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Waschzettel Antikbrper T was ist wichtig?
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Geliefertes Reagenz
Anti-Human-WT1, 6F-H2, ist ein monoklonaler Mausantikérper und wird in flissiger Form als Gewebekulturiiberstand (mit fetalem bovinen
Serum) geliefert, der gegen 0,05 mol/L Tris-HCI, pH-Wert 7,2, dialysiert wurde und 0,015 mol/L NaN; enthalt.

Klon: 6F-H2'2 Isotyp: 19G:, Kappa
Maus-1gG-Konzentration mg/L: Siehe Produktetikett

Anti-Human-WT1 kann mit der LSAB-Methode in einer Verdannung von 1:50 fur formalinfixierte, paraffineingebettete Gewebeschnitten
verwendet werden. Bei diesem Verdinnungswert handelt es sich lediglich um eine Richtlinie; die optimalen Verdiinnungen soliten von
jedem einzelnen Labor bestimmt werden.

Immunogen
Verkiirztes menschliches, den N-terminalen Aminosauren 1-181 entsprechendes WT1-Protein'?

Spezifitét

Das altermative Spleiien des WT1-Transkriptionsgens resultiert in vier unterschiedlichen mRNA-Spezies, die in unterschiedlichen Mengen
vorliegen. Das erwartete Molekulargewicht des WT1-Proteins liegt je nach mRNA-Spezies zwischen 46 und 49 kD. Die aus Zellen
gewonnenen WT1-Proteine bewegen sich jedoch in SDS-PAGE zwischen 50 und 55 kD.* Monoklonales Maus-Anti-human WT1 (Anti-WT1)
erkennt ein Epitop, das sich in den 84 aminoterminalen Aminosauren von WT1 befindet. Anti-WT1 reagiert mit allen Isoformen des
vollstandigen WT1 und identifiziert ebenfalls Exon 2-freies WT1, das haufig in Untergruppen sporadischer Wilms-Tumore gefunden wird.
Mittels Immunprazipitationsassays wurde gezeigt, dass Anti-WT1 sowohl ungekurztes wie auch in vitro translatiertes WT1 erkennt  In
Westemn Blots von mit WT1 Baculovirus infizierten Zelllysaten detektiert Anti-WT1 ebenso unverkiirztes, denaturiertes WT1 (55 kD),’

Aufbewahrung

Bei 2-8 °C aufbewahren. Nach Ablauf des auf dem Flaschchen aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Werden die
Reagenzien nicht entsprechend den angegebenen Bedingungen aufbewahrt, missen die Bedingungen vom Anwender geprift werden. Es
gibt keine offensichtlichen Anzeichen fiir eine eventuelle Produktinstabilitat. Positiv- und Negativkontrollen soliten daher zur gleichen Zeit wie
die Patientenproben getestet werden. Falls es zu einer unerwarteten Farbung kommit, die sich nicht durch Unterschiede bei Laborverfahren
erklaren lasst und auf ein Problem mit dem Antikodrper hindeutet, ist der technische Kundendienst von Dako zu verstandigen.

Probenvorbereitung

Faraffinschnitte

Anti-Human-WT1 kann auf formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten genutzt werden. Gewebeschnitte sollten mit einer
0,4%igen Pepsinlosung in 0,2 N HCI 30 Minuten lang bei 37 °C vorbehandelt werden. Um eine bessere Haftung der Gewebeschnitte an den
Objekttragern zu gewdhrleisten, werden Silanized Slides (Code S3003) (silanisierte Objekttrdger) empfohlen.

Kryostatschnitte und Zellabstriche
Anti-Human-WT1 kann ebenfalls zur Farbung von Kryostatschnitten oder Zellabstrichen verwendet werden.

Farbeprozedur
Esist dem fiir das ausgewdhlte Detektionssystem empfohlenen Verfahren zu folgen

Interpretation des Farbeergebnisses
Anti-WT1 weist ein nukleares und/oder zytoplasmatisches zelluldres Farbemuster auf.

Leistungseigenschaften

Mormale Zellen

WT 1-mRNA wird stark in Geweben mesenchymalen Ursprungs exprimiert. Wahrend der Embryonal-Entwicklung wurde die Expression von
WT1 in folgenden menschlichen Geweben beobachtet: Niere und Milz, Mesoderm der Genitalleiste sowie die Mesothelauskleidung der
Zolomhahle und den sich darin befindlichen Organen.” Eine WT1-Genexpression in menschlichen erwachsenen Geweben wurde in Sertoli-
Zellen der Testes, Dezidualzellen des Uterus und in Granulosazellen der Ovarien beobachtet. In einer Anzahl weiterer Gewebe von
Erwachsenen wurden WT{-Transkripte nachgewiesen, darunter Pleura, Milz, Herz, Vorhaut, Endometrium und glomeruldres Epithel der
Niere.™® Antikdrper gegen WT1, einschlieBlich Klon 6F-H2, farben nachweislich das Zytoplasma der folgenden Normalzellen in einigen
Gewebeproben. Eine positive Féarbung zeigte sich als zytoplasmatische Farbung von Blutgefallen und von Bindegewebe der
Lungenblaschen.® Eine granuldre zytoplasmatische Farbung wurde ebenfalls in reifen Myelozyten beobachtet.™
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Geliefertes Reagenz
Anti-Human-WT1, 6F-H2, ist ein monoklonaler Mausantikérper und wird in flissiger Form als Gewebekulturiiberstand (mit fetalem bovinen
Serum) geliefert, der gegen 0,05 mol/L Tris-HCI, pH-Wert 7,2, dialysiert wurde und 0,015 mol/L NaN; enthalt.

Klon: 6F-H2'2 Isotyp: 1gG., Kappa
Maus-1gG-Konzentration mg/L: Siehe Produktetikett

Anti-Human-WT1 kann mit der LSAB-Methode in einer Verdannung von 1:50 fur formalinfixierte, paraffineingebettete Gewebeschnitten
verwendet werden. Bei diesem Verdinnungswert handelt es sich lediglich um eine Richtlinie; die optimalen Verdiinnungen soliten von
jedem einzelnen Labor bestimmt werden.

Immunogen
Verkiirztes menschliches, den N-terminalen Aminosauren 1-181 entsprechendes WT1-Protein'?

Spezifitét

Das altermative Spleiien des WT1-Transkriptionsgens resultiert in vier unterschiedlichen mRNA-Spezies, die in unterschiedlichen Mengen
vorliegen. Das erwartete Molekulargewicht des WT1-Proteins liegt je nach mRNA-Spezies zwischen 46 und 49 kD. Die aus Zellen
gewonnenen WT1-Proteine bewegen sich jedoch in SDS-PAGE zwischen 50 und 55 kD.* Monoklonales Maus-Anti-human WT1 (Anti-WT1)
erkennt ein Epitop, das sich in den 84 aminoterminalen Aminosauren von WT1 befindet. Anti-WT1 reagiert mit allen Isoformen des
vollstandigen WT1 und identifiziert ebenfalls Exon 2-freies WT1, das haufig in Untergruppen sporadischer Wilms-Tumore gefunden wird.
Mittels Immunprazipitationsassays wurde gezeigt, dass Anti-WT1 sowohl ungekurztes wie auch in vitro translatiertes WT1 erkennt  In
Westemn Blots von mit WT1 Baculovirus infizierten Zelllysaten detektiert Anti-WT1 ebenso unverkiirztes, denaturiertes WT1 (55 kD),’

Aufbewahrung

Bei 2-8 °C aufbewahren. Nach Ablauf des auf dem Flaschchen aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Werden die
Reagenzien nicht entsprechend den angegebenen Bedingungen aufbewahrt, missen die Bedingungen vom Anwender geprift werden. Es
gibt keine offensichtlichen Anzeichen fiir eine eventuelle Produktinstabilitat. Positiv- und Negativkontrollen sollten daher zur gleichen Zeit wie
die Patientenproben getestet werden. Falls es zu einer unerwarteten Farbung kommt, die sich nicht durch Unterschiede bei Laborverfahren
erklaren lasst und auf ein Problem mit dem Antikdrper hindeutet, ist der technische Kundendienst von Dako zu verstandigen.

Probenvorbereitung

Faraffinschnitte

Anti-Human-WT1 kann auf formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten genutzt werden. Gewebeschnitte sollten mit einer
0,4%igen Pepsinlosung in 0,2 N HCI 30 Minuten lang bei 37 °C vorbehandelt werden. Um eine bessere Haftung der Gewebeschnitte an den
Objekttragern zu gewdhrleisten, werden Silanized Slides (Code S3003) (silanisierte Objekttrdger) empfohlen.

Kryostatschnitte und Zellabstriche
Anti-Human-WT1 kann ebenfalls zur Farbung von Kryostatschnitten oder Zellabstrichen verwendet werden.

Féarbeprozedur
Esist dem fiir das ausgewdhlte Detektionssystem empfohlenen Verfahren zu folgen

Interpretation des Farbeergebnisses
Anti-WT1 weist ein nukleares und/oder zytoplasmatisches zellulares Farbemuster auf.

Leistungseigenschaften

Mormale Zellen

WT 1-mRNA wird stark in Geweben mesenchymalen Ursprungs exprimiert. Wahrend der Embryonal-Entwicklung wurde die Expression von
WT1 in folgenden menschlichen Geweben beobachtet: Niere und Milz, Mesoderm der Genitalleiste sowie die Mesothelauskleidung der
Zolomhahle und den sich darin befindlichen Organen.” Eine WT1-Genexpression in menschlichen erwachsenen Geweben wurde in Sertoli-
Zellen der Testes, Dezidualzellen des Uterus und in Granulosazellen der Ovarien beobachtet. In einer Anzahl weiterer Gewebe von
Erwachsenen wurden WT{-Transkripte nachgewiesen, darunter Pleura, Milz, Herz, Vorhaut, Endometrium und glomeruldres Epithel der
Niere.™® Antikdrper gegen WT1, einschlieBlich Klon 6F-H2, farben nachweislich das Zytoplasma der folgenden Normalzellen in einigen
Gewebeproben. Eine positive Féarbung zeigte sich als zytoplasmatische Farbung von Blutgefallen und von Bindegewebe der
Lungenblaschen.® Eine granuldre zytoplasmatische Farbung wurde ebenfalls in reifen Myelozyten beobachtet.™
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A human thymus-leukemia antigen defined by hybridoma

monoclonal antibodies
facete lvmphacytic leubemia ' eell surlsce) vasiar antigens)

RoNaLD LEVY, JEANETTE DNLLEY, RoBERT I Fox,

AND ROGER WARNKE

The Hersard Hughes bedical Imtstute Laboraieries, and fhe Drepartments of Medicine snd Pathclogy, Stanferd University Madics] Corter,

Semlord, Califomis e

Communicated by Hemry Kaples, fuly 2 1578

ABSTRALCT A series of meowee hybeidomas ptndu:lla:luo—
nochmal antibodies against human acste lrmphocytic leakemia
(ALL) eells was ;untrtbed.l.td wereened u-luum- speeiliciiy.
ﬂ.mwi 1200 pramary vultvms.ﬂ)pmluud an anl that
istinguizh b the & el wnd
am lwlomu:'ﬂ-hmpluﬂlrﬂmd cell line, Of lhﬁe two produced
i amvibseady ibat debecis an snifgen o nkislly oo
ALL <ells and on & subpopslsticn of normal ull: Tipssmed 1y thee:
anrtex of the thymus, (Hher normal baman It'-nhmd cells from
Tyinph s, n, bsiee arrow, and | Bl wragarurcs
only low le of lhl: andigen. High of this “thyms-
leukemia™ snligrs wers !ru.-d o T-Al I colls, T-ALL-dworived
el Hnes, and some “sull” ALL cells. By costrust, Bell leuke:
mizs, B lym sinid pell limes, and normal amd malignant
myelsid cells contain either low or uedetectahle amounts of his
antigen. The 1hrml.u:—|lrulum|l mntigen bas been isolated from
membranes of beu ia el by deie 1 selubilizatios
and :uheg:rll immanopreciplistion with the monoclosal
antibauly. imimary binchemscal characterization shows the
antigen li be ssocisted with a polypeptide of M, ~25000.

A mujor advance in cell sarface and tamer immanology hes
been the introduction of technigues for the production of ho-
mogenece monockonal antibedies. It is now posible o sort
through a comples misture of antigens, sech as cell rface
ITII,IlI,"\lL'h with |x|:|‘n thal s oo andigen al a e Thas:
bechmiques are cspecially applicable o the stody of human cell
surface antigens, particalarly i the search for boman tumar-
specific antipens. Monoclonal amibodies can be oblained by
the Klinman techesque. which inveles in sios cloning of Boells
by scdoptive cull trander and adweguent én eiiee spleen frag-
mend cishisne (1), By using this method, we demonstrated that
ke moase bus within its antibady reperioine the capacity to
distinguish amang closely related human cell surdace antigens,
includimg HLA polymeorphisms {2), B- and T-cell determimants
131, and tumor-asseciated antigens (4, 51 However, this tech-
nigguer wis ultimately limited by the amount of antibody ob-
taimakibe from sach spleen fragment culiure. With the intro-
dusction of the hybridoma techmique of Kobler and Milsein (6],
it hecame possible 1o obtain memocloral antibodies in large
sl

In the pressnt sudy, we gemerabed a panel of Individual
habridomas from mice immunized fo baman acute lym
vt benakermia (ALL) colls These antibelios were sersined for
their ability to discrinsinste between the leskemis oells and an
isologous B lymphobastoid cell line (LCL) Among the dis-
criminator amtibedies, twa define am antigen thal i preferen-
tiglly sxpevsnd on ALL cells and on a subpopalation of normal
thymocyies

The pd:lu.:lwn wents ol his aftice were Seleaped in parl b page
charge payment. This article must therefore be heveby marked “ad-
eeriEemenl - in acoondance wilhi 18 U 5. C 81734 solely o indicane
thiks Tiact

MATERIALS AND METHODS

Human Cells. The leukemia cells used for immunization and
{or sereening of antibodies were derived from the peripheral
bilood of a child [Dom)] with T-cell ALL The patient kad a
sivelisstinall s amed & bkood] Tymiphoblast oell coat of 460,000
por mm? Greater than 955 of these blast cells formed heat-
stabde: shewp erythrocyte roettes (71 Loskemi oelk From gatient
Dom and & series of other patients wene purified (rom peri-
pheeral bilood or bose marrow or Fleoll- Hypague sediments-
tion (B) and sored in 10% demethy] sulforide under lgpamd M,

A Boell LCL from patient Dom |LCL-Dhomn ) weas estnblished
by Henry Kaplan. This cell line &= mmpmed of & plnhwchm.l
muiwture of & and X imma |ubl.|:lin-|mrring cells (9} amd it
oosftains the Epstein-Barr :xnta'r antigem (10} {Henry Kaplan,
preronal comenunication ), The LCL-Dor cells were grown and
mintainegd im Dhalberoo's medified Eagle's medimm (high
ghuome) (GIROD), pemicillin (100 units/mil], gluta-
mime (2 mM) and 15% fetal calf serem. Other cell Enes wed
in these siudies include (b T oell lines MOLT-4, 8402, srad
HERE and e B o] ines 8058, 8562 and SB. Thelr origins and
charecteristics have been described (11-13). Normal human
thymus glands, lymph nodes, and spleens were obvtalned from
Eresh surgical specimens.

Immunization Schemes. BALE/ o mive were immunized
and | week later were given an intraperitoneal booster with |07
ghitazaldelyde-fiwed (4) ALL-Dom cells. Thres menibs Later,
lhq:f wene given an inbravems bemter with anoibser 107
ALL-Doen evlls. Thees days later, 2 % 107 spleen cells from
these: amimuaks were trapsferred intravenously to s.?rqu'ﬁe T
radiated (B0 rads) mice slong with another 107 ALL-Dom
celke The reciplent mice bad beem oushy hyperimmunized
either with normal peripheral lymphocytes (FBL) (group
I}, LCL-Thean (groug 1), e notbing {grosp 111, coninsd). Hy-
bridhenas weew propaned From the spleen cells of each recipient
group | week after tramsfer.

Cell Fusion and Cultare, Spleen cells were fused with
M1 1-ACE 4ol [14) al & cell ratio of 21, nespectivedy, by using
48% polyethylene ghyeol (Raker 1540) {5} After Fusion, the cells
were resuspended in Kennet's modification of Dulbecco’s
FeEbim vorkaining hyp,u.unﬂliuu_ AT, and Ehynl.iiil‘u":
(1) and dispersed into #well tisue calbare trays (Linbeo) at
1-2 2 10* cells per well aloneg with 5 = 10% normal spleen cells
The medivm was changed twice during the (it 2 wisks
o amdibasdy released by unbosed spleen cells and then was
callected For testing during the third week Culbure fluids were
samqpled, with attention being paid 1o svoid contaminatios of
wach fhaid by its neighbors—i e, by washing or changing of

Abbreviatione: ALL, amste |ymy viio leskemis; LCL, hmpho
Rdscitoidd el linee; PBL. peripheral blood lymphocyies

RESULTS

Initial Sereening. A total of 1877 culture wells, of which
approximately 60% contained growing hybrids at the time of
fluid collection, was screened for antibody activity by radio-
immunoassay. Two different target cells were used for this
initial screen—ALL-Dom, the immunizing Jeukemia cells, and
LCL-Dom, an isologous B-cell LCL. A representative portion
of the data from this screen is shown in Fig, 1. Antibody reactive
with the immunizing ALL cells was found in 619 (33%) of the
culture wells. Of these, 148 appeared to contain an antibody
that distinguished between the immunizing leukemia cefl and
its isologous B cell line (shown as arrows in Fig. 1). With re-
peated testing on these and subsequently collected fluids, 60
cultures were confirmed to be continuously producing antibody
with preferential reactivity for the leukemia cell This fre-
quency of 60/619 may be an underestimate of the true fre-
quency of discriminators, because many of the cultures con-
tained more than one clone

Three different spleen cell donars were used for cell fusion
in these experiments. All were radiated recipients of the same
adoptively transferred immune spleen cells. However, in two

9.7%, respectively, vs 5.2% in the controd group.

Definition of a Thymus-Leukemia Antigen. On further
testing of the 60 discriminators, it became appareat that, al-
thougb they failed to reul with LCI, Dom mast of these an-

were strangly normal PBL and
presumably recognize normal T cell antigens However, two
hybridomas designated 12E7 and 21D2 gave a reactivity pat-
tern that was distinctly different, distinguishing between the
Jeukemia cells on the one hand and the LCL-Dom and PBL on
the other (Fig. 2). These hinding data, and absorption analyses
(not shown), indicate that the antigen detected by antibodies
12E7 and 21D2 is present on PBL, but at a Jevel Jess than 5%
of that on ALL cells Of pote is that hybridomas 12E7 and 21D2
were both derived from group 11, the animals that were
hyperimmunized to LCL-Dom prior to receipt of ALL-Dom
immune cells. Hybridoma 12E7 that produces an IgG-1 anti-
body was selected for further study

Indirect immunofluorescence was performed by using
antibody 12E7 on viable cell suspensions and fixed cell smears.
All of the ALL-Dom cells were brightly stained on the mem-
btnnc and in thc cytoplasm, whereas PBL showed only faint

g Simnilar stained jons were analyzed

Hep

FiG. 4.
marrow smear from a patient with T-ALL. An F(ab’); fragment of a
purified goat anti-mouse Fab antibody was used as a rhodamine
conjugate for the second-stage reagent.

Indirect immunofluorescence of antibody 12E7 on a bone
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A new antigen on the epithelial membrane: its
immunoperoxidase localisation in normal and

neoplastic tissue

EADIE HEYDERMAMN', KATE STEELE?,

AND MICHAEL G. ORMEROD?

From rhe ' Uwi of Human Cancer Siology, London Browch, Ladweiy Inctifmte for Cancer Besearch, Bopal
Miariden Hospital, and the ®lneritate of Cancer Research, Hoddow Laboratorics, Offfon Aveme, Saiton,

Surrep SM2 SPY, UK

summary Using antisera raised against defatied haman cream we have demonstrated a new
antigen on the epithelial membrane, An indirect immuonoperoxidase technique on routinely processed
histological sections was used, and we describe results which show that this antigen has a wide-
spread but highly selective distribution, being appareatly localised to membranes that have a
seretory function. The antigen @ carried by a variety of ademocarcinomas, sugpesting that its
localisation may have a role in the diagnosis and differential diagnosis of malignant disease,

The breast is & highly differentiated organ, and it

with material from hepatic metastases of mammary

ssems likely that the surface of the ¥
epithelum carries unique delerminanis. An anti-
serum b such & determinamt might be of corsider-
able value in 1he diagnesis and differemtial diagnosss
of malignant disease, It could also elucidate aspects
of cell differentiation in witee 58 well ns i wive,
mumdﬂ.hmmuﬂu
parely ical classification of breast
dmmmrm“mmrwanm
specific anligen on the mammary membrane come
Tram the work of Cerisnd e al, (1977) who describe
an amberum 1o defasied human cream, which is
apparently specific to mammary epithelium, al-

1
experiments have vet fo be published.

We bave been raising antisera o eements of the
human breast, Same of these sera defing an antigen
on the mammary membrans which, whils it is not
specific to breasi, does show specificity for secretory
epithelia. In this paper we describe a study of the

AMTISERA

i b inj & Tabbits
Received for publication 1 July 197§

EMA =

the most effectng were obtained using defaned
eream (Ceriani el il 1977), prepared for us by Mr A,
Imam by extracting washed cream iwice with two
vodumes of chlareform and twice with one volume of
ether. This yielded membranes of the fat globules,
which are a convenient antigen simce they am
formed from the plasma membrane of breast epi-
thelial cefls {Soake and Heald, 1974), Membranes
were suspended (n owater amd an emalsion was
prepared with complete Freund's adjuvant, Rabbits
weere injected subcutaneously at monthly intervals
aliernately im the nuchal ares and in the rump.
Antisera of kigh titre, az judged by immunoperasi-
dase slaining. wery obtained ftwo woetks afler (he
fourth injection,

The antisers were absarbed with plasma, extracis
uftlchnrudilvﬂ(lud:hgutrmlunnlmm

aentrifugation,

Sheep andi-rabbit-y-globulin serum was prepared
by ingecting rabbit [g0 with the same schedule as
that used For raséng antlsera in rabbits. Two weeks
afier ihe fourth ingecison the sheep was exsanguinaiod
and the seram was harvested,

Anitisern 1o carcimoembryonic antigen, o-dactalba-

a5

Mucl??



Woher kommt der Antikdrper - Validierung:

- AntikOrperfirma mit klinischer Ausrichtung:
z.B. Roche-Ventana, Leica-Novocastra, Thermo, DAKO, etc.

in der Regel liegt eine CE-Kennzeichnung vor.

- Firma mit Forschungs-Ausrichtung:
z.B. Abcam, R&D, Santa Cruz, Cell Signalling etc.

haufig ohne CE-Kennzeichnung
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