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Patentkrav

1. Fremgangsmate for @ konjugere en polysialsyre (PSA) inneholdende en aktiv
aminooksygruppe til en oksidert karbohydratenhet av et blodkoaguleringsprotein
omfattende a8 kontaktere den oksiderte karbohydratenheten med en aktivert PSA
under betingelser som tillater konjugering;

hvori blodkoaguleringsproteinet har faktor IX (FIX) biologisk aktivitet eller Faktor
VIII (FVIII) biologisk aktivitet;

hvori karbohydratenheten oksideres ved inkubering med en buffer omfattende et
oksidasjonsmiddel valgt fra gruppen bestdende av natriumperiodat (NalO,),
blytetraacetat (Pb(OAc),) og kaliumperrutenat (KRuO4); og

hvori oksimbindingen dannes mellom den oksiderte karbohydratenheten og den

aktive animooksygruppen p& PSA-en.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvori polysialsyren (PSA) omfatter ca. 10 - 300

sialsyreenheter.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvori oksidasjonsmiddelet er

natriumperiodat (NalQ,).

4. Fremgangsmaten ifslge krav 3, hvori den oksiderte karbohydratenheten til
blodkoaguleringsproteinet er lokalisert i blodkoaguleringsproteinets

aktiveringspeptid.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori polysialsyren (PSA) fremstilles ved a
reagere en aktivert aminooksylinker med oksidert PSA;
hvori aminooksylinkeren er valgt fra gruppen bestdende av:

a) en 3-oksa-pentan-1,5-dioksaminlinker med formelen:

HQN_HO momof“Hl

0g

b) en 3,6,9-tritoksa-undekan-1,11-dioksaminlinker med formelen:

HENxOMOwO/‘“\\/OWO,ﬁNHE

hvori PSA-en oksideres ved inkubering med et oksidasjonsmiddel for & danne en

terminal aldehydgruppe i den ikke-reduserende enden av PSA-en.
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6. Fremgangsmate ifglge krav 5, hvori aminooksylinkeren er 3-oksa-pentan-1,5-

dioksyamin.

7. Fremgangsmate ifglge krav 5, hvori oksidasjonsmiddelet er natriumperiodat
(NalO,).

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 - 5, hvori
kontakteringen av den oksiderte karbohydratenheten med den aktive
aminooksygruppen til polysialsyren (PSA) oppstar i en buffer omfattende en

nukleofil katalysator valgt fra gruppen bestdende av anilin og anilinderivater.

9. Fremgangsmaten ifglge krav 1, ytterligere omfattende trinnet med & redusere
en oksimbinding i det konjugerte blodkoaguleringsproteinet ved & inkubere det
konjugerte blodkoaguleringsproteinet i en buffer omfattende en reduserende
forbindelse valgt fra gruppen bestdende av natriumcyanoborhydrid (NaCNBH;)

og askorbinsyre (vitamin C).

10. Fremgangsmate ifglge krav 9, hvori den reduserende forbindelsen er

natriumcyanoborhydrid (NaCNBH5).

11. Modifisert blodkoaguleringsprotein fremstilt ved fremgangsmaten ifglge et

hvilket som helst av kravene 1 - 8.

12. Modifisert blodkoaguleringsprotein omfattende:

(a) et blodkoaguleringsprotein med faktor IX (FIX) biologisk aktivitet eller faktor
VIII (FVIII) biologisk aktivitet; og

(b) minst én aminooksy-PSA bundet til blodkoaguleringsproteinet til (a), hvori
aminooksy-PSA-en er festet til blodkoaguleringsproteinet via én eller flere

karbohydratenheter.



