid hiicre gruplarinda da
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normal hiicrelere oranla azalmig olarak akim sitometri ile
saptamislardir,

Tomako ve arkadaslar (72), hematolojik malignitelerin ¢ogunda
CR1 ckspresyonlarini azalmis olarak bulmuglardir. Kronik lenfositer
losemilerde ise; MCP ekspresyonunun belirgin olarak artmus, DAF
ekspresyonunu da duistk olarak saptamuslardir.

Marinov ve arkadaglan (73) yaptiklan ¢aligmada, Non T-ALL,
T-ALL, AML, B-KLL (kronik lenfositer losemi), KML (kronik
miyelositer 1osemi), AML gibi degisik 16semi alt gruplarnda, toplam 68

hastada diger birka¢ adezyon molekiiliiyle birlikte CDsg ekspresyonunu
da akim sitometri yontemiyle incelemislerdir. Sonugta bu ekspresyonun
heterojen oldugunu ve l6semi alt gruplanyla birlikte herhangi bir
korelasyon olmadigmu ileri sirmiglerdir. Bizim de yaptigimz

caligmada, ALL (n=5) ve AML (n=4) hasta gruplarinda CDso
ekspresyonu agismdan herhangi bir farklhiliga rastlanamad.

Gerek solid, gerekse hematolojik malignitelerde kompleman
diizenleyici proteinlerin ekspresyonundaki bu farkhliklar, antijenik ve
klinik heterojeniteyle uyumludur. Neoplastik transformasyonla birlikte
ekspresyonlarda gorillen  degisiklikler gen transkripsiyonlarindaki
azalmaya vyonelik diuzenlemelerle iliskili olabilir. Marchbank ve

arkadaglan  (66), CDso’un K-562 hiicrelerindeki ekspresyonuna
PMA’nmn etkisini arastirdiklarmda; PMA ile muamele edilen bu
hiicrelerde ckspresyonda belirgin bir arttg saptamislardir. Bir protein
sentez inhibitorii olan Aktinomisin D ile muamele edilen hiicrelerde

CDsg ekspresyonlarinin biiyiik oranda inhibe olmasi PMA nin etkisinin
esas olarak transkripsiyonal dizeyde oldugunu distndiirmektedir.

Bu ¢alismamiza bagladigimizda literatiirde; saglikli kisilerle, akut

ve kronik 1dsemili hasta gruplarinda CDsg ekspresyonlanim protein ve
MRNA diizeyinde arastiran bir ¢alismaya rastlayamadik. Caligmamizda,

losemili blast hticrelerinin yuzeyindeki CDs9 protein ekspresyonlari
akim sitometri ve gen ekspresyonlari da, Northern blot yontemiyle
saptandi. Sonugta AMI. ve ALL hasta gruplartyla, saglikli kontrol
grubu arasmda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamamgtir. Bu
bulgu Marinov ve arkadaglarinin ¢caligmasiyla uyum saglamaktadir.

68



Ancak; bu ¢aligmaya paralel olarak laboratuvarimizda siirdiriilen
bir baska arastirmada; ALL (8), AML (13) ve saglikl (7) kisilerde hem

CDsg, hem de diger kompleman diizenleyici proteinler olan MCP,
DAF, CR1 ekspresyonlar akim sitometrik olarak incelendiginde; CR1
ve DAF ekspresyonu ALL grubunda belirgin olarak diisik bulunmustur,
Diger parametrelerde ise gruplar arasimda bir fark saptanamanustir (74).

Bu calisma genigletilip, hasta grubu arttirildiginda ise; AML (14),
ALL (11), kontrol (15) gruplarinda; DAY, hem ALL, hem de AML
grubunda anlamh bir sckilde azalmis olarak bulundu. MCP, ALL

grubunda azalmis olarak saptandi, CDso AML grubunda biraz daha
diistik bulundu. Ancak en belirgin fark, AML grubunda CR1 proteinin
ekspresyonlarinda saptandi. Daha onceki ¢alismalarda da, CRI1
proteininin bir matiirasyon protemi olma olasilifn ileri stirtilmigti (72).
Bizim ¢aligmamizda CR1 basta olmak tzere, kompleman diizenleyici
proteinlerinin  blast hiicre yiizeyindeki ekspresyonlarmim  azaldigi
yontndedir. Dolayisiyla bunlarin birer onkogenez isareti olma ihtimali

56z konusudur. Ancak CDjs¢ igin bu fark belirgin degildir.

Ozet olarak; cahsmamizda CDso’un 16semik blast yiizeylerindeki
ckspresyonlan, akim sitometrik yontemlerle incelendiginde her 3 grup
arasinda anlaml bir farka rastlanamadi. Protein ekspresyonu olmasma
ragmen otoradyografi de herhangi bir ekpresyonun gosterilememesi,

CDso’in  gen diizeyindeki ekspresyonunun ¢ok disik oldugunu
dogiindiirmektedir. Bu calisma yapiidigl sirada, laboratuvarimizda PCR
(polimeraz chain reaction, polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle
¢alisma olanagmmiz olmadigindan zorunlu olarak daha az duyarli bu
yontemler kullantlmigtir. Aym arastrmanin  daha genis bir hasta
grubunda ve RT-PCR yontemi kullanilarak yapilmasi halinde, 1ésemik
blast hiicreleri ve kompleman biyolojisine daha fazla katkida
bulunulmast miimkiin olacaktir.
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