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Az |. éltalédnos képlettel megadott fizioldgiasan aktiv konjugatumokat tarunk fel, valamint olyan készitményeket, amelyek a
konjugatumok keverékei, amelyekben m és n értéke klilénbdz8 egész szam lehet a készitményben 1évé konjugatumokra.
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GU8F-mutein~FES konjugdtumek jellamzése

A tigztitott GCSF-nuteln-PEG  konjugidtumok fehérie-

koncentracidist 1 mginl-ss oldatra 0,86 Asse—drtéek alkalma-

Az elemzést 12 €s 15%-o0s poliakrilamid gélek, wvaygy #-
16%~0z gradiens gél alkeimaziasdval végestilk redukidld kdrii-

ménvek kszdHit, Laenmli [Nature
leirasa szerint,

Srazaldkos Osszetétel meghatirozasa

Az egyes faitak (mono-, di, tri~, sth.} szaAzalékos
daszetételét a kUidnbdzd GOSFP-~nutein-FEG konijugdtum reak-
cidslegyakben Joomassie Blus-val feststt ISDS~PAGE gélek

denzitometrids mérdsével hataroztuk neg {ladsd 2. tablazat).

PRG tomegének meghatdrozisa GCIF-mutesin-PEGS kondungétu-

mokban
A beépitett PFEG totdl tdmegél a kilénbdzd preparitu-
mokban & PEG &tlagos molekulatomegdébdl, az egvss PEG-konju-~

gatumok {mono-, di~, stb.} elektroforetilus nobilitdson

alapuld szonositasabdl, a kaposolt Gemolskulik szamébol,
é5 & Coomassie Blue-val festelt SDS-PAGE gélek denzitomet-

mérésdn alapuld szizalékos Ssszetételbdl hatarozituk

1
if

ri

YN

egyedi FEG-

44 E L

PRG~tdmeg = PRG-molekulatimsy x PEG-molekuldk szdma 2
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1dé (perc)

20 kDa molekulatémegl PEG-gel madositoll és modositatian GCSF-mutein
elvélasztasa. PEG-reakcidelegy tipikus elcids profilja.

Oszlop: 1-2 mi Fractogel™ EMD 50; 8508

Ekvilibracios puffer: 10 mM ammodnium-acetdt, pH = 4.5

1. elicids puffer: 0,15 M NaCl ekvilibrécids pufferben

2. elGeids puffer: 0,5 M NaCl ekvilibréciés pufferben

3. dbra
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Kontroll szazaléka

: 1264
PCT/US00/0126 411

0
133G

5k K¥ auug -
$0% K3 anid
Gk BPA amid
10k SEA ainid
158 SPA amid
20k SP4 amid
bk wies
10k woa
25k uiga
10K uretén -
20K uratén ~
S0k urstan -~
20K tiouretan -
5k GABA ™
12k GABA -

PEG-GCSF konjugdtum aklivitsa 5 nappal egyetien injekciot kdvetden

Néstény CB7BL/S] egereke! szubkutdn olisttunk 252 HG pegiis}t GOSF-~
konjugdtummal, a beadést kdvetd Stddik napon retroorbitalis venas {?«CS&X
mintat vettiink. Coulter hematoldgial és leukocita differencidlis elemzéseket
hajiottunk végre; a kapolt neutrofil-szémot standardizaituk minden kisérietben.

Az adatok csoportonként 4 egér atlagdt + szdrasat mutatjak.
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Roche: Uraa-kbtés

PEG szamitolt molekulatdmege {(kDa)

SPA. PMN = 0,277 molekulatdmeg ~ 3,88
Roche: PMN = 0,152 molekulatémeg ~ 2,74

A PMN-szam néveksdése a PEG tamegének (kDa) figgvényében amid- &8
urea-kapesolt GUSF-mutein-PEG konjugatumokban.
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Oh BH aniig
10k SPA amid

PEG-GCSF-mutein aktivitasa 7 nappal egyetien injekeidt kdvetden.
Néstény CS57BLGJ egereket szubkutdn oltotunk 252 ug  pegilalt
konjugatumokkal, a beaddst kévetd hetedik napon retroorbitalis vénas GUSE-
mintal vettink, Coulter hematoldgial és leukocita differencidlis elemzéseket
hajtottunk végre; a kapott neulrofil-szamot standardizaltuk a hordozora minden
kisérietben. Az adatok csoportonként 4 egér atlagét ¥ szdrasat mutatjak.
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Egér PRSC-koldnia-mobilizacios vizsgalati eljaras
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Koloniak szémalmérihely

Pt
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3 A 5 6 7
Injekidlas napia

e PIO0CCRG e QUGN i PEGG

Neupogen (25 uglfegén), 0-8. napon injekialva
PEGG (25 ugfegérny, 0. napon injekidiva
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Eger PBSC-koldnia-mobilizacios vizsgalali eljaras
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Kolbniak szamal/mérihely

3 5 5 § 7
Injekialas napia (Cytoxan = -1, nap)

e NOTADZO e SytORAN ~e= Syloxan-Neupogen -~ Cytoxan-PEGE

Neupogen (25 pglegén), -5 napon injekidlva
PEGG {25 uglegdr), 0 napon injekidlva
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Egér PBEC-koldnia-mobilizacids vizsgalat! eljaras
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injekialas napia (Cytoxan = -1, nap}

e BOYAOES —~geNeunogen oo PEGE
e CYIOXAN ~geCytoxan-Neupogen <= Cyioxan-PEGG

Neupogen (25 ug/egér), 0-5. napon injekidiva
PEGG (25 uglegér}, 0. napon injektalva
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Egér PEBSC-koldnia-mobilizacids vizsgalali eljaras
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Koldniak szama/mérbhely

L e WO rererote e PO e

1 2 3 & 8 8 7 8 ) 10
injekialds napia

e DOPAOZG =w=Naupogen e PEGG

Neupogen {3 pglegér), 0-9. napon injektdlva
PEGG {3uglegéry, G. napon injekidiva
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Egér PB3C-koldnia-mobilizacios vizsgalati eljaras
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Kolonidk szamalméréhely

1004

injekialas napja (Cyloxan = -1, nap}

e POFAOEG =@ CYlOxan ~e=Cyloxan-Neupogen -8 Cyloxan-PEGG

Neupogen (3 ug/egér), 0-5. napon injektdlva
PEGG (3 ug/egérn), 0. napon injekidlva

11. abra
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