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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av et antistoff-konjugat, omfattende &
reagere et modifisert antistoff med et linker-konjugat, hvori linker-konjugatet
omfatter en (hetero)sykloalkynylgruppe og ett eller flere molekyler av interesse,
hvori det modifiserte antistoffet er et antistoff omfattende en GIcNAcC-S(A)y-
substituent, hvori GIcNAc er et N-acetylglukosamin, hvori S(A), er et
sukkerderivat omfattende x funksjonelle grupper A hvori A er en azidogruppe, og
x er 1, 2, 3 eller 4, hvori GIcNAc-S(A).-substituenten er bundet til antistoffet via
C1l til GIcNAc-S(A)y-substituentens N-acetylglukosamin, og hvori GIcNAc-et

eventuelt er fukosylert.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, omfattende trinnene:
(i) @ bringe et antistoff omfattende en kjerne-N-acetylglukosamin- (GIcNAc-
)substituent i kontakt med en forbindelse formel S(A)y-P i naervaer av en
katalysator, hvori kjerne-N-acetylglukosamin-substituenten eventuelt er
fukosylert, hvori katalysatoren omfatter et mutant katalytisk domene fra en
galaktosyltransferase, hvori S(A), er et sukkerderivat omfattende x funksjonelle
grupper A, hvori A er en azidogruppe, og x er 1, 2, 3 eller 4, hvori P er valgt fra
gruppen bestdende av uridindifosfat (UDP), guanosindifosfat (GDP) og
cytidindifosfat (CDP),
for @ oppna et modifisert antistoff, hvori et modifisert antistoff er definert som et
antistoff omfattende en GIcNAc-S(A),-substituent bundet til antistoffet via C1 til
GIcNAc-S(A)4-substituentens N-acetylglukosamin, og hvori det modifiserte
antistoffet er ifglge formel (4):

(Fuc)y,

AB——GIcNAc——S(A)

¥

hvori:

S(A)x og x er som definert ovenfor; AB representerer et antistoff; GIcNAc er N-
acetylglukosamin; Fuc er fukose; b er 0 eller 1; og y er 1 til 20; og

(ii) & reagere det modifiserte antistoffet med et linker-konjugat, hvori linker-
konjugatet omfatter en (hetero)sykloalkynylgruppe og ett eller flere molekyler

av interesse.
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3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvori katalysatoren er en katalysator
omfattende et mutant katalytisk domene fra en B(1,4)-galaktosyltransferase,
foretrukket valgt fra gruppen bestdende av GalT Y289L, GalT Y289N, GalT Y2891,
GalT Y289F, GalT Y289M, GalT Y289V, GalT Y289G, GalT Y2891 og GalT Y289A.

4. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 - 3, hvori linker-

konjugatet har formelen (11) eller (11b):
R]

X .
| R

11
hvori:
L er en linker;
D er et molekyl av interesse;
rerl- 20;
R! er uavhengig valgt fra gruppen bestdende av hydrogen, halogen, -OR®, -NO,,
-CN, -S(0),R>, C; - Cys-alkylgrupper, Cs¢ - C.4-(hetero)arylgrupper, C; - Cos-
alkyl(hetero)arylgrupper og C; - Cys-(hetero)arylalkylgrupper, og hvori
alkylgruppene, (hetero)arylgruppene, alkyl(hetero)arylgruppene og
(hetero)arylalkylgruppene eventuelt er substituert, hvori to substituenter R! kan
veere linket sammen for & danne et annelert sykloalkyl eller en annelert
(hetero)arensubstituent, og hvori R® er uavhengig valgt fra gruppen bestdende
av hydrogen, halogen, C; - Cy-alkylgrupper, Cq-Cy4-(hetero)arylgrupper, C; -
Cy4-alkyl(hetero)arylgrupper og C; - Cy4-(hetero)arylalkylgrupper;
X er C(R'),, O, S eller NR?, hvori R? er R! eller L(D),, og hvori L, D og r er som
definert ovenfor;
g er 0 eller 1, med forbehold om at hvis g er 0, er X N-L(D),;
aer0,1,2,3,4,5,6, 7 eller 8;
a'er0,1,2,3,4,5,6, 7 eller 8; og
a+a' < 10.

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 -4, hvori linker-

konjugatet har formelen (17):
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17
hvori:
R!, L, D og r er som definert i krav 4;
Y er O, S eller NR?, hvori R? er som definert i krav 4;
5 R® er uavhengig valgt fra gruppen bestdende av hydrogen, halogen, C;- Cos-
alkylgrupper, Cg - Cy4-(hetero)arylgrupper, C; - Cys-alkyl(hetero)arylgrupper og
C; - Cy4-(hetero)arylalkylgrupper;
R* er valgt fra gruppen bestdende av hydrogen, Y-L(D),, -(CH2)n-Y-L(D),
halogen, C; - Cys-alkylgrupper, Cg - Cys-(hetero)arylgrupper, C; - Cyy-
10 alkyl(hetero)arylgrupper og C,; - Cy4-(hetero)arylalkylgrupper, der alkylgruppene
eventuelt er avbrutt av ett eller flere heteroatomer valgt fra gruppen bestaende
av 0, N og S, hvori alkylgruppene, (hetero)arylgruppene,
alkyl(hetero)arylgruppene og (hetero)arylalkylgruppene uavhengig eventuelt er
substituert; og
15 nerl,2,3,4,5,6,7,8,9eller 10,

eller hvori linker-konjugatet har formelen (15) eller formelen (19):

N
O—L(D) >7L(D)r
15 19 O
hvori L, D og r er som definert i krav 4.
20 6. Antistoff-konjugat ifglge formelen (20) eller (20b):
{Fuc)y,
ABT—GleNAc

o)
| K (L)

N r

\\N/‘ﬂi | !

20
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(Fuc)y,

ABTGlcNAc—5

20b

hvori:

L, D, X, R, a, a', r og q er som definert i krav 5;

berOelleri;

per0elleri;

Q er -N(H)C(O)CH,- eller -CH,-;

xerl, 2, 3eller4;

yerl-20;

og hvori AB er et antistoff, S er sukker eller et sukkerderivat, GIcNAc er N-

acetylglukosamin, og Fuc er fukose.

7. Antistoff-konjugat ifglge krav 8, hvori antistoff-konjugatet har formelen (21):
(Fuc)y,

AB—TGIcNAc

e, @,

21
hvori AB, L, D, S, Q, x, y, b, p, R! og GIcNAc er som definert i krav 6, og

hvori R?, R?%, Y, n og r er som definert i krav 4

eller hvori antistoff-konjugatet har formelen (15b) eller formelen (22):
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5
(Fuc) —— —
AB—{GlcNAc S_%R)p O
N O—_
N/ L(D)l
A\
N
L Y
15b
(Fuc) —— —
AB——GleNAc S_%%)p O i
N/N | N L(D),
A\
N
L Y
22

hvori AB, L, D, S, X, y, b, p, Q og GIcNAc er som definert i krav 6.

8. Antistoff-konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 6 - 7, hvori molekylet
av interesse (D) er valgt fra gruppen bestdende av et stoff som er biologisk
og/eller farmasgytisk aktivt, et reportermolekyl, et azid og en

(hetero)sykloalkynylgruppe.

9. Antistoff-konjugat som kan oppnas ved fremgangsmaten ifglge et hvilket som

helst av kravene 1 - 5.

10. Antistoff-konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 6 - 9 for anvendelse

som medikament.

11. Antistoff-konjugat ifglge et hvilket som helst av kravene 6 - 9 for anvendelse
i behandlingen av kreft, foretrukket brystkreft, mer foretrukket HER2-positiv
brystkreft.
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12. Fremgangsmate for fremstilling av et antistoff-legemiddelkonjugat, omfatter
trinnene:
(i) @ bringe et antistoff omfattende en kjerne-N-acetylglukosamin- (GIcNAc-
)substituent i kontakt med en forbindelse med formelen S(A).-P i naervaer av en
katalysator, hvori kjerne-N-acetylglukosamin-substituenten eventuelt er
fukosylert, hvori katalysatoren omfatter et mutant katalytisk domene fra en
galaktosyltransferase, hvori S(A), er et sukkerderivat omfattende x funksjonelle
grupper A hvori A er uavhengig valgt fra gruppen bestdende av en azidogruppe,
en ketogruppe og en alkynylgruppe, og x er 1, 2, 3 eller 4, hvori P er valgt fra
gruppen bestdende av uridindifosfat (UDP), guanosindifosfat (GDP) og
cytidindifosfat (CDP),
for @ oppna et modifisert antistoff, hvori et modifisert antistoff er definert som et
antistoff omfattende en GIcNAc-S(A),-substituent bundet til antistoffet via C1 til
GIcNAc-S(A)4-substituentens N-acetylglukosamin, og hvori det modifiserte
antistoffet er ifglge formelen (4):

(Fuc)y,

AB—GlcNAc—S(A)
y

hvori:

S(A)x, 0g x er som definert ovenfor; AB representerer et antistoff; GIcNAc er N-
acetylglukosamin; Fuc er fukose; b er 0 eller 1; og y er 1 til 20; og

(ii) @ reagere det modifiserte antistoffet med et linker-konjugat, hvori:

(a) nar det modifiserte antistoffet er et azidmodifisert antistoff, omfatter linker-
konjugatet en (hetero)sykloalkynylgruppe eller en alkynylgruppe og ett eller
flere molekyler av interesse; eller

(b) nar det modifiserte antistoffet er et ketomodifisert antistoff, omfatter linker-
konjugatet en primaer amin-gruppe, en aminooksygruppe eller en
hydrazinylgruppe og ett eller flere molekyler av interesse; eller

(c) nar det modifiserte antistoffet er et alkynmodifisert antistoff, omfatter linker-
konjugatet en azidogruppe og ett eller flere molekyler av interesse,

hvori et molekyl av interesse (D) er konjugert til antistoffet via en linker (L);
hvori molekylet av interesse er et stoff som er biologisk og/eller farmasgytisk
aktivt.

13. Antistoff-legemiddelkonjugat som kan oppnas ved fremgangsmaten ifglge
krav 12.
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14. Fremgangsmate for fremstiling av et modifisert antistoff, der
fremgangsmaten omfatter:

(a) deglykosylering av et antistoff-glykan med et kjerne-N-acetylglukosamin, i
neervaer av en endoglykosidase, for & oppna et antistoff omfattende en kjerne-N-
acetylglukosaminsubstituent, hvori  kjerne-N-acetylglukosaminsubstituenten
eventuelt er fukosylert, hvori kjerne-N-acetylglukosaminsubstituenten er bundet
via en N-glykosidbinding til amidnitrogenatomet i sidekjeden til en
asparaginaminosyre til et antistoff, og hvori endoglykosidasen er Endo S, Endo
S49, Endo F eller en kombinasjon derav; etterfulgt av

(b) @ bringe antistoffet i kontakt med en forbindelse med formelen S(A)«-P i
narvaer av en katalysator, hvori katalysatoren omfatter et mutant katalytisk
domene fra en galaktosyltransferase, hvori S(A)y er et sukkerderivat omfattende
x funksjonelle grupper A hvori A er uavhengig valgt fra gruppen bestdende av en
azidogruppe, en ketogruppe og en alkynylgruppe, og x er 1, 2, 3 eller 4, hvori P
er valgt fra gruppen bestaende av uridindifosfat (UDP), guanosindifosfat (GDP)
og cytidindifosfat (CDP),

hvori et modifisert antistoff er definert som et antistoff omfattende en GIcNAc-
S(A)y-substituent bundet til antistoffet via C1 til GIcNAc-S(A),-substituentens N-

acetylglukosamin.
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