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Patentanspriiche

1. Hydroxyalkylstarke (HAS)-Erythropoietin
(EPO)-Konjugat (HAS-EPO), umfassend ein oder
mehrere HAS-Molekile, wobei jedes HAS an das
EPO Uber
a) eine Kohlenhydratgruppe; oder
b) einen Thioether
konjugiert ist.

2. HAS-EPO nach Anspruch 1, wobei das EPO
die Aminosauresequenz von humanem EPO hat.

3. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriiche 1
oder 2, wobei das EPO eine oder mehrere Kohlenhy-
dratseitenketten, die an das EPO uber N- und/oder
O-verknupfte Glykosylierung angebracht sind, um-
fasst.

4. HAS-EPO nach Anspruch 3, wobei die Kohlen-
hydratseitenketten an das EPO wahrend der Herstel-
lung in Sauger-, insbesondere humanen, Insekten-
oder Hefezellen angebracht wurden.

5. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriiche 1
bis 4, wobei HAS an das EPO Uber ein Linker-Mole-
kil konjugiert ist.

6. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriiche 3
bis 5, wobei HAS an das EPO (ber eine Kohlenhyd-
ratgruppe, die Teil der Kohlenhydratseitenketten ist
und die vorzugsweise oxidiert ist, konjugiert ist.

7. HAS-EPO nach Anspruch 6, wobei HAS an ei-
nen Galaktose- oder einen Sialinsaurerest der Koh-
lenhydratseitenketten konjugiert ist.

8. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriiche 1
bis 7, wobei das S-Atom im Thioether von einem na-
turlich vorkommenden Cystein oder von einem hinzu-
gefligten Cystein stammt.

9. HAS-EPO nach Anspruch 8, wobei das EPO
die Aminosauresequenz von humanem EPO hat und
die natirlich vorkommenden Cysteine die Cysteine
29 und/oder 33 sind.

10. HAS-EPO nach Anspruch 9, wobei HAS an
Cystein 29 konjugiert ist und Cystein 33 durch eine
andere Aminosaure ersetzt ist.

11. HAS-EPO nach Anspruch 9, wobei HAS an
Cystein 33 konjugiert ist und Cystein 29 durch eine
andere Aminosaure ersetzt ist.

12. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriche
8 bis 11, wobei das hinzugefligte Cystein hinzugefiigt
wurde, indem eine natlrlich vorkommende Amino-
saure durch ein Cystein ersetzt wurde.
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13. HAS-EPO nach Anspruch 12, wobei das EPO
humanes EPO ist und der ersetzte Aminosaurerest
Serin 126 ist.

14. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 13, umfassend 1-12, vorzugsweise 1-6 oder
1-3, am meisten bevorzugt 1—4 HAS-Molekiile pro
EPO-Molekiil.

15. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 14, wobei die HAS ausgewahlt ist aus der Grup-
pe bestehend aus Hydroxyethylstarke, Hydroxypro-
pylstarke und Hydroxybutylstarke.

16. HAS-EPO nach Anspruch 15, wobei die HAS
Hydroxyethylstarke (HES) ist.

17. HAS-EPO nach Anspruch 16, wobei die HES
ein Molekulargewicht von 1 bis 300 kDa hat, vorzugs-
weise 5 bis 100 kDa.

18. HAS-EPO nach irgendeinem der Anspriche
16 oder 17, wobei die HES einen molaren Substituti-
onsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis zwischen
C,:C¢-Substitution im Bereich von 2-20, bezogen auf
die Hydroxyethylgruppen, aufweist.

19. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxyal-
kylstarke (HAS)-Erythropoietin  (EPO)-Konjugats
(HAS-EPOQO), umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von EPO, das in der Lage ist, sich mit
modifiziertem HAS umzusetzen,

b) Bereitstellen von modifiziertem HAS, das in der
Lage ist, sich mit dem EPO von Schritt a) umzuset-
zen, und

¢) Umsetzen des EPO von Schritt a) mit der HAS von
Schritt b), wobei ein HAS-EPO, umfassend ein oder
mehrere HAS-Molekiile, hergestellt wird, wobei jedes
HAS an das EPO uber

i) eine Kohlenhydratgruppe; oder

ii) einen Thioether

konjugiert ist.

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das EPO
die Aminosauresequenz von humanem EPO hat.

21. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
19 oder 20, wobei das EPO rekombinant hergestellt
ist.

22. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
19 bis 21, wobei das EPO eine oder mehrere Kohlen-
hydratseitenketten, die an das EPO Uber N- und/oder
O-verknupfte Glykosylierung angebracht sind, um-
fasst.

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Koh-
lenhydratseitenketten an das EPO wahrend der Her-
stellung in Sauger-, insbesondere humanen, Insek-
ten- oder Hefezellen angebracht wurden.
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24. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
22 oder 23, wobei die HAS an das EPO uber eine
Kohlenhydratgruppe, die Teil der Kohlenhydratsei-
tenketten ist, konjugiert ist.

25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei in Schritt
a) das EPO maodifiziert wird durch Oxidieren von min-
destens einer Kohlenhydratgruppe, vorzugsweise
zumindest einer endstandigen Zuckereinheit, starker
bevorzugt Galaktose, der einen oder mehreren Koh-
lenhydratseitenketten des EPO.

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die end-
stéandige Zuckereinheit nach teilweiser oder vollstan-
diger (enzymatischer und/oder chemischer) Entfer-
nung der endstandigen Sialinsaure oxidiert wird.

27. Verfahren nach den Anspriichen 25 oder 26,
wobei in Schritt ¢) die modifizierte HAS an die oxidier-
te endstandige Zuckereinheit konjugiert wird.

28. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
19 bis 27, wobei das EPO mindestens eine freie
SH-Gruppe umfasst.

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die freie
SH-Gruppe Teil eines natirlich vorkommenden Cy-
steins oder eines hinzugefligten Cysteins ist.

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das EPO
die Aminosauresequenz von humanem EPO hat und
die naturlich vorkommenden Cysteine Cystein 29
und/oder 33 sind.

31. Verfahren nach Anspruch 30, wobei Cystein
33 durch eine andere Aminosaure ersetzt ist und in
Schritt ¢) die modifizierte HAS an Cystein 29 konju-
giert wird.

32. Verfahren nach Anspruch 30, wobei Cystein
29 durch eine andere Aminosaure ersetzt ist und in
Schritt ¢) die modifizierte HAS an Cystein 33 konju-
giert wird.

33. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
29 bis 32, wobei das hinzugefugte Cystein hinzuge-
fugt wurde, indem eine natirlich vorkommende Ami-
nosaure durch ein Cystein ersetzt wurde.

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei das EPO
humanes EPO ist und der ersetzte Aminosaurerest
Serin 126 ist.

35. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
33 oder 34, wobei in Schritt c) die modifizierte HAS
an das hinzugefligte Cystein konjugiert wird.

36. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
19 bis 35, wobei die HAS modifiziert wird, so dass sie
eine freie Hydrazid-, Hydroxylamin-, Thiol- oder Se-
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micarbazid-Funktionalitdt umfasst, wenn die HAS an
die oxidierten Kohlenhydratgruppen konjugiert wird,
oder eine freie Maleimid-, Disulfid- oder Haloge-
nacetamid-Funktionalitat umfasst, wenn die HAS an
die SH-Gruppe konjugiert werden soll.

37. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
19 bis 36, wobei Schritt ¢) in einem Reaktionsmedium
umfassend zumindest 10 Gew.-% H,O durchgefihrt
wird.

38. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
19 bis 37, wobei die HAS an das EPO uber ein Lin-
ker-Molekul konjugiert wird.

39. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
19 bis 38, wobei die HAS Hydroxyethylstarke, Hydro-
xypropylstarke oder Hydroxybutylstarke, vorzugswei-
se Hydroxyethylstarke (HES) ist.

40. Verfahren nach Anspruch 39, wobei die HES
die in irgendeinem der Anspriiche 17 oder 18 defi-
nierten Eigenschaften hat.

41. HAS-EPO, erhaltlich durch das Verfahren ge-
maf irgendeinem der Anspriiche 19 bis 40.

42. HAS-EPO nach Anspruch 41, das die in ir-
gendeinem der Anspriiche 1 bis 18 definierten Eigen-
schaften hat.

43. HAS-EPO gemal irgendeinem der Anspri-
che 1 bis 18, 41 oder 42 zur Verwendung in einem
Verfahren zur Behandlung des menschlichen oder
tierischen Korpers.

44. Pharmazeutische Zusammensetzung umfas-
send das HAS-EPO gemal irgendeinem der Anspri-
che 1 bis 18, 41 oder 42.

45. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 44, weiter umfassend mindestens einen
pharmazeutisch vertraglichen Trager.

46. Verwendung eines HAS-EPO gemal ir-
gendeinem der Anspriiche 1 bis 18, 41 oder 42 zur
Herstellung eines Medikaments fur die Behandlung
von anamischen Stérungen oder hamatopoietischer
Dysfunktion-Stérungen.

47. Hydroxyalkylstarke (HAS)-Polypeptid-Konju-
gat (HAS-Polypeptid), umfassend ein oder mehrere
HAS-Molekiile, wobei jedes HAS an das Polypeptid
uber
c) eine Kohlenhydratgruppe; oder
d) einen Thioether
konjugiert ist.

48. HAS-Polypeptid nach Anspruch 47, wobei
das Polypeptid humanen Ursprungs ist.
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49. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spriche 47 oder 48, wobei das Polypeptid ausge-
wahlt ist aus der Gruppe umfassend Erythropoietin,
Interleukine, insbesondere Interleukin-2, IFN-fB,
IFN-alpha, CSF, Interleukin-6 und therapeutische An-
tikdrper.

50. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spriche 47 bis 49, wobei das Polypeptid eine oder
mehrere Kohlenhydratseitenketten, die an das EPO
Uber N- und/oder O-verknupfte Glykosylierung ange-
bracht sind, umfasst.

51. HAS-Polypeptid nach Anspruch 50, wobei die
Kohlenhydratseitenketten an das Polypeptid wah-
rend der Herstellung in Sauger-, insbesondere huma-
nen, Insekten- oder Hefezellen angebracht wurden.

52. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spruche 47 bis 51, wobei die HAS an das Polypeptid
Uber ein Linker-Molekul konjugiert ist.

53. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spriche 49 bis 52, wobei die HAS an das Polypeptid
Uber eine Kohlenhydratgruppe, die Teil der Kohlenhy-
dratseitenketten ist und die vorzugsweise oxidiert ist,
konjugiert ist.

54. HAS-Polypeptid nach Anspruch 53, wobei die
HAS an einen Galaktoserest der Kohlenhydratseiten-
ketten konjugiert ist.

55. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spriche 47 bis 54, wobei das S-Atom im Thioether
von einem naturlich vorkommenden Cystein oder von
einem hinzugefligten Cystein stammt.

56. HAS-Polypeptid nach Anspruch 55, wobei
das hinzugefligte Cystein hinzugefiigt wurde, indem
eine naturlich vorkommende Aminosaure durch ein
Cystein ersetzt wurde.

57. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spriche 47 bis 56, umfassend 1-12, vorzugsweise
1-6 oder 1-3, am meisten bevorzugt 1-4 HAS-Mole-
kile pro Polypeptid-Molekdil.

58. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-
spriche 47 bis 57, wobei die HAS ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Hydroxyethylstarke, Hy-
droxypropylstarke und Hydroxybutylstarke.

59. HAS-Polypeptid nach Anspruch 58, wobei die
HAS Hydroxyethylstarke (HES) ist.

60. HAS-Polypeptid nach Anspruch 59, wobei die
HES ein Molekulargewicht von 1 bis 300 kDa hat,
vorzugsweise 5 bis 100 kDa.

61. HAS-Polypeptid nach irgendeinem der An-

4/5

spriche 59 oder 60, wobei die HES einen molaren
Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis
zwischen C,:C4-Substitution im Bereich von 2-20,
bezogen auf die Hydroxyethylgruppen, aufweist.

62. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxyal-
kylstarke (HAS)-Polypeptid-Konj.ugats (HAS-Poly-
peptid), umfassend die Schritte:

d) Bereitstellen eines Polypeptids, das in der Lage ist,
sich mit modifiziertem HAS umzusetzen,

e) Bereitstellen von modifiziertem HAS, das in der
Lage ist, sich mit dem Polypeptid von Schritt a) um-
zusetzen, und

f) Umsetzen des Polypeptids von Schritt a) mit der
HAS von Schritt b), wobei ein HAS-Polypeptid, um-
fassend ein oder mehrere HAS-Molekdule, hergestellt
wird, wobei jedes HAS an das Polypeptid Uber

i) eine Kohlenhydratgruppe; oder

ii) einen Thioether

konjugiert ist.

63. Verfahren nach Anspruch 62, wobei das Po-
lypeptid humanen Ursprungs ist.

64. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
62 oder 63, wobei das Polypeptid ausgewahlt ist aus
der Gruppe umfassend Erythropoietin, Interleukine,
insbesondere Interleukin-2, IFN-B, IFN-alpha, CSF,
Interleukin-6 und therapeutische Antikorper.

65. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
62 bis 64, wobei das Polypeptid rekombinant herge-
stellt ist.

66. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
62 bis 65, wobei das Polypeptid eine oder mehrere
Kohlenhydratseitenketten, die an das Polypeptid
Uber N- und/oder O-verknipfte Glykosylierung ange-
bracht sind, umfasst.

67. Verfahren nach Anspruch 66, wobei die Koh-
lenhydratseitenketten an das Polypeptid wahrend der
Herstellung in Sauger-, insbesondere humanen, In-
sekten- oder Hefezellen angebracht wurden.

68. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche
66 oder 67, wobei die HAS an das Polypeptid tber
eine Kohlenhydratgruppe, die Teil der Kohlenhydrat-
seitenketten ist, konjugiert ist.

69. Verfahren nach Anspruch 68, wobei in Schritt
a) das Polypeptid modifiziert wird durch Oxidieren
von mindestens einer Kohlenhydratgruppe, vorzugs-
weise zumindest einer endstandigen Zuckereinheit,
starker bevorzugt Galaktose, der einen oder mehre-
ren Kohlenhydratseitenketten des Polypeptids.

70. Verfahren nach Anspruch 69, wobei die end-
sténdige Zuckereinheit nach teilweiser oder vollstan-
diger (enzymatischer und/oder chemischer) Entfer-
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nung der endstandigen Sialinsaure oxidiert wird.

71. Verfahren nach den Anspriichen 69 oder 70,
wobei in Schritt ¢) die modifizierte HAS an die oxidier-
te endstandige Zuckereinheit konjugiert wird.

72. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
62 bis 71, wobei das Polypeptid mindestens eine
freie SH-Gruppe umfasst.

73. Verfahren nach Anspruch 72, wobei die freie
SH-Gruppe Teil eines natirlich vorkommenden Cy-
steins oder eines hinzugefligten Cysteins ist.

74. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
62 bis 73, wobei das hinzugefligte Cystein hinzuge-
fugt wurde, indem eine natirlich vorkommende Ami-
nosaure durch ein Cystein ersetzt wurde.

75. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
73 oder 74, wobei in Schritt e) die modifizierte HAS
an das hinzugefligte Cystein konjugiert wird.

76. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
62 bis 75, wobei die HAS modifiziert wird, so dass sie
eine freie Hydrazid-, Hydroxylamin-, Thiol- oder Se-
micarbazid-Funktionalitat umfasst, wenn die HAS an
die oxidierten Kohlenhydratgruppen konjugiert wird,
oder eine freie Maleimid-, Disulfid- oder Haloge-
nacetamid-Funktionalitdt umfasst, wenn die HAS an
die SH-Gruppe konjugiert werden soll.

77. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
62 bis 76, wobei Schritt c) in einem Reaktionsmedium
umfassend zumindest 10 Gew.-% H,O durchgefiihrt
wird.

78. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
62 bis 78, wobei die HAS an das Polypeptid Uber ein
Linker-Molekil konjugiert wird.

79. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche
62 bis 78, wobei die HAS Hydroxyethylstarke, Hydro-
xypropylstarke oder Hydroxybutylstarke, vorzugswei-
se Hydroxyethylstarke (HES) ist.

80. Verfahren nach Anspruch 79, wobei die HAS
die in irgendeinem der Anspriiche 60 oder 61 defi-
nierten Eigenschaften hat.

81. HAS-Polypeptid, erhaltlich durch das Verfah-
ren gemalf irgendeinem der Anspriiche 62 bis 80.

82. HAS-Polypeptid nach Anspruch 41, das die in
irgendeinem der Anspriiche 47 bis 61 definierten Ei-
genschaften hat.

83. HAS-Polypeptid gemal irgendeinem der An-
spriche 47 bis 61, 81 oder 82 zur Verwendung in ei-
nem Verfahren zur Behandlung des menschlichen
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oder tierischen Korpers.

84. Pharmazeutische Zusammensetzung umfas-
send da HAS-Polypeptid gemaf irgendeinem der An-
spriche 47 bis 61, 81 oder 82.

85. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 84, weiter umfassend zumindest einen
pharmazeutisch vertraglichen Trager.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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