v

CEA-Nachweis hochspezifisch —
Der neue CEA-Marker

Der neue anti-CEA Antikorper CI-P83-1 - 5

B ergibt brillante Faroungen CEA-positiver
normaler und neoplastischer humaner Epithelien

B erkennt ein flr CEA hochspezifisches Epitop
der Gruppe Il

B zeigt keine Kreuzreaktionen mit NCA (CD66¢),
BGP (CD66a) und Granulozyten

B st an routinemafig praparierten Gefrier- und
Paraffinschnitten ohne Vorbehandlung
einsetzbar '

B cignet sich fur den CEA-Nachweis in .

Immunhistochemie, Immunfluoreszenz, Abb. 1: Immunhistochemische Férbung von Ko!onepithel. ,
Gefrierschnitte von hochdifferenziertem Kolonkarzinomgewebe mit

Immunprazipitation, Western Blot und anti-CEA Antikérper CI1-P83-1 (dlia 800) und anti-Maus HRPO,
Durchflusszytometrie Farbstoff DAB.

@
Abb. 2: Immunfluoreszenz-Farbung von Kolonepithel.  Abb. 3 Hellfeldaufnahme des ~ Abb. 4: Western Blot-Nachweis von CEA.
Gefrierschnitte von normalem humanen Kolongewebe: Bereiches Abb. 2. 50 pg Tumorzellysat nach SDS-PAGE und
Abb. 2 mit anti-CEA Antikdrper CI-P83-1 FITC (dia 820). Western Blot mit anti-CEA Antikorper

CI-P83-1 (dia 800) und anti-Maus HRPO, ECL.
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Der Antikorper CI-P83-1

Der Antikorper CI-P83-1 reagiert spezifisch mit humanem Carzino-
embryonalen Antigen (CEA, CD66e), einem 180-200 kD grof3en, GPI-
verankerten Zelloberflachenprotein auf Epithelzellen. Es gehort zur
CEA-Untergruppe 7 nahe verwandter Molekile (CD66a-e, CGM2,
CGM7) aus der CEA-Gen Familie (CGM = Carcinoembryonic Antigen
Gene Family Member), einer Unterfamilie der Immunglobulin-Super-
familie von Glykoproteinen. CEA besitzt eine N-terminale IgV-ghnliche
Domane und 6 I3Cy-dhnliche Domanen. Alle CGMs sind stark glyko-
syliert. Das Translationsprodukt von CEA hat eine Gré3e von 70 kD,
nach der Glykosylierung liegt das Molekulargewicht bei ca. 180 kD (1).

BezUglich der Antigen-Bindung werden monoklonale Antikorper
gegen CEA in fUnf voneinander unabhéngige Epitop-Gruppen
(GOLD 1 - 5) eingeteilt (2). Klon CI-P83-1 erkennt ein fiir CEA hoch-
spezifisches GOLD 3 Epitop, zeigt keine Kreuzreaktionen mit NCA
(Non-specific Cross-reacting Antigen, CD66¢), BGP (Biliary Glyco-
protein, CD66a) und ist negativ auf Granulozyten (4). Klon CI-P83-1
eignet sich besonders fir Immunfluoreszenz- und immunhistoche-
mische Untersuchungen (hier insbesondere die FITC- und HRPO-
Direktkonjugate), sowie Western Blot Analysen und Immun-
prazipitationen. Somit stellt er ein ideales, hochspezifisches
Reagenz fir alle Antikorper-basierenden Detektionsverfahren dar.

Molekile der CEA-Familie spielen eine funktionelle Rolle bei Zellad-
hasionsmechanismen von Tumorzellen, aber auch bei Immunzellen,
bei Signaltransduktionsprozessen sowie bei der angeborenen
Immunabwehr zum Schutz des Kolons oder anderer Regionen wie
dem oberen Speisetrakt, der Harnblase oder Haut (Schwei3driisen)
vor bakteriellen Angriffen (1).

Protokoll:

Inkubation mit HRPO-konjugiertem
anti-Maus Sekundérantikérper in

B Immunhistochemie (Abb. 1): 8.

CEA wird auf normalen und neoplastischen Epithelzellen expri-
miert. In normalem Kolongewebe wird CEA ausschlie3lich an der
apikalen Membran der einschichtigen Epithelzellen exprimiert und
in das Darmlumen entlassen. Es besteht kein Kontakt zu Blutkapilla-
ren. Im mehrschichtigen Tumorgewebe dagegen sind die Zellen
unpolar und entlassen CEA an der gesamten Zelloberflache. CEA
kann so auch im Inneren des Tumorgewebes nachgewiesen werden
und in Blut und Lymphe eintreten (1).

In Tumoren wird CEA bei verschiedenen Karzinomen (Darm, Pank-
reas, Brust, Lunge, Magen, Gallenblase, Harnblase, Ovarien) hoch
exprimiert und als Serumtumormarker klinisch vor allem im postope-
rativen Verlauf untersucht. Es treten allerdings erhéhte Serum- und
Gewebewerte fir CEA auch bei einigen nicht-malignen Erkrankun-
gen auf (1,3).
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Inkubation mit HRPO-konjugiertem
anti-Maus Sekundarantikdrper

Bl Western Blot (Abb. 4): 9.
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Gefrierschnitte 10 min mit Aceton
fixieren, formalinfixierte Paraffin-
schnitte nach Entparaffinierung
und Rehydratisierung nur optional

PBS/1% BSA (z.B. 115-035-062,
115-036-062, 1:500 — 1:5000);
60 min RT

in Citratpuffer (pH 6,0) vorbe- 9. \X/ascheh der Schnitte in PBS;
handeln; 10 min 95°C 3x5min

Waschen der Schnitte in PBS: 10. Farbentwicklung mit DAB-Substrat-
3% 5 min ' 16sung (z.B. TA-125-HD)
Blockierung der endogenen 11. Geg.enf‘arbung mit Hadmalaun;
Peroxidase mit HyOg-LOsung 2 min RT

(z.B. TA-195-HP)

Waschen der Schnitte in PBS; B Immunfluoreszenz

2% 5 min (Abb. 2, Abb. 3).

Blockierung von unspezifischen 1. -3.wiel,2,5.

Bindungen des Gewebes mit 5% Immunhistochemie
Normalserum in PBS; 15 min RT 4. Inkubation mit FITC-konjugiertem
Inkubation mit 1 pg/ml anti-CEA anti-CEA Antikorper CI-P83-1
Antikorper CI-P83-1 (dia 800) in (dia 820) in PBS/1% BSA (1:20 —
PBS/1% BSA; 30 min RT 1:50); 60 min RT

Waschen der Schnitte in PBS; 5. Waschen der Schnitte in PBS;

3 x5min

Produktinformationen:

3x5min

Klon: CI-P83-1

Isotyp: Maus IsG1, kappa

Spezifitat: Humanes Carzinoembryonales Antigen
(CEA, CD66e), Epitop-Gruppe |ll,
keine Kreuzreaktionen mit NCA (CD66c),
BGP (CD66a) und Granulozyten

Immunogen: Pankreaskarzinom-Zellinie Capan 1

Speziesreaktivitat: Human

Material: gereinigtes humanes CEA
oder 50 pl Zellysat (107Zellen/3ml
Lysepuffer: PBS/0,3% Chaps, 0,2%
TritonX-100)

in Blockierungspuffer
(z.B. 115-035-062, 1:10.000 —
1:200.000); 60 min RT, Schttler

10. Waschen des Blots in

9. ACfctonp_r'aZ|p|tat|on der Proben PBS/0,1% Tween; 3 x 10 min
3 Erh\tzgn in 20 i Q,X kOTZ‘ 11. Nachweis der Positiv-Bande mit
Lammlipuffer; 5 min 95°C ECL-Substrat
4. SDS-PAGE in 4% - 20%igem
Gradientengel
5. Probentransfer auf eine PVDF-
Membran
6. Blockierung der PVDF-Membran
mit PBS/0,1% Tween, 25% wiv
Magermilchpulver; 30 min RT
7. Inkubation mit 5 - 10 pg/ml
Antikérper CI-P83-1 (dia 800) in
Blockierungspuffer; tber Nacht
bei 4°C
8. Waschen des Blots in
Blockierungspuffer; 3 x 10 min
Anwendungen:  Gefrierschnitte, Paraffinschnitte,
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz,
Durchflusszytometrie, Immunprazipitation,
Western Blot
Katalog-Nr. Konjugation Menge
dia 800 unkonjugiert 200 psg (Tmg/ml)
dia 820 FITC 0,5 ml (ca. 500 Schnitte)
dia 840 HRPO 0,5 ml (ca. 500 Schnitte)
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