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ES 2965076 T3

DESCRIPCION
Mutantes de Fc con actividad funcional mejorada

[0001] La presente invencidn se refiere a un polipéptido que comprende una region Fc mutada y que presenta
una mayor afinidad por al menos uno de los receptores del fragmento Fc (FCR) seleccionados entre FcyRllla (CD16a),
FcyRlla (CD32a) y FcyRIIb (CD32b).

[0002] Los anticuerpos terapéuticos y las proteinas de fusion Fc se utilizan hoy en dia para tratar diversas
enfermedades, como la artritis reumatoide, la psoriasis, la esclerosis multiple y muchas formas de cancer. Los
anticuerpos terapéuticos pueden ser monoclonales o policlonales. Los anticuerpos monoclonales se obtienen a partir
de una unica linea celular productora de anticuerpos, que muestra idéntica especificidad para un Unico antigeno.

[0003] El efecto terapéutico de los anticuerpos dirigidos contra antigenos de membrana depende en particular
del reclutamiento de células efectoras que expresen receptores para el fragmento cristalizable del anticuerpo
("receptores Fc"). Los receptores Fc son proteinas presentes en la superficie de determinadas células que contribuyen
a las funciones del sistema inmunitario, en particular las células NK (asesinas naturales), los macrofagos, los
neutréfilos y los mastocitos. Existen varios tipos, clasificados segun el tipo de anticuerpo que reconocen: los receptores
Fc gamma (FcyR) se unen a IgG, los receptores Fc alfa (FcaR) se unen a IgA y los receptores Fc épsilon (FER) se
unen a IgE.

[0004] La union del receptor Fc a la regidon Fc de un anticuerpo desencadena diferentes mecanismos en funcién
de la naturaleza de la célula en la que se expresa el receptor. La actividad funcional de los anticuerpos esta mediada
por la union del fragmento Fc a los receptores Fc. En vista de la importancia de los mecanismos ligados a la union de
los receptores Fc¢ a los anticuerpos, seria especialmente ventajoso disponer de variantes con una afinidad modificada,
preferiblemente aumentada, por los receptores Fc y, en particular, con una actividad funcional mediada por Fc
mejorada (por ejemplo, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, citotoxicidad dependiente del complemento
o fagocitosis celular dependiente de anticuerpos).

[0005] El documento WO2014/140322 describe variantes de Fc con diferentes mutaciones. Estas incluyen
sustituciones que aumentan la afinidad por diferentes receptores FcyR.

[0006] El demandante ahora ha desarrollado fragmentos Fc especificos con afinidad mejorada por los
receptores Fc, en particular por al menos un receptor Fc seleccionado entre FcyRIlla (CD16a), FcyRlla (CD32a),
FcyRIIb (CD32b), FcyRI (CD64) y el complemento C1q. Ventajosamente, dichos fragmentos Fc presentan una unica
mutacion que permite un control éptimo del impacto de dicha mutacién sobre la union del fragmento Fc a al menos
uno de los receptores Fc y/o sobre sus actividades efectoras. Alternativamente, dichos fragmentos pueden incluir al
menos una mutacién adicional que les confiera propiedades ventajosas, como una mayor unién al FcRn y/o una mayor
semivida. Estos fragmentos pueden utilizarse en terapia para mejorar la eficacia del producto que los contiene.

LEYENDA DE LAS FIGURAS

[0007]

La figura 1 muestra alineaciones de secuencias de IgG1 humana nativa referidas a las posiciones 216 a 447
(segun el indice EU) con las secuencias correspondientes de IgG2 humana (SEQ ID NO: 7), IgG3 humana (SEQ
ID NO: 8) e IgG4 humana (SEQ ID NO: 9). Las secuencias IgG1 se refieren al alotipo G1m1,17 (SEQ ID NO: 6) y
al alotipo G1m3 (SEQ ID NO: 10). El dominio "bisagra inferior CH2-CH3" de la IgG1 comienza en la cisteina 226
(véase la flecha). El dominio CH2 esta resaltado en gris y el dominio CH3 en cursiva.

La figura 2 muestra las formas G0, GOF, G1 y G1F de las estructuras de glicanos que probablemente estén
presentes en los fragmentos Fc¢ de la invencién.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion se refiere a una variante de un polipéptido parental que comprende un fragmento
Fc, dicha variante que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores del fragmento Fc (FCcR)
seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a) y FcyRIlb (CD32b) en comparacion con la del
polipéptido parental, caracterizada porque comprende las mutaciones definidas en la reivindicacién 1.

[0009] Dicha variante de un polipéptido parental se denomina "variante segun la invenciéon" en la presente
solicitud.
[0010] A lo largo de esta solicitud, la numeracién de los residuos en la regién Fc es la de la cadena pesada de

la inmunoglobulina segun el indice EU o su equivalente en Kabat et al. (Secuencias de proteinas de interés
inmunolégico, 52 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 1991). La expresion
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"indice EU o su equivalente en Kabat" se refiere a la numeracién EU de los residuos del anticuerpo humano IgG1,
1gG2, IgG3 o0 1gG4. Esto se ilustra en el sitio web de IMGT (http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu

IGHGnNber.html).

[0011] Los FcR permiten a las células inmunitarias aprovechar la especificidad de los anticuerpos que se unen
a ellas para dirigir sus funciones celulares hacia los antigenos y agentes patégenos especificos de ese anticuerpo.

[0012] Los FcyR representan el grupo mas diverso de FCcR y son los principales mediadores de la funcién de
los anticuerpos en el organismo. Existen tres familias de FcyR humanos:

- FcyRI (CD64):;
- FeyRI (CD32): y
- FeyRIII (CD18).

[0013] Tres de ellos (FcyRI, FeyRlla, FcyRllla) son receptores activadores, que difieren en sus afinidades de
union y expresion celular.

[0014] El receptor FcyRIlla (CD16a) esta implicado en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), y presenta un polimorfismo V/F en la posicién 158. El receptor FcyRIla (CD32a) interviene en la activacion
plaquetaria y la fagocitosis; presenta un polimorfismo H/R en la posicién 131. El receptor FcyRI (CD64) también
participa en los mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y de fagocitosis.

[0015] Por ultimo, el receptor FcyRIlb (CD32b) participa en la inhibicidn de la actividad celular. Entre los
receptores Fc definidos en el contexto de la invencion, el complemento C1q estd implicado en la actividad CDC o
citotoxicidad dependiente del complemento.

[0016] Por "polipéptido" o "proteina" entendemos una secuencia que comprende al menos 100 aminoacidos
unidos covalentemente.

[0017] Por "aminoacido" entendemos uno de los 20 aminoacidos naturales o analogos no naturales.

[0018] El término "posicion" se refiere a una posicion en la secuencia de un polipéptido. Para la regién Fc¢, las
posiciones se numeran segun el indice EU o su equivalente en Kabat.

[0019] El término "anticuerpo” se utiliza en el sentido habitual. Corresponde a un tetramero que comprende al
menos una regidon Fc y dos regiones variables. Los anticuerpos incluyen inmunoglobulinas de longitud completa,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados vy
anticuerpos totalmente humanos. La parte aminoterminal de cada cadena pesada comprende una region variable de
unos 100 a 110 aminoacidos responsable del reconocimiento del antigeno. En cada region variable, tres bucles se
unen para formar un sitio de unién al antigeno. Cada uno de los bucles se denomina region determinante de la
complementariedad (en lo sucesivo, "CDR"). La parte carboxiterminal de cada cadena pesada define una regién
constante responsable principalmente de la funcion efectora.

[0020] Las IgG tienen varias subclases: 1gG1, 19G2, IgG3 e IgG4. Las subclases de IgM incluyen IgM1 e IgM2.
Por "isotipo" se entiende una de las subclases de inmunoglobulinas definidas por las caracteristicas quimicas y
antigénicas de sus regiones constantes. Los isotipos conocidos de las inmunoglobulinas humanas son IgG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4, IgA1, IgAZ2, IgM1, IgM2, IgD e IgE.

[0021] Las IgG de longitud completa son tetrameros y constan de dos pares idénticos de dos cadenas de
inmunoglobulina, cada par que tiene una cadena ligera y una cadena pesada, cada cadena ligera que comprende los
dominios VL y CL, y cada cadena pesada que comprende los dominios VH, Cyl (también conocido como CH1), Cy2
(también conocido como CH2) y Cy3 (también conocido como CH3). Para la IgG1 humana, "CH1" se refiere a las
posiciones 118 a 215, "CH2" a las posiciones 231 a 340 y "CH3" a las posiciones 341 a 447 segun el indice EU o su
equivalente en Kabat. La cadena pesada de la IgG también incluye un dominio bisagra N-terminal flexible que se
refiere a las posiciones 216 a 230 en el caso de la IgG1. La zona inferior de la bisagra se refiere a las posiciones 226
a 230 segun el indice EU o su equivalente en Kabat.

[0022] Por "region variable" se entiende la region de una inmunoglobulina que comprende uno 0 mas dominios
Ig codificados sustancialmente por cualquiera de los genes VK, VX y/o VH que componen las cadenas kappa, lambda
y pesada de la inmunoglobulina, respectivamente. Las regiones variables incluyen las Regiones Determinantes de la
Complementariedad (CDR) y las Regiones Marco (FR).

[0023] El término "F¢" o "regidn Fc" se refiere a la region constante de un anticuerpo excluyendo el primer
dominio de region constante de inmunoglobulina (CH1). Fc se refiere a los dos ultimos dominios (CH2 y CH3) de la
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region constante de la IgG1, y a la bisagra N-terminal flexible de estos dominios. Para la IgG1 humana, la regién Fc
corresponde al residuo C226 hasta su extremo carboxiterminal, es decir, los residuos desde la posicion 226 hasta la
447, donde la numeracion se corresponde con el indice EU o su equivalente en Kabat. La region Fc utilizada también
puede incluir parte de la regidn bisagra superior, situada entre las posiciones 216 a 226 segun el indice EU o su
equivalente en Kabat; en este caso, la region Fc utilizada corresponde a los residuos de la posicion 216 a 447, 217 a
447,218 a 447,219 a 447,220 a 447,221 a 447,222 a 447,223 a 447, 224 a 447 0 225 a 447, donde la numeracion
se corresponde con el indice EU o su equivalente en Kabat. Preferiblemente en este caso, la regiéon Fc utilizada
corresponde a los residuos de la posicién 216 a 447, donde la numeracion se corresponde con el indice EU o su
equivalente en Kabat. Preferiblemente, la regidn Fc utilizada se selecciona entre las secuencias SEQ ID NO: 1 a 10.
Preferiblemente, el fragmento Fc utilizado se selecciona entre las secuencias SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 y 5.
Preferiblemente, el fragmento Fc del anticuerpo parental tiene la secuencia SEQ ID NO: 1. Las secuencias
representadas en las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 y 5 estan libres de una regidn bisagra N-terminal. Las secuencias
representadas en las SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9 y 10 corresponden respectivamente a las secuencias representadas en
las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 y 5 con sus regiones bisagra N-terminal. Asimismo, en una realizacion particular, el fragmento
Fc del anticuerpo parental se selecciona entre las secuencias SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9 y 10. Preferentemente, el
fragmento Fc del anticuerpo parental tiene una secuencia correspondiente a las posiciones 1-232, 2-232, 3-232, 4-
232, 5-232, 6-232, 7-232, 8-232, 9-232, 10-232 u 11-232 de la secuencia SEQ ID NO: 6.

[0024] "Polipéptido parental" se refiere a un polipéptido de referencia. Dicho polipéptido parental puede ser de
origen natural o sintético. En el contexto de la presente invencion, el polipéptido parental comprende una region Fc,
denominada "regién Fc parental". Esta regidén Fc puede seleccionarse entre el grupo de regiones Fc de tipo silvestre,
sus fragmentos y mutantes. Preferiblemente, el polipéptido parental comprende una region Fc humana,
preferiblemente una region Fc de una IgG1 humana. El polipéptido parental puede incluir modificaciones de
aminoacidos preexistentes en la regidon Fc (por ejemplo, un mutante Fc) en relacion con las regiones Fc de tipo
silvestre. Ventajosamente, el polipéptido parental es una region Fc aislada (es decir, un fragmento Fc como tal), una
secuencia derivada de una regién Fc aislada, un anticuerpo, una proteina de fusion que comprende una regién Fc o
un conjugado Fc, sin que esta lista sea exhaustiva. Por "secuencia derivada de una region F¢ aislada", entendemos
una secuencia que comprende al menos dos regiones Fc aisladas unidas entre si, como un scFc (Fc de cadena simple)
0 un multimero Fc. Por "proteina de fusidon que comprende una region Fc¢" se entiende una secuencia polipeptidica
fusionada a una regién Fc, dicha secuencia polipeptidica que se selecciona preferentemente entre las regiones
variables de cualquier anticuerpo, las secuencias de unién de un receptor a su ligando, las moléculas de adhesion, los
ligandos, las enzimas, las citocinas y las quimiocinas. "Conjugado Fc" se refiere a un compuesto que resulta del
acoplamiento quimico de una regidén Fc con un compaiiero de conjugacién. El compafero de conjugacién puede ser
proteinico o no proteinico. La reaccién de acoplamiento generalmente utiliza grupos funcionales en la regiéon Fc y el
compafero de conjugacion. En la técnica anterior se conocen varios grupos de enlace que son adecuados para la
sintesis de un conjugado; por ejemplo, son bien conocidos los grupos de enlace homo o heterobifuncionales (véase
el catalogo de Pierce Chemical Company, 2005-2006, seccidn técnica sobre agentes reticulantes, paginas 321-350).
Los compaferos de conjugacion adecuados incluyen proteinas terapéuticas, marcadores, agentes citotdxicos como
agentes quimioterapéuticos, toxinas y sus fragmentos activos. Ventajosamente, el polipéptido parental, y por tanto la

variante segun la invencion, consta de una region Fc.
[0025] Ventajosamente, el polipéptido parental, y por tanto la variante segun la invencidn, es un anticuerpo.
[0026] Por ultimo, el polipéptido parental, y por tanto la variante segun la invencion, es preferentemente un

polipéptido producido en la leche de animales transgénicos.

[0027] "Mutacion" se refiere a un cambio en al menos un aminoacido de la secuencia de un polipéptido, en
particular un cambio en al menos un aminoacido de la region Fc del polipéptido parental. El polipéptido mutado asi
obtenido es un polipéptido variante; es una variante segun la invencion. Dicho polipéptido comprende una region Fc
mutada en comparacion con el polipéptido parental. Preferiblemente, la mutaciéon es una sustitucion, inserciéon o
delecion de al menos un aminoacido. "Sustitucion" se refiere a la sustitucion de un aminoacido en una posicion
determinada de una secuencia polipeptidica parental por otro aminoacido. Por ejemplo, la sustitucidn N434S se refiere
a un polipéptido variante, en este caso uno en el que la asparagina en la posicion 434 se sustituye por serina. "Insercion
de aminodcidos" o "insercidon" se refiere a la adicién de un aminoacido en una posicién concreta de una secuencia
polipeptidica parental. Por ejemplo, la insercion G>235-236 se refiere a una insercion de glicina entre las posiciones
235 y 236. "Supresion de aminoacidos" o "delecidn" se refiere a la supresion de un aminoacido en una posicion
concreta de una secuencia polipeptidica parental. Por ejemplo, E294del se refiere a la delecidon de acido glutamico en
la posicion 294. Preferiblemente, se utiliza la siguiente formulacidon de la mutacién: el término "4348" o "N434S"
significa que el polipéptido parental contiene asparagina en la posicion 434, que se sustituye por serina en la variante.
En el caso de una combinacién de sustituciones, el formato preferido es el siguiente: "2591/315D/434Y" o
"V2591/N315D/N434Y". Esto significa que hay tres sustituciones en la variante, en las posiciones 259, 315y 434, y
que el aminoacido en la posicion 259 del polipéptido parental, valina, se sustituye por isoleucina, el aminoacido en la
posicidn 315 del polipéptido parental, asparagina, se sustituye por acido aspartico y el aminoacido en la posicion 434
del polipéptido parental, asparagina, se sustituye por tirosina.
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[0028] La variante segun la invencidn presenta una mayor actividad funcional mediada por la region Fc en
comparacién con la del polipéptido parental.

[0029] La "actividad funcional mediada por la regidén Fc¢" se refiere en particular a las funciones efectoras. La
actividad funcional mediada por la regiéon Fc incluye la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), la
actividad de endocitosis, la secrecion de citocinas o una combinacion de dos o mas de estas actividades.
Preferiblemente, la actividad funcional mediada por la region Fc considerada en la invencidn se selecciona entre
ADCC, ADCP, CDC y sus combinaciones. Esta actividad funcional puede evaluarse mediante procedimientos bien
conocidos en la técnica anterior. La actividad funcional mediada por la region Fc de la variante segun la invencion se
incrementa en relacién con la del polipéptido parental, tipicamente en una relacion de al menos 2, preferentemente
superior a 5, preferentemente superior a 10, preferentemente superior a 15, preferentemente superior a 20,
preferentemente superior a 25, y preferentemente superior a 30.

[0030] Preferiblemente, dicha region Fc mutada tiene una mayor afinidad por al menos uno de los FcR.
Preferiblemente, la afinidad se incrementa, en relaciéon con la del Fc parental, en una relaciéon al menos igual a 2,
preferentemente superior a 5, preferentemente superior a 10, preferentemente superior a 15, preferentemente superior
a 20, preferentemente superior a 25, y preferentemente superior a 30. En otras palabras, la afinidad de la regién Fc
mutada por un FcR es mayor que la del polipéptido parental.

[0031] La afinidad de un polipéptido que comprende una regidon Fc¢ por un FcR puede evaluarse por
procedimientos bien conocidos en la técnica anterior. Por ejemplo, los expertos en la materia pueden determinar la
afinidad (Kd) utilizando la resonancia de plasmén superficial (SPR). Como alternativa, un experto en la materia puede
realizar una prueba ELISA adecuada. Se puede utilizar un ELISA apropiado para comparar la fuerza de union del Fc
parental y del Fc mutado. Se comparan las sefales detectadas especificas del Fc mutado y del Fc parental. La afinidad
de union puede determinarse evaluando polipéptidos enteros o evaluando regiones Fc aisladas de ellos.

[0032] También se describe una regién Fc mutada de la variante que comprende de 1 a 20 mutaciones en
relacion con el polipéptido parental, preferiblemente de 2 a 20 mutaciones. La expresion "de 1 a 20 modificaciones de
aminoacidos" abarca 1, 2,3, 4, 5,6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 mutaciones de aminoacidos.
Puede comprender de 1 a 15 mutaciones, preferiblemente de 2 a 15 mutaciones, preferiblemente de 1 a 10 mutaciones
con respecto al polipéptido parental, mas preferiblemente de 2 a 10 mutaciones.

[0033] La variante descrita se caracteriza porque la mutacidn se selecciona entre una insercién, una sustitucion,
preferentemente puntual, y una delecion.

[0034] La variante descrita comprende al menos una mutacion i) seleccionada entre V240H, V2401, V240M,
V240N, V2408, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G, L242H, L242|, L242K, L242P, L2428, L242T, L242V, F243L,
F243S, E258G, E2581, E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C, V259I, V259L, T260A, T260H, T260I, T260M, T260N,
T260R, T260S, T260W, V262A, V2628, V263T, V264L, V2648, V264T, V266L, V266M, S267A, S267Q, S267V,
K290D, K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R, K290S8, K290Y, P291G, P291Q, P291R, R292|,
R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T,
E294V, Q2951, Q295M, Y296H, Y296\W, S298A, S298R, Y300I, Y300V, Y300W, R301A, R301M, R301P, R301S,
V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y, S304T, V305A, V305F, V305I, V305L, V305R y V305S
de dicho fragmento Fc; siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat.

[0035] También se describe una variante de un polipéptido parental que comprende un fragmento Fc, dicha
variante que presenta una afinidad alterada, preferentemente aumentada, por al menos uno de los receptores de
fragmentos Fc (FCR) seleccionados entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a), y FcyRlIb (CD32b) en
relacion con la del polipéptido parental, que comprende una Unica mutacion i) seleccionada entre V240H, V240I,
V240M, V240N, V2408, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G, L242H, L242|, L242K, L242P, L242S, L242T, L242V,
F243L, F243S, E258G, E258], E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C, V2591, V259L, T260A, T260H, T2601, T260M,
T260N, T260R, T260S, T260W, V262A, V262S, V263T, V264L, V264S, V264T, V266L, V266M, S267A, S267Q,
8267V, K290D, K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R, K290S, K290Y, P291G, P291Q, P291R,
R2921, R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R,
E294T, E294V, Q2951, Q295M, Y296H, Y296W, S298A, S298R, Y300I, Y300V, Y300W, R301A, R301M, R301P,
R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y, S304T, V305A, V305F, V305!, V305L, V305R
y V3058 de dicho fragmento Fc; siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat.

[0036] Asi, también se describe una variante que comprende una Unica mutacion i) seleccionada entre V240H,
V2401, V240M, V240N, V240S, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G, L242H, L242], L242K, L242P, L242S, L242T,
L242V, F243L, F243S, E258G, E258I, E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C, V259I, V259L, T260A, T260H, T260I,
T260M, T260N, T260R, T260S, T260W, V262A, V262S, V263T, V264L, V264S, V264T, V266L, V266M, S267A,
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S267Q, S267V, K290D, K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R, K290S, K290Y, P291G, P291Q,
P291R, R2921, R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q,
E294R, E294T, E294V, Q295], Q295M, Y296H, Y296W, S298A, S298R, Y300, Y300V, Y300W, R301A, R301M,
R301P, R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V3028, V3038, V303Y, S304T, V305A, V305F, V305I, V305L,
V305R y V3058 de dicho fragmento Fc; siendo la numeracidn la del indice EU o su equivalente en Kabat.

[0037] También se describe una variante Fc que comprende al menos dos mutaciones i), dichas mutaciones
que se seleccionan entre i) V240H, V2401, V240M, V240N, V240S, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G, L242H,
L2421, L242K, L242P, L2428, L242T, L242V, F243L, F243S, E258G, E258], E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C,
V2591, V259L, T260A, T260H, T2601, T260M, T260N, T260R, T260S, T260W, V262A, V262S, V263T, V264L, V264S,
V264T, V266L, V266M, S267A, S267Q, S267V, K290D, K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R,
K290S, K290Y, P291G, P291Q, P291R, R292|, R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T,
E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, Q295], Q295M, Y296H, Y296W, S298A, S298R, Y300I,
Y300V, Y300W, R301A, R301M, R301P, R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y,
S304T, V305A, V305F, V3051, V305L, V305R y V305S de dicho fragmento F¢; siendo la numeracidn la del indice EU
0 su equivalente en Kabat y con la condicién de que las mutaciones no sean idénticas.

[0038] También se describe una variante Fc que comprende al menos tres mutaciones i), dichas mutaciones i)
que se seleccionan entre V240H, V2401, V240M, V240N, V240S, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G, L242H, L242],
L242K, L242P, L242S, L242T, L242V, F243L, F243S, E258G, E258I, E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C, V259,
V259L, T260A, T260H, T260I, T260M, T260N, T260R, T260S, T260W, V262A, V2628, V263T, V264L, V264S, V264T,
V266L, V266M, S267A, S267Q, S267V, K290D, K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R, K290S,
K290Y, P291G, P291Q, P291R, R292|, R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A,
E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, Q295], Q295M, Y296H, Y296W, S298A, S298R, Y300I, Y300V,
Y300W, R301A, R301M, R301P, R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y, S304T,
V305A, V305F, V305!, V305L, V305R y V305S de dicho fragmento Fc; siendo la numeracion la del indice EU o su
equivalente en Kabat y con la condicion de que las mutaciones no sean idénticas.

[0039] También se describe una variante Fc que comprende al menos cuatro mutaciones i), dichas mutaciones
i) que se seleccionan entre V240H, V240I, V240M, V240N, V2408, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G, L242H,
L2421, L242K, L242P, L2428, L242T, L242V, F243L, F243S, E258G, E258], E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C,
V2591, V259L, T260A, T260H, T2601, T260M, T260N, T260R, T260S, T260W, V262A, V262S, V263T, V264L, V264S,
V264T, V266L, V266M, S267A, S267Q, S267V, K290D, K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R,
K290S, K290Y, P291G, P291Q, P291R, R292|, R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T,
E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, Q295], Q295M, Y296H, Y296W, S298A, S298R, Y300I,
Y300V, Y300W, R301A, R301M, R301P, R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y,
S304T, V305A, V305F, V3051, V305L, V305R y V305S de dicho fragmento F¢; siendo la numeracidn la del indice EU
0 su equivalente en Kabat y con la condicion de que las mutaciones no sean idénticas.

[0040] En una realizacién, la variante segun la invencién tiene mayor afinidad por el receptor FcyRllla (CD16a).
En esta realizacion particular, dicha variante comprende al menos la mutacion i) Y296W de dicho fragmento F¢; siendo
la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat.

[0041] También se ha descrito una variante con mayor afinidad por el receptor FcyRlla (CD32a). En esta
realizacion particular, dicha variante comprende al menos una mutacion i) seleccionada entre F241H, F241Y, F243L,
L242A, L242F, L242G, L242H, L2421, L242K, L242P, L242S, L242T, L242V, V240H, V240!, V240M, V240S, E258G,
E258I, E258R, E258M, E258Q, E258Y, S267A, S267Q, S267V, T260A, T260H, T2601, T260M, T260N, T260R, T260S,
T260W, V259C, V2591, V259L, V262A, V262S, V263T, V264L, V264S, V264T, V266L, V266M, E293A, E293D, E293G,
E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, K290D, K290E, K290G,
K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R, K290S, K290Y, P291G, P291Q, P291R, Q295], Q295M, R292|, R292L,
R301A, R301P, R301S, S304T, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303Y, V305A, V305F, V305L,
V305R, V3058, Y300I, Y300V o Y300W,; la numeracion es la del indice EU o su equivalente en Kabat.

[0042] También se ha descrito una variante con mayor afinidad por el receptor FcyRllb (CD32b). En esta
realizacion particular, dicha variante comprende al menos una mutacion i) seleccionada entre E258R, E258Y, V262A,
S267A, S267Q, S267V, V2648, V266L, V266M, K290R, R301A, R301M, S304T, V302A, V302L, V302R, V303S,
V305A, V305F, V3051, V305R, Y300V de dicho fragmento Fc; siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente
en Kabat.

[0043] Preferentemente, la variante segun la invencién se caracteriza porque el fragmento Fc del polipéptido
parental ya comprende al menos:

(i) una mutacién seleccionada entre 378V, 378T, 434Y y 4348,y
(iii) al menos una mutacién seleccionada entre 226G, P228L, P228R, 230S, 230T, 230L, 241L, 264E, 307P, 315D,
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330V, 362R, 378V, 378T, 389T, 389K, 434Y y 434S,
siendo la numeracién la del indice EU o su equivalente en Kabat y con la condiciéon de que las mutaciones (ii) y (iii)
no se produzcan en los mismos aminodcidos.

[0044] Asi, segun un aspecto particular, la invencion se refiere a una variante de un polipéptido parental que
comprende un fragmento Fc, dicha variante que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores del
fragmento Fc (FCR) seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a) y FeyRllb (CD32b) en
comparacion con la del polipéptido parental, caracterizada porque comprende al menos la mutacién i) Y296W de dicho
fragmento Fc; y porque comprende ademas al menos:

(i) una mutacién seleccionada entre 378V, 378T, 434Y y 4348,y
(iii) al menos una mutacién seleccionada entre 226G, P228L, P228R, 230S, 230T, 230L, 241L, 264E, 307P, 315D,
330V, 362R, 378V, 378T, 389T, 389K, 434Y y 434S, con la condicion de que las mutaciones (i) y (ii) no se
produzcan en los mismos aminoacidos,
siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat,

[0045] En una realizacion particular, dicha variante comprende al menos una combinacion de mutaciones

seleccionada del grupo que consiste en 226G/315D/434Y, 230S/315D/434Y, 230T/315D/434Y, 230T/264E/434S,
230T/389T/434S, 241L/264E/378V, 241L/264E/434S, 250A/389K/434Y, 2591/315D/434Y, 264E/378T/396L,
264E/378V/416K, 264E/378V/434S, 264E/396L/434S, 294del/307P/434Y, 307P/378V/434Y, 315D/330V/434Y,
315D/382V/434Y y 378V/383N/434Y,

entendiéndose que la numeracién de las posiciones de aminodacidos del fragmento Fc es la del indice EU o su
equivalente en Kabat.

[0046] En una realizacion particular, dicha variante comprende ademas al menos una mutacién seleccionada
del grupo que consiste en 226G, 2271, 230S, 230T, 230L, 231T, 241L, 243L, 250A, 256N, 2591, 264E, 265G, 267R,
290E, 294del, 303A, 305A, 307P, 307A, 308I, 315D, 322R, 3258, 327V, 330V, 342R, 347R, 3528, 361D, 362R, 362E,
370R, 378V, 378T, 382V, 383N, 386R, 386K, 387T, 389T, 389K, 392R, 395A, 396L, 397M, 403T, 404L, 415N, 416K,
421T, 426T, 428L, 433R, 434Y, 434S y 439R,

entendiéndose que la numeracién de las posiciones de aminodacidos del fragmento Fc es la del indice EU o su
equivalente en Kabat.

[0047] En una realizacion particular, dicha variante comprende al menos una combinacion de mutaciones
seleccionadas del grupo que consiste en 307A/315D/330V/382V/389T/434Y, 256N/378V/383N/434Y,
315D/330V/361D/378V/434Y, 2591/315D/434Y, 2308/315D/428L/434Y, 241L/264E/307P/378V/433R,
250A/389K/434Y, 305A/315D/330V/395A/434Y, 264E/386R/396L/434S/439R, 315D/330V/362R/434Y,
294del/307P/434Y, 305A/315D/330V/389K/434Y, 315D/327V/330V/397M/434Y, 230T/241L/1264E/265G/378V/421T,

264E/396L/415N/4348, 227L/264E/378V/434S, 264E/378T/396L, 230T/315D/362R/426T/434Y,
226G/315D/330V/434Y, 230L/241L/243L/264E/307P/378V, 250A/315D/3255/330V/434Y,
290E/315D/342R/382V/434Y, 241L/315D/330V/392R/434Y, 241L/264E/307P/378V/434S, 230T/264E/403T/434S,
264E/378V/416K, 230T/315D/362E/434Y, 226G/315D/434Y, 226G/315D/362R/434Y,
226G/264E/347R/370R/378V/434S, 3081/315D/330V/382V/434Y, 230T/264E/378V/434S,
231T/241L/264E/378T/397M/434S, 230L/264E/378V/434S, 230T/315D/330V/386K/434Y,

226G/315D/330V/389T/434Y, 267R/307P/378V/421T/434Y, 230S/315D/387T/434Y, 230S/264E/352S/378V/434S y
230T/303A/322R/389T/404L/4348S, entendiéndose que la numeracion de las posiciones de aminodcidos del fragmento
Fc es la del indice EU o su equivalente en Kabat.

[0048] En una realizacion particular, la variante segun la invencion comprende al menos una mutacion i),
preferentemente la mutacién unica i) Y296W de dicho fragmento Fc; y una combinacion de mutaciones ii) y iii)
seleccionadas entre 315D/330V/361D/378V/434Y, 230S/315D/428L/434Y, 307A/315D/330V/382V/389T/434Y,
2591/315D/434Y, 256N/378V/383N/434Y.

[0049] Preferentemente, la variante segun la invencién se caracteriza porque el fragmento Fc del polipéptido
parental ya comprende al menos:

(iv) una mutacion seleccionada entre 307N, 326E, 326T, 334N, 334R, 352L, 378V, 378T, 394P, 396L, 397M, 421T,
y

(v) al menos una mutacién seleccionada entre 226Y, 2278, 230S, 231V, 234P, 243l, 243L, 246R, 246E, 247T,
248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267N, 267G, 274E, 274R, 276S, 278H, 282A, 283G,
284L, 2861, 286Y, 287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 308I, 308G, 309P, 312G, 315D, 316D,
319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 323I, 3258, 333G, 334N, 334R, 336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H,
350A, 3528, 359A, 361H, 362R, 363l, 366A, 373D, 375R, 377T, 378V, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 389S,
389T, 392R, 393A, 3931, 394P, 396L, 3971, 397M, 398P, 405V, 405L, 410R, 412M, 414R, 421T, 421S, 423L, 423Y,
4238, 423P, 428T, 431V, 431T, 434K, 434S, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P y 447N,
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siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat y con la condicién de que las mutaciones (iv) y
(v) no se produzcan en los mismos aminodcidos.

[0050] Asi, segun un aspecto particular invencion se refiere a una variante de un polipéptido parental que
comprende un fragmento Fc, dicha variante que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores del
fragmento Fc (FCR) seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a) y FeyRllb (CD32b) en
comparacion con la del polipéptido parental, caracterizada porque comprende al menos la mutacién i) Y296W de dicho
fragmento Fc; y porque comprende ademas al menos:

(iv) una mutacion seleccionada entre 307N, 326E, 326T, 334N, 334R, 352L, 378V, 378T, 394P, 396L, 397M, 421T,;
y

(v) al menos una mutacién seleccionada entre 226Y, 2278, 230S, 231V, 234P, 243l, 243L, 246R, 246E, 247T,
248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267N, 267G, 274E, 274R, 276S, 278H, 282A, 283G,
284L, 2861, 286Y, 287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 308I, 308G, 309P, 312G, 315D, 316D,
319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 323I, 3258, 333G, 334N, 334R, 336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H,
350A, 3528, 359A, 361H, 362R, 363l, 366A, 373D, 375R, 377T, 378V, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 389S,
389T, 392R, 393A, 393l, 394P, 396L, 3971, 397M, 398P, 405V, 405L, 410R, 412M, 414R, 421T, 421S, 423L, 423Y,
4238, 423P, 428T, 431V, 431T, 434K, 434S, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P y 447N,

siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat y con la condicidn de que las mutaciones (i), (iv)
y (V) no se produzcan en los mismos aminoacidos.

[0051] Preferiblemente, la mutacion (iv) se selecciona entre 378V, 396L y 397M. Preferiblemente, el polipéptido
también comprende una mutacién seleccionada entre 248E, 326T, 333G y 423Y.

[0052] Preferentemente, la mutacién (v) segun la invencidn se selecciona de 226Y, 227S, 230S, 231V, 234P,
2431, 243L, 246R, 246E, 247T, 248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267G, 274E, 274R, 276S,
278H, 282A, 393I, 394P, 396L, 3971, 398P, 405V, 405L, 410R, 412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 423S, 423P,
428T, 431V, 431T, 434K, 4348, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P y 447N.

[0053] En una realizacién, la mutacion (iv) se selecciona entre 378V, 396L y 397M y la mutacion (v) se
selecciona entre 248E, 316D, 326E, 333G, 378T, 396L y 421T.

[0054] En otra realizacion, la mutacion (iv) es 378V y la mutacién (v) se selecciona entre 298N y 336T.

[0055] En otra realizacién, la mutacidén (iv) se selecciona entre 378V, 396L y 397M; y la mutacién (v) se
selecciona entre 231V, 2861, 286Y, 290E, 315D, 334N, 352S, 361H, 366A, 378T, 397M, 412M, 421T y 423Y.

[0056] En otra realizacion, la mutacion (iv) es 378V; y la mutacion (v) se selecciona entre 248E, 308A, 334R,
447N.
[0057] En otra realizacion, la mutacion (iv) se selecciona entre 378V, 326E, 397M, 334N y 396L; y la mutacién

(v) se selecciona entre 316D, 397M, 334N, 248E, 231V, 246R, 336T, 421T, 361H, 366A, 439R, 290E, 394P, 307P,
378V, 378T, 2861, 286Y y 298N.

[0058] En otra realizacién, la mutacién (iv) se selecciona entre 378V, 326E, 397M, 307N, 394P, 326T, 396L y
334N; y la mutacion (v) se selecciona entre 316D, 334R, 334N, 323l, 231V, 246R, 336T, 378T, 286Y, 286l, 352S,
383R, 359A, 421T, 361H, 315D, 366A, 290E, 307P y 439R. Preferentemente, la mutacion (v) se selecciona entre:
316D, 334R, 334N, 3231, 231V, 246R, 336T, 378T, 286Y, 286l, 3528, 383R, 359A, 421T, 361H, 366A, 290E, 307P y
439R.

[0059] En otra realizacion, la mutacion (iv) se selecciona entre 326E, 326T, 378V, 397M, 352L, 394P, 396L y
421T; y la mutacion (v) se selecciona entre 316D, 334R, 248E, 334N, 418P, 231V, 320E, 402D, 359A, 383R, 421Ty
361H.

[0060] En otra realizacion, la mutacién (iv) se selecciona entre 378V, 378T, 396L, 421T, 334R y 326E; y la
mutacién (v) se selecciona entre 361H, 290E, 316D, 248E, 410R, 421T, 334R, 394P, 307P, 447N, 378V, 284L, 421T,
396L, 2861, 315D y 397M.

[0061] En otra realizacion, la mutacion (iv) se selecciona entre 378V, 326E, 397M, 334N y 396L; y la mutacién
(v) se selecciona entre 316D, 397M, 334N, 248E, 231V, 246R, 336T, 421T, 361H, 366A, 439R, 290E, 394P, 307P,
378V, 378T, 2861, 286Y y 298N.

[0062] En otra realizacion, la mutacién (iv) se selecciona de 326E, 326T, 352L, 378V, 378T, 396L, 397M, 421T,
334N, 334R, 307N y 394P, y la mutacion (v) consiste en al menos 2 mutaciones seleccionadas entre 226Y,
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2278, 2308, 231V, 234P, 2431, 243L, 246R, 246E, 247T, 248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M,
267N, 267G, 274E, 274R, 2765, 278H, 282A, 283G, 284L, 2861, 286Y, 287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A,
307P, 308A, 308I, 308G, 309P, 312G, 315D, 316D, 319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 323I, 3255, 333G, 334N, 334R,
336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H, 350A 3528, 359A, 361H, 362R, 363I, 366A, 373D, 375R, 377T, 378V,
378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 3898, 389T, 392R, 393A, 3931, 394P, 396L, 3971, 397M, 398P, 405V, 405L, 410R,
412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 4235, 423P, 428T, 431V, 431T, 434K, 434S, 435R, 436H, 439R, 440G,
440N, 442F, 442P y 447N.

[0063] Preferentemente, al menos las 2 mutaciones (v) se eligen entre 226Y, 227S, 230S, 231V, 234P, 243,
243L, 246R, 246E, 247T, 248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267G, 274E, 274R, 2768, 278H,
282A, 283G, 284L, 2861, 286Y, 287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 308I, 308G, 309P, 312G,
316D, 319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 323, 3258, 333G, 334N, 334R, 336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H,
350A 352S, 359A, 361H, 362R, 363, 366A, 373D, 375R, 377T, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 389S, 389T, 392R,
393A, 3931, 394P, 396L, 3971, 398P, 405V, 405L, 410R, 412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 423S, 423P, 428T,
431V, 431T, 434K, 434S, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P, et 447N.

[0064] Preferentemente, la regidon Fc mutada del polipéptido segun la invencion comprende una combinacién
de mutaciones seleccionada entre las combinaciones:

K320E/T394P/G402D;
K290E/K320E/T350A/P396L;
T359A/S383R/NV397M.

[0065] Segun otro aspecto de la invencion, se hace uso de una composicion que comprende una pluralidad de
variantes de un polipéptido parental que comprende un fragmento Fc, que tienen todas sustancialmente la misma
secuencia, dichas variantes que comprenden fragmentos Fc que, tomados en su conjunto, exhiben un perfil de
glicosilacion particular.

[0066] Segun un aspecto particular, los fragmentos Fc de las variantes dentro de una composicion utilizada en
el contexto de la invencion poseen en su sitio de glicosilacion (Asn 297, siendo la numeracion la del indice EU o su
equivalente en Kabat) N-glicanos, caracterizados porque dichos N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un nivel de
fucosilacién inferior al 65 %, preferentemente inferior al 60 %, preferentemente inferior al 55 %, preferentemente
inferior al 50 %, preferentemente inferior al 45 %, preferentemente inferior al 40 %, preferentemente inferior al 35 %,
preferentemente inferior al 30 %, preferentemente inferior al 25 %, y preferentemente inferior al 20 %. Segun otro
aspecto mas, los fragmentos Fc de las variantes dentro de una composicion utilizada en el contexto de la invencién
poseen N-glicanos en su sitio de glicosilacién (Asn 297), caracterizados porque dichos N-glicanos de los fragmentos
Fc tienen una estructura glicanica de tipo biantenada, con cadenas cortas, baja sialilacion, con N-acetilglucosaminas
terminales no intercalantes.

[0067] Segun un aspecto mas particular, los fragmentos Fc de las variantes dentro de una composicion utilizada
en el contexto de la invencion poseen N-glicanos en su sitio de glicosilacion (Asn 297), caracterizados porque dichos
N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un contenido superior al 60 % para las formas GO+G1+GOF+G1F, siendo el
contenido de las formas GOF+G1F inferior al 50 %.

[0068] Segun otro aspecto mas particular, los fragmentos Fc de las variantes dentro de una composicidn
utilizada en el contexto de la invencion poseen N-glicanos en su sitio de glicosilacion (Asn 297), caracterizados porque
dichos N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un contenido superior al 60 % para las formas GO+G1+GOF+G1F,
siendo el contenido en fucosa inferior al 65 %.

[0069] Segun un aspecto aun mas particular, los fragmentos Fc¢ de las variantes dentro de una composicién
utilizada en el contexto de la invencion poseen N-glicanos en su sitio de glicosilacion (Asn 297), caracterizados porque
dichos N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un contenido inferior al 40 % para las formas G1F+GOF.

[0070] Segun un aspecto mas particular, los fragmentos Fc de las variantes dentro de una composicion utilizada
en el contexto de la invencidn tienen N-glicanos en su sitio de glicosilacion (Asn 297), teniendo dichos N-glicanos de
los fragmentos Fc¢ un nivel de fucosilacion igual al 0 %. La invencién proporciona asi una composicion que comprende
variantes de un polipéptido parental que comprende un fragmento Fc, los fragmentos Fc de dichas variantes que tienen
en el sitio de glicosilacién Asn297 N-glicanos caracterizados porque dichos N-glicanos de los fragmentos Fc estan
libres de fucosa.

[0071] Asimismo, segun un aspecto particular, los fragmentos Fc de las variantes dentro de una composicion
utilizada en el contexto de la invencion poseen N-glicanos en el sitio de glicosilacion Asn297, caracterizados porque
dichos N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un grado de fucosilacion de entre el 20 % y el 55 %. En particular, la
invencién proporciona una composicion que comprende variantes de un polipéptido parental que comprende un
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fragmento Fc, los fragmentos Fc de dichas variantes que tienen N-glicanos en el sitio de glicosilacién Asn297,
caracterizados porque dichos N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un grado de fucosilacion de entre el 20 % y el
50 %, entreel 25 % y el 55 %, entre el 25 % y el 50 %, entre el 20 % y el 45 % o entre el 25 y el 45 %.

[0072] Segun un aspecto mas particular, una composicion Util segun la invencién comprende variantes de un
polipéptido parental que comprende un fragmento Fc, los fragmentos Fc de dichas variantes que poseen en el sitio de
glicosilacion Asn297 N-glicanos, caracterizados porque dichos N-glicanos de los fragmentos Fc tienen un contenido
superior al 60 %, preferentemente superior al 80 %, para las formas GO+G1+G0F+G1F, siendo el contenido de las
formas GOF+G1F inferior al 50 %, preferentemente inferior al 40 %, o inferior al 30 %.

[0073] Segun otro aspecto mas especifico, los N-glicanos de los fragmentos Fc dentro de la composicion tienen
un contenido superior al 60 % para las formas G0+G1+GOF+G1F, siendo el contenido de fucosa inferior al 65 %.

[0074] Segun otro aspecto mas especifico, los N-glicanos de los fragmentos Fc dentro de la composicion tienen
un contenido inferior al 50 % para las formas G1F+GOF, preferiblemente inferior al 40 % o al 30 %.

[0075] Las formas GO, GOF, G1 y G1F se seleccionan entre las que se muestran en la figura 2.

[0076] Ventajosamente, los N-glicanos de los fragmentos Fc dentro de la composicion variante tienen un
contenido medio de acido sialico inferior al 25 %, 20 %, 15 % 0 10 %, preferiblemente del 5 %, 4 %, 3 % 0 2 %.

[0077] Una composicion que puede utilizarse en el contexto de la invencion comprende variantes de un
polipéptido parental que comprende un fragmento Fc, los fragmentos Fc de dichas variantes que tienen en su sitio de
glicosilacion (Asn 297) N-glicanos, dichos N-glicanos de los fragmentos Fc que presentan una estructura de glicano
de tipo biantenado, con cadenas cortas, baja sialilacién y baja fucosilacion, teniendo los N-glicanos, por ejemplo, un
contenido superior al 60 % para las formas GO + G1 + GOF + G1F, y una fucosilacion inferior al 60 %, preferentemente
inferior al 55 %, teniendo los N-glicanos, por ejemplo, un contenido inferior al 50 % de las formas GOF + G1F y una
fucosilacion inferior al 55 %.

[0078] En una realizacién particular, los fragmentos Fc segun la invencion tienen estructuras de glicano como
se describe en la solicitud de patente WO01/77181.

[0079] Segun una realizacion ventajosa, los fragmentos Fc utilizados en la invencién comprenden al menos
una mutaciéon de un aminoacido con respecto a un fragmento Fc parental, y poseen N-glicanos en su sitio de
glicosilacion (Asn 297), teniendo dichos N-glicanos de los fragmentos Fc un nivel de fucosilacion inferior al 65 %,
preferiblemente inferior al 60 %, preferiblemente inferior al 55 %, preferiblemente inferior al 50 %, preferiblemente
inferior al 45 %, preferiblemente inferior al 40 %, preferiblemente inferior al 35 %, preferiblemente inferior al 30 %,
preferiblemente inferior al 25 %, y preferiblemente inferior al 20 %. Preferentemente, los fragmentos Fc presentan al
menos la mutacion i) Y296W de dicho fragmento F¢; la numeracion es la del indice EU o su equivalente en Kabat, y
también poseen N-glicanos en su sitio de glicosilacion (Asn 297), teniendo un nivel de fucosilacién inferior al 55 %,
preferentemente inferior al 50 %, preferentemente inferior al 45 %, preferentemente inferior al 40 %, preferentemente
inferior al 35 %, preferentemente inferior al 30 %, preferentemente inferior al 25 %, y preferentemente inferior al 20 %.

[0080] También se describe que los fragmentos Fc de la composicidn segun la invencién llevan una mutacion
i) seleccionada entre V240H, F241H, F241Y, L242H, L242P, L242T, E258G, E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C,
V2591, V259L, T260H, T260I, T260M, T260N, T260R, T260S, T260W, V262A, V2628, V263T, V264L, V264S, V264T,
V266L, V266M, S267A, S267Q, S267V, K290L, K290N, K290R, P291G, P291Q, P291R, R292|, R292L, E293A,
E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, Q295],
Q295M, Y300I, Y300V, Y300W, R301A, R301 M, R301P, R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S,
V3038, V303Y, S304T, V305A, V305F, V305, V305L, V305R y V305S, de dicho fragmento Fc¢; siendo la numeracion
la del indice EU o su equivalente en Kabat, y ademas poseen en su sitio de glicosilaciéon (Asn 297) N-glicanos que
tienen un nivel de fucosilacién inferior al 55 %, preferentemente inferior al 50 %, preferentemente inferior al 45 %,
preferentemente inferior al 40 %, preferentemente inferior al 35 %, preferentemente inferior al 30 %, preferentemente
inferior al 25 %, y preferentemente inferior al 20 %.

[0081] Ventajosamente, los fragmentos Fc¢ con glicosilacion modificada en el sitio de glicosilaciéon en la posicion
297, en particular baja fucosilacién, presentan una mayor union de dicho fragmento a los receptores Fcgamma (FcyR),
en particular el receptor FcyRllla (CD16a).

[0082] Preferentemente, dichos fragmentos Fc tienen una afinidad por CD16a al menos igual a 2x10 M, al
menos igual a 2x107 M, 2x108 M o 2x10° M, segun se determine mediante analisis de Scatchard o BlAcore
(tecnologia basada en resonancia de plasmon superficial sin marcadores).

[0083] Preferentemente, la variante segun la invencién se caracteriza porque comprende de 1 a 20 mutaciones
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de dicho fragmento Fc, preferentemente de 1 a 10 mutaciones.

[0084] Preferentemente, la variante segun la invencidn se caracteriza porque el polipéptido parental comprende
un fragmento Fc parental que es un fragmento Fc humano, preferentemente un fragmento Fc de una IgG1 humana o
una IgG2 humana.

[0085] Preferentemente, la variante segun la invencion se caracteriza porque se selecciona entre un fragmento
Fc aislado, una secuencia derivada de un fragmento Fc aislado, un anticuerpo y una proteina de fusién que comprende
un fragmento Fc.

[0086] Preferentemente, la variante segun la invencion se caracteriza por ser un anticuerpo.
[0087] La presente invencidén también se refiere a una composicién polipeptidica segun la invencion.
[0088] La presente invencidon también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende (1) una

variante segun la invencién o una composicion como la descrita en el parrafo anterior, y (2) al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

[0089] Otro objeto de la presente invencidon es la variante segun la invencion o la composicién como se ha
descrito anteriormente, para su uso como medicamento.

[0090] Como se ha indicado anteriormente, el polipéptido parental, y por tanto la variante segun la invencién,
es un anticuerpo. En este caso, el anticuerpo puede estar dirigido contra un antigeno seleccionado entre un antigeno
tumoral, un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico, una toxina, una citocina de membrana o
circulante y un receptor de membrana.

[0091] Cuando el anticuerpo esta dirigido contra un antigeno tumoral, es particularmente adecuado para su
uso en el tratamiento del cancer. Por "cancer" se entiende cualquier estado fisioldgico caracterizado por una
proliferacion celular anormal. Algunos ejemplos de canceres son, entre otros, carcinomas, linfomas, blastomas,
sarcomas (incluidos los liposarcomas), tumores neuroendocrinos, mesoteliomas, meningiomas, adenocarcinomas,
melanomas, leucemias y neoplasias linfoides.

[0092] Cuando el anticuerpo esta dirigido contra un antigeno virico, es especialmente adecuado para tratar
infecciones viricas. Las infecciones viricas incluyen, entre otras, el VIH, el retrovirus, el virus Coxsackie, la viruela, la
gripe, la fiebre amarilla, el virus del Nilo Occidental, el citomegalovirus, el rotavirus y los virus de la hepatitis B o C.

[0093] Cuando el anticuerpo esta dirigido contra una toxina, es particularmente adecuado para su uso en el
tratamiento de infecciones bacterianas, por ejemplo, infecciones por toxina tetanica, toxina diftérica, toxinas de antrax
de Bacillus anthracis, o en el tratamiento de infecciones por toxinas botulinicas, toxinas de la ricina y shigatoxinas,
aunqgue esta lista no es exhaustiva.

[0094] Cuando el anticuerpo esta dirigido contra una citocina, es particularmente adecuado para tratar
enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. Entre las enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes figuran la purpura
trombética trombocitopénica (PTI), el rechazo de trasplantes u érganos, la enfermedad de injerto contra huésped, la
artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, diversos tipos de esclerosis, el sindrome de Sjogren primario (o
sindrome de Gougerot-Sjogren), polineuropatias autoinmunes como la esclerosis multiple, diabetes de tipo |, hepatitis
autoinmune, espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter, artritis gotosa, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn,
tiroiditis crénica de Hashimoto (hipotiroidismo), enfermedad de Adisson, hepatitis autoinmune, enfermedad de
Basedow (hipotiroidismo), colitis ulcerosa, vasculitis como las vasculitis sistémicas asociadas a ANCA (anticuerpos
anticitoplasmaticos de neutrofilos), citopenias autoinmunes y otras complicaciones hematolégicas en adultos y nifios,
como la trombocitopenia autoinmune aguda o crénica, la anemia hemolitica autoinmune, la enfermedad hemolitica del
recién nacido (EHRN), la enfermedad de la aglutinina fria, la hemofilia adquirida autoinmune; el sindrome de
Goodpasture, nefropatia extramembranosa, trastornos cutaneos bullosos autoinmunes, miastenia gravis refractaria,
crioglobulinemia mixta, psoriasis, artritis cronica juvenil, miositis inflamatoria, dermatomiositis y trastornos sistémicos
autoinmunes en nifios, incluido el sindrome antifosfolipido, enfermedad del tejido conjuntivo, inflamacion autoinmune
del pulmén, sindrome de Guiliain-Barré, polirradiculoneuritis desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), tiroiditis
autoinmune, diabetes mellitus, miastenia gravis, enfermedad inflamatoria autoinmune del ojo, neuromielitis dptica
(enfermedad de Devie), esclerodermia, pénfigo, diabetes insulinorresistente, polimiositis, anemia de Biermer,
glomerulonefritis, enfermedad de Wegener, enfermedad de Horton, periartritis nodosa y sindrome de Churg-Strauss,
enfermedad de Still, policondritis atréfica, enfermedad de Behcet, gammapatia monoclonal, granulomatosis de
Wegener, lupus, colitis ulcerosa, artritis psoriasica, sarcoidosis, colitis colagena, dermatitis herpetiforme, fiebre
mediterranea familiar, glomerulonefritis con depdsitos de IgA, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, oftalmia
simpatica, sindrome de Fiessinger-Leroy-Reiter y sindrome uveomeningoencefalico.
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[0095] También se incluyen otras enfermedades inflamatorias, como el sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), la artritis séptica aguda, la artritis adyuvante, la encefalomielitis alérgica, la rinitis alérgica, la vasculitis
alérgica, alergia, asma, aterosclerosis, inflamacién cronica debida a infecciones bacterianas o viricas cronicas,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), cardiopatia coronaria, encefalitis, enfermedad inflamatoria
intestinal, ostedlisis inflamatoria, inflamacién asociada a reacciones de hipersensibilidad aguda y retardada,
inflamaciéon asociada a tumores, lesiones nerviosas periféricas o enfermedades desmielinizantes, inflamacion
asociada a traumatismos tisulares como quemaduras e isquemia, inflamacién debida a meningitis, sindrome de
disfunciéon multiorganica (SDMO), fibrosis pulmonar, sepsis y choque séptico, sindrome de Stevens-Johnson, artritis
indiferenciada y espondilitis indiferenciada.

[0096] En una realizaciéon particular de la invencién, la enfermedad autoinmune es la purpura trombotica
idiopatica (PTI) y la polirradiculoneuritis desmielinizante inflamatoria crénica (PDIC).

[0097] Otro objeto de la presente invencion es un proceso para producir una variante de un polipéptido parental
que comprende un fragmento Fc¢, dicha variante que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores
del fragmento Fc (FcR) seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlIla (CD32a), y FcyRlIlb (CD32b) en
relacion con la del polipéptido parental, que comprende una etapa de mutacion de al menos un aminodcido, siendo la
mutacion Y296W de dicho fragmento F¢; siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat, y siendo
el procedimiento segun la reivindicacion 12.

[0098] El objeto de la presente invencion es en particular un procedimiento para producir una variante de un
polipéptido que comprende un fragmento Fc, presentando dicha variante una mayor afinidad por al menos uno de los
receptores del fragmento Fc (FcR) seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a) y FcyRIlb
(CD32b), en comparacion con la del polipéptido parental, una relaciéon de al menos 2, preferentemente superior a 5,
preferentemente superior a 10, preferentemente superior a 15, preferentemente superior a 20, preferentemente
superior a 25, preferentemente superior a 30, que comprende una etapa de mutacién de al menos un aminoacido,
siendo la mutacién Y296W de dicho fragmento Fc; siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat,
y siendo el procedimiento segun la reivindicacion 13.

[0099] Las secuencias descritas en esta solicitud pueden resumirse como sigue:
SEQ Proteina Secuencia
ID
NO:

1 Region Fc de la IgG1 humana |CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
G1m1,17 (residuos 226-447 NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVFTVFHQDWFNGKEYKCKV
segun el indice EU o su SNKAL
equivalente en Kabat) sin la
regidn bisagra superior N-
terminal PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTFPPSRDEFTKNQVSFTCFVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVFDSDGSFFFYSKFTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEAFHNHYTQKSFSFSPGK

2 Region Fc de la IgG2 humana |CPPCPAPPVAGPSVFFFPPKPKDTFMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQF
sin la region bisagra N-terminal [NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVFTVVHQDWFNGKEYKCKV
superior SNKGFPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTFPPSREEMTKNQVSFTCFVKGFY

PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMFDSDGSFFFYSKFTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEAFHNHYTQKSFSFSPGK

3 Region Fc de la IgG3 humana |CPRCPAPEFFGGPSVFFFPPKPKDTFMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQ
sin la region bisagra N-terminal |FKWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTFRVVSVFTVFHQDWFNGKEYKCK
superior VSNKAFPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTFPPSREEMTKNQVSFTCFVKGF

'YPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPMFDSDGSFFFYSKFTVDKSRWQQG
NIFSCSVMHEAFHNRFTQKSFSFSPGK

4 Region Fc de la |gG4 humana |CPSCPAPEFFGGPSVFFFPPKPKDTFMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQ
sin la region bisagra N-terminal |[FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVETVEHQDWENGKEYKCK|
superior VSNKGEPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTFPPSQEEMTKNQVSFTCFVKGF

'YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVFDSDGSFFFYSRFTVDKSRWQEG
NVFSCSVMHEAFHNHYTQKSFSFSFGK
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(continuacidn)

SEQ |Proteina Secuencia
ID
NO:

5 |Region Fcde lalgG1 humana |[CPPCPAPEFFGGPSVFFFPPKPKDTFMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
G1m3 sin la region bisagra N-  [NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVFTVFHQDWFNGKEYKCKV
terminal superior SNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTFPPSREEMTKNQVSFTCFVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVFDSDGSFFFYSKFTVDKSRWQQGN

VFSCSVMHEAFHNHYTQKSFSFSPGK

6 |Region Fcde IgG1 humana
G1m1,17 con la region bisagra |[EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
N-terminal superior (residuos  [VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
216-447 segun el indice EU 0 sUu|LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
equivalente en Kabat) SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

7 |Region Fc de IgG2 humana con
la region bisagra N-terminal ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
superior DPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSR

WQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

8 |[Region Fc de IgG3 humana con
la regién bisagra N-terminal

superior ELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEP
KSCDTPPPCPRCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVQFKWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNIFSCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGK

9 |Region Fc de IgG4 humana con
la region bisagra N-terminal ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQ
superior EDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

10 |Regién Fcde IgG1 humana
G1m3 con la region bisagra N- |EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
terminal superior \VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

EJEMPLOS
[0100] Los siguientes ejemplos se dan para ilustrar diversas realizaciones de la invencion.

Ejemplo 1: Produccidn de variantes de Fc¢c segun la invencidn mediante mutagénesis dirigida

1. Construccion de variantes de Fc:

[0101] Cada mutacion de interés en el fragmento Fc se insertd independientemente en un vector de expresion
que contenia la cadena pesada anti-CD20 mediante PCR solapada utilizando dos conjuntos de cebadores adaptados
para integrar una delecién o un codén degenerado (NNN o NNK) en la posicion diana (240 a 243, 258 a 267, 290 a
296, 298 a 305). Los fragmentos asi obtenidos por PCR se combinaron y el fragmento resultante se amplificé por PCR
utilizando protocolos convencionales. El producto de la PCR se purifico en geles de agarosa al 1 % (p/v), se digirid
con las enzimas de restriccion apropiadas y se clono en el vector de expresion eucariota pMGMO05-CD20 (pCEP4
InvitroGen), que contiene sitios de clonacion para el fragmento Fc (BamHI y Notl) y la cadena variable VH del
anticuerpo anti-CD20. Esta construccion implica la mutaciéon de dos aminodcidos en el Fc (aa224 y 225, HT cambiado
a GS) y aflade la secuencia EFAAA al C-terminal del F¢, pero permite probar un gran numero de clones muy
rapidamente. Inicialmente, se comprobd que estas mutaciones no alteraban la union de la IgG-WT a los distintos
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receptores.

[0102] El ADN de los clones aislados se secuencid tras la PCR en colonias. Tras el analisis bioinformatico, los
clones con nuevas mutaciones se congelaron a -80 °C en bacterias XLI-Blue y las secuencias se incluyeron en nuestra
base de datos.

2. Produccion de variantes de IgG en células HEK293:

[0103] La cadena ligera anti-CD20 se insertd en un vector pCEP4 idéntico al utilizado para la cadena pesada,
designado pMGMOQ1-CDC20 (pCEP4 InvitroGen). Las células HEK293-Freestyle™ (Invitrogen), cultivadas en placas
de 24 pocillos, se cotransfectaron con los vectores pMGM01-CD20 y pMGMO05-CD20 (Fc-WT y variantes) en
cantidades equimolares (250 ng/ml) con reactivo de transfeccion (1 pl/ml) utilizando protocolos convencionales
(Invitrogen). Las células se cultivaron en suspensiéon en un medio libre de suero durante 7-9 dias después de la
transfeccion y se recogieron los sobrenadantes que contenian IgG (1 ml) tras centrifugar las células a 100 g durante
10 minutos. La IgG secretada en los sobrenadantes se cuantificé mediante un ELISA (FastELISA, R&D biotech).

Tabla 1: Lista de mutantes generados

N;ijarﬁt:el mutaciones
ZAC1-36 \/240H
ZAC1-136 \/2401
ZAC1-123 \/240M
ZAC1-78 V240N
ZAC1-226 \/240S
ZAC1-100 F241H
ZAC1-220 F241Y
ZAC1-134 L242A
ZAC1-121 L242F
ZAC1-110 L242G
ZAC1-150 L242H
ZAC1-09 L2421
ZAC1-66 L242K
ZAC1-17 L242P
ZAC1-224 L242S
ZAC1-229 L242T
ZAC1-177 L242v
ZAC1-08 F243L
ZAC1-115 F243S
ZAC2-158 E258G
ZAC2-167 E258|
ZAC2-210 E258R
ZAC2-30 E258M
ZAC2-111 E258Q
ZAC2-86 E258Y
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(continuacion)

Nombre del mutaciones
mutante

ZAC2-150 V259C
ZAC2-74 V259
ZAC2-180 V259L
ZAC2-36 T260H
ZAC2-114 T260I
ZAC2-250 T260M
ZAC2-162 T260N
ZAC2-124 T260R
ZAC2-110 T260S
ZAC2-258 T260W
ZAC2-85 T260A
ZAC2-226 V262A
ZAC2-153 V2628
ZAC2-39 V263T
ZAC2-107 V264L
ZAC2-42 V2648
ZAC2-156 V264T
ZAC2-148 \V266L
ZAC2-122 V266 M
ZAC2-225 S267A
ZAC2-64 8267Q
ZAC2-121 S267V
ZAC3-182 K290D
ZAC3-174 K290E
ZAC3-83 K290G
ZAC3-70 K290H
ZAC3-62 K290L
ZAC3-246 K290N
ZAC3-54 K290Q
ZAC3-41 K290R
ZAC3-203 K290S
ZAC3-172 K290Y
ZAC3-39 P291G
ZAC3-08 P291Q
ZAC3-185 P291R
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(continuacion)

Nombre del mutaciones
mutante

ZAC3-13 R292I
ZAC3-71 R292L
ZAC3-196 E293A
ZAC3-178 E293D
ZAC3-61 E293G
ZAC3-126 E293M
ZAC3-120 E293Q
ZAC3-10 E293S
ZAC3-15 E293T
ZAC3-118 E294A
ZAC3-53 E294G
ZAC3-82 E294P
ZAC3-80 E294Q
ZAC3-02 E294R
ZAC3-105 E294T
ZAC3-66 E294V
ZAC3-48 Q2951
ZAC3-254 Q295M
ZAC3-110 Y296H
ZAC3-42 Y296W
ZAC4-192 S298A
ZAC4-130 S298R
ZAC4-233 Y300l
ZAC4-14 Y300V
ZAC4-71 Y300W
ZAC4-187 R301A
ZAC4-218 R301M
ZAC4-255 R301P
ZAC4-03 R301S
ZAC4-268 V302A
ZAC4-131 V302F
ZAC4-237 V302L
ZAC4-53 V302M
ZAC4-236 V302R
ZAC4-29 V3028
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(continuacion)

Nombre del mutante|mutaciones
ZAC4-208 V3038
ZAC4-144 V303Y
ZAC4-219 S304T
ZACA4-33 V305A
ZAC4-229 V305F
ZAC4-262 V305l
ZAC4-139 V305L
ZAC4-36 V305R
ZAC4-179 V3058

Ejemplo 2: Pruebas de unidn a los receptores Fc

1. Receptores Fc recombinantes utilizados:

[0104] CD16a es un receptor activador con un polimorfismo V/F en la posicion 158 en el sitio de unién a Fc. La
afinidad es mejor para CD16aV. CD16aV esta disponible comercialmente (R&D system).

[0105] CD32a es un receptor activador con un polimorfismo H/R en la posicidon 131 en el sitio de unién a Fc.
La afinidad es mejor para CD32aH. CD32aH fue producido por PX'Therapeutics. CD32aR y CD32b estan disponibles
comercialmente (R&D system).

2. Pruebas ELISA para las variantes de IgG producidas en los sobrenadantes de células HEK293-F:

[0106] Se analizd la unién de las variantes de IgG a varios FCR humanos y a FcRn mediante ELISA. Las
inmunoplacas Maxisorp se recubrieron con 0,1 ug de CD32aH/pocillo, 0 0,2 ug de CD16aV/pocillo en PBS 0 0,25 ug
de FcRn en P6 (fosfato sodico 100 mM, cloruro sédico 50 mM, pH 6,0). Las placas NiINTA (HisGrab Pierce) se
recubrieron con 0,05 ug de CD32aR/pocillo, 0 0,2 ug de CD32b/pocillo en PBS. Tras el recubrimiento durante una
noche a 4 °C, las placas se lavaron dos veces con PBS (o P6)/Tween-20 al 0,05 % y se saturaron con PBS/BSA al
4 % (o P86, leche desnatada al 4 %) durante 2 horas a 37 °C. Paralelamente, los sobrenadantes se diluyeron en PBS
(o P6 para el ensayo FcRn) hasta una concentracion final de 0,5 ug de IgG/ml y se mezclaron con F(ab)2 de IgG HRP
de cabra antihumana a la misma concentraciéon durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, la IgG
afadida a F(ab")2 se incubd bajo agitacién suave durante 1 hora a 30 °C en placas ELISA saturadas sin dilucion para
CD16aV, CD32aR y CD32b (es decir, IgG a 0,5 yg/ml), se diluyé en PBS a 0,25 pug/ml para CD32aH y se diluyd en P6
a 0,035 pg/ml para FcRn. A continuacion, las placas se revelaron con TMB (Pierce) y la absorbancia se leyé a 450 nm.

[0107] Utilizando este ELISA, las variantes construidas se analizaron en comparacion con el Fc de tipo silvestre
(Fc-WT) y se calculd su relacidn variante/Fc-WT, como se muestra en la Tabla 2 a continuacién. Las pruebas ELISA
realizadas con estas variantes muestran una relacién superior a 2 para al menos uno de los FcyRs probados.

Tabla 2: Pruebas ELISA de unidn a los receptores CD16aV, CD32aH, CD32aR y CD32b. Los resultados se
expresan como la relacion de la variante F¢ segun la invencion/Fc-WT

Resultados de las pruebas ELISA
Nomb:e de IaMutaciones
variante CD16aV CD32aH CD32aR CD32b
ZACI-36 \/240H 1,91 2,00 0,82 0,78
ZAC1-136 \/240I 3,91 3,59 1,71 1,45
ZAC1-123 \/240M 4,10 2,16 1,08 1,03
ZAC1-78 \/240N 2,44 1,42 0,64 0,89
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(continuacidn)

Nombre de la

Resultados de las pruebas ELISA

variante Mutaciones CD16aV CD16aV CD16aV CD16aV
ZAC 1-226 V240S 3,82 2,51 0,82 0,81
ZAC1-100 F241H 0,77 3,47 1,44 1,44
ZAC 1-220 F241Y 1,60 5,50 1,84 1,10
ZAC1-134 L242A 3,75 3,06 1,75 1,41
ZAC1-121 L242F 5,89 5,31 1,47 1,38
ZAC1-110 L242G 4,40 2,71 1,43 1,35
ZAC1-150 L242H 1,19 2,04 1,14 1,36
ZAC1-09 L242l 5,11 4,99 1,77 1,58
ZACI-66 L242K 7,27 287 3,04 1,32
ZAC1-17 L242P 1,47 2,50 1,19 1,14
ZAC 1-224 L242S 3,34 2,00 0,88 0,91
ZAC 1-229 L242T 1,49 2,11 1,65 1,40
ZAC1-177 L242V 2,49 6,68 1,96 1,70
ZAC1-08 F243L 5,15 223 1,60 1,46
ZAC1-115 F243S 225 1,48 1,50 1,38
ZAC2-158 E258G 1,16 6,81 1,45 1,29
ZAC2-167 E258| 2,03 6,78 1,83 1,29
ZAC2-30 E258M 1,28 4,52 1,56 1,52
ZAC2-111 E258Q 1,88 8,75 1,55 0,85
ZAC2-210 E258R 1,66 8,17 3,70 2,60
ZAC2-86 E258Y 1,53 5,86 230 2,70
ZAC2-150 \VV259C 1,23 2,91 2,03 1,44
ZAC2-74 V259 1,06 220 1,47 110
ZAC2-180 V2591 1,19 3,08 214 1,84
ZAC2-85 T260A 4,68 3,89 1,65 1,55
ZAC2-36 T260H 1,16 243 1,19 0,91
ZAC2-114 T260I 1,91 7,06 1,46 1,00
ZAC2-250 T260M 1,06 3,80 1,29 1,71
ZAC2-162 T260N 0,94 2,99 1,57 1,27
ZAC2-124 T260R 1,09 3,45 2,60 1,42
ZAC2-110 T260S 1,44 3,71 1,74 0,91
ZAC2-258 T260W 1,49 3,54 1,40 1,24
ZAC2-226 V262A 0,91 5,84 3,78 242
ZAC2-153 V2625 1,01 3,64 1,14 1,03
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(continuacidn)

Nombre de la

Resultados de las pruebas ELISA

variante Mutaciones CD16aV CD16aV CD16aV CD16aV

ZAC2-39 V263T 1,13 4,80 1,27 1,01
ZAC2-107 V2641 0,82 267 213 1,34
ZAC2-42 V2645 0,67 1,40 230 2,07
ZAC2-156 V264T 0,91 6,24 1,86 1,42
ZAC2-148 V2661 1,12 2,10 4,67 3,68
ZAC2-122 \V266M 0,47 0,34 2 44 2,32
ZAC2-225 S267A 1,26 4,26 5,82 4,75
ZAC2-64 S267Q 0,63 0,43 2,49 3,00
ZAC2-121 S267V 0,59 0,29 2,36 2,02
ZAC3-172 K290Y 4,79 6,72 2,16 1,00
ZAC3-203 K290S 228 4,70 1,76 1,21
ZAC3-41 K290R 1,12 1,58 2,15 2,39
ZAC3-54 K290Q 2,47 3,85 1,52 1,50
ZAC3-246 K290N 1,36 3,22 1,71 NA

ZAC3-62 K290L 1,51 265 1,35 0,63
ZAC3-70 K290H 3,49 6,48 2 64 1,66
ZAC3-83 K290G 4,20 5,78 1,86 1,83
ZAC3-174 K290E 283 4,89 1,66 1,83
ZAC3-182 K290D 2,04 3,38 223 NA

ZAC3-185 P291R 0,64 257 1,93 NA

ZAC3-08 P291Q 1,61 2,32 0,99 0,96
ZAC3-39 P291G 1,32 2,39 1,28 1,65
ZAC3-71 R292L 1,67 222 0,71 0,41
ZAC3-13 R292 0,81 2,19 0,48 0,53
ZAC3-15 E203T 0,41 1,40 2,07 1,81
ZAC3-10 E293S 1,02 2,95 1,18 1,51
ZAC3-120 E293Q 1,78 2,17 1,49 NA

ZAC3-126 E293M 1,32 242 1,81 NA

ZAC3-61 E293G 0,48 1,37 2 44 0,89
ZAC3-178 E293D 0,79 268 1,80 NA

ZAC3-196 E293A 0,89 2,99 1,91 NA

ZAC3-66 E294V 1,00 1,91 8,08 0,93
ZAC3-105 E204T 0,80 2,34 1,13 NA

ZAC3-02 E294R 0,71 0,90 2,09 1,58
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(continuacidn)

Nombre de la

Resultados de las pruebas ELISA

variante Mutaciones CD16aV CD16aV CD16aV CD16aV

ZAC3-80 E294Q 0,88 1,26 2,78 1,01
ZAC3-82 E294P 0,87 1,32 243 0,70
ZAC3-53 E294G 0,57 3,30 2,34 0,52
ZAC3-118 E294A 1,86 5,10 1,57 1,25
ZAC3-254 Q295M 1,74 2,81 1,10 NA
ZAC3-48 Q295I 0,92 5,36 1,29 0,58
ZAC3-42 Y296 W 3,83 1,49 1,20 1,60
ZAC3-110 Y206H 2,17 0,86 0,98 NA
ZAC4-192 S298A 5,53 0,24 0,48 0,51
ZAC4-130 S298R 4,37 0,66 1,09 0,66
ZAC4-233 Y3001 0,69 225 1,01 1,04
ZAC4-14 Y300V 0,76 237 0,78 2,05
ZAC4-71 Y300W 0,87 2,34 1,14 1,06
ZAC4-187 R301A 0,81 1,25 2 06 o 11
ZAC4-218 R301M 0,95 1,22 1,78 2,07
ZAC4-255 R301P 0,63 4,64 0,06 0,24
ZAC4-03 R301S 1,29 242 1,16 1,06
ZAC4-268 V302A 1,00 238 1,86 3,09
ZAC4-131 V302F 0,76 2,82 1,06 0,71
ZAC4-237 V3021 0,46 0,31 3,15 4,69
ZAC4-53 \V302M 0,63 1,50 225 1,56
ZAC4-236 V302R 0,45 0,38 5,08 10,56
ZAC4-29 V302S 1,10 2,51 1,87 1,71
ZAC4-208 V303S 0,96 1,39 1,64 2,27
ZAC4-144 V303Y 1,00 3,50 2,10 1,03
ZAC4-219 S304T 0,98 1,82 214 2,34
ZAC4-33 V305A 0,55 1,00 2,20 2,04
ZAC4-229 V305F 1,34 1,11 2,15 2,40
ZAC4-262 V305! 1,22 1,26 1,87 222
ZAC4-139 V3051 1,19 2,72 1,87 0,82
ZAC4-36 V305R 1,33 3,50 1,71 242
ZAC4-179 V305S 1,29 1,65 2,03 1,66
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Ejemplo 3: Pruebas de unién de variantes purificadas de IgG a los receptores Fc

1. Pruebas ELISA para variantes purificadas de I1gG:

[0108] Las variantes producidas en los sobrenadantes de células HEK293-F como se describe en el ejemplo 1
se purificaron mediante un proceso convencional de cromatografia de afinidad sobre la proteina A.

[0109] Las variantes construidas y purificadas se analizaron en comparacion con el Fc¢ de tipo silvestre (Fc-
WT), segun los protocolos que se indican a continuacion. Su relacién variante/Fc-WT se calculd como se muestra en
la Tabla 3 a continuacion.

Unién al FcRn humano (hFcRn):

[0110] Las inmunoplacas Maxisorp se recubrieron con FcRn en tampon fosfato a pH6 (250 ng por pocillo)
durante una noche a 4 °C (100 pl/pocillo). Tras saturar las placas durante 2 horas en tampon fosfato a pH 6 y leche
desnatada al 5 %, se afadieron a cada pocillo soluciones de variantes de IgG a concentraciones crecientes (de
0,00488 a 10 pg/ml) durante 1 hora a 37 °C y, a continuacién, se pusieron en contacto con F(ab")2 de IgG HRP de
cabra anti-Fab humana durante 1 hora a 37 °C. La IgG unida se detectd tras la revelacion con TMB midiendo la
absorbancia a 450 nm.

Unién a CD64 humano (hCD64):

[0111] Las inmunoplacas Maxisorp se recubrieron con receptor CD64 humano (100 ng/pocillo) durante la noche
a 4 °C (100 ul/pocillo). Tras saturar las placas durante 2 horas en tampén PBS y BSA al 4 %, se afadieron a cada
pocillo las soluciones de variantes de IgG a concentraciones crecientes (0,03125 a 1 yl/ml) durante 1 hora a 37 °C vy,
a continuacion, se pusieron en contacto con F(ab")2 de IgG HRP de cabra anti-CK humana durante 1 horaa 37 °C. La
IgG unida se detectd tras la revelacién con TMB midiendo la absorbancia a 450 nm.

Union a FcyRs humanos:

[0112] Las inmunoplacas Maxisorp se recubrieron con 50 ng de hCD32aH/pocillo, 200 ng de hCD16aF/pocillo
0 75 ng de hCD16aV/pocillo en PBS. Las placas inmovilizadoras de quelantes de niquel (Hisgrab Pierce) se
recubrieron con 50 ng de hCD32aR/pocillo o 100 ng de hCD32b/pocillo en PBS. Tras el recubrimiento durante una
noche a 4 °C, las placas se lavaron dos veces con PBS/Tween-20 al 0,05 % y se saturaron con PBS/BSA al 4 %
durante 2 horas a 37 °C. Paralelamente, las soluciones de variantes de IgG se diluyeron en PBS hasta una
concentracion final de 1 ug de IgG/ml y se mezclaron con F(ab")2 de IgG HRP de cabra anti-Fab a la misma
concentracion durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, la IgG afadida a F(ab")2 se incubd bajo
agitacion suave durante 1 hora a 30 °C en placas ELISA saturadas con diferentes diluciones de PBS. A continuacion,
las placas se revelaron con TMB y la absorbancia se ley6 a 450 nm.

Tabla 3: Pruebas ELISA de union a los receptores hCD16aV, hCD16aF, hCD32aH, hCD32aR, hCD32b, hCD64 y
hFcRn con variantes purificadas. Los resultados se expresan como la relacion de la variante de Fc segun la

invenciéon/Fc-WT
hCD16aV hCD16aF hCD64
Nombre de la Relacion a 0,25 pg/ml |Relacion a 0,25 ug/ml [Relacién a 0,5 yg/mi
variante Mutaciones PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO

K334N/P3528/
ASA-184A A378V/V39TM 3,53+0,15 2,19+0,36 2,11+0,26

'Y296\VW/K334N/

P3528/A378V/
ASA-184E \V397M 4,58+0,83 4,27+0,13 1,54+0,18
ZAC3-42 Y296 W 2,36+0,07 1,63+0,11 0,91+0,13
ZAC3-83 K290G 1,91+0,10 1,43+0,22 1,18+0,33
ZAC2-210 E258R 1,44+0,97 1,26+0,38 0,97+0,14
ZAC2-226 V262A 0,53+0,10 0,77+0,06 0,80+0,05
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Nombre de la hFcRn hCD32aR hCD32b hCD32aH
variante Mutaciones Relacion a Relacion a Relacion a Relacion a
1,25 ug/ml 0,125 ug/mi 0,125 ug/mi 0,25 ug/ml
PROMEDIO |PROMEDIO [PROMEDIO PROMEDIO
K334N/P352S/A378V/
A3A-184A V397M 11,31+1,48 1,4240,14 1,9610,20 1,7310,09
Y296 VW/K334N/P352S/
A378V/
A3A-184E V397M 9,45+1,02 1,3310,04 1,7940,47 1,7310,07
ZAC3-42 Y296 W 0,900,14 1,011£0,04 1,1410,25 1,011£0,19
ZAC3-83 K290G 0,930,14 1,1710,06 1,31+0,11 1,2340,03
ZAC2-210 E258R 0,790,45 0,53tND 0,68tND 1,2240,45
ZAC2-226 V262A 0,6010,32 0,48tND 0,63tND 0,730,00

2. Pruebas de unidn en OctetO (tecnologia BLI "Bio-Layer Interferometry", Pall):

[0113] Se utilizan Biosensores Anti Penta-HIS (HIS 1K). Se inmovilizé el receptor hCD16aV (R&D Systems)
diluido a 1 pg/ml en tampodn Kinetics, es decir, 44 nM. Las variantes de IgG se probaron a 1000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15 y 0 nM en tampon Kinetics. Las KD se analizaron utilizando un modelo de asociacién 1:1.

10 [0114] Los resultados figuran en la tabla 4.

Tabla 4: Pruebas de unién en Octet® con las variantes purificadas

Nombre de Ia . Relacion KD
variante Mutaciones KD hCD16aV [BLI] (nM) WT/variante
A3A-184A K334N/P352S/A378V/V397M 47 12,39
A3A-184E Y296 VW/K334N/P352S/A378V/V397M |80 7,25
ZAC3-42 Y296 W 288 2,02
ZAC3-83 K290G 326 1,78
ZAC2-210 E258R 411 1,41
ZAC1-08 F243L 472 1,23
ZAC2-85 T260A 472 1,23
ZACI-123 \V240M 491 1,18
ZAC1-121 L242F 512 1,13
ZAC2-226 V262A 518 1,12
ZAC1-110 L242G 541 1,07

Fe-WT SEQ ID NO: 1 580 1,00

15
Ejemplo 3: Produccién de variantes adicionales de IgG en células HEK293

[0115] Las combinaciones de mutantes que comprenden al menos una mutacion i) segun la invencion se han
producido a partir de un fragmento Fc que comprende las mutaciones de partida N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y

20 (mutante T5A-74), o V2591/N315D/N434Y (mutante C6A_74) o N315D/N361D/A378V/N434Y (mutante T5A_74A) o
K334N/P3528/V397M/A378V (mutante ASA_184A). Se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5: Variantes adicionales generadas en el contexto de la invencion

Lista de mutaciones combinadas

Mutacion i) afadida segun la
Nombre Variante inicial invencion
T5A-741 T5A-74 T260A T260A/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y
T5A-74J T5A-74 E258| E2581/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y
T5A-74K T5A-74 K290Y K290Y/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y
T5A-74L T5A-74 E294A E294A/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y
T5A-74M T5A-74 Y296 W 'Y296VW/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y
CBA_T74W CBA_T74 Y296 W 'Y296W/V2591/N315D/N434Y
CBA_74G CBA_T74 K290G K290G/V2591/N315D/N434Y
T5A-74MA  [T5A_74A Y296 W 'Y296\VW/N315D/N361D/A378V/N434Y
T5A_74AG  [TS5A_T4A K290G K290G/N315D/N361D/A378V/N434Y
A3A_ A3A_184A N434Y N434Y/K334N/P352S/V397M/A378V
184AY
A3A_184E  |A3A_184A Y296 W Y296 VW/K334N/P3525/\/397M/A378V
A3A_ A3A_184A K290G K290G/K334N/P3525/\/397M/A378V
184AG
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REIVINDICACIONES

1. Variante de un polipéptido parental que comprende un fragmento Fc, dicha variante que presenta una
mayor afinidad por al menos uno de los receptores del fragmento Fc (FCR) seleccionado entre los receptores FcyRllla
(CD16a), FcyRlla (CD32a) y FcyRllb (CD32b) en comparacion con la del polipéptido parental, caracterizada porque
comprende al menos la mutacion Y296W de dicho fragmento F¢; y porque

bien:

(i) una mutacién seleccionada entre 378V, 378T, 434Y y 4348,y

(iii) al menos una mutacién seleccionada entre 226G, P228L, P228R, 230S, 230T, 230L, 241L, 264E, 307P, 315D,
330V, 362R, 378V, 378T, 389T, 389K, 434Y y 434S,

con la condicién de que las mutaciones (ii) y (iii) no se produzcan en l0s mismos aminoacidos,

bien:

(iv) una mutacion seleccionada entre 307N, 326E, 326T, 334N, 334R, 352L, 378V, 378T, 394P, 396L, 397M y
421T;y

(v) al menos una mutacién seleccionada entre 226Y, 2278, 230S, 231V, 234P, 243l, 243L, 246R, 246E, 247T,
248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267N, 267G, 274E, 274R, 276S, 278H, 282A, 283G,
284L, 2861, 286Y, 287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 308I, 308G, 309P, 312G, 315D, 316D,
319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 323I, 3258, 333G, 334N, 334R, 336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H,
350A 3528, 359A, 361H, 362R, 3631, 366A, 373D, 375R, 377T, 378V, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 389S, 389T,
392R, 393A, 393I, 394P, 396L, 397!, 397M, 398P, 405V, 405L, 410R, 412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 423S,
423P, 428T, 431V, 431T, 434K, 434S, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P y 447N, con la condicion de
que las mutaciones (iv) y (v) no se produzcan en 10s mismos aminoacidos,

siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat.

2. Variante segun la reivindicacion 1, que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores
del fragmento Fc (FcR) seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlIla (CD32a) y FcyRllb (CD32b), en
relacion con la del polipéptido parental, en una relacion de al menos 2, preferentemente superior a 5, preferentemente
superior a 10, preferentemente superior a 15, preferentemente superior a 20, preferentemente superior a 25, y
preferentemente superior a 30.

3. Variante segun la reivindicacion 1 o 2, que presenta una mayor afinidad por el receptor FcyRllla
(CD16a).
4. Variante segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque comprende como mutacion (v)

al menos 2 mutaciones seleccionadas entre 226Y, 2278, 2308, 231V, 234P, 2431, 243L, 246R, 246E, 247T, 248E,
253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267G, 274E, 274R, 276S, 278H, 282A, 283G, 284L, 2861, 286Y,
287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 308, 308G, 309P, 312G, 316D, 319H, 320T, 320R, 320M,
322E, 323, 3258, 333G, 334N, 334R, 336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H, 350A, 3528, 359A, 361H, 362R,
3631, 366A, 373D, 375R, 377T, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 389S, 389T, 392R, 393A, 393|, 394P, 396L, 397I,
398P, 405V, 4051, 410R, 412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 423S, 423P, 428T, 431V, 431T, 434K, 434S, 435R,
436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P y 447N.

5. Variante segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque:

la mutacion (iv) se selecciona entre 378V, 326E, 397M, 307N, 394P, 326T, 396L y 334N, y la mutacion (v) se selecciona
entre 316D, 334R, 334N, 323l, 231V, 246R, 336T, 378T, 286Y, 286l, 3528, 383R, 359A, 421T, 361H, 315D, 366A,
290E, 307P y 439R, siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat y con la condiciéon de que las
mutaciones (iv) y (v) no se produzcan en los mismos aminoacidos.

6. Variante segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque comprende de 1 a 20
mutaciones de dicho fragmento Fc, preferentemente de 1 a 10 mutaciones.

7. Variante segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque el polipéptido parental
comprende un fragmento Fc parental que es un fragmento Fc humano, preferentemente un fragmento Fc de una IgG1
humana o de una IlgG2 humana.

8. Variante segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque se selecciona entre un
fragmento Fc aislado, una secuencia derivada de un fragmento Fc aislado, un anticuerpo y una proteina de fusion que
comprende un fragmento Fc.

9. Variante segun la reivindicacién 1 a 8, que es un anticuerpo dirigido contra un antigeno seleccionado
entre un antigeno tumoral, un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico, una toxina, una citocina
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de membrana o circulante o un receptor de membrana.
10. Variante segun una de las reivindicaciones 1 a 9, para su uso como medicamento.

11. Composicién farmacéutica que comprende (1) una variante segun una de las reivindicaciones 1a 9, y
(2) al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

12. Proceso para producir una variante de un polipéptido que comprende un fragmento Fc, dicha variante
que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores del fragmento Fc (FCR) seleccionado entre los
receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a) y FcyRllb (CD32b) en comparacion con la del polipéptido parental,
caracterizado porque comprende una etapa de mutacion de al menos un aminoacido, siendo Y296W la mutacion de
dicho fragmento Fc;

dicha variante que comprende bien:

(i) una mutacién seleccionada entre 378V, 378T, 434Y y 4348,y

(iii) al menos una mutacién seleccionada entre 226G, P228L, P228R, 230S, 230T, 230L, 241L, 264E, 307P, 315D,
330V, 362R, 378V, 378T, 389T, 389K, 434Y y 434S,

con la condicién de que las mutaciones (ii) y (iii) no se produzcan en l0s mismos aminoacidos,

bien:

(iv) una mutacion seleccionada entre 307N, 326E, 326T, 334N, 334R, 352L, 378V, 378T, 394P, 396L, 397M y
421T;y

(v) al menos una mutacién seleccionada entre 226Y, 2278, 230S, 231V, 234P, 243l, 243L, 246R, 246E, 247T,
248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A, 266M, 267N, 267G, 274E, 274R, 276S, 278H, 282A, 283G,
284L, 2861, 286Y, 287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 308I, 308G, 309P, 312G, 315D, 316D,
319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 323I, 3258, 333G, 334N, 334R, 336T, 339T, 340E, 343S, 345G, 349S, 349H,
350A 3528, 359A, 361H, 362R, 363, 366A, 373D, 375R, 377T, 378V, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R, 389S, 389T,
392R, 393A, 3931, 394P, 396L, 397!, 397M, 398P, 405V, 405L, 410R, 412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 423S,
423P, 428T, 431V, 431T, 434K, 434S, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P y 447N, con la condicion de
que las mutaciones (iv) y (v) no se produzcan en 10s mismos aminoacidos,

siendo la numeracion la del indice EU o su equivalente en Kabat.

13. Proceso para producir una variante de un polipéptido que comprende un fragmento Fc segun la
reivindicacion 12, dicha variante que presenta una mayor afinidad por al menos uno de los receptores del fragmento
Fc (FcR) seleccionado entre los receptores FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32a) y FeyRIlb (CD32b), en relacidn con la
del polipéptido parental, en una relaciéon de al menos 2, preferentemente superior a 5, preferentemente superior a 10,
preferentemente superior a 15, preferentemente superior a 20, preferentemente superior a 25, y preferentemente
superior a 30.
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