Immunologie: Primarantikorper

Anti-Human CD90 (Thy-1) / Fibroblasten-Marker
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CIONOVIC

Katalog Nummer

Maus 1gG1, kappa Anti-Human CD90 (Thy-1) / Fibroblasten-

RLATOY Marker, Klon AS02 AWM L0100
Maus 1gG;, kappa Anti-Human CD90 (Thy-1) / Fibroblasten- iml
DIA 120 Marker, Klon AS02, FITC-konjugiert (100 Tests) 250,00

* inkl. Lieferung, zzgl. MwSt.

Immunogen:

Humane Hautfibroblasten

Spezifitat

Humanes CD90 (Thy-1)(Nervenzellen, einige CD34-positive Blutstammzellen, Fibroblasten)
Speziesreaktivitat

Human

Keine Reaktion mit Ratte (Fibroblastenkultur, FC), Maus (Fibrosarkom-Zellinie L929, FC), Kaninchen
(Haut, IH), Schwein (Haut, IH), Affe (Haut, IH), andere nicht getestet.

Katalog-Nr.: DIA 120 Katalog-Nr.: DIA 100

Produktform: FITC-konjugiertes Maus IgG1 in Konzentration: 0,2 mg/mi
1 ml 15 mM PBS mit 2% BSA Produktform: 200 pg Maus 1gG1 in 1 ml 15
und 0,01% NaNs, pH 7,4. Der mM PBS mit 2% BSA und 0,01%
Antikérper wurde durch lone- NaNs, pH 7,4.
naustauschchromatographie und Der Antikorper wurde durch
Affinitdtschromatographie mit lonenaus-
HiTrap Protein G, Dialyse gegen tauschchromatographie und
PBS und Sterilfiltration aus Kul- Affinitdtschromatographie mit
turiiberstand gereinigt und in HiTrap Protein G, Dialyse gegen
einem optimierten Standardver- PBS und Sterilfiltration aus Kul-
fahren an FITC gekoppelt. Unge- turiiberstand gereinigt (Reinheit
koppelter Farbstoff wurde gelch- > 95 % laut SDS-
romatographisch entfernt. PAGE/Coomassie-Blau-Farbung).

Anwendungen Verdinnung Anwendungen Verdiinnung

Durchflusszytometrie (FC) 1:50-1:500 Durchflusszytometrie (FC) 1:50 — 1:200
100 pl einer geeigneten Verdn- Gefrierschnitte (GS) 1:50 - 1:200
nung fiir 5 x 10° Zellen Immunhistochemie (IH) ~ 1:50 — 1:200

Immunfluoreszenz (IF) 1:50 — 1:100 Immunfluoreszenz (IF) 1:50 — 1:200

Immunprazipitation (IP) /' 1.50 — 1:200
Zellsepararation
Western Blot (WB), nativ. 5 — 10 ng/ml

100 pl einer geeigneten Verdin-
nung pro Gefrierschnitt (NICHT
Paraffin) oder Monolayer fixierter

Zellen . . . . .
Die Verdinnungsangaben sind Richtwerte. Fir spezielle

Anwendungen sollte die optimale Verdinnung jeweils indivi-
duell bestimmt werden.

Die Verdinnungsangaben sind Richtwerte. Fir spezielle
Anwendungen sollte die optimale Verdinnung jeweils indivi-
duell bestimmt werden.
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Reaktivitat

Der monoklonale Antikdrper Klon ASO2 bindet spezifisch an humanes CD90 (Thy-1), einem GPI-
verankerten Glykoprotein der Immunglobulin-Superfamilie mit einem Molekulargewicht von 25 — 35
kDa (3). CD90 (Thy-1) wird im Menschen hauptsachlich von Nervenzellen exprimiert, dartiber hinaus
auf einer Subpopulation (20%) CD34-positiver Blutstammzellen und verschiedenen Fibroblasten (1-
8), anders als bei Maus und Ratte allerdings nicht von Thymozyten und peripheren Blut T-Zellen.
AS02 erkennt Fibroblasten unterschiedlichen Ursprungs, bindet jedoch nicht an humane Blutzellen,
Keratinozyten, ruhende mikro- und makrovaskulare Endothelzellen sowie Komponenten der extrazel-
luldren Matrix wie Fibronektin, Kollagen Typ I, I, IV und Laminin. Deshalb eignet sich AS02 beson-
ders zum Nachweis und zur Separation humaner Fibroblasten (2). Aktivierte Endothelzellen, nach
Stimulation in vitro oder in Schnitten inflammatorischen Gewebes in vivo, kdnnen allerdings unter-
schiedlich starke AS02-Bindung aufweisen. Neuere Untersuchungen zeigen die Reaktion von AS02
mit aktivierten mikrovaskuldren Endothelzellen (4,5), einer Subpopulation von Lungenfibroblasten
(6), spezialisierten Lymphknoten-Fibroblasten, aber nicht Lymphozyten (7), sowie normalen als auch
inflammatorischen Synovialfibroblasten im Menschen (8). Im Western Blot detektiert ASO2 nicht re-
duziertes CD90 mit einer Bande bei 30 kDa (1,3).

Reaktivitat des Antikérpers AS02 in der Immunhistologie

Haut Fibroblasten + Lymphknoten Fibroblasten +
Keratinozyten - Lymphozyten -

Endothelzellen - Schilddruse/ Fibroblasten +

Glatte Muskelzellen - Leber/ Niere/ Epithelzellen -

- Gallenblasenwand

Driisenzellen - Thyreozyten -

Makrophagen - Leberparenchym -

Langerhans-Zellen - Nierenparenchym -
Knorpel Chondrozyten - Tubulusepithelzellen (+)
Plazenta Fibroblasten (Mesenchym) +

Muskulatur Glatte Muskulatur - Endothelzellen -
Herzmuskulatur - Epithelzellen -

Skelettmuskulatur - Gehirn Nervenzellen +

Legende: + Bindung; (+)

Markierung weniger Zellen; - keine Bindung
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IQROVE

Reaktivitat des Antikdrpers ASO2 in der Durchflusszytometrie

Die Bindung des monoklonalen Antikérpers ASO2 an Fibroblasten wurde mittels durchflusszytometrischer Untersu-
chungen bestéatigt:

Zellzahl Zellzahl

Hautfibroblasten Ixﬁt Lymphozyten
i
o
] hh
. T . k)
Keratinozyten r%‘- Monozyten
i
o

HUVEC f’r‘ﬁi Granulozyten

A 1 1 180 1ad0 R 1 e 10a 1003
Fluoreszenzintensitét Fluoreszenzintensitat

Durchflusszytometrische Analyse verschiedener Zelltypen mit dem Antikdrper AS02.
Farbung von verschiedenen Typen humaner Zellen mit ASO2 (=——==) im Vergleich zu einem Negativ-Kontrollantikérper (-------- );
HUVEC = makrovaskulare humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen, HDMEC = mikrovaskulare humane Haut-Endothelzellen.

Zellzahl

Hautfibroblasten

Herzfibroblasten
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P il i Synovialfibroblasten

Embryonale Lungenfibroblasten
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Fluoreszenzintensitat

Durchflusszytometrische Untersuchungen an humanen Fibroblasten verschiedenen Ursprungs mit dem Antikdrper AS02.
Farbung von verschiedenen Typen humaner Fibroblasten mit AS02 ( ); die nur geringen Unterschiede in der mittleren Fluores-
zenzintensitat und damit der Bindungsstérke des monoklonalen Fibroblasten-Antikérpers AS02 belegen, dass dieser Antikdrper auch
Fibroblasten anderen Ursprungs sehr gut erkennt.
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Anwendungshinweise

Anwendungsbereiche

GGV

Immunfluoreszenz: Ethanol-,
Methanol- oder Aceton fixier-
te Zellen und Gefrierschnitte.

Durchflusszytometrie
Laser Scanning Zytometrie

Keine Farbung von Formaldehyd-
fixierten Paraffinschnitten durch AS02

Immunofluoreszenz

Gefrierschnitte fir 30 Minuten auf Raumtemperatur auftauen und anschlieen fir
10 Minuten in eiskaltem Aceton fixieren. Zellen direkt fir 5 Minuten in eiskaltem
Aceton fixieren. (alternativ ist eine Fixierung in Ethanol oder Methanol mdglich).

Zellen/Schnitte dreimal je finf Minuten in Waschpuffer waschen.
Optional: unspezifische Bindungen mit 5% FCS in PBS fir 20 Minuten bei Raum-

Fir die Antikdrper-Verdiunnung FITC-konjugierten anti-CD90 Antikdrper AS02 (DIA
Zellen/Schnitte in ca. 50-100ul Antikérper-Lésung fir 60 Minuten bei Raumtempe-

Zellen/Schnitte dreimal je finf Minuten in Waschpuffer waschen.

Eindecken der Zellen/Schnitte in Mountingmedium (80-90% Glyzerol in PBS + 2,5%

1.
2.
3.
temperatur blockieren.
4,
120) 1:50 bis 1:100 in PBS/1%BSA verdiinnen.
5.
ratur inkubieren.
6.
7. Zellen/Schnitte mit DAPI gegenféarben.
8.
DABCO).
9. Lagerung der Objekttrager bei 4 °C im dunkeln.

Durchflusszytometrie

1.

Stabilitat und Lagerung:

Fibroblasten durch Zugabe von 0,025% Trypsin/0,01% EDTA oder 2,5mM/L
EDTA/PBS und 5-10 Miniitige inkubation bei 37°C abldsen.

Zellen zweimal mit kaltem PBS waschen und jeweils bei 200g fir 5 Minuten sedi-
mentieren.

Fir die Antikdrper-Verdunnung FITC-konjugierten anti-CD90 Antikdrper AS02 (DIA
120) 1:50 bis 1:500 in PBS/1%BSA verdinnen und Zellen resuspendieren.

Ansatz fuir 45 Minuten bei 4°C im Dunklen inkubieren.

Zellen zweimal bis dreimal mit kaltem PBS waschen und jeweils bei 200g fir 5
Minuten sedimentieren.

Zellen resuspendieren und direkt fir die FACS-Analyse einsetzten oder fur eine
spéatere Analyse (innerhalb 24 Stunden) in 1% neutral gepuffertem Formalin auf-
nehmen und bei 4°C im Dunkeln lagern.

stabil.
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Indirekte Immunfluoreszenz-
markierung mit AS02- und
anti-Prolylhydroxylase-
Antikérper auf kultivierten
humanen Fibroblastenzellen
dermalen Ursprungs.

Die sekundare Markierung von
AS02 mit DTAF-konjugiertem
Ziege-anti-Maus (griine Fluo-
reszenz) und vom  anti-
prolylhydroxylase Antikdrper mit
Cy3-konjugiertem  Ziege-anti-
Kaninchen (rote Fluoreszenz)
(300-fache VergréRRerung) zeigt
eine gleichmafige Markierung
der Zelloberflache mit AS02
einschlie3lich der zahlreichen
Pseudopodien. Eine verstarkte
Farbung an Zell-Zell-Kontakten
konnte nicht beobachtet wer-
den.

Konfokale Laserscanning-
Mikroskopie zeigt eine deutlich
abgegrenzte Markierung der
Zellmembran und zusétzlich
eine diffuse zytoplasmatische
Fluoreszenz, was darauf hin-
deutet, dass das Antigen
hauptséchlich auf der Zellober-
flache, aber auch im Zytoplas-
ma vorkommt.

Lagerung unverdiinnt bei 2-8°C. Bei geeigneter Lagerung ist der Antikdrper 9 Monate
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Nur fur Forschungs-, nicht fur diagnostische Zwecke einsetzbar
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