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Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF)
Maus, rekombinant (E. coli) 
Lösung, steril
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10 000 U (1 ml) Stabil bei �15 bis �25°C
Einleitung

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor 
(GM-CSF) unterstützt die Proliferation und Differen-
zierung von Granulozyten und Makrophagen-Zellinien. 
Rekombinanter Maus-GM-CSF kann speziell zur
Untersuchung der GM-CSF-Aktivität bei sensitiven 
Mauszellen verwendet werden.

Produktbeschreibung

Herstellung Rekombinanter Maus-GM-CSF wird aus E. coli 
gewonnen und mittels Standardchromatographie-
Techniken gereinigt (1, 2).

Primärstruktur Die Primärstruktur von rekombinantem Maus-GM-CSF 
(eine Polypeptidkette, 124 Aminosäuren) ist identisch 
mit natürlichem Maus-GM-CSF (123 Aminosäuren), 
jedoch besitzt es ein zusätzliches Methionin am 
Aminoterminus und ist nicht glykosiliert (1 -9). 
Die Glykosilierung ist nicht essentiell für die biologische 
Aktivität.

Molekulargewicht 14 500.

Reinheit Der rekombinante Maus-GM-CSF besitzt eine Reinheit 
von � 95% (SDS-PAGE oder HPLC) [Endotoxin 
(LAL-Test) � 10 EU/ml].

Spezifische 
Aktivität

Die spezifische Aktivität beträgt � 1,0 × 107 U/mg 
[Stimulierung der Zellproliferation von FDC-P1 Zellen 
(IL-3/GM-CSF abhängige hämatopoetische Vorläufer-
zellinie der Maus)] (s. Abb.) (1, 10-12).
Die biologische Aktivität von rekombinantem Maus-
GM-CSF ist mit der von natürlichem Maus-GM-CSF 
identisch (1 -3).

Definition der 
Einheit

Eine Einheit ist die Menge GM-CSF, die benötigt wird, 
um eine halb-maximale Stimulierung der Zellprolifera-
tion von FDC-P1 -Zellen hervorzurufen.

Spezies-Spezifität Maus-GM-CSF ist nur bei Mauszellen aktiv.

Anwendungs-
konzentration

Für die Kultur von hämatopoetischen Vorläuferzellen 
aus dem Knochenmark der Maus in Softagar werden 
5-50 U/ml empfohlen (1, 3, 4,).

Angebotsform 10 000 U/ml in PBS (phosphate buffered saline) und 
1 mg/ml RSA (Rinderserumalbumin) [Reinheit von 
BSA: � 98%, Endotoxin (LAL-Test): � 1 EU/mg RSA], 
steril.

Endotoxingehalt � 10 EU/ml (LAL-Test).

Stabilität Stabil bei �15 bis �25°C. Es wird empfohlen, die 
Lösung in Aliquots bei �15 bis �25°C aufzubewahren. 
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren sollte vermieden 
werden.

Empfohlene 
Verdünnungs-
methode

Die konzentrierte GM-CSF-Lösung (10 000 U/ml) kann 
mit PBS oder Kulturmedium, das 1 mg/ml (0,1%) RSA 
[oder HSA (Humanserumalbumin)] oder 1-10% Serum 
enthält, verdünnt werden.
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Anwendung

Blutzellen entstehen im Knochenmark und den 
lymphatischen Organen durch einen Vorgang, den 
man als Hämatopoese bezeichnet. Die Differenzierung, 
Aktivierung und Proliferation der verschiedenen Blut-
zellen, die aus multipotenten Stammzellen entstehen, 
wird von einer Gruppe von Glycoproteinen kontrolliert, 
die von verschiedenen Zelltypen in vielen Geweben 
synthetisiert werden. Die biologische Aktivität dieser 
Faktoren, die als Kolonie-stimulierende Faktoren 
(colony-stimulating factors, CSFs) bezeichnet werden, 
wird anhand ihrer Fähigkeit gemessen, hämatopoe-
tische Vorläuferzellen zur Bildung von Kolonien in 
semisolidem Medium zu stimulieren (13-15).
Die CSFs, die multi-CSF (IL-3), Granulozyten-Makro-
phagen-CSF (GM-CSF), Granulozyten-CSF (G-CSF) 
und Makrophagen-CSF (M-CSF, CSF-1) umfassen, 
zeigen ein ihrer biologischen Aktivität und ihren 
Zielzellen entsprechendes Wirkungsspektrum. 
So stimuliert IL-3 die Vorläuferzellen der meisten 
Zellinien. M-CSF und G-CSF stimulieren die Vorläufer-
zellen der Makrophagen- bzw. Granulozyten-Zellinien, 
während GM-CSF die Proliferation beider Zellinien 
stimuliert (13-15).
Maus- und Human-GM-CSF wurden charakterisiert 
(1 -7, 13-15). Beide Proteine sind glykosiliert, wobei 
jedoch diese Kohlenhydrat-Komponente für die 
biologische Aktivität nicht essentiell ist.
Humaner GM-CSF wird von einer Vielzahl von 
Zelltypen synthetisiert (z.B. aktivierte T-Zellen) und 
besitzt ein breites Aktivitätsspektrum. Hochgereinigter, 
humaner, natürlicher oder rekombinanter GM-CSF 
stimuliert die Koloniebildung von Granulozyten/Makro-
phagen und Eosinophilen in vitro und besitzt die 
Fähigkeit, in Gegenwart vor Erythropoietin die Prolife-
ration von Vorläuferzellen der Erythrozyten und Mega-
karyozyten zu unterstützen.
GM-CSF ist ebenso ein Überlebens- und Aktivierungs-
faktor der Endzellen, die von Vorläuferzellen, die auf 
GM-CSF ansprechen, abstammen. GM-CSF verstärkt 
daher die biologische Aktivität von Neutrophilen, 
Eosinophilen und Makrophagen.
GM-CSF ist auch ein Wachstumsfaktor für Leukämie-
zellen von Patienten mit myeloischer Leukämie (13-15).
Rekombinanter Maus-GM-CSF zeigt eine konzentra-
tionsabhängige Aktivität bei FDC-P1 -Zellen (s. Abb.). 
Er ist ein hochspezifischer Faktor zur Untersuchung der 
GM-CSF-Aktivität im Maus-Zellsystem.



Abb. 1: Bestimmung der Aktivität von GM-CSF, Maus, rekombinant 
auf FDC-P1-Zellen anhand der unten beschriebenen Vorschrift

Arbeitsvorschrift für die Bestimmung der GM-CSF-Aktivität auf 
GM-CSF-abhängigen Zellen (GM-CSF-Proliferationstest; 
exemplarisch mit FDC-P1-Zellen)

Reagenzien • Kulturmedium, z.B. RPMI 1640, das 10% FKS (foet-
ales Kälberserum) und 2 mM L-Glutamin, enthält.

• GM-CSF, Maus, rekombinant, 10 000 U/ml 
(1 U entspricht ca. 0,1 ng GM-CSF)

• MTT [3'-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromid]-Stammlösung: 5 mg/ml in PBS.

• SDS/HCI-Stammlösung: 10% SDS in 10 mM HCI.

Durchführung • GM-CSF-Proben in 96-Lochplatten (Flachboden) als 
Serienverdünnung (2-fach Schritte) in Kulturmedium 
vorbereiten. Endvolumen 50 �l, Endkonzentrationen, 
z.B. von 0,01 ng/ml bis 100 ng/ml.

• Sensitive Zellen, z.B. FDC-P1 -Zellen ernten und 
mittels Zentrifugation 3 × in Kulturmedium ohne 
GM-CSF waschen.

• Zellen in Kulturmedium resuspendieren und auf eine 
Konzentration von 2 ×105 Zellen/ml einstellen.

• 50 �l dieser Zellsuspension zu 50 �l der vorver-
dünnten GM-CSF-Proben in jede Vertiefung der 
Mikrotiterplatte geben (Enkonzentration der Zellen: 
1-105 Zellen/ml, d.h. 2 ×104 Zellen/Vertiefung.

• Mikrotiterplatte für 24 h oder 48 h bei 37°C und 
6,5% CO2 inkubieren.

• Nach Inkubation 10 �l MTT-Lösung (5 mg/ml) in 
jede Vertiefung der Mikrotiterplatte geben und 4 h 
bei 37°C und 6,5 % CO2 inkubieren.

• Reaktion durch Zugabe von 100 �l SDS/HCI-
Lösung (10% SDS in10 mM HCI) in jede Vertiefung 
der Mikrotiterplatte beenden und über Nacht bei 
37°C und 6,5% CO2 inkubieren, wodurch die blauen 
Formazan-Kristalle gelöst werden und die phenol-
rote Farbe der Kultur gebleicht wird.

• Mikrotiterplatte in einem ELISA-Reader bei 550 nm 
bzw. 690 nm als Test- bzw. Referenz-Wellenlänge 
auswerten.

Hinweis Der kolorimetrische MTT-Assay und die quantitative 
Auswertung wurden wie in der Literatur beschrieben 
durchgeführt (16).
Die Ergebnisse hängen stark von den individuell 
gewählten Bedingungen des Experiments ab, 
einschließlich der verwendeten Zellinie (besonders des 
Substamms) und den Kulturbedingungen 
(z.B. Zelldichte, Inkubationsdauer).
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