Hucre Yuzey Antijenleri



Her hucrenin yuzeyinde kendine




Hucre yuzey proteinleri farkl
yapisal ozellikler gosterir
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Tip | Tip li Hlcre zarini birkag kez gecgenler

Bazilari su kanallari olusturur
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Sekil 1 Bes tip membran proteininin sematik gorinumu:

(1) Tip-l membran protein,

(1) Tip-1l membran protein,

(111) cok gecisli transmembran protein,

(IV) lipid bagi ile tutunan membran proteini, ve (V) GPl-araciligi ile tutunan
membran proteini.

Xiao-Guang Yang, Rui-Yan Luo, Zhi-Ping Feng
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2006.12.004



Structure of the plasma membane
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Tip | Transmembran Proteinler

Sitoplazmada COOH(karboksil) kismi (y)
Hucre disinda NH2(amino) kismi bulunur. —1.
Fonksiyonlari —

— Hucre yuzey reseptorleri

— Ligandlar (hucre hucre etkilesiminde, sinyallerin
iletiminde onemli)

Pek cogu immunglobulin ailesinden
Orn: T-hiicre reseptoriu (TCRalfa/beta)




Tip Il Transmembran proteinler

* NH2 (amino) kismi hucre icinde,
COOH(karboksil) ucu hucre disinda

* Hucre icindeki bolumleri kisadir

* Hucre yuzeyinden
salinabilirler(serbestlesebilir).




Tip Il Transmembran proteinler

* Plazma membranini birden fazla kez gecebilir
(caprazlayabilir).

« Orn:
— Coklu ila¢ direnci proteinleri
— B hucrelerdeki CD20 kasiyum kanali
olusturur.




Tip IV ve Tip V

* Hucre zarini gegmezler

 COOH uclari ile Plazma membranina
tutunurlar. ( lipidler veya Glikozil-
fosfoinozitol(GPI) capasini kullanirlar)




Hucre yuzey proteinleri

Fonksiyonlari
Hucre hucre iligkisi

Sinyal iletimi
Molekullerin, iyonlarin, suyun tasinmasi

Hucre yuzey butunlugunu saglamak ve
hucreyi dis etkilerden korumak

Hucrelerin kimlikleri olarak da rol alirlar

Fonksiyonlari tasidiklari uniteler, yapilari
ile yakindan iligkilidir



* Her hucre tipinin yuzeyinde kendine ozgu
proteinler (HuUcre yuzey antijenlerti)
bulunur.

* Monoklonal antikorlar kullanilarak
hucrelerin yuzeyindeki bu antijenler
belirlenebillir.

* Bu antijenleri tanimlamak igin Cluster of
differantiation (CD) ifadesini takip eden
rakamlar kullanilir



CD Nomenklatur

Hucre tipi

Antijen

CD1a Kortikal timositler, B B2 mG ve MHC benzeri proteinlere
hicreler ve Dendritik tutunabilir
hlcre alt gruplari
CD2 T ve NK Eritrositlerle rozet yapan bu molekuldur
CD3 Olgun T hucreler T hicre reseptoru (TCR) ile iligskide
CD4 Helper T hucreler, MHC Il icin reseptor rolt var
monositler, immatur
miyeloid hucreler
CD5 Timositler, olgun T, B hicre | T hlcre cogalmasi ile iligkili
alt gruplari
CD7 T, NK hucreler, bazi geng 40 kD protein
miyeloid hucreler
CD8 Sitotoksik T, NK hucre alt MHC | icin reseptordur
grubu
CD10 Oncl B hiicreler, nétrofilller | ndtral endopeptidaz
CD11b Monosit, Notrofil, NK hicre | Adezyon molekdlu.
CD11c Monosit, Notrofil, NK, B Adezyon
hlcre alt gruplari
CD13 Miyeloid hucreler Aminopeptidaz N
CD14 Monositler LPS (Lipopolisakkarit) Reseptor
CD15 Notrofil X-haoten. 3-fucosvl asetvl laktosamine




Key Markers - Human

Key Markers - Mouse

D3 CD3
T Cell D4 CD4
D8 CD8
CD45R/B220
B Cell - Eg;g D19
CD22 (B cell activation marker)
" A D11 o1
— [+ [&
Dendritic Cell iy il
NK Cell CDS6 D335 (NKp46)
Stem Cell/ CD34 D34
Precursnr hemeatopostic sterm cell only hematopoetic stem call anly
Macrophage/ CD14 CD11b/ Mac-1
Monocyte CD33 Ly-71 (F4/80)
CDB6b
Granulocyte _ CD66b Gr-1Ly8G
y6C
CD41
CD41 ;
Platelet CDS61 LB eyt 435
CD9
Chg CD62P (activated platelets)
CD235a
Erythrocyte . D235 v
CD146 MECA-32
Endothelial Cell -—4&,';_( CD146 CCD[;;S
" CD62E (activated endothelial cells)
Epithelial Cell e CD236 CD326 (EPCAMT)



Normal B Hucre Gelisimi

immatir  Immatir — Immatir  pntjen  Follikiler pargingl  Plazma
Erken orta gec gdérmemis merkez o hucre

CD45
TdT
CD34
CD10
CD35
CDI9
CD20
CD22
HLA-DR
IgD
IgM
Kappa
Lambda

Wood and Borowitz (2006) Henry’s Laboratory Medicine

XVI Uygulamali FCM Egitimi, Haziran 2010



Normal T Hucre Gelisimi

Protimosit Immatar Timosit olgun Olgun

timosit Timosit T Hyjcre

CD45

CD34
TdT
CD7
CD2
CD5

cCD3
CD4
CDS
CD3
TCR

Wood and Borowitz (2006) Henry’s Laboratory Medicine

XVI Uygulamali FCM Egitimi, Haziran 2010



Normal Granulosit Gelisimi

CD45
CD34
CDI117
CDI13
CD33
CD66b
CD64
CD15
CD65
CDI11b
CDllc
CD66a
CD24
CDI16
CD35
CD87
CD14
CDI10

Blast promiyelosit - miyelosit metamiyelosit _ Pant | natrofil

Wood and Borowitz (2006) Henry’s Laboratory Methods

XVI Uygulamali FCM Egitimi, Haziran 2010



Naormal Monne<it (Aelicimi

Blast Promonosit monosit

CD45
CD34
D13
CD33
HLA-DR
CD64
CD15
CDIl1b
CD36
CD4
CDl14
CDI6

Wood and Borowitz (2006) Henry’s Laboratory Methods

XVI Uygulamali FCM Egitimi, Haziran 2010



Normal Eritrosit Gelisimi

Blast _ proeritroblast  Bazofilik Poly/Ortho Retikulosit . ©Olgun
CD45 eritrosit

CD34

HLA-DR

CD38

CDI117

CD71 e &
CD36

Wood and Borowitz (2006) Henry’s Laboratory Medicine

XVI Uygulamali FCM Egitimi, Haziran 2010






 Poliklonal

« Monoklonal

Antikorlar




Monoklonal antikorlar, tek bir hucre serisinin
urettigi tek bir antijene ozgun olan antikorlardir

Monoklonal Antikor Uretimi
\Q‘ﬂijen Dalak h[]cres5)0 » Plazma hiicres

HAT medium

Hucrelerin fl'jzyonu gerceklesir

&

Tek tip hucrenin ¢gogalmasi (klonal hicre)

Hybndoma

-1l

Birlesmemis veya
birbiri ile birlesmis dalak ells

%I(/‘\]( (/\(/\f’ hiicreleri 8lar

B|rIe§.mem|§. veya
birbiri ile birlesmis plazma

YA

hicreleri olur

YA \ ¥ L
) y . . n specificity Cell Death Cell Death
Sadece verilen antijene 6zgu antikor .
gelistiren hlcreler gogalir Cogalir
HGPRT: hipoksantin fosforibozil transferaz, HAT: Hipoksantin Aminopterin Timidin




Hatirlatma:
Hucre yuzey proteinleri Fonksiyonlari

* Hucre hucre iligkisi

« Sinyal iletimi

* Molekullerin, iyonlarin, suyun tasinmasi

« Hucre yuzey butunlugunu saglamak ve hucreyi dis
etkilerden korumak

« Hucrelerin kimliklerini belirlemede kullanihirlar

* Fonksiyonlari tagidiklari Gniteler, yapilari ile yakindan
iligkilidir




Yuzey Antijenleri, Hucreleri tanimak icin kullantlir

— Tum Iokositler CD45 pozitiftir.
— CD3 T lenfositlerde bulunur
« CD4 T helper, CD8 Tsitotoksik olanlarda
— CD19, CD20 B lenfositlerde
— CD33, CD14, Monositlerde (CD16 zayif+)
— CD33, CD16 Granulositlerde
— CD41, CD42, CD61, CD62 trombositlerde (CD45 yok)
— CD71, CD36 eritrositlerde (CD45 yok)

« Bu molekuler cesitli yontemler ile belirlenebilirler.
— Akim sitometri
— Immunhistokimyasal boyalar

Bu molekullerin bir kacginin pozitif ve negatifligine gore
hucre tiplerini ayirt edebiliriz.



CD Nomenklatur

Hucre tipi

Antijen

CD1a Kortikal timositler, B B2 mG ve MHC benzeri proteinlere
hicreler ve Dendritik tutunabilir
hlcre alt gruplari
CD2 T ve NK Eritrositlerle rozet yapan bu molekuldur
CD3 Olgun T hucreler T hicre reseptoru (TCR) ile iligskide
CD4 Helper T hucreler, MHC Il icin reseptor rolt var
monositler, immatur
miyeloid hucreler
CD5 Timositler, olgun T, B hicre | T hlcre cogalmasi ile iligkili
alt gruplari
CD7 T, NK hucreler, bazi geng 40 kD protein
miyeloid hucreler
CD8 Sitotoksik T, NK hucre alt MHC | icin reseptordur
grubu
CD10 Oncl B hiicreler, nétrofilller | ndtral endopeptidaz
CD11b Monosit, Notrofil, NK hicre | Adezyon molekdlu.
CD11c Monosit, Notrofil, NK, B Adezyon
hlcre alt gruplari
CD13 Miyeloid hucreler Aminopeptidaz N
CD14 Monositler LPS (Lipopolisakkarit) Reseptor
CD15 Notrofil X-haoten. 3-fucosvl asetvl laktosamine




Akan Hucre Olger




Akan Hucre Olger

Hucreler floresanla isaretli antikorlar ile isaretlendikten sonra lazer 6ninden gegirilir
ve verdikleri sinyaller kaydedilerek toplanan veriler biIgisayagg_’amgggerlendirilir
FLA (PCS)




ornek
4 Taslyici sivi

Su kanali

Lazer 1s1g1 6ninden gecgerken
hucre yuzey proteinlerine
tutunmus floresan veren
boyalar araciligiyla olusan
floresan sinyaller belirlenir




Islemler***

Hucrelerin monoklonal antikorlar ile

1Sa retlenmesi (hUcre ve antikor bir tiipe eklenerek bekletilir . Bu
surede hucre yuzeyindeki bir antijene uygun bir antikor varsa bu antikor

0zgun oldugu antijene /hlcreye baglamr)

Yikama ile baglanmayan antikorlarin
hucreden uzaklastirilmasi (santrifij edip stteki siv

dokulip PBS tamponu eklenerek tekrar santriflij edilerek yapilir)

Hucrelerin lazer onunden gecirilmesi ve
olusturduklari sinyalerin toplanmasi

Toplanan Sinyallerin/verilerin analiz
edilmesi



Deney Tupu

Floresanla isaretli
Antikorlar
CD5 Anti CD 3.kirmizi
Anti CD 4.yesil

Anti CD5.m

Hlcrenin ne renk sinya esini beklersiniz?




Isik Sacilimi

One gegen Isik
Hucre capi ile iliskili

ISIK

i

Dik aci ile kirillan 1s1k:
Hucrenin i¢ yapisi ile iligkili



Hucrenin floresan, i1sik sacilim ozellikler:

Hucrenin kimligi ve yasi ile iligkilidir
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Hucrenin floresan ozellikleri
Hucrenin kimligi ve yasi ile iliskili

Ornek: Miyelomonositer Seri Hiicrelerde Antijen Dagilimi

ITHY Hiicreler geng ve olgun hallerinde farkli yuzey molekulleri tagirlar
CD 13
CD65
CFU-GM CD11b

PROGRANULOCYTE CD16

e @ @ © g o

&

MYELOCYTE  mETA-
MYELOBLAST MYELOCYTE

HLA-DR
CD34

CD33

CD38

CD71
Kaynak:Purdue Cytometry Labs



Boyama Teknikleri

Dogrudan Dolayll Antijene 0zgun olmayan

Fc reseptor

S

mab1
Hizli ve cok parametreyi Ayni anda birden fazla o
birarada degerlendirmeye  parametre icin bu yontem  Tesbit edilen floresan,
uygun kullanilamaz hatali sinyaldir Antikor

antijene baglanmamistir



FITC

PE
ECD
PC5

PerCP)/
APC

Florokromlar

Florokrom Eksitasyon

488 nm
488 nm
488 nm
488 nm
488 nm
613 nm

Emisyon

520 nm
578 nm
613 nm
668 nm
688 nm
665 nm

Molekiil Ag.

389 Da
240 000 Da
250 000 Da
105 000 Da

35 000 Da
105 000 Da



Fluorokrom Seceneklers

Laser

80m £1TC ECD PC5 PerCP

emission

500 600 700
wavelength



Sinyallerin analizi: Dot-Plot

Isik sacilimi:
Morfoloji hakkinda
bilgi verir

TR Ei

Iki renkli analiz:
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Parametre 2

S5C

ARANAAL
AXANAANAAA
ANANIAANAA

AAANAAL FSC

AXAAN

Parametre 1

|: parametre 1ve 2 yok, Il : sadece parametre 2 var, lll: sadece parametre | var,
IV: parametre 1 ve 2 birlikte varlar



Number of cells

Verilerin Analizi
Histogram

% Negatif & % Pozitif hiicreler

Antijen yogunlugu ~ “Mean Fluorescence Intensity”
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Cell counts
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* Analizler yapilirken:

Hucrelerin genc ve olgun tipleri farkli antijenleri
tasiyabilir, gencken tasidiklarini kaybedebilir,
siddeti azalabilir ya da artabilir. Gencken
tasimadiklarini olgunlastikgca kazanabilir, siddeti
azalabllir ya da artabillir

« Tasidiklari antijen ¢esidi(sayisi) kadar, bu cesitli
antijenlerin herbirinin miktarlari da degisebilir



Immun Fenotiplendirme
Hucre yuzey Antijenlerine bakarak hucrelerin
taninmasi, onlarin kimliklerinin, Kisiliklerinin
taninmasi islemi icin kullanilan bir tanimlamadir



