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2. Uvod

Imunoterapie v poslednich letech predstavuje ¢&im dal atraktivngjsi pfistup v lécbé
nadorovych onemocnéni a vedle chirurgie, chemoterapie, radioterapie a cilené |éCby se
stava jednim z pilitl onkologické terapie. Vedle tzv. checkpoint inhibitord a CAR-T terapie
jsou dendritické vakciny dalsi slibnou 1é€ebnou modalitou, ktera by mohla pfispét k uzdraveni
pacientu s onkologickym onemocnénim. Souc€asny vyzkum poskytuje fadu dikazl o tom, ze
podavani autolognich vakcin na bazi dendritickych bunék mize zasadnim zplsobem posilit
imunitni reakci vuci pfitomné malignité. Nicméné vyvoj takovych metod je v soucasné dobé
stale velmi nakladny a jeji zavedeni mimo klinické studie faze I/ll zatim nepfichazi v dvahu.
K zajisténi minimalizace nakladl a snizeni rizika neuspéchu pfi vyvoji inovativnich metod je
na misté obratit pozornost k preklinickym modelim. Pfiprava mysSich dendritickych vakcin a
jejich nasledné pouziti ke studiu efektivity vySe zminéné imunoterapie na mySich modelech
pfedstavuje ve srovnani s klinickymi studiemi rychly, levny a efektivni zplGsob, jak vyvinout
co nejlepsi léCebny pfistup, ze kterého by v budoucnu mohli onkologicti pacienti profitovat.

3. Vlastni popis metodiky

3.1. Princip metodiky

Mysim je z dlouhych kosti izolovana kostni dien, ktera je nasledné pfenesena do in vitro
kultury. Bunky kostni dfené jsou v kultufe stimulovany rastovymi faktory a maturovany tak,
aby se vyvinuly ve zralé dendritické buriky, které mohou byt nasledné mySim aplikovany coby
imunoterapie v podobé dendritickych vakcin.

3.2. Bezpecnostni rizika a doporuceni

Pfi laboratornich pracich musi byt uCinéna opatfeni odpovidajici riziku pouzivaného
biologického i chemického materialu.

- Kultivace bunék ID8-VEGF (GMO Kategorie A: Organismy, u kterych neni
pravdépodobné, Ze by zpusobovaly lidska nebo zvifeci onemocnéni nebo
pfedstavovaly riziko pro Zivotni prostfedi) je provadéna za standardnich aseptickych
podminek v laboratofi BSL1 (Biosafety Level 1).

- Pracovnikim je doporu¢eno pouziti osobnich ochrannych prostfedkd (laboratorni
plasté, rukavice, bryle, ochranné S§tity, prezlvky) a pfistup k prostfedkim pro
poskytnuti prvni pomoci (dezinfekéni prostfedky na bazi ajatinu, jodova tinktura,
antihistaminikum, naplast, béZny obvazovy material). Laboratof by méla byt vybavena
omyvatelnymi pracovnimi stoly, pfivodem vody a digestofi nebo bezpecnostnim



boxem Biohazard. Doporuena je zde prace v souladu s podminkami spravné
laboratorni praxe.

Dodrzovani pracovnich postupll, postup sanitace prostoru a zafizeni po ukonceni
pracovni ¢innosti, postup dekontaminace nastroju, osobnich a ochrannych prostfedki
a odévl pfi ukonéeni pracovni ¢innosti se Fidi podle charakteru ¢innosti. Ochranné
odévy, kontaminované geneticky modifikovanymi mikroorganismy, se budou prat jako
infek&ni material. Samostatny sbér a oddélena, izolovana pfeprava do specializované
firmy, ktera prani infek¢éniho pradla odborné provadi.

Mysi jsou chovany v laboratornich prostorach k tomu ur€enych za dvojitou fyzickou
bariérou.

Nakladani s zivymi laboratornimi zvifaty je mozné pouze na zakladé osvédceni o
odborné zpUsobilosti dle §15d odstavce 3 zakona 246/92 Sb. (verze 26), Zakon
Ceské narodni rady na ochranu zvifat proti tyrani (navrhovani pokust a projektd
pokusU, provadéni pokusl na pokusnych zvifatech, péce o pokusna zvifata a jejich
usmrcovani).

Material

3.3.1. Vybaveni

Vybaveni zvifetniku pro chov mysi — chovné nadoby, pitka, spotfebni material —
stelivo, krmivo

Preparac¢ni podlozky

Sterilni ocelové nastroje (chirurgické nlzky, pinzety)

Sterilni jednorazové skalpely

Kuli€¢kovy sterilizator pro nastroje (Steri-Lite)

Stolni centrifuga

Birkerova komarka nebo automaticky pocita¢ bunék (Automated Cell Counter
BioRad TC20)

pH metr

Hlubokomrazici zafizeni

Pratokovy cytometr (BDFACS Aria)

3.3.2. Spotrebni material

Zkumavky Eppendorf, objem 0,5 ml

Zkumavky Eppendorf, objem 1,5 ml

Bunécny filtr Corning® cell strainer 70 um

Zamrazovaci kryo-zkumavky Cryovial (PP, 1,8ml, Internal cap, Sterile)
Sterilni jednorazové stfikacky 20 ml

Injekéni jehly 0,9 Omnican 50, U-100 Insulin 0.5 ml
Membranovy filtr 0,22 ym (MF-Millipore™ Membrane Filter)
Filtr pro kultivacni média (Filter top 250 ml)

Kultiva€ni Petriho miska @ 10 cm (TPP cell culture dish)
Kultivaéni Petriho miska @ 6 cm (TPP cell culture dish)
Pipetovaci Spicky 10 ul



Pipetovaci Spic¢ka 250 ul

Serologicka pipeta 5ml

Serologicka pipeta 10ml

Centrifugacni zkumavky konické, objem 15 ml

Zkumavka pro pratokovou cytometrii - 5 ml

Bukerova komurka nebo komurky pro automaticky pocita¢ bunék (Cell Counting
Slides for TC10™/TC20™ Cell Counter, #1450011)

3.3.3. Chemikalie

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

RBC lyza¢ni pufr (Fixative-Free Lysing Solution, High-Yield Lyse)

Kultivaéni médium RPMI (1640 w/ stable Glutamine — Biosera)

Kultivaéni médium DMEM High Glucose (w/ L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate —
Biosera)

Fetalni bovinni sérum (FBS)

Bovinni sérovy albumin (BSA)

Insulin-Transferrin-Selenium (ITS-G) (100x)

Penicillin-Streptomycin roztok 100x (Biosera)

L-Glutamin roztok 100x (200mM — Biosera)

2-Mercaptoethanol

GM-CSF, rekombinantni protein, mysi — 20 ng/ml

IL-4 rekombinantni protein, mySi — 500 ng/ml

Interferon-y, rekombinantni protein, mysi (INF) — 100 ng/ml

Trypsin EDTA 1x v PBS (w/o Calcium w/o Magnesium w/o Phenol Red — Biosera)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Lipopolysaccharidy z Escherichia coli (O111:B4 (LPS) — 250 ng/ml)

MysSi monoklonalni protilatka Anti-CD11c (KB90)

Sekundarni protilatka konjugovana s fluorochromem - Goat anti-Mouse (IgG [H+L])
Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor Plus 555)

Fosfatovy pufr (PBS)

Ethanol 70 %

Propidium jodid

3.3.4. Biologicky material

Samice mySiho kmene C57BL/6 (stafi 8-12 tydn()

Buriky mySiho ovarialniho karcinomu linie ID8 izolované z mySiho kmene C57/BL6
geneticky upravené ke zvySené produkci vaskularniho endotelialniho faktoru
(VEGF). Bunéc¢na linie (pracovné nazvana ID8-VEGF) byla poskytnuta darem
laboratofi nadorové imunologie Dr. Denarda Dangaj v Ludwig Institute for Cancer
Research, Lausanne.



3.4. Metody

3.4.1. Priprava kultivacnich médii pro nadorové a dendritické burnky

Kultivaéni médium DMEM High Glucose pro kultivaci bunék mysiho ovarialniho karcinomu
linie ID8-VEGF je obohaceno o0 4% FBS, 1% ITS a 1 % Penicilin/Streptomycin. Takto
pfipravené médium je prefiltrovano pres filtr s velikosti pora 0,22 um.

Kultivaéni médium RPMI 1640 pro kultivaci bunék izolovanych z kostni dfené mysSiho
kmene C57/B16 je obohaceno o 10 % FBS, 1 % L-glutamin, 1,5 % Penicilin/Streptomycin
a 50 yM 2-mercaptoethanol. Takto pfipravené médium je pfefiltrovano pfes filtr s velikosti
pord 0,22 um.

3.4.2. Vlastni kultivace

3.4.2.1. Kultivace bunék ID8-VEGF

Burniky mysSiho ovarialniho karcinomu linie ID8-VEGF jsou kultivovany na Petriho miskach
210 cm v DMEM High Glucose médiu s 4 % FBS, 1 % ITS a 1,5 % Penicilin/Streptomycin
pfi 37 °C v atmosférfe s 5 % CO..

3.4.2.2. Kultivace bunék mysi kostni dfrené

Buriky mySi kostni dfené jsou kultivovany na Petriho miskach @ 6 cm v RPMI 1640 médiu
s 10 % FBS, 1 % L-glutamin, 1 % Penicilin/Streptomycin a 50 uM 2-Mercaptoethanol. Do
kultivaéni misky s burfikami bylo nasledné pfidano mysi GM-CSF v koncentraci 20 ng/ml.
Buniky byly kultivovany pfi 37 °C v atmosféie s 5 % CO-.

3.4.3. Vyména kultivacniho média a pasazovani bunécné kultury

Burikdm mysiho ovarialniho karcinomu ID8-VEGF je kazdy druhy den provadéna vymeéna
média. Z Petriho misky 2 10 cm je odséato kultivacni médium, buriky jsou oplachnuty 5 ml
PBS, to je nasledné odsato. Na Petriho misku @ 10 cm s burikami ID8-VEGF je nasledné
sterilni sérologickou pipetou pfidano 10 ml kultivatniho média DMEM High Glucose s 4 %
FBS, 1% ITS a 1,5 % Penicilin/Streptomycin. Pfi 80 % konfluenci bunék je provadéna
enzymaticka pasaz bunék ID8-VEGF. Z Petriho misek je odsato kultivacni médium, burky
jsou oplachnuty 5 ml PBS a disociovany z kultivacnim plastiku inkubaci v 5 ml Trypsin EDTA
1X in PBS pfi 37 °C po dobu 5 minut.

3.4.4. Priprava lyzatti nadorovych bunék

Bunky ID8-VEGF jsou pfi 70 % konfluenci vystaveny teplotnimu Soku, kdy jsou zahfaty na
42 °C po dobu 25 minut. Nasledné jsou navraceny zpét do kultury pfi 37 °C v atmosféfe s 5 %
CO; po dobu 24 hodin. Nasledné je z misek odsato kultivaéni médium, buriky jsou oplachnuty
pfidavkem 5 ml PBS a disociovany z kultivacniho plastiku inkubaci v 5 ml Trypsin EDTA (1X
v PBS) pfi 37 °C po dobu 5 minut. Disociované buriky jsou nasledné z plastiku odmyty
pfidavkem PBS a pfeneseny do sterilni centrifuga¢ni zkumavky. Takto ziskané buriky ID8-
VEGF jsou spocitany na automatickém pocitaci bunék Automated Cell Counter BioRad
TC20. Buriky jsou centrifugovany pfi 1000 rpm, 5 minut, 24 °C a resuspendovany v DMEM
médiu na vyslednou koncentraci 5 x 10° bunék /ml. Bunécna suspenze je rozalikvotovana do
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kryozkumavek Cryovial, PP, 1.8ml. Takto pfipravené alikvoty jsou nasledné& zmrazeny
na -80 °C. Bunécné lyzaty jsou pfipraveny 6 cykly rozmrazeni bunék na 37 °C a naslednym
zmrazenim zpét na -80 °C. Lyzaty jsou sonikovany (3 cykly, 5 W, 15 sekund) a centrifugovany
pfi 1700 g, 4 °C, 5 minut, supernatant je nasledné pouzit k maturaci pfipravovanych
dendritickych vakcin.

3.4.5. lzolace bunék mysi kostni direné

Samice mySiho kmene C57BL/6 jsou usmrceny cervikalni dislokaci. Nasledné jsou sterilnimi
chirurgickymi nastroji vypreparovany stehenni, lytkové a panevni kosti. Intaktni kosti zbavené
svaloviny jsou sterilizovany 70 % ethanolem a ihned osu$eny bunic¢inou. Sterilnim skalpelem
je odfiznuta jedna z epifyz a kosti jsou vlozeny odfiznutou ¢asti smérem dold do 0,5 ml
Eppendorf zkumavek (ve spodni ¢asti zkumavek byl sterilni jehlou vytvofen otvor). Takto
upravené zkumavky s vlozenymi kostmi jsou umistény do 1,5 ml zkumavek s obsahem
100 yL 0,2 M EDTA v PBS (pH 7,4) a kratce stoCeny ve stolni centrifuze. Izolovana bunééna
suspenze v 0,2 M EDTA je ihned po sto€eni homogenizovana energickym pipetovanim
s naslednym zfedénim 1 ml 0,2 M EDTA v PBS (pH 7,4). S takto pfipravenou bunécnou
suspenzi je dale pracovano na ledu.

3.4.6. Prenos bunék mysi kostni direné do in vitro kultury

Bunécna suspenze v 0,2 M EDTA v PBS je filtrovana pfes 70 ym bunéény filtr Corning® cell
strainer do 15 ml centrifugaCnich zkumavek. Buriky jsou centrifugovany pfi 300 g, 24 °C,
10 minut a nasledné resuspendovany v 1 ml RBC lyza¢niho pufru Fixative-Free Lysing
Solution, High-Yield Lyse. Lyzy ¢ervenych krvinek je dosazeno inkubaci v lyzaénim pufru pfi
37 °C po dobu 2 minut. Buiky jsou centrifugovany pfi 300 g, 24 °C, 10 minut, nasledné
resuspendovany v kultivatnim médiu RPMI 1640 s10 % FBS, 1% L-glutamin,
1 % Penicilin/Streptomycin, 50 yM 2-mercaptoethanol a GM-CSF 20 ng/ml a pfeneseny na
Petriho misku @ 6 cm. Koncentrace bunék v médiu dosahuje 1 x 106 bunék /ml. Takto ziskané
buriky jsou dale diferencovany a maturovany a je stanovena Cistota buné&né populace.

3.4.7. Stanoveni Cistoty populace dendritickych bunék metodou
prutokové cytometrie

Ke stanoveni Cistoty populace dendritickych bunék je provadéna analyza exprese markeru
CD11c pomoci pritokového cytometru BD FACS Aria. Z Petriho misky @ 6 cm je odebrano
médium se suspenznimi burfikami do 15 ml centrifugacni zkumavky. Adherované buriky jsou
omyty 1 ml PBS a nasledné disociovany z misky inkubaci s 2 ml Trypsinu EDTA 1x PBS pfi
37 °C po dobu 15 minut. Disociované buriky jsou nasledné pfidany k dfive odebrané bunécné
suspenzi v 15 ml centrifugaéni zkumavce a spole¢né centrifugovany pfi 1700 rpm, 24 °C,
10 minut. Pelet bunék je resuspendovan v1% BSA v PBS, burnky jsou spocitany na
automatickém pocitadi bunék Automated Cell Counter BioRad TC20 a rozdéleny po
1 x 10° bunék do 3 eppendorf zkumavek o objemu 1,5 ml: a) neznacené buriky, b) buriky
znacené propidium jodidem, ¢) bufky znacené sekundarni protilatkou Goat anti-Mouse 1gG
(H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 568, d) buriky znacené primarni
protildtkou Mouse Monoclonal Anti-CD11c antibody [KB90]CD11c a sekundarni protilatkou
Alexa Fluor 568, e) buriky znaCené primarni protilatkou Mouse Monoclonal Anti-CD11c
antibody [KB90]CD11c a sekundarni protilatkou Alexa Fluor 568 a propidium jodidem. Buriky
jsou sto€eny pfi 800 g, 4 °C, 5 minut. Po odstranéni supernatantu jsou bunééné pelety
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resuspendovany v 30 uL 1 % BSA/PBS, do zkumavek d) a e) je pfidana primarni protilatka
Mouse Monoclonal Anti-CD11c¢ antibody [KB90]CD11c dle fedéni doporu¢eného vyrobcem.
Zkumavky jsou umistény na led a inkubovany s primarni protilatkou 30 minut. Po inkubaci
jsou bunky nasledné stoceny pfi 800 g, 4 °C, 5 minut a 3x oplachnuty 200 uL 1 % BSA/PBS.
Nasledné jsou bunfky resuspendovany v 30 yL 1 % BSA/PBS a do zkumavek c), d) a e) je
pfidana sekundarni protilatka Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa Fluor™ 568 dle fedéni doporu¢eného vyrobcem. Bunky jsou inkubovany se
sekundarni protilatkou v temnu na ledu po dobu 30 minut. Po inkubaci jsou buriky sto¢eny a
pelety resuspendovany v 300 uL 1 % BSA/PBS. Pfed samotnou analyzou je do zkumavek b)
a e) pfidan propidium jodid v koncentraci 0,5 ug/ml v PBS.
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Obrazek 1: Analyza populace dendritickych bunék z my$i kostni dfené pomoci pritokové cytometrie na pristroji
BD FACS Aria. V levé poloviné kontrolni buriky kostni dfené znadené pouze sekundarni protilatkou Goat anti-
Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 568, v pravé poloviné buriky kostni dfené
rznacené primarni protilatkou Mouse Monoclonal Anti-CD11c antibody [KB90]JCD11c a sekundarni protilatkou Goat
Eanti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 568. Z viabilnich bunék je 75 % CD11c
tpozitivnich (Q2).

g

By us 4,302 220 ' pgaes 1,752 175 179
Y] 7,638 76.4 14 (1] 8 01 248

3.4.8. Diferenciace a maturace dendritickych bunék

Kazdé 3 dny je burikam kostni dfené vyménéna %2 objemu média s pfidavkem GM-CSF o
vysledné koncentraci 20 ng/ml. Bufky jsou v tomto rezimu ponechany v kultufe 10 dni.
Jedenacty den kultivace je buikam do kultivaéniho média pfidan Interleukin 4 (Mouse IL-4
Recombinant Protein) v koncentraci 500 ng/ml. Dvanacty den kultivace je burikam do média
pfidan supernatant z lyzovanych bunék ID8-VEGF v poméru 1:1 (na dany pocet bunék kostni
dfené aplikovat supernatant z lyzatu o stejném mnozstvi ID8-VEGF). Buriky jsou s lyzaty
ID8-VEGF kultivovany 20 az 24 hodin. Tfinacty den kultivace je burikam vyménéno médium.
Suspenzni buriky jsou resuspendovany v Cerstvém médiu a vraceny do Petriho misky
s pfidavkem Lipopolysaccharidu z E. coli O111:B4 (LPS) o koncentraci 250 ng/ml a mysim
rekombinantnim Interferonem-y (INF) o koncentraci 100 ng/ml na dalSich 24 hodin. Nasledné
jsou takto pfipravené dendritické buriky disociovany z kultivacnim plastiku inkubaci v 5 ml
Trypsin EDTA 1X in PBS pfi 37 °C po dobu 15 minut. Ziskané burky jsou spocitany na
automatickém pocita¢i bunék Automated Cell Counter BioRad TC20. Buhky jsou



centrifugovany pfi 1000 rpm, 5 minut, 24 °C a resuspendovany v DMSO s 10 % FBS na
vyslednou koncentraci 30 x 10° bunék /ml. Suspenze dendritickych bunék je alikvotovana do
zamrazovacich zkumavek Cryovial, PP, 1.8ml. Takto pfipravené alikvoty dendritickych
bunék jsou nasledné zmrazeny na -80 °C, kde jsou uchovany do dalSiho pouziti. Bunééné
vakciny nesmi byt pfed podanim mysim opakované rozmrazeny a zamrazeny. Pro aplikaci
jsou vakciny jednorazové rozmrazeny, 3x promyty v PBS a nafedény na poZadovanou
koncentraci. Pro aplikaci je pouzito 1 x 10° bunék / my$ / davka ve fixnim objemu 100 pl.

den 0 den 11 den 12 den 13
§ + GM-CSF 20 ng/ml +1L-4 500 ng/ml + ID8-VEGF lyzat + LPS 250 ng/ml
- (kazdy 2. den, 10 dni) +IFNy 100 ng/ml
( ) € ) (
-y Wy Wy &V

Obrazek 2: Schéma izolace bunék kostni dfené, transport do kultury a in vitro maturace dendritickych bunék
stimulaci GM-CSF, IL-4, lyzaty nadorovych bunék (v poméru 1:1 s dendritickymi burikami), LPS a IFNy.
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Obrazek 3: Graf znazorriujici naméfeny objem Obrazek 4: Graf znazornujici vahu tumor(
tumort (pramér + SD) u myS$i, kterym bylo podavano (primér + SD) u my8i, kterym bylo podavano PBS
PBS (vlevo, 12 my$i) a mysSi, kterym byly podavany (vlevo, 12 my$i) a mysi, kterym byly podavany
dendritické vakciny (vpravo, 9 mys8i). PBS i DC dendritické vakciny (vpravo, 9 my$i). PBS i DC
vakciny byly mySim podéavany intraperitoneéalné 15., vakciny byly mysim podavany intraperitonealné 15.,
19. a 22. den pokusu. Pokus byl ukoncen 26. den, 19. a 22. den pokusu. Pokus byl ukonéen 26. den,
my8i byly usmrceny, tumory vypreparovany a mysi byly usmrceny, tumory vypreparovany a
zméreny. zvazeny.
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Obrdzek 5: Tumorigenicita bunék ID8-VEGF u my8i C57BL/6 byla vyznamné sniZena ve skupiné jedinct
lécenych tremi davkami dendritické vakciny (1 mil bunék na davku, davky byly podany intraperitonealné ve dnech
15, 19 a 22). Nadory byly 26 dni po indukci (subkutanni injekce 5 mil bunék ID8-VEGF ve 100 ul PBS) vypitvany
z podkoZi a vyfoceny.

4. Vyuziti a novost postupu

Mysi syngenni dendritické vakciny naleznou své vyuZziti pfi studiu imunitni odpovédi na
nadorova onemocnéni a pfi vyvoji efektivnéjSich imunoterapeutickych pfistupl v I1é¢bé
nadorovych onemocnéni. Standardizovany uceleny postup pro vy3e zminéné ucely,
aplikovatelny napf¥ic¢ laboratofemi, doposud nebyl stanoven. Za timto u¢elem byla vytvofena
nasledujici metodika.

5. Popis uplatnéni metodiky

MysSi syngenni dendritické vakciny nachazeji své uplatnéni nejen pfi studiu imunitni odpovédi
na nadorova onemocnéni, ale také pfi vyvoji novych, efektivnéjSich imunoterapeutickych
pFistupl v IéCbé téchto onemocnéni. Metodika umozriuje standardizovat experimentalni
postupy, coz je zasadni pro pfesné vyhodnoceni imunologickych reakci a jejich potencialni
pfenos do klinické praxe. Pfinos této metodiky spociva jak v podpofe vyzkumné a vyvojove
¢innosti, kde pomaha sjednotit a zpfesnit postupy, tak v dlouhodobé perspektivé pro pacienty,
nebot mize vést k novym poznatkim a pokroku v oblasti imunoterapie, ktery se pfimo
promitne do zlepSeni terapeutickych vysledku.
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Informace k IFN-gamma dostupné z: Mouse IFN-gamma E. coli cell culture Millipore
(sigmaaldrich.com)

Informace k LPS dostupné z: Lipopolysaccharide, E. coli 0111: B4 Lipopolysaccharide, E. coli

0111: B4 stimulates the activity of inducible nitric oxide synthase. Induces apoptosis in

mouse thymus and swine lymphocytes | Sigma-Aldrich (sigmaaldrich.com)

Informace k IL-4 dostupné z: IL-4 from mouse, Interleukin-4, recombinant, expressed in E.

coli, lyophilized powder, suitable for cell culture miIL-4 (sigmaaldrich.com)

Informace k Gm-CSF dostupné z: Gm-CSF from mouse Animal-component free,
recombinant, expressed in E. coli, 98 (SDS-PAGE), 98 (HPLC), cell culture tested CSF-2
(sigmaaldrich.com)
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