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Patentkrav

1. Konjugat av et vannlgselig fettsyrederivat og et terapeutisk protein, hvor det vann-
Igselige fettsyrederivatet omfatter en fettsyre eller fettsyreester festet til en vannlgse-
lig linker, og hvor det vannlgselige fettsyrederivatet er stabilt festet til det terapeut-
iske proteinet ved en oksimkobling fremstilt mellom en aminooksygruppe pa den
vannlgselige linkeren og en aldehydgruppe av et oksidert karbohydrat pa det terapeut-

iske proteinet.

2. Konjugat ifglge krav 1 som binder humant serumalbumin (HSA) in vitro eller in
vivo, har gkt halveringstid i forhold til et nativt terapeutisk protein, og hvor fettsyren

er en mettet fettsyre eller umettet fettsyre.

3. Konjugat ifglge krav 2, hvor fettsyren er en forgrenet fettsyre.

4. Konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor fettsyren omfatter en
kjedelengde valgt fra gruppen bestaende av C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22,
og C24.

5. Konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, hvor fettsyren er festet til den
vannlgselige linkeren ved en gruppe pa fettsyren valgt fra gruppen bestaende av:
terminal karboksylgruppe og w-gruppe, hvor w-gruppen er valgt fra gruppen besta-

ende av: hydroksyl, amino, tio, og karboksyl.

6. Konjugat ifglge krav 1 eller krav 2, hvor fettsyren er 16-hydroksyheksadekansyre

eller fettsyreesteren er 16-hydroksyheksadekansyremetylester.

7. Konjugat ifglge krav 1 eller krav 2, hvor fettsyreesteren er metylester eller

etylester.

8. Konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvor den vannlgselige linkeren
omfatter en vannlgselig polymer og minst en aminooksygruppe festet til det terapeut-

iske proteinet.

9. Konjugat ifglge krav 1 eller krav 2, hvor det vannlgselige fettsyrederivatet er
a) 16-(2-(2-(2-(2-aminooksyetoksy)-etoksy)-etoksy)-etoksyimino)-

heksadekansyrenatriumsalt med formelen:
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NE*O‘;WN\OA/K/\O/\/D%«"%
0
eller
b) 16-(2-(2-(2-(2-aminooksyetoksy)-etoksy)-etoksy)-etoksyamino)-
heksadekansyremetylester,
/O%H/OWOAN/D\/\QWD“NW
[¢]

10. Fremgangsmate for & fremstille et konjugert terapeutisk protein omfattende a
bringe en oksidert karbohydratenhet i kontakt med det terapeutiske proteinet med det
vannlgselige fettsyrederivatet ifglge krav 1 under betingelser som tillater konjugering;
nevnte karbohydratenhet oksideres ved inkubering med en buffer omfattende et
oksidasjonsmiddel valgt fra gruppen bestdende av natriumperiodat (NalOa),
blytetraacetat (Pb(OAc)4) og kaliumperrutenat (KRuOs);

hvor en oksimkobling blir fremstilt mellom den oksiderte karbohydratenheten og en
aktiv aminooksygruppe pa fettsyrederivatet;

0og hvor nevnte oksimbindingsfremstilling er katalysert av en nukleofil katalysator
valgt fra gruppen bestdende av anilin, o-aminobenzosyre, m-aminobenzosyre, p-
aminobenzosyre, sulfanilinsyre, o-aminobenzamid, o-toluidin, m-toluidin, p-toluidin, o-

anisidin, m-anisidin, og p-anisidin.

11. Fremgangsmate for & fremstille et konjugert terapeutisk protein ifglge krav 10,
videre omfattende en fremgangsmate for & fremstille det vannlgselige fettsyre-
derivatet ifglge krav 1, omfattende:
a) a oksidere en w-hydroksygruppe pa en fettsyre for 8 generere en aldehyd-
gruppe pa fettsyren; og
b) & koble en vannlgselig linker omfattende en aktiv aminooksygruppe til
aldehydgruppen for & fremstille en stabil oksimkobling;
hvor nevnte fettsyrederivat er vannigselig; hvor w-hydroksygruppen blir oksidert av
en oksidasjonsreagens valgt fra gruppen bestdende av: Dess Martin periodinan-
reagens, Tempo-reagens, oksalylklorid/DMSO, tetrapropylammoniumperrutenat
(TPAP) og krom VI-reagenser (Collinsreagens, pyridiniumklorokromat (PCC) og

pyridiniumdikromat); hvor fettsyren er en mettet fettsyre eller umettet fettsyre.

12. Fremgangsmate for & fremstille et konjugert terapeutisk protein ifglge krav 10,
videre omfattende en fremgangsmate for & fremstille det vannlgselige fettsyre-

derivatet ifglge krav 1, omfattende:
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a) & forestre en karboksylgruppe pa en fettsyre for & generere en ester pa
fettsyren;
b) & aktivere en w-hydroksygruppe pa en fettsyre for 8 generere en mesyl-
gruppe pa fettsyren fra trinn a); og
c) a koble en vannlgselig linker omfattende en aktiv aminooksygruppe ved &
substituere mesylgruppen fra trinn b) og derved fremstille en stabil oksyimin-
metylenbinding;
hvor nevnte fettsyrederivat er vannlgselig; hvor karboksylgruppen er forestret med et
forestringsmiddel valgt fra gruppen bestdende av: acetylklorid, metanol i naervaer av
syre, etanol i naerveer av syre, diazometan, og metyljodid; hvor w-hydroksygruppen
blir aktivert av et aktiveringsmiddel valgt fra gruppen bestdende av: mesylklorid,
tosylklorid og nosylklorid; og hvor fettsyren er en mettet fettsyre eller umettet

fettsyre.

13. Fremgangsmate ifslge krav 11 eller krav 12, hvor fettsyren er en forgrenet

fettsyre.

14. Fremgangsmate ifglge krav 11 eller krav 12, hvor fettsyren omfatter en kjede-
lengde valgt fra gruppen bestdende av C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22, og C24,

eventuelt hvor fettsyren er 16-hydroksyheksadekansyre.

15. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 11 til 14, hvor den

vannlgselige linkeren omfatter en vannlgselig polymer og minst en aminooksygruppe.

16. Konjugat ifglge krav 8 eller fremgangsmate ifslge krav 15, hvor den vannlgselige
polymeren er valgt fra gruppen bestdende av:

polyetylenglykol (PEG), forgrenet PEG, polysialsyre (PSA), hydroksyalkylstivelse
(HAS), hydroksyetylstivelse (HES), karbohydrat, polysakkarider, pullulan, kitosan,
hyaluronsyre, kondroitinsulfat, dermatansulfat, stivelse, dekstran,
karboksymetyldekstran, polyalkylenoksid (PAO), polyalkylenglykol (PAG),
polypropylenglykol (PPG), polyoksazolin, polyakryloylmorfolin, polyvinylalkohol (PVA),
polykarboksylat, polyvinylpyrrolidon, polyfosfazen, polyetylen-co-maleinsyreanhydrid,
polystyren-co-maleinsyreanhydrid, og

poly(1-hydroksymetyletylenhydroksymetylformal) (PHF).
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17. Konjugat eller fremgangsm%te ifalge krav 16, hvor den vannigselige polymeren er
PEG og omfatter en kjedelengde valgt fra gruppen bestdende av 03, 05, 07, 09, O11,
013 og O15.

18. Konjugat eller fremgangsmate ifglge krav 17, hvor den vannlgselige linkeren er
valgt fra gruppen bestdende av:
a) 3-oksapentan-1,5-dioksylamin med formelen:

0 0.
HNT 07N TN,

’

b) 3,6,9-triaoksaundekan-1,11-dioksyamin med formelen:

RAT I

¢) 3,6,9,12,15-pentaoksaheptadekan-1,17-dioksyamin med formelen:
o] 0

0g
d) 3,6,9,12,15,18,21-heptaoksatrikosan-1,23-dioksyamin med formelen:

HENJ,O\L/\D%NHE |

19. Konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 1-9 og 16-18 eller fremgangs-
maten ifglge et hvilket som helst av kravene 10 og 16-18, hvor det terapeutiske
proteinet er valgt fra gruppen bestdende av: Faktor IX (FIX), Faktor VIII (FVIII) ,
Faktor VIIa (FVIIa), von Willebrand-faktor (VWF), Faktor V (FV), Faktor X (FX), Faktor
XI (FXI), Faktor XII (FXII), trombin (FII), protein C, protein S, tPA , PAI-1, vevsfaktor
(TF), ADAMTS 13-protease, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11,
kolonistimulerende faktor-1 (CSF-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, granulocyttkoloni-
stimulerende faktor (G-CSF), EPO, interferon-alfa (IFN-alfa), konsensusinterferon,
IFN-beta, IFN- gamma, IFN-omega, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15,
IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-33,
trombopoietin (TPO), Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y, angiopoietinlignende polypeptid 1
(ANGPTL1), angiopoietinlignende polypeptid 2 (ANGPTL2), angiopoietinlignende
polypeptid 3 (ANGPTL3), angiopoietinlignende polypeptid 4 (ANGPTL4),
angiopoietinlignende polypeptid 5 (ANGPTL5), angiopoietinlignende polypeptid 6
(ANGPTL®6), angiopoietinlignende polypeptid 7 (ANGPTL7?), vitronektin, vaskulzer
endotelial vekstfaktor (VEGF), angiogenin, aktivin A, aktivin B, aktivin C,
benmorfogent protein-1, benmorfogent protein-2, benmorfogent protein-3,

benmorfogent protein-4, benmorfogent protein-5, benmorfogent protein-6,
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benmorfogent protein-7, benmorfogent protein-8, benmorfogent protein-9,
benmorfogent protein-10, benmorfogent protein-11, benmorfogent protein-12,
benmorfogent protein-13, benmorfogent protein-14, benmorfogent protein-15,
benmorfogen proteinreseptor IA, benmorfogen proteinreseptor 1B, benmorfogen
proteinreseptor II, hjerneavledet nevrotrofisk faktor, kardiotrofin-1, cilizer nevrotrofisk
faktor, cilizer nevrotrofisk faktorreseptor, kripto, kryptisk, cytokinindusert ngytrofil
kjemotaktisk faktor 1, cytokinindusert ngytrofil kjemotaktisk faktor 2a, cytokinindusert
ngytrofil kjemotaktisk faktor 23, B-endotelcellevekstfaktor, endotelin 1, epidermal
vekstfaktor, epigen, epiregulin, epitelialavledet ngytrofilattraktant,
fibroblastvekstfaktor 4, fibroblastvekstfaktor 5, fibroblastvekstfaktor 6,
fibroblastvekstfaktor 7, fibroblastvekstfaktor 8, fibroblastvekstfaktor 8b,
fibroblastvekstfaktor 8c, fibroblastvekstfaktor 9, fibroblastvekstfaktor 10,
fibroblastvekstfaktor 11, fibroblastvekstfaktor 12, fibroblastvekstfaktor 13,
fibroblastvekstfaktor 16, fibroblastvekstfaktor 17, fibroblastvekstfaktor 19,
fibroblastvekstfaktor 20, fibroblastvekstfaktor 21, fibroblastvekstfaktorsyrlig,
fibroblastvekstfaktorbasisk, gliacellelinjeavledet nevrotrofisk faktorreseptor al,
gliacellelinjeavledet nevrotrofisk faktorreseptor a2, vekstrelatert protein, vekstrelatert
protein a, vekstrelatert protein B, vekstrelatert protein y, heparinbindende epidermal
vekstfaktor, hepatocyttvekstfaktor, hepatocyttvekstfaktorreseptor, hepatomavledet
vekstfaktor, insulinlignende vekstfaktor I, insulinlignende vekstfaktorreseptor, insulin-
lignende vekstfaktor II, insulinlignende vekstfaktorbindende protein,
keratinocyttvekstfaktor, leukemiinhiberende faktor, leukemiinhiberende faktorreseptor
a, nervevekstfaktor, nervevekstfaktorreseptor, nevropoietin, nevrotrofin-3,
nevrotrofin-4, onkostatin M (OSM), placentavekstfaktor, placentavekstfaktor 2,
blodplateavledet endotelcellevekstfaktor, blodplateavledet vekstfaktor,
blodplateavledet vekstfaktor A-kjede, blodplateaviedet vekstfaktor AA,
blodplateavledet vekstfaktor AB, blodplateaviedet vekstfaktor B-kjede,
blodplateavledet vekstfaktor BB, blodplateavledet vekstfaktorreseptor a,
blodplateavledet vekstfaktorreseptor B, pre-B-cellevekststimulerende faktor,
stamcellefaktor (SCF), stamcellefaktorreseptor, TNF, TNFO, TNF1, TNF2,
transformerende vekstfaktor a, transformerende vekstfaktor 8, transformerende
vekstfaktor B1, transformerende vekstfaktor 1.2, transformerende vekstfaktor f2,
transformerende vekstfaktor B3, transformerende vekstfaktor B5, latent
transformerende vekstfaktor f1, transformerende vekstfaktor B-bindende protein I,
transformerende vekstfaktor B-bindende protein II, transformerende vekstfaktor -
bindende protein III, tymisk stromalymfopoietin (TSLP), tumornekrosefaktorreseptor

type I, tumornekrosefaktorreseptortype II, urokinasetype
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plasminogenaktivatorreseptor, fosfolipaseaktiverende protein (PUP), insulin, lektin,
ricin, prolaktin, korionisk gonadotropin, follikkelstimulerende hormon, skjoldbrusk-
stimulerende hormon, vevsplasminogenaktivator, IgG, Igg, IgM, IgA, og IgD, a-
galaktosidase, B-galaktosidase, DNAse, fetuin, luteiniserende hormon, gstrogen,
albumin, lipoproteiner, fetoprotein, transferrin, trombopoietin, urokinase, integrin,
trombin, leptin, Humira (adalimumab), Prolia (denosumab), Enbrel (etanercept), et

protein i tabell 1, eller et biologisk aktivt fragment, derivat eller variant derav.
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