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UTILISATION DE FRAGMENTS Fc MODIFIES EN IMMUNOTHERAPIE

La présente invention concerne |'immunothérapic de maladies auto-immunes et/ou
inflammatoires.

Arriére-plan technologique de I’invention :

L’immunothérapie, thérapeutique consistant a administrer a des patients des anticorps
exogénes est aujourd’hui largement utilisée pour le traitement de diverses pathologies,
particuli¢rement pour celui des maladies auto-immunes et des maladies inflammatoires.

Deux types de thérapie a base d’immunoglobulines sont typiquement proposés pour le
traitement de ces maladies: 1) les thérapies a base d’immunoglobulines intraveineuses (Igl'V)
qui consistent & administrer aux malades par voie intraveineuse des immunoglobulines (IgG le
plus souvent) issues de pools de dons de plasma humain et ii) les thérapies qui se basent sur
I’utilisation d’anticorps recombinants (& savoir des anticorps obtenus par génie génétique).
Ces derniers ont permis de réelles avancées dans la prise en charge de patients atteints de
maladies inflammatoires et de maladies auto-immunes, notamment parce qu’ils offrent la
possibilité de s’affranchir des inconvénients li¢s a I’emploi d’immunoglobulines d’origine
plasmatique, notamment le risque de rupture d’approvisionnement, et le risque de
transmission de pathogenes éventuellement présents dans le plasma.

La présence des fragments Fab dans les immunoglobulines peut étre a 1’origine de la survenue
d’importantes réactions indésirables chez les patients traités. Pour ¢&viter ces effets
secondaires, la demande de brevet WO 2004/099374 divulgue I’utilisation de fragments Fc
recombinants isolés pour le traitement de patients, en particulier pour des patients atteints
d’une maladie auto-immune.

Il existe cependant toujours un besoin d’optimiser ces fragments Fc, de maniére notamment a

augmenter leur temps de demi-vie, et/ou leur efficacité thérapeutique.

Résumé de I’invention :

Les inventeurs proposent maintenant d’utiliser des fragments Fc ayant une affinit¢ modifiée
pour au moins un des récepteurs Fc (FcR) par rapport a un fragment Fc parent. Selon
I’invention, les fragments Fc sont isolés, a savoir qu’ils ne sont pas associés a des fragments
Fab, ni conjugués ou fusionnés a toute autre protéine, polypeptide ou peptide. En particulier,

il ne s’agit pas d’immunoglobulines complétes.
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L’invention concerne une composition comprenant des fragments Fc¢ d’anticorps, pour une
utilisation dans le traitement d’une maladie auto-immune et/ou inflammatoire, lesdits
fragments Fc ¢tant des fragments Fc isolés ayant une affinité améliorée pour le récepteur

FcRylIll par rapport & un fragment Fc parent.
Selon des aspects préférés, il s’agit de

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations 315D/330V/361D/378V/434Y
par rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les
fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :11

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations T260A et
315D/330V/361D/378V/434Y par rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fe consistent en la séquence SEQ ID NO :12

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations E2581 et
315D/330V/361D/378V/434Y par rapport a un fragment Fc¢ parent d’IgG1 sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fe consistent en la séquence SEQ ID NO :13

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations K290Y et
315D/330V/361D/378V/434Y par rapport a un fragment Fc¢ parent d’IgG1 sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fe consistent en la séquence SEQ ID NO :14

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations E294A et
315D/330V/361D/378V/434Y par rapport a un fragment Fc¢ parent d’IgG1 sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fe consistent en la séquence SEQ ID NO :15

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations Y296W et
315D/330V/361D/378V/434Y par rapport a un fragment Fc¢ parent d’IgG1 sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fe consistent en la séquence SEQ ID NO :16

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations K334N/P352S/A378V/V397TM
par rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les
fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :19

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations G316D/K326E/A378V par
rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les
fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :20

- fragments Fc présentent une combinaison de mutations A378V/P396L/N421T par
rapport & un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les

fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :21
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- fragments Fc présentent une mutation T260A par rapport & un fragment Fc parent
d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments Fc consistent en la
s¢quence SEQ ID NO :17

- fragments Fc présentent une mutation K290Y par rapport a un fragment Fc parent
d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments Fc consistent en la

s¢quence SEQ ID NO :18.

L’invention fournit aussi plus généralement une composition comprenant des fragments Fc
d’anticorps, pour une utilisation dans le traitement d’une maladie auto-immune et/ou
inflammatoire, lesdits fragments Fc étant des fragments Fc isolés ayant une affinité modifiée

pour au moins un des récepteurs Fc (FcR) par rapport a un fragment Fc parent.

Dans un mode de réalisation particulier, la composition comprend des fragments Fc
d’anticorps, comprenant au moins une mutation d’un ou plusicurs acides aminés et/ou
possédant sur leur site de glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, lesdits N-glycannes des

fragments Fc présentant un taux de fucosylation inféricur a 65%,

Légende des ficures :

La figure 1 montre des alignements de séquences d'lgGl humaine natif se référant aux
positions 216 a 447 (selon l'indice UE) avec les séquences correspondantes d'TgG2 humaine
(SEQ ID NO: 7), IgG3 humaine (SEQ ID NO: 8) et IgG4 humaine (SEQ ID NO: 9). Les
séquences d'IgGl se réferent a 1’allotype GIml,17 (SEQ ID NO: 6) et a ’allotype GIm3
(SEQ ID NO: 10). Le domaine "charni¢re infériecure CH2-CH3" de I'lgGl commence a la
position 226 (voir fléche). Le domaine CH2 est surligné en gris et le domaine CH3 est en
italique.

La figure 2 montre des représentations schématiques du Fc IgG1 (A) et d’un scFc (B). Les
CH2 sont représentés en gris et les CH3 en blanc. Les ponts disulfures sont représentés en
pointillés gris fins. Dans le scFc, les deux polypeptides CH2-CH3 sont reliés par un linker
peptidique représenté en pointillés gras.

La figure 3 montre les formes GO, GOF, G1 et GIF des structures glycanniques susceptibles
d’étre présentes sur les fragments Fc de I'invention.

La figure 4 est un graphe présentant le pourcentage de lyse de globules rouges Rhésus D+
médiée par des cellules effectrices en présence d’un anticorps monoclonal anti-Rhésus D

(RhD), observée suite a I’addition de différentes quantités d’Immunoglobulines polyvalentes
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(IglV) ou de fragments Fc recombinants, non muté ou muté (fragment Fc portant les
mutations 315D/330V/361D/378V/434Y).

La figure 5 est un graphe présentant le pourcentage de lyse de globules rouges Rhésus D+
médiée par des cellules effectrices en présence d’un anticorps monoclonal anti-Rhésus D
(RhD), observée suite a I’addition de différentes quantités d’Immunoglobulines polyvalentes
(IglV) ou de fragments Fc recombinants, non muté ou muté (fragment Fc portant les
mutations selon le Tableau 1). rFc WT signifie le fragment Fc recombinant de type sauvage.
Les contrdles positifs sont représentés par : IVIG (i.e. mélange d’anticorps plasmatiques
extraits du plasma humain — les IVIG sont le traitement de référence du purpura
thrombopénique idiopathique (PTI) et « IgG Mabs starting » qui correspond au fragment Fc
de I’herceptin (anticorps produit par voie transgénique chez un mammifére, puis soumis a une
digestion par la papaine pour donner générer le fragment Fc).

La figure 6 représente un test de liaison in vitro mesurant l'affinit¢ (Kd) des fragments Fc WT
(de type sauvage) et mutés pour FcRn humain (A) et pour CD16aV (polymorphisme V en
position 158 de CD16) (B), ¢évalu¢e par la résonance plasmonique de surface (SPR) a l’aide
du Biacore.

La Figure 7 montre la carte du vecteur pCEP4 utilis¢ pour ’expression du variant T5A-74,

défini plus bas, et la carte du vecteur OptiCHO pour I’expression du variant TSA-74.

Description détaillée de I’invention :

Définitions

Tout au long de la présente description, la numérotation des résidus dans le fragment Fc est
celle de la chaine lourde d'immunoglobuline selon I'indice EU ou tel que décrit dans Kabat et
al., Séquences de protéines d'intérét immunologique, 5S¢ éd. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991), express€ément incorporés ici par référence.
«L'indice EU » ou « indice EU ou équivalent dans Kabat » se référe ici & la numérotation des

résidus de l'anticorps humain IgGl.

Le terme « immunoglobuline » se rapporte a la structure qui constitue la forme biologique a
|’ ¢tat naturel d’un anticorps, incluant les régions (également appelées fragments) constantes et
variables. Une molécule d’immunoglobuline est une molécule dont l'unité de base est un

hétérotétramere constitu¢ de deux chaines lourdes d’environ 50-70 kDa chacune (dites les
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chaines H pour Heavy) et de deux chaines légeres d’environ 25 kDa chacune (dites les

chaines L pour Light), li¢es entre elles par des ponts disulfures intra et intercaténaires.

Chaque chaine est constituée, en position N-terminale, d’une région ou domaine variable, dit
VL pour la chaine 1égére, VH pour la chaine lourde, et en position C-terminale, d’une région
constante, constitué¢ d’un seul domaine dit CL pour la chaine légére et de trois ou quatre

domaines nommés CH1, CH2, CH3, CH4, pour la chaine lourde.
Seules les IgM et les IgE possédent le domaine CH4.

Chaque domaine comprend environ 110 acides amings et est structuré de manic¢re comparable.
Les 2 chaines lourdes sont liées par des ponts disulfures au niveau des CH2 et chaque chaine
lourde est liée a une chaine légére par un pont disulfure entre le CHI1 et le CL. La région qui
détermine la spécificité de 1’anticorps pour I’antigéne est portée par les parties variables, alors
que les parties constantes peuvent interagir avec les récepteurs Fc (RFc) des cellules
effectrices ou des molécules comme les protéines du complément pour induire différentes
propriétés fonctionnelles. L’assemblage des chaines qui composent un anticorps permet de

définir une structure tridimensionnelle caractéristique en Y, ou

- la base du Y correspond a la région constante Fc; ou fragment Fc; qui est
reconnue par le complément et les récepteurs Fc afin de médier les fonctions
effectrices de la molécule, et

- les extrémités des bras du Y correspondent & ’assemblage respectif de la région
variable d’une chaine 1¢égére et de la région variable d’une chaine lourde, lesdites
extrémités constituent le fragment Fab et déterminent la spécificité de ’anticorps

pour I’antigéne.

Plus précisément, il existe cinq isotypes de chaines lourdes (gamma, alpha, mu, delta et
epsilon) et deux isotypes de chalnes 1égéres (kappa et lambda, les chalnes lambda étant elles-
mémes divisées en deux types : lambda 1 et lambda 2). C’est la chalne lourde qui détermine la
classe d’immunoglobuline. Il y a ainsi cinq classes d’lg : IgG pour I’isotype Gamma, IgA
pour I'isotype Alpha, IgM pour I'isotype Mu, IgD pour I’isotype Delta et IgE pour I'isotype
Epsilon.

Les chaines légeres kappa et lambda sont partagées par toutes les classes et sous-classes. Chez

I’homme, la proportion de kappa et lambda produite se situe dans un rapport de 2 pour 1.

5
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Les Immunoglobulines G (IgG) sont les immunoglobulines les plus abondantes dans le sérum
(75 a 80% des anticorps circulants). Présentes sous forme de monomeres, elles présentent la

plus longue demi-vie sérique de toutes les immunoglobulines (environ 21 jours).

Il existe quatre types de chaines lourdes gamma, ce qui détermine quatre sous-classes d’1gG
(IgG1 pour gammal, IgG2 pour gamma2, 1gG3 pour gamma3 et IgG4 pour gammad). Ces
quatre sous-classes différent par des nombres et des positions variables des ponts disulfures
(Basic and Clinical Immunology, 8¢me édition, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G.

Parslow (eds.), Appleton & Lange, Norwalk, Conn., 1994, page 71 et Chapitre 6).

Les quatre sous-classes des IgG humaines se distinguent également au niveau de leurs
activités biologiques, malgré des structures trés homologues (plus de 95% d’homologie de

séquence pour les régions Fc).

Par activité biologique, on fait notamment référence a la capacité de la région constante des
IgG a lier : notamment les protéines du complément (la protéine Clq par exemple [Basic and
Clinical Immunology, 8¢me édition, Daniel P. Stites, Abba 1. Terr and Tristram G. Parslow
(eds.)]) et/ou les récepteurs aux IgG : RFcy (RFcyl, RFcyll, RFcylll, Ravetch and Kinet,
Annual Review of Immunology, vol 9:457-492 (1991)).

En fonction du type de liaison, divers mécanismes d’action pourront &tre actives :
I’opsonisation, la phagocytose, ’ADCC (Antibody Dependant Cellular Cytotoxicity) ou la
CDC (Complement Dependant Cytotoxicity) par exemple. Voir Uananue and Benacerraf,
Textbook of Immunology, 2nd Edition, Williams & Wilkins, p. 218 (1984)) pour plus de

détails.

Par " fragment Fc ", on entend la région constante d'une immunoglobuline de longueur totale
a l'exclusion du premier domaine de région constante d'immunoglobuline. Ainsi le fragment
Fc fait référence aux deux derniers domaines constants (CH2-CH3) des IgA, IgD, IgG et les
trois derniers domaines constants (CH2-CH3-CH4) des IgE et IgM, et la charniére flexible N-
terminale de ces domaines. Pour les IgA et IgM, le fragment Fc peut comprendre la chaine J.
Pour les IgG, le fragment Fc comprend les domaines CH2, CH3 et la région charniére
inféricure entre CH1 et CH2. En d'autres termes, la région Fc d’une IgG1 se compose de la
charniére inférieure CH2-CH3, c¢’est-a-dire la portion a partir de ’acide aminé C226 jusqu’a
l'extrémité carboxy-terminale, la numérotation étant indiquée selon I’indice EU ou ¢équivalent

dans Kabat. Les domaines analogues pour d'autres sous-classes d'IgG peuvent étre déterminés
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a partir de l'alignement des séquences d'acides aminés des chaines lourdes ou des fragments
de chaines lourdes des sous-classes d'IgG avec celle d’une I1gG1 humaine (cf Figure 1). Le
fragment Fc utilis¢ selon I'invention peut comprendre en outre une partic de la région
charni¢re supérieure, en amont de la position 226 (selon I'indice EU). Dans ce cas, de
préférence, on utilise un fragment Fc d’une IgG1 humaine comprenant une partie de la région
située entre les positions 216 a 226. Dans ce cas, le fragment Fc d’une IgG1 humaine fait
référence a la portion a partir de ’acide aminé 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, ou
225 jusqu’a Dextrémité carboxy-terminale. Par « fragment Fc », on entend également un
fragment scFc pour « single chain Fc ». Par « fragment scFc », on entend un fragment Fc
simple chaine, obtenu par fusion génétique de deux monomeres Fc reliés par un linker

polypeptidique. Le scFc se replie naturellement en une région Fc dimérique fonctionnelle.

Par « fragment Fc parent » ou «polypeptide parent » tel qu'utilis¢ ici, on entend un
polypeptide de référence parmi les régions Fc de type sauvage ou des variants portant
¢ventuellement d’autres mutations que celle considérée. Par " type sauvage ou WT", on
entend ici une séquence d'acides aminés ou une séquence nucléotidique que l'on trouve dans
la nature c'est a dire qui est d'origine naturelle, y compris des variations alléliques, et qui n'a
pas été intentionnellement modifiée par des techniques de biologie moléculaire telles que la
mutagenése. Par exemple, les régions Fc « de type sauvage » se référent notamment a la
région Fc de I'TgG1 ayant la séquence SEQ ID N°1 (allotype G1ml,17), la région Fc d' IgG2
ayant la séquence SEQ ID N ° 2, la région Fc d' IgG3 ayant la séquence SEQ ID N ° 3, la
région Fc d' IgG4 ayant la séquence SEQ ID N © 4, et la région Fc d' IgG1 ayant la séquence
SEQ ID N ° 5 (allotype G1m3).

Les fragments Fc utilisés dans I’invention sont sous forme monomére, a savoir qu’ils ne sont

pas fusionnés ni conjugués entre eux.

Par « affinit¢é modifiée » on entend une affinit¢ diminuée ou augmentée par rapport & un

fragment Fc parent.

Par " FcRn " ou " récepteur Fc néonatal ", tel qu'utilisé ici, on entend une protéine qui se lie a
la région Fc des IgG et est codée au moins en partie par un géne FcRn. Le FcRn peut étre de
n'importe quel organisme, y compris, mais sans s'y limiter, les humains, les souris, les rats, les
lapins et les singes. Comme cela est connu dans la technique, la protéine FcRn fonctionnelle

comprend deux polypeptides, souvent désignés sous le nom de chaine lourde et de chaine
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légére. La chaine Iégére est la béta -2 -microglobuline et la chaine lourde est codée par le géne
FcRn. Sauf indication contraire ici, FcRn ou protéine FcRn se référe au complexe de la chaine
o avec la béta- 2-microglobuline. Chez 'homme, le géne codant pour le FcRn est appelé

FCGRT.

Par "augmentation de la liaison au FcRn " tel qu'il est utilis¢ ici, on entend 'augmentation de
l'affinité de liaison, in vivo ou in vitro, du fragment Fc muté de I’invention pour le FcRn, par
rapport au polypeptide parent. La capacité du fragment Fc muté de I'invention a se lier & un
récepteur FcRn peut étre évaluée in vitro par un test ELISA, comme décrit par exemple dans

la demande de brevet W0O2010/106180.

Le terme « demi-vie » désigne, dans la présente invention, le temps que met le fragment Fc
pour étre ¢éliminé pour moitié de la circulation ou d’autres tissus, une fois présent dans le

sérum du patient auquel il a ét¢ administré.

Le terme « Récepteur Fcy » ou « FcyR » se référe aux récepteurs des Immunoglobulines de
type IgG, appelés CD64 (FcyRI), CD32 (FcyRIl), et CD16 (FcyRIIl), en particulier cinq
récepteurs exprimés (FcyRla, FcyRIla, FcyRIIb, FcyRIlla, FcyRIIIb). Tous sont des
récepteurs activateurs des cellules effectrices, hormis le FcyRIIb humain qui est un récepteur

inhibiteur de ’activation des cellules immunitaires (Muta T et al., Nature, 1994, 368 :70-73).

Par « cellule effectrice », on entend toute cellule porteuse d’un récepteur Fc, telles que les
lymphocytes, les monocytes, les neutrophiles, les cellules Natural Killer (NK), les
¢osinophiles, les basophiles, les mastocytes, les cellules dendritiques, les cellules de

Langerhans et les plaquettes.

Le terme « glycosylation », dans le contexte de 'invention, se référe a 1’ajout, par réaction

enzymatique, d’un ou plusieurs glucides a la séquence d’un fragment Fc recombinant.

Le terme « hypersialysation », dans le contexte de I'invention, se référe a I’ajout d’un ou
plusieurs groupements d’acide sialique a la séquence d’un fragment Fc. L’ajout d’un ou
plusicurs groupes d’acide sialique peut étre réalisé par réaction enzymatique, réaction
cellulaire ou par mutagenese dirigée du Fc ciblant un ou plusieurs acides aminés impliqués

dans la sialylation du Fc.

Le terme « patient » se réfere a tout sujet humain ou animal, de préférence mammifére. Dans

un mode de réalisation préféré, le patient est un étre humain, quel que soit son age et son sexe.

8
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Le terme " traitement " ou " traiter " désigne une amélioration, la prophylaxie, ou l'inversion
d'une maladie ou d’un trouble, ou au moins d’un symptéome pouvant étre discerné de celui-ci,
ou une amélioration, la prophylaxie, ou l'inversion d'au moins un paramétre physique
mesurable associ¢ 4 la maladie ou au trouble étant traité, qui n'est pas nécessairement
discernable chez ou par le sujet traité. Le terme "traitement " ou " traiter " comprend encore
I'inhibition ou le ralentissement de la progression d'une maladie ou un trouble, physiquement,
par exemple, la stabilisation d'un symptdme discernable, physiologiquement, par exemple, la

stabilisation d'un paramétre physique, ou les deux.

Compositions de fragments Fc selon ’invention

Les fragments Fc d’anticorps utilisés dans 1’invention sont de préférence des fragments Fc
d’une immunoglobuline IgGl, 1gG2, 1gG3, ou IgG4, ayant une affinit¢ modifiée pour au

moins un des récepteurs Fc (FcR) par rapport a un fragment Fc parent.

Les fragments Fc selon I'invention présentent une affinit¢ diminuée a au moins un récepteur
Fc et/ou une affinit¢ augmentée & au moins un récepteur Fc, par rapport a un fragment Fc

parent.

Préférentiellement, 1’affinité est augmentée, par rapport a celle du Fc parent, d’un ratio au
moins égal a 2, de préférence supérieur a 5, de préférence supéricur a 10, de préférence
supérieur a 15, de préférence supérieur a 20, de préférence supérieur a 25, et de préférence
supérieur a 30. En d'autres termes, l'affinité de la région Fc mutée pour un FcR est supéricure
a celle du polypeptide parent. Alternativement, ladite région Fc mutée a une affinité diminuée
pour au moins 1'un des FcR. Préférentiellement, 1’affinité est diminuée, par rapport a celle du
Fc parent, d’un ratio au moins ¢gal a 2, de préférence supérieur a 5, de préférence supérieur a
10, de préférence supéricur a 15, de préférence supérieur a 20, de préférence supérieur a 25, et
de préférence supéricur a 30. En d'autres termes, l'affinité de la région Fc mutée pour un FcR

est inférieure a celle du polypeptide parent.

L'affinité d’un polypeptide comprenant une région Fc pour un FcR peut étre évaluée par des
procédés bien connus de l'art antérieur. Par exemple, 'homme de l'art peut déterminer
I’affinit¢ (Kd) en utilisant la résonance plasmonique de surface (SPR) qui peut étre mesuré

par l'apparcil Biacore. Alternativement, I'homme de l'art peut effectuer un test ELISA
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appropri¢. Un dosage ELISA appropri¢ permet de comparer les forces de liaison du Fc parent
et du Fc muté. Les signaux détectés spécifiques du Fc muté et du Fc parent sont comparés.
L'affinit¢ de liaison peut étre indifféremment déterminée en évaluant les polypeptides entiers

ou en évaluant les régions Fc isolées de ceux-ci.

En particulier, les fragments Fc utilisés selon I’invention présentent une affinit¢ diminuée a au
moins un récepteur Fc choisi parmi le FcRn, un récepteur Fey, et le complément Clq, et/ou
une affinité augmentée a au moins un récepteur Fe choisi parmi le FcRn, un récepteur Fey, et

le complément Clq, par rapport & un fragment Fc parent.

Selon un mode de réalisation particulier, les fragments Fc utilisés selon I'invention présentent
une affinit¢ modifiée, avantageusement augmentée, au récepteur FcRn. Cette augmentation de
la liaison au FcRn se traduit par une amélioration de la rétention de sérum in vivo et, par

conséquent, une augmentation de la demi-vie.

Les fragments Fc peuvent étre utilisés seuls ou en mélange, par exemple plusieurs fragments
Fc, présentant des mutations différentes peuvent étre administrés en mélange ou co-

administrés.

Les fragments Fc de I’invention peuvent ¢galement étre mis en ceuvre dans une composition
comprenant un seul type de fragment Fc muté. En d’autres termes, la composition comprend

alors des molécules de fragments Fc de séquence identique.

Selon un aspect de I’invention, les fragments Fc ayant une affinit¢é modifi¢ée pour au moins un
récepteur Fc comprennent une mutation d’au moins un acide aminé par rapport a un fragment
Fc parent. Les mutations concernées ne sont pas les variations naturelles qui définissent
I’isotype de I’'immunoglobuline, mais des mutations artificielles, le procédé de production

générant le fragment Fc portant la ou les mutations désirées.

De préférence, la mutation est une substitution, une délétion ou une insertion d’un ou
p ’ ,
plusicurs acides aminés. Les fragments Fc mutés peuvent présenter plusicurs mutations,

touchant plusicurs acides aminés, de préférence de deux a dix.

Dans un mode de réalisation préfére, les fragments Fc portent une mutation sélectionnée dans
le groupe consistant en une mutation a I’acide amin¢ 226, 227, 228, 230, 231, 233, 234, 239,
241, 243, 246, 250, 252, 256, 259, 264, 265, 267, 269, 270, 276, 284, 285, 288, 289, 290, 291,
292,293,294, 297, 298, 299, 301, 302, 303, 305, 307, 308, 309, 311, 315, 317, 320, 322, 325,

10
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327,330, 332, 334, 335, 338, 340, 342, 343, 345, 347, 350, 352, 354, 355, 356, 359, 360, 361,
362, 369, 370, 371, 375, 378, 380, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 389, 390, 392, 393, 394, 395,
396, 397, 398, 399, 400, 401, 403, 404, 408, 411, 412, 414, 415, 416, 418, 419, 420, 421, 422,
424, 426, 428, 433, 434, 438, 439, 440, 443, 444, 445, 446 ou 447, la numérotation des acides

amin¢s du fragment Fc se référant a celle de I'indice EU, ou I’équivalent dans Kabat.

Certaines positions d'acides aminés de la liste ci-dessus - a savoir 226, 230, 241, 256, 259,
264, 307, 315, 330, 342, 361, 362, 378, 382, 383, 389, 396, 397, 421, 428 ct 434 - sont
préférées. Notamment, les Fc mutés qui présentent une grande affinité de liaison pour le FcRn
sont susceptibles de comprendre au moins une modification d'acide amin¢ au niveau desdites
positions d'acides aminés. Parmi celles-ci, les positions 230, 264, 307, 315, 330, 378 ct 434

sont préférées, de préférence encore les positions 264, 315, 378 et 434.

Dans un mode de réalisation particulier, au moins deux, voire trois, quatre, ou cinq mutations
d'acides aminés peuvent améliorer sensiblement l'affinit¢ de liaison pour le FcRn en

comparaison avec le Fc parent.
Dans un mode de réalisation particulier, les mutations sont :

(1) une ou deux mutations choisies dans le groupe constitu¢ des positions 226, 230, 241, 264,
307, 315, 330, 342, 362, 378, 382, 389, 396, 397, 421, ct 434 ; de préférence 230, 264, 307,
315, 330, 378 et 434, de préférence encore 264, 315, 378 et 434 et

(i) au moins une autre, différente, parmi les positions 226, 227, 228, 230, 231, 233, 234, 239,
241, 243, 246, 250, 252, 256, 259, 264, 265, 267, 269, 270, 276, 284, 285, 288, 289, 290, 291,
292,293, 294, 297, 298, 299, 301, 302, 303, 305, 307, 308, 309, 311, 315, 317, 320, 322, 325,
327, 330, 332, 334, 335, 338, 340, 342, 343, 345, 347, 350, 352, 354, 355 356, 359, 360, 361,
362,369, 370, 371, 375, 378, 380, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 389, 390, 392, 393, 394, 395,
396, 397, 398, 399, 400, 401, 403, 404, 408, 411, 412, 414, 415, 416, 418, 419, 420, 421, 422,
424, 426, 428, 433, 434, 438, 439, 440, 443, 444, 445, 446¢t 447, de préférence 226, 230,
241,264, 307, 315, 330, 342, 362, 378, 382, 389, 396, 397, 421 et 434.

Dans un mode de réalisation préféré, au moins une des positions 378 et 434 est mutée; ct
¢ventuellement encore au moins une autre sélectionnée dans le groupe constitué de 226, 230,

241,264, 307, 315, 330, 342, 362, 378, 382, 389, 396, 397, 421 et 434.
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De préférence, les mutations sont 226G, 226Y, 2278, 2271, 228R, 228L, 230S, 230T, 230L,
230A, 230Q, 231T, 231V, 233D, 234R, 239A, 241L, 241Y, 241R, 243L, 246R, 250A, 252L,
256N, 2591, 264A, 264E, 264M, 265G, 265N, 267N, 267R, 269D, 269G, 270N, 270E, 2768,
284L, 285Y, 288R, 2891, 290R, 290E, 2918, 291Q 292W, 293del, 294del, 297D, 298G,
298N, 299M, 299A, 299K, 301C, 302A, 303A, 3031, 305A, 307P, 307A, 307N, 3081, 309P,
311R, 315D, 317R, 320T, 320E, 322R, 325S, 327V, 327T, 330V, 330T, 332V, 334E, 334R,
335A, 338R, 340E, 342R, 342E, 342K, 3438, 345Q, 345G, 347R, 350A, 3528, 354P, 355Q,
355G, 356N, 359A, 360N, 360R, 361D, 3618, 362R, 362E, 369A, 370R, 371D, 375A, 375G,
378V, 378T, 378S, 380Q, 382V, 382G, 383R, 383N, 3841, 384T, 385R, 386R, 386K, 3878,
387T, 389T, 389K, 389R, 3908, 392E, 392R, 393N, 394A, 395A, 3958, 396S, 396L, 397A,
397M, 398P, 399N, 400P, 401A, 401G, 403T, 404L, 408T, 411A, 412A, 414R, 415D, 415N,
416K, 416G, 418R, 418K, 418E, 419H, 420R, 421T, 4218, 421D, 422A, 424L, 426T, 428L,
433R, 433P, 434Y, 4348, 434H, 438R, 439R, 440R, 440N, 443R, 444F, 444P, 4458, 446A,
447Net 447E, et sont décrites également dans la demande de brevet W02010/106180.

Dans un autre mode de réalisation, les fragments Fc comprennent au moins une mutation
choisie dans le groupe constitué¢ de 226G, 2271, 2308, 230T, 230L, 231T, 241L, 243L, 250A,
256N, 2591, 264E, 265G, 267R, 290E, 293del, 294del, 303A, 305A, 307P, 307A, 3081, 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 et 439R, de préférence 226G, 2308, 230T, 230L, 241L,
264E, 307P, 315D, 330V, 342R, 362R, 362E, 378V, 378T, 382V, 389T, 389K, 396L, 397M,
421T, 434Y, et 4348S.

Des exemples de combinaisons de mutations particuliéres sont présentés ci-apres :

226G/330V, 230L/264E, 230L/378V, 230S/315D, 230S/434Y, 230T/378V, 241L/434S,
250A/434Y, 264E/378T, 305A/315D, 305A/330V, 305A/434Y, 307P/434Y, 315D/389T,
330V/382V, 330V/389T, 378V/421T, 389K/434Y, 389T/434Y, 396L/434S, 230T/264E,
230T/315D, 230T/434S, 230T/434Y, 241L/307P, 264E/307P, 264E/396L, 315D/362R,
315D/382V, 362R/434Y, 378V/434Y, 382V/434Y, 226G/315D, 226G/434Y, 241L/378V,
307P/378V, 241L/264E, 378V/4348S, 264E/378V, 264E/434S, 315D/330V, 330V/434Y et
315D/ 434Y; ou encore

226G/315D/330V, 226G/315D/434Y, 226G/330V/434Y, 230L/264E/378V,
230T/264E/378V, 230T/264E/434S, 230S/315D/434Y, 230T/315D/434Y, 230T/389T/434S,

12



10

15

20

25

30

WO 2017/006052 PCT/FR2016/051708

241L/264E/4348S, 241L/264E/378V, 241L/264E/307P, 241L/307P/378V, 250A/389K/434Y,

256N/378V/434Y, 2591/315D/434Y, 264E/378T/396L, 264E/378V/416K,
294del/307P/434Y, 264E/307P/378V, 264E/396L./4348S, 264E/378V /434S, 305A/315D/330V,
305A/315D/434Y, 305A/330V/434Y, 307P/378V/434Y, 315D/330V/382V,
315D/330V/389T, 315D/378V/434Y, 315D/389T/434Y, 315D/362R/434Y,

315D/382V/434Y, 315D/330V/434Y, 330V/382V/434Y, 330V/389T/434Y et
378V/383N/434Y.

Dans un mode de réalisation particulicrement avantageux, les fragments Fc portent une
combinaison de mutations choisie parmi 315D/330V/361D/378V/434Y (combinaison de
mutations ¢galement dénommée « TSA-74 ». Les fragments Fc portant cette combinaison de
mutation sont donc ¢galement appelés «rFc T5A-74), 230S/315D/428L/434Y,
307A/315D/330V/382V/389T/434Y, 2591/315D/434Y, 256N/378V/383N/434Y,
E294del/T307P/N434Y (combinaison de mutations ¢galement dénommée « C6A_ 66 ». Les
fragments Fc portant cette combinaison de mutation sont donc également appelés « rFc

C6A_66).

Dans un autre mode de réalisation, les fragments Fc portent au moins une mutation choisie
parmi V240H, V2401, V240M, V240N, V240S, F241H, F241Y, L242A, L242F, 1.242G,
L242H, L2421, L242K, L242P, 1L242S, L242T, L242V, F243L, F243S, E258G, E258I,
E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C, V2591, V259L, T260A, T260H, T260I, 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, R2921, R292L, E293A, E293D, E293G,
E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V,
Q2951, Q295M, Y296H, Y296W, S298A, S298R, Y3001, Y300V, Y300W, R301A, R301M,
R301P, R301S, V302A, V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y, S304T,
V305A, V305F, V3051, V305L, V305R et V305S dudit fragment Fc; la numérotation étant

celle de I'index EU ou ¢quivalent dans Kabat.

Dans un mode de réalisation, le variant selon 'invention présente une affinit¢ augmentée pour
le récepteur FcyRIlla (CD16a). Dans ce mode de réalisation particulier, ledit variant
comprend au moins une mutation i) choisie parmi S298A, S298R, F243S, F243L, L242A,
L242F, 1L242G, L2421, L242K, 12428, 1242V, V2401, V240M, V240N, V240S, E258I,
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T260A, K290D, K290E, K290G, K290H, K290Q, K290S, K290Y, Y296H, Y296W dudit

fragment Fc;
la numérotation étant celle de I’'index EU ou €quivalent dans Kabat.

Des fragments Fc particuliers sont les fragments ZAC2-85 (T260A), de séquence SEQ ID
NO :17:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVACVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Ou ZAC3-172 (K290Y), de séquence SEQ ID NO :18 :

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTYPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Dans un autre mode de réalisation, le variant selon l'invention présente une affinité augmentée
pour le récepteur FcyRIla (CD32a). Dans ce mode de réalisation particulier, ledit variant
comprend au moins une mutation 1) choisie parmi F241H, F241Y, F243L, L242A, L242F,
L242G, L242H, L2421, 1L.242K, L242P, 1.242S, 1L242T, 1242V, V240H, V2401, V240M,
V240S, E258G, E2581, E258R, E258M, E258Q, E258Y, S267A, S267Q, S267V, T260A,
T260H, T260I, T260M, T260N, T260R, T260S, T260W, V259C, V2591, V259L, V262A,
V2628, V263T, V264L, V264S, V264T, V266L, V266M, E293A, E293D, E293G, E293M,
E293Q, E2938S, E293T, E294A, E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, K290D,
K290E, K290G, K290H, K290L, K290N, K290Q, K290R, K290S, K290Y, P291G, P291Q,
P291R, Q2951, Q295M, R292I, R292L, R301A, R301P, R301S, S304T, V302A, V302F,
V302L, V302M, V302R, V302S, V303Y, V305A, V305F, V305L, V305R, V305S, Y3001,
Y300Vou Y300W ; la numérotation étant celle de I’index EU ou équivalent dans Kabat.

Dans un autre mode de réalisation, le variant selon l'invention présente une affinité augmentée
pour le récepteur FcyRIIb (CD32b). Dans ce mode de réalisation particulier, ledit variant

comprend au moins une mutation i) choisie parmi E258R, E258Y, V262A, S267A, S267Q,
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S267V, V264S, V266L, V266M, K290R, R301A, R301M, S304T, V302A, V302L, V302R,
V3038, V305A, V305F, V3051, V305R, Y300V dudit fragment Fc ; la numérotation étant

celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat.

De préférence, le variant selon l'invention est caractérisé en ce que le fragment Fc du

polypeptide parent comprend au moins :

(1) V240H, V2401, V240M, V240N, V240S, F241H, F241Y, L242A, L242F, 1L.242G,
L242H, L2421, L.242K, L.242P, 1L.242S, 1.242T, 1242V, F243L, F243S, E258G, E258I,
E258R, E258M, E258Q, E258Y, V259C, V2591, V259L, T260A, T260H, T260I,
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, R292I,
R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A, E294G,
E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, Q2951, Q295M, Y296H, Y296W, S298A,
S298R, Y3001, Y300V, Y300W, R301A, R301M, R301P, R301S, V302A, V302F,
V302L, V302M, V302R, V3028, V303S, V303Y, S304T, V305A, V305F, V305I,
V305L, V305R et V305S dudit fragment Fc; la numérotation étant celle de I’index EU
ou ¢quivalent dans Kabat.

(i1) au moins une mutation choisie parmi 226G, P228L, P228R, 2308, 230T, 230L, 241L,

264E, 307P, 315D, 330V, 361D, 362R, 378V, 378T, 389T, 389K, 434Y et 434S,

la numérotation ¢tant celle de ’index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que

les mutations (i) et (iii) n’aient pas lieu sur les mémes acides amingés.

Dans un mode de réalisation particulicrement avantageux, les fragments Fc portent une

combinaison de mutations choisie parmi :

(1) T260A et 315D/330V/361D/378V/434Y (combinaison de mutations également
dénommée « T5A-74 »)- Le fragment désigné « T5A-741 » est un fragment Fc qui
ne se distingue du fragment T5A-74 que par I’ajout de la mutation T260A.

Ou

15
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(i1) E2581 et 315D/330V/361D/378V/434Y (combinaison de mutations également
dénommée « T5A-74 »)- Le fragment désigné « T5A-74J » est un fragment Fc qui
ne se distingue du fragment T5A-74 que par ’ajout de la mutation E258I.

Ou

(1))  K290Y et 315D/330V/361D/378V/434Y (combinaison de mutations ¢galement
dénommée « T5A-74 ») - Le fragment désigné¢ « T5SA-74K » est un fragment Fc
qui ne se distingue du fragment T5A-74 que par I’ajout de la mutation K290Y.

Ou

(iv)  E294A et 315D/330V/361D/378V/434Y (combinaison de mutations également
dénommée « T5A-74 »)- Le fragment désigné « TSA-74L » est un fragment Fc qui
ne se distingue du fragment T5A-74 que par ’ajout de la mutation E294A.

Ou

(V) Y296W et 315D/330V/361D/378V/434Y (combinaison de mutations également
dénommés « T5A-74 »)- Le fragment désigné « T5SA-74M » est un fragment Fc
qui ne se distingue du fragment TSA-74 que par I’ajout de la mutation Y296W.

Les séquences des fragments Fc T5A-74, TSA-741, T5A-74]), TSA-74K, T5A-74L, T5SA-74M,
sont présentées dans le listing de séquence joint.

T5A-74 (N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y) :

SEQIDNO: 11
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLDGKEYKCKVSNKALPVPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKDQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHYHYTQKSLSLSPGK

T5A-741 (T260A/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y)

SEQIDNO: 12
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVACVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLDGKEYKCKVSNKALPVPIEK
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TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKDQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHYHYTQKSLSLSPGK

T5A-74] (E2581/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y)

SEQIDNO : 13
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPIVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLDGKEYKCKVSNKALPVPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKDQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHYHYTQKSLSLSPGK

T5A-74K (K290Y/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y)

SEQIDNO : 14
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTYPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLDGKEYKCKVSNKALPVPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKDQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHYHYTQKSLSLSPGK

T5A-74L (E294A/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y)

SEQIDNO : 15
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREAQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLDGKEYKCKVSNKALPVPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKDQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHYHYTQKSLSLSPGK

T5A-74M (Y296 W/N315D/A330V/N361D/A378V/N434Y)

SEQIDNO: 16
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQWNSTYRVVSVLTVLHQDWLDGKEYKCKVSNKALPVPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKDQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHYHY TQKSLSLSPGK

De préférence, le variant seclon l'invention est caractérisé en ce que le fragment Fc du
9

polypeptide parent comprend au moins :
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(1) V240H, V2401, V240M, V240N, V2408, F241H, F241Y, L242A, L242F, L242G,
L242H, L2421, L242K, L242P, L242S, L242T, L242V, F243L, F243S, E258G,
E2581, 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,
R2921, R292L, E293A, E293D, E293G, E293M, E293Q, E293S, E293T, E294A,
E294G, E294P, E294Q, E294R, E294T, E294V, Q2951I, Q295M, Y296H, Y296W,
S298A, S298R, Y3001, Y300V, Y300W, R301A, R301M, R301P, R301S, V302A,
V302F, V302L, V302M, V302R, V302S, V303S, V303Y, S304T, V305A, V305F,
V3051, V305L, V305R et V305S dudit fragment Fc; la numérotation étant celle de
I’index EU ou équivalent dans Kabat.

(i)  une mutation choisie parmi 378V, 378T, 434Y et 434S.

Dans un autre mode de réalisation, les fragments Fc portent au moins une mutation choisie
parmi :

G316D, K326E, N315D, N361H, P396L, T350A, V284L, V3231, P352S, A378V, Y436H,
V266M, N421T, G385R, K326T, H435R, K447N, N434K, K334N, V397M, E283G, A378T,
F423L, A431V, F423S, N3258S, P343S, K290E, S375R, F405V, K322E, K340E, N389S,
F2431, T307P, N389T, S442F, K248E, Y349H, N286I, T359A, S383R, K334R, T394P,
V259A, T393A, P352L, Q418P, V302A, L398P, F423P, S442P, V3631, S383N, S254F,
K320E, G402D, 1253F, V284A, A431T, N315H, Y319H, C226Y, F405L, T3931, N434S,
R255W, A287T, N286Y, A231V, K274R, V308G, K414R, M428T, E345G, F243L, P247T,
Q362R, S440N, Y278H, D312G, V262A, V305A, K246R, V3081, E380G, N2768S, K439Q,
S267G, F423Y, A231T, K320R, L410R, K320M, V412M, T307N, T366A, P230S, Y349S,
A339T, K246E, K274E, A231P, 1336T, S298N, L234P, S267N, V263A, E333G, V308A,
K439R, K392R, S440G, V3971, 1336V, Y373D, K288E, L309P, P227S, V379A, K288R,
K320T, V282A, I377T, N421S et C261R,

la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat.

Dans un mode de réalisation particulier, les fragments Fc portent au moins une combinaison

de 2 mutations, ladite combinaison ¢tant choisie parmi :
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(1) une mutation choisie parmi 307N, 326E, 326T, 334N, 334R, 352L, 378V,
378T, 394P, 396L, 397M et 421T et ;

(i1) au moins une mutation choisie parmi 226Y, 227S, 2308, 231V, 234P, 2431,
243L, 246R, 246E, 247T, 248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A,
266M, 267N, 267G, 274E, 274R, 2768, 278H, 282A, 283G, 284L, 286I, 286Y,
287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 3081, 308G, 309P,
312G, 315D, 316D, 319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 3231, 3258, 333G, 334N,
334R, 336T, 339T, 340E, 3438, 345G, 3498, 349H, 350A 3528, 359A, 361H,
362R, 3631, 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, 423S, 423P, 428T, 431V, 431T,
434K, 4348, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P, et 447N,

la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que la

mutation (i) n’a pas lieu sur le méme acide aminé que la mutation (ii).

De préférence, les fragments Fc mutés ont une affinit¢ augmentée pour le complément Clq, et
comprenent au moins une combinaison de 2 mutations, ladite combinaison comprenant :
1) une mutation choisie parmi 378V, 378T, 396L, 421T, 334R et 326E ; et
i1) au moins une mutation choisie parmi 361H, 290E, 316D, 248E, 410R, 421T, 334R,
394P, 307P, 447N, 378V, 284L, 421T, 396L, 2861, 315D et 397M,
la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que la

mutation (i) n’a pas lieu sur le méme acide aminé que la mutation (ii).

De préférence, les fragments Fc mutés ont une affinité¢ augmentée pour le récepteur FcyRIIla
(CD16a), et comprend au moins une combinaison de 2 mutations, ladite combinaison
comprenant:

1) une mutation choisie parmi 378V, 326E, 397M, 334N et 396L ; et

i1) au moins une mutation choisie parmi 316D, 397M, 334N, 248E, 231V, 246R,

336T, 421T, 361H, 366A, 439R, 290E, 394P, 307P, 378V, 378T, 286l, 286Y et 298N,
la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que la

mutation (i) n’a pas lieu sur le méme acide aminé que la mutation (ii).
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De préférence, les fragments Fc mutés ont une affinité augmentée pour le récepteur FcyRIla
(CD32a), et comprend au moins une combinaison de 2 mutations, ladite combinaison
comprenant:
1) une mutation choisie parmi 378V, 326E, 397M, 307N, 394P, 326T, 396L et 334N ;
ct
i1) au moins une mutation choisie parmi: 316D, 334R, 334N, 3231, 231V, 246R,
336T, 378T, 286Y, 2861, 3528, 383R, 359A, 421T, 361H, 315D, 366A, 290E, 307P et
439R,
la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que la

mutation (i) n’a pas lieu sur le méme acide aminé que la mutation (ii).

De préférence, les fragments Fc mutés ont une affinité augmentée pour le récepteur FcyRIIb
(CD32b), et comprend au moins une combinaison de 2 mutations, ladite combinaison
comprenant :
1) une mutation choisie parmi 326E, 326T, 378V, 397M, 352L, 394P, 396L et 421T ;
ct
i1) au moins une mutation choisie parmi 316D, 334R, 248E, 334N, 418P, 231V, 320E,
402D, 359A, 383R, 421T et 361H,
la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que la

mutation (i) n’a pas lieu sur le méme acide aminé que la mutation (ii).

De préférence, les fragments Fc mutés comprennent au moins une combinaison de 3
mutations, ladite combinaison comprenant :
(i) une mutation choisie parmi 326E, 326T, 352L, 378V, 378T, 396L, 397M,
421T, 334N, 334R, 307N et 394P ; et
(i) au moins 2 mutations choisies parmi 226Y, 227S, 230S, 231V, 234P, 2431,
243L, 246R, 246E, 247T, 248E, 253F, 254F, 255W, 259A, 261R, 262A, 263A,
266M, 267N, 267G, 274E, 274R, 2768, 278H, 282A, 283G, 284L, 2861, 286Y,
287T, 288E, 288R, 290E, 298N, 302A, 305A, 307P, 308A, 3081, 308G, 309P,
312G, 315D, 316D, 319H, 320T, 320R, 320M, 322E, 3231, 3258, 333G, 334N,
334R, 336T, 339T, 340E, 3438, 345G, 3498, 349H, 350A 3528, 359A, 361H,
362R, 3631, 366A, 373D, 375R, 377T, 378V, 378T, 379A, 380G, 383R, 385R,
3898, 389T, 392R, 393A, 3931, 394P, 396L, 3971, 397M, 398P, 405V, 405L,
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410R, 412M, 414R, 421T, 4218, 423L, 423Y, 423S, 423P, 428T, 431V, 431T,
434K, 4348, 435R, 436H, 439R, 440G, 440N, 442F, 442P et 447N,
la numérotation étant celle de I'index EU ou équivalent dans Kabat et avec la condition que la

mutation (i) n’a pas lieu sur le méme acide aminé que la mutation (ii).

Dans un mode de réalisation particulicrement avantageux, les fragments Fc portent une
combinaison de mutations choisic parmi K334N/P352S/V397M/A378V (combinaison de
mutations ¢galement dénommée « A3A-184A ». Les fragments Fc portant cette combinaison
de mutations sont donc ¢également appelés « A3A-184A), G316D/K326E/A378V
(combinaison de mutations ¢galement dénommée « A3A-105D ». Les fragments Fc portant
cette combinaison de mutations sont donc ¢galement appelés « A3A-105D),
P396L/N421T/A378V (combinaison de mutations également dénommée « J3B-118A ». Les

fragments Fc portant cette combinaison de mutations sont également appelés « J3B-118A).

La séquence du fragment A3A-184A (K334N/P352S/A378V/V397M) est présentée dans le
listing de séquences, comme SEQ ID NO : 19:
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEN
TISKAKGQPREPQVYTLSPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

La séquence du fragment A3A-105D (G316D/K326E/A378V) est présentée dans le listing de
s¢quences, comme SEQ ID NO : 20 :
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNDKEYKCKVSNEALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

La séquence du fragment J3B-118A (A378V/P396L/N421T) est présentée dans le listing de
s¢quences, comme SEQ ID NO : 21 :

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYK
TTPLVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGTVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Selon un autre mode de réalisation particulier, les fragments Fc mutés utilisés dans 1’invention
portent une délétion d’un acide aminé en position 293 ou 294 (DEL293 ou DEL294), la
numérotation des acides aminés du fragment Fc se référant a celle de I’'indice EU, ou
I’¢équivalent dans Kabat. Cette d¢létion peut étre 'unique mutation du fragment Fc, ou

s’accompagner d’autres mutations, en particulier parmi celles listées plus haut.

Cette seule mutation conduit a une glycosylation particulicre du fragment, a savoir une
hypersialylation, particuli¢rement avantageuse vis-a-vis de la demi-vie des glycoprotéines et

des processus inflammatoires.

Selon un autre mode de réalisation plus particulier, les fragments Fc mutés utilisés dans
I’invention portent la délétion de I’acide amin¢ en position 293 ou 294, et portent en outre une
ou plusieurs mutations a des positions sélectionnées dans la liste ci-aprés : 226, 230, 241, 256,

259, 264, 307, 315, 330, 342, 361, 362, 378, 382,383, 389, 396, 397, 421, 428 et 434.

Par exemple, un fragment Fc préféré porte la combinaison des mutations 307P, 434Y, en

association avec la délétion DEL294 ou DEL293.

Selon un autre aspect de I'invention, on utilise une composition comprenant une pluralité de
fragments Fc qui possédent tous substanticllement la méme séquence, et qui, pris dans leur

ensemble, présentent un profil de glycosylation particulier.

Selon un aspect particulier, une composition utilisée dans le cadre de 1’invention comprend
des fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation (Asn 297) des N-glycannes,
caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc¢ présentent un taux de
fucosylation inféricur a 65%, de préférence inférieur a 60%, de préférence inférieur a 55%, de
préférence inférieur a 50%, de préférence encore inférieur a 45%, de préférence inférieur a
40%, de préférence inférieur a 35%, de préférence inférieur a 30%, de préférence inférieur a

25%, de préférence inférieur a 20%.

Selon un autre aspect encore, une composition utilisée dans le cadre de ’invention comprend
des fragments Fc, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation (Asn 297) des
N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc présentent une
structure glycannique de type biantenné, avec des chaines courtes, une faible sialylation,
présentant des mannoses terminaux et/ou des N-acétylglucosamines terminaux non
intercalaires.
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Selon un aspect plus particulier, une composition utilisée dans le cadre de I’invention
comprend des fragments Fc, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation
(Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc
présentent une teneur supéricure a 60 % pour les formes GO+G1+GOF+GI1F, les formes

GOF+G1F étant inférieures a 50 %.

Selon un autre aspect plus particulier une composition utilisée dans le cadre de 1’invention
comprend des fragments Fc, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation (Asn
297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc présentent
une teneur supéricure a 60 % pour les formes GO+G1+GOF+G1F, la teneur en fucose étant

inférieure a 65 %.

Selon un autre aspect encore plus particulier une composition utilisée dans le cadre de
I’invention comprend des fragments Fc, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de
glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des

fragments Fc présentent une teneur inférieure a 40% pour les formes G1F+GOF.

Selon un aspect plus particulier, une composition utilisée dans le cadre de I’invention
comprend des fragments Fc qui possédent sur leur site de glycosylation (Asn 297) des N-
glycannes, lesdits N-glycannes des fragments Fc présentant un taux de fucosylation égal a
0%. L’invention fournit ainsi une composition comprenant des fragments Fc qui possédent
sur le site de glycosylation Asn297 des N-glycannes caractérisée en ce que lesdits N-

glycannes des fragments Fc sont dépourvus de fucose.

Aussi, selon un aspect particulier, une composition utilisée dans le cadre de I'invention
comprend des fragments Fc quipossédent sur le site de glycosylation Asn297 des N-
glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc présentent un taux de
fucosylation compris entre 20 % et 55%. En particulier, |’invention fournit une composition
comprenant des fragments Fc qui possédent sur le site de glycosylation Asn297 des N-
glycannes caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc présentent un taux de
fucosylation compris entre 20 % et 50%, entre 25% et 55%, entre 25% et 50%, entre 20% et
45% ou entre 25 et 45%.
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Selon un aspect plus particulier, une composition utile selon l’invention comprend des
fragments Fc qui possédent sur le site de glycosylation Asn297 des N-glycannes, caractérisée
en ce que lesdits N-glycannes des fragments Fc présentent une teneur supéricure a 60 %, de
préférence supérieure a 80%, pour les formes G0+G1+GOF+G1F, les formes GOF+GI1F étant
inféricures a 50 %, de préférence inféricure a 40%, ou a 30%.

Selon un autre aspect plus particulier, les N-glycannes des fragments Fc au sein de la
composition présentent une teneur supéricure a 60 % pour les formes GO+G1+GOF+GI1F, la
teneur en fucose ¢tant inférieure a 65 %.

Selon encore un autre aspect plus particulier, les N-glycannes des fragments Fc au sein de la
composition présentent une teneur inféricure a 50% pour les formes G1F+GOF, de préférence

inférieure a 40%, ou a 30%.

Les formes GO, GOF, G1 et GIF sont s¢lectionnées parmi les formes indiquées sur la Figure
3.

De manicre avantageuse, les N-glycannes des fragments Fc au sein de la composition ont une
teneur moyenne en acide sialique inférieure a 25%, 20%, 15%, ou 10%, de préférence 5%,

4% 3% ou 2%.

Une composition qui peut étre utilisée dans le cadre de I’invention comprend des fragments
Fc possédant sur leur site de glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, lesdits N-glycannes
des fragments Fc présentant une structure glycannique de type biantenné, avec des chalnes
courtes, une faible sialylation, présentant des mannoses terminaux et/ou des N-
acétylglucosamines terminaux non intercalaires, les N-glycannes ayant par exemple une
teneur supérieure a 60% pour les formes GO + G1 + GOF + G1F, et une faible fucosylation,

les N-glycannes ayant par exemple une teneur inferieure a 50% de formes GOF + G1F.

Dans un mode de réalisation particulier, les fragments Fc selon I’invention présentent des

structures glycaniques telles que décrites dans la demande de brevet WO01/77181.

Selon un mode de réalisation avantageux, les fragments Fc utilisés dans |’invention
comprennent au moins une mutation d’un acide amin¢ par rapport a un fragment Fc parent, et
possédent sur leur site de glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, lesdits N-glycannes des
fragments Fc présentant un taux de fucosylation inférieur a 65%, de préférence inféricur a
60%, de préférence inférieur a 55%, de préférence inférieur a 50%, de préférence encore

inféricur a 45%, de préférence inféricur a 40%, de préférence inférieur a 35%, de préférence
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inféricur & 30%, de préférence inférieur a 25%, de préférence inférieur a 20%. De préférence,
les fragments Fc portent une ou plusicurs mutations a des positions s¢lectionnées parmi celles
listées plus haut, notamment a des positions sélectionnées dans la liste ci-apres : 226, 230,
241, 256, 259, 264, 307, 315, 330, 342, 361, 362, 378, 382, 383, 389, 396, 397, 421, 428 et
434, et possédent en outre sur leur site de glycosylation (Asn 297) des N-glycannes,
présentant un taux de fucosylation inférieur a 55%, de préférence inférieur a 50%, de
préférence encore inféricur a 45%, de préférence inféricur a 40%, de préférence inféricur a
35%, de préférence inférieur a 30%, de préférence inférieur a 25%, de préférence inférieur a

20%.

De préférence encore, les fragments Fc de la composition selon 'invention portent une
combinaison de mutations choisie parmi 315D/330V/361D/378V/434Y,
230S/315D/428L/434Y, 307A/315D/330V/382V/389T/434Y, 2591/315D/434Y,
256N/378V/383N/434Y, et DEL294/307P/434Y et possedent en outre sur leur site de
glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, présentant un taux de fucosylation inférieur a 55%,
de préférence inférieur a 50%, de préférence encore inférieur a 45%, de préférence inférieur a
40%, de préférence inférieur a 35%, de préférence inférieur a 30%, de préférence inférieur a

25%, de préférence inférieur a 20%.

De fagon avantageuse, les fragments Fc ayant une glycosylation modifiée au niveau du site de
glycosylation en position 297, en particulier une faible fucosylation, présente une
augmentation de la liaison dudit fragment aux récepteurs Fcgamma (FcyR), en particulier le
récepteur FeyRlIIla (CD16a).

De préférence, lesdits fragments Fc ont une affinité pour le CD16a au moins égale a 2x10° M-
!, au moins égale a 2x107 M7, 2x10® M ou 2x10° M, telle que déterminée par I’analyse
Scatchard ou la technologiec BlAcore (Label-free surface plasmon resonance based

technology).

De fagon particuli¢rement avantageuse, les fragments Fc mutés de I'invention peuvent étre
mis en ceuvre en combinaison de différents fragments Fc mutés portant des mutations
différentes. Par exemple, on peut utiliser de maniére avantageuse un mélange de Fc mutés Fc-
Del294, Fc mutés T5A-74 (pour cibler aussi FcRn), Fc mutés améliorés pour la liaison aux

FcyRs (types A3A-184A).

Production des fragments Fc selon ’invention
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Les fragments Fc utilisés dans I’invention peuvent étre produits par toute méthode connue de
I’homme du métier, par exemple par voie de synthése chimique, ou par voie de

recombinaison.

Dans un mode de réalisation préféré, les fragments Fc utilisés dans I'invention sont dits

« recombinants », a savoir qu’ils sont obtenus par voie de recombinaison.

Lorsque les fragments Fc selon I'invention comprennent une mutation d’un ou plusicurs
acides amings, la ou les mutations peuvent étre éventuellement introduites par des techniques
connues telles qu’une synthése de geéne, une mutagenése dirigée, notamment obtenue par
PCR avec des amorces spécifiques qui introduisent les mutations souhaitées, la mutagenése
aléatoire. De préférence, la mutagénése aléatoire telle que décrite dans la demande
WO002/038756 est utilisée : il s’agit de la technique MutaGen. Cette technique utilise une
ADN mutase humaine, notamment choisic parmi les ADN polymérases B, n et . Les
techniques recombinantes classiques mettent en ceuvre une recombinaison dans une cellule
héte, transformée avec un ou des vecteur(s) qui permettent I'expression accompagnée ou non
de la sécrétion de la s€quence du fragment Fc¢ dans le milieu extracellulaire. Le vecteur
comporte généralement un promoteur, des signaux d'initiation et de terminaison de la
traduction, ainsi que des régions appropri¢es de régulation de la transcription. Il peut étre
maintenu de fagon stable dans la cellule hote et peut éventucllement posséder des signaux
particuliers qui spécifient la sécrétion de la protéine traduite. Ces différents ¢léments sont

choisis et optimisés par 'homme du métier en fonction de I'héte cellulaire utilisé.

De tels vecteurs sont préparés par des méthodes couramment utilisées par 'nomme du métier,
et les clones résultant peuvent étre introduits dans un héte appropri¢é par des méthodes
standard, telles que la lipofection, 1'¢lectroporation, 1’utilisation d’agents polycationiques, le

choc thermique, ou des méthodes chimiques.

L'héte cellulaire peut étre choisi parmi des systémes procaryotes ou eucaryotes, par exemple
les cellules bactériennes mais ¢galement les cellules de levure ou les cellules animales, en
particulier les cellules de mammiféres. On peut également utiliser des cellules d'insectes ou

des cellules de plantes.

Les fragments Fc utilisés dans I’invention peuvent étre produits par mise en culture dans un

milieu et conditions de culture appropri¢s d'une cellule héte exprimant lesdits fragments Fc; et
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récupération des fragments ainsi produits a partir du milieu de culture ou desdites cellules

cultivées.

Les cellules de mammifére préférées pour I’expression des fragments Fc sont la lignée de rat
YB2/0, la lignée vero, la lignée de hamster CHO, en particulier les lignées CHO dhfr- et CHO
Lecl13, CHO-lecl0, CHO-lecl, CHOKI1SV Potelligent® (Lonza, Suisse), CHOGnTIII
(Glycart, Suisse), PER.C6™ (Crucell), HEK293, T1080, EB66, K562, NS0, SP2/0, BHK ou
COS.

Un autre mode de production est ’expression des fragments Fc dans des organismes
transgéniques, par exemple dans les plantes (Ayala M, Gavilondo J, Rodriguez M, Fuentes A,
Enriquez G, Pérez L, Cremata J, Pujol M. Production of plantibodies in Nicotiana plants.
Methods Mol Biol. 2009;483:103-34.) ou bien dans le lait d’animaux transgéniques tels que le
lapin, la chévre, le rat ou le porc (Pollock, D.P., J.P. Kutzko, E. Birck-Wilson, J.L. Williams,
Y. Echelard and H.M. Meade. (1999). Transgenic milk as a method for the production of
recombinant antibodies. Journal of Immunological Methods. 231: 147-157). Voir également

le document WO200748077 a cet égard.

Dans un mode de réalisation alternatif, les fragments Fc sont obtenus par traitement

protéolytique d’immunoglobulines elles-mémes mutées.

La modification de la glycosylation des fragments Fc peut étre obtenue par des techniques
connues. Les fragments Fc possédant une glycosylation selon I’invention peuvent notamment
étre produits a partir du clivage d’anticorps produits selon la technique décrite dans WO
01/77181, notamment par 1’enzyme papaine. Les fragments Fc faiblement fucosylés peuvent
étre aussi obtenus par production dans des cellules cultivées en présence de kifunensine,
comme cela est décrit par exemple dans le document US7700321, ou dans des cellules pour
lesquelles la voie de production des GDP-fucose est inhibée, par exemple par inhibition de
I’une au moins des enzymes du cycle de production fucose (cf notamment les documents US
2010291628 ou US 20090228994, EP 1 500 698, EP 1 792 987 ou US 7 846 725). 1l est
¢galement possible d’utiliser des ARN interférents (ARNi) inhibant la 1,6-fucosyltransférase
comme décrit dans le document US 7 393 683 ou le document WO2006133148. 11 peut
¢galement s’agir de méthodes de préparation dans des levures, comme cela est décrit par
exemple dans le document WO 0200879.

Dans le cas ou les fragments Fc possédent 100% d’oligosaccharides non fucosylés, c’est-a-

dire quand les fragments Fc sont totalement dépourvus de fucose, il est possible d’utiliser des
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méthodes de préparation connues de ’homme du métier, comme par exemple celles décrites
dans les documents EP1176195, US 7 214 775, US 6 994 292, US 7 425 449,
US2010223686, W0O2007099988, EP 1 705 251, cette liste n’étant pas limitative. Il peut
s’agir par exemple d’une méthode utilisant une cellule hote exprimant au moins un acide
nucléique codant pour un fragment Fc, et dont la glycosylation est modifi¢e par délétion du
géne codant pour ’al,6- fucosyltransferase ou par addition d’une mutation de ce géne pour
¢liminer Dactivité al,6- fucosyltransferase, et exprimant a ce titre un fragment d’anticorps

dépourvu de fucose.

Applications thérapeutiques

En raison de leurs nombreux avantages, aussi bien en terme d’efficacité, que de fonctions
effectrices optimisées ou d’effets secondaires réduits, les fragments Fc décrits ici sont utiles

dans le traitement d’une maladie auto-immune et/ou inflammatoire.

Est décrite ici une méthode pour traiter une maladie auto-immune et/ou inflammatoire chez un
patient, comprenant I’administration audit patient d’une quantité thérapeutiquement efficace

de fragments Fc ayant une affinité altérée pour au moins un récepteur Fc comme décrits ici.

Une maladie auto-immune et/ou inflammatoire désigne, dans la présente invention, une
maladie auto-immune et/ou inflammatoire primitive ou secondaire, spécifique d’organe ou

systémique, associée ou non a des auto-anticorps pathogénes.

Par exemple, la maladie peut étre choisie parmi le Purpura Thrombotique
Thrombocytopénique (PTT), Purpura Thrombotique Idiopatique (PTI), le rejet de greffes ou
d’organes, la maladie du greffon contre 1’héte, la polyarthrite rhumatoide, le lupus
¢rythémateux disséminé, les différents types de sclérose, le syndrome de Sjégren primitif (ou
syndrome de Gougerot-Sjogren), les polyneuropathies auto-immunes comme la sclérose en
plaques, le diabéte de type I, les hépatites auto-immunes, la spondylarthrite ankylosante, le
syndrome de Reiter, 'arthrite de goutte, la maladie cceliaque, la maladie de Crohn, la
thyroidite chronique d’Hashimoto (hypothyroidie), la maladie d’Adisson, les hépatites auto-
immunes, la maladie de Basedow (hyperthyroidie), la colite ulcérative, les vascularites
comme les vascularites systémiques associées aux ANCA (anticorps anti-cytoplasme des
neutrophiles), les cytopénies auto-immunes et autres complications hématologiques de
I’adulte et de ’enfant, telles que les thrombopénies auto-immunes aigués ou chroniques, les

anémies hémolytiques auto-immunes, la maladie hémolytique du nouveau-n¢ (MHN), la
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maladie des agglutinines froides, le purpura thrombotique thrombocytopénique et
I’hémophilie acquise auto-immune ; le syndrome de Goodpasture, les néphropathies extra-
membraneuses, les affections cutanées bulleuses auto-immunes, la myasthénie réfractaire, les
cryoglobulinémies mixtes, le psoriasis, 1’arthrite chronique juvénile, les myosites
inflammatoires, les dermatomyosites et les affections systémiques auto-immunes de 1’enfant
incluant le syndrome des antiphospholipides, la maladie des tissus conjonctifs, les différents
types de sclérose, ’inflammation auto-immune pulmonaire, le syndrome Guillain-Barre, la
maladie de Kawasaki, la MMN (Multifocal Motor Neuropathie), la polyradiculonévrite
inflammatoire demy¢lisante chronique (PIDC), la thyroidite auto-immune, le mellitis, le
myasthenia gravis, la maladie autoimmune inflammatoire de 1’ceil, la neuromyélite optique
(maladie de Devic), les sclérodermies, le pemphigus, le diabéte par insulinorésistance, la
polymyosite, I’anémie de Biermer, la glomérulonéphrite, la maladie de Wegener, la maladie
de Horton, la périarthrite noucuse et le syndrome de Churg et Strauss, la maladie de Still, la
polychondrite atrophiante, la maladie de Behget, la gammapathic monoclonale, la
granulomatose de Wegener, le lupus, la rectocolite hémorragique, le rhumatisme psoriasique,
la sarcoidose, la colite collagéne, la dermatite herpétiforme, la fievre méditerranéenne
familiale, la glomérulonéphrite a dépdts d’IgA, le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton,
I’ophtalmie sympathique, le syndrome de Fiessinger-Leroy-Reiter et le syndrome uvéo-

méningo-encéphalique.

D’autres maladies inflammatoires sont également comprises, comme par exemple le
syndrome de détresse respiratoire aigué (ARDS), l'arthrite septique aigué, 'arthrite adjuvante,
'encéphalomy¢lite allergique, la rhinite allergique, la vasculite allergique, l'allergie, 1'asthme,
l'athérosclérose, l'inflammation chronique due & des infections bactériennes ou virales
chroniques, la bronchopneumopathie chronique obstructive maladie chronique (MPOC), les
maladies coronariennes, l'encéphalite, les maladies inflammatoires de l'intestin, l'ostéolyse
inflammatoire, l'inflammation associée a des réactions d'hypersensibilité aigué et retardée,
lI'inflammation associé¢e a des tumeurs, une I€sion nerveuse périphérique ou des maladies
démy¢linisantes, une inflammation associée a un traumatisme des tissus tels que les brilures
et l'ischémie, inflammation due & une méningite, le syndrome de défaillance multiviscérale
(multiple organ dysfunction syndrome, MODS), la fibrose pulmonaire, septicémie et choc
septique, syndrome de Stevens-Johnson, arthrite indifférenciée, et les spondylarthropathies

indifférenciées.
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Dans un mode de réalisation particulier de I’invention, la maladie auto-immune est le purpura
thrombotique idiopatique (PTI) et le la polyradiculonévrite inflammatoire demyélisante

chronique (PIDC).

Un des effets observés est notamment une limitation ou une diminution de la destruction des
plaquettes observée dans la pathologie PTI et une limitation ou une diminution de la perte de

la gaine de my¢line des nerfs périphériques dans le PIDC.

Dans un autre mode de réalisation particulier, la maladie est une maladie inflammatoire, telle
que notamment la maladie du greffon contre I’héte. Dans ce cas, les fragments Fc portant une
mutation induisant une hypersialylation, telle qu’une dé¢létion d’un acide aminé en position

294 (DEL294) ou 293 (DEL293), sont particuli¢rement avantageux.

Toute voie d’administration est envisagée, notamment des voies parentérales, telles que la
voie intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanée, intradermique, topique, ou par voie
mucosale, par exemple par inhalation. Les voies entérales (orale, rectale) et intrathécale sont

¢galement possibles. De préférence, la voie intraveineuse est utilisée.

Les fragments Fc selon I'invention sont généralement formulés au sein de compositions

pharmaceutiques comprenant des excipients pharmaceutiquement acceptables.

Les compositions pharmaceutiques peuvent se présenter sous toute forme galénique adaptée

en fonction de la voie d’administration choisie.

Les compositions pharmaceutiques utiles selon I’invention comprennent avantageusement un
ou plusieurs excipients ou véhicules, acceptables sur le plan pharmaceutique. On peut citer
par exemple des solutions salines, physiologiques, isotoniques, tamponnées, etc., compatibles
avec un usage pharmaceutique et connues de ’homme du métier. Les compositions peuvent
contenir un ou plusieurs agents ou véhicules choisis parmi les dispersants, solubilisants,
stabilisants, conservateurs, etc. Des agents ou véhicules utilisables dans des formulations
(liquides et/ou injectables et/ou solides) sont notamment la méthylcellulose,
I’hydroxyméthylcellulose, la carboxyméthylcellulose, le polysorbate 80, le mannitol, la
gélatine, le lactose, des huiles végétales, 1’acacia, etc. Les compositions peuvent é&tre
formulées éventuellement au moyen de formes galéniques ou de dispositifs assurant une
libération prolongée et/ou retardée. Pour ce type de formulation, on utilise avantageusement

un agent tel que la cellulose, des carbonates ou des amidons.
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Les doses administrées peuvent variées, entre autres, selon le poids et 1’dge du patient, et la

sévérité de la maladie, apprécié¢e par ’homme du métier.

Dans un mode de réalisation préféré, le dosage des fragments Fc selon I’invention est dans la
gamme d'environ 0.05mg/kg a environ lg/kg de poids corporel, soit d’environ 20mg a
environ 100g par jour pour un adulte. De préférence, le dosage est d’environ 330mg/kg a

environ 660mg/kg par jour.

Les exemples suivants illustrent I'invention sans en limiter la portée.

Construction des vecteurs d’expression des Fc recombinants (WT et mutés) :

La séquence du Fc recombinant (aa 221-447) a ¢té clonée dans un vecteur d'expression
eucaryote générique dérivé de pCEP4 (Invitrogen) pour I’expression dans les cellules HEK et
le vecteur optiCHO pour I’expression dans les cellules YB2/0 en utilisant des protocoles de
PCR standard.

Toutes les mutations d’intérét dans le fragment Fc ont ét¢ insérées dans le vecteur
d’expression par PCR de chevauchement en utilisant deux amorces contenant la mutation. Les
fragments ainsi obtenus par PCR ont ensuite été associés et le fragment résultant a été
amplifi¢ par PCR en utilisant des protocoles standards. Le produit de PCR a été purifi¢ sur
gels d'agarose 1% (w/ v), digéré avec les enzymes de restriction adéquates et cloné dans le
vecteur d’expression du Fe recombinant.

La Figure 7 montre la carte du vecteur pCEP4 utilis¢ pour ’expression du variant T5A-74
dans les cellules HEK, et la carte du vecteur OptiCHO utilis¢ pour 1’expression du variant

T5A-74 dans les cellules YB2/0.

Production des Fc recombinants dans les cellules HEK

Les cellules HEK 293 ont ¢té transfectées avec le vecteur d’expression du Fc recombinant
(WT ou mutés) pCEP4 selon des protocoles standards (Invitrogen). Les cellules ont ¢t
cultivées de maniére a produire les anticorps de manicre transitoire. Les anticorps produits ont
pu étre isolés et purifiés selon des techniques courantes de 1’art, en vue de leur caractérisation.
Les taux de production obtenus sont de I'ordre de 150 a 500ug/ml. La pureté et qualité des
produits a été vérifiée en SDS-PAGE et SEC.

Production des Fc recombinants dans les cellules YB2/0
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Les cellules YB2/0 ont été transfectées de manicre stable par ¢lectroporation avec le vecteur
d’expression du Fc recombinant (WT ou mutés) optiCHO selon des protocoles standards. La
production a été réalisée en pools stables ou aprés clonage de cellules YB2/0.

Les étapes de production par culture cellulaire et de purification des anticorps ont été réalisées
selon des techniques courantes de 1’art, en vue de leur caractérisation. Les taux de production
obtenus sont de I’ordre de 3 a 30ug/ml. La pureté et qualité des produits a été vérifice en

SDS-PAGE et SEC.

Exemple 1 : Test d’efficacité (inhibition de la lyse de globules rouges) :

Pour mimer la situation de lyse de globules rouges qu’on observe dans le purpura
thrombopénique idiopathique (PTI), impliquant les autoanticorps du patient atteint du PTI,
une lyse de globules rouges médi¢e par des cellules effectrices en présence d’un anticorps
monoclonal anti-Rhesus D (RhD) a été conduite, et la capacité de différentes quantités
d’Immunoglobulines polyvalentes (IglV) ou de fragments Fc recombinants, mutés (fragments
Fc recombinants portant les mutations selon le Tableau 1 ci-dessous) et non mutés, a inhiber
cette lyse, par exemple par compétition avec 1’anti-RhD pour la fixation des récepteurs Fc a la

surface des cellules effectrices, a été évaluée.
Tableau 1 : Constructions de variants F¢c mutés préférés de I’invention

Le tableau ci-dessous représente les différents variants de fragments Fc mutés qui ont ¢été
testés dans les expériences de test d’efficacité (inhibition de la lyse de globules rouges) et de

test de liaison au FcRn et CD16aV humains par résonance plasmonique de surface (SPR).
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Nom Variant Mutation{s} ajoutée(s)
T3A-741 T54A-74 T260A
T5A-74) ToA-74 E258}
T5A-74K T5A-74 K290Y
T5A-74L T5A-74 E294A
T5A-74M T5A-74 Y298W
ZAC2-85 WT T260A
ZAC3-172 WT R290Y
A3A-184A WT K334N, P3525, V3870, A378V
A3A-105D WT G316D, K326E, A378V
i3B-1184 WT P396L, N421T, A378V

Pour cela, a titre de cellules effectrices, des PBMC (cellules mononucléaires du sang
périphérique) ont été purifiées a partir du sang périphérique par gradient de Ficoll. Les
globules rouges Rh-D+ obtenus a partir de donneurs de sang sains Rh-D+ ont été mélangés
avec un anticorps monoclonal anti-RhD. Les PBMC ont été incubées avec des globules

rouges Rh-D+ opsonisés (rapport effecteur / cible de 2/1).

Pour ¢évaluer la capacité des candidats (IgIV et fragments Fc recombinants, mutés définis
selon le Tableau 1 et non mut¢) a inhiber une cytotoxicité¢ induite par un anticorps anti-RhD
par compétition et/ou saturation des récepteurs Fc, diverses concentrations des candidats (0 a
9,75uM) ont été ajoutées a chaque puits. Aprés 16 heures, le pourcentage de globules rouges
lysés a été estimé de fagon chromogénique en mesurant la quantit¢ d'hémoglobine libérée
dans les surnageants (mesure de densité optique ou DO). La lyse spécifique est calculée en

pourcentage selon la formule suivante :

DO échantillon — DO témoin 0% / DO témoin 100% - DO témoin 0% * 100 = % Lyse
dans laquelle :

« DO témoin 100% » correspond a la lyse totale des hématies (par exemple NH4Cl)

« DO témoin 0% » correspond a la lyse observée avec un mélange réactionnel sans anticorps

Les résultats sont exprimés en % de lyse spécifique (cf Figures 4 et 5).
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Exemple 2 : Test de liaison au FcRn et CD16aV humains par résonance plasmonique de

surface (SPR) sur Biacore X100 :

Protéines utilisées :

Le FcRn humain recombinant (FcRn a et b2 microglobuline) a été produit en cellules
baculovirus par la sociét¢ GTP Technology (Labége, France) comme décrit précédemment
(Popov et al., Mol. Immunol. 33:521-530 (1996)). Le CD16aV humain recombinant est
disponible commercialement (R&D system).

Test sur FcRn :

Les cellules FC1 et FC2 d’une puce CM5 (Biacore, GE Healthcare) ont ¢été activées pendant 3
minutes avec un mélange 1/1 de N-hydroxysuccinimide 0,1 M et de 3-(N,N-
dimethylamino)propyl-N-cthylcarbodiimide 0,1 M a 30ul/min. Le FcRn recombinant a
ensuite ¢t¢ immobilisé sur la cellule FC2 a 32,6 pg/mL en tampon Acétate de Na 10 mM pH 5
(immobilisation pendant 100 secondes, taux d’immobilisation final de 350 RU). La cellule
FC1 a été utilisée comme controle négatif, préparée de la méme maniére que la FC2 mais en
absence de FcRn recombinant. Les Fc recombinants a tester ont été injectés a 6 concentrations
différentes (300nM, 150nM, 75nM, 30nM, 15nM et 0) en tampon phosphate Na 50mM, NaCl
150 mM, tween20 0,05% pH6 pendant 8 minutes & 10ul/min sur les cellules FC1 et FC2. Les
cellules FC1 et FC2 ont été régénérées entre chaque concentration d’¢chantillon par une
injection pendant une minute de tampon phosphate Na 50mM, NaCl 150 mM, tween20 0,05%
pH7,8. Les données générées ont été analysées avec le logiciel BIAevaluation version 3.1
(Biacore), en soustrayant le signal contréle obtenu sur FC1 du signal test obtenu sur FC2.

Test sur CD16aV :

Les cellules FC1 et FC2 d’une puce CMS5 (Biacore, GE Healthcare) ont été préparces avec le
kit His Capture de GE Healthcare référence 28-9950-56, de maniére a immobiliser 1’anticorps
anti-Histidine a 50ug/ml (débit de 5 ul/min, activation en EDC/NHS pendant 7 min,
immobilisation pendant 7 minutes, taux d’immobilisation finale de 12000 RU sur FCI et
FC2). Le CD16aV recombinant humain a ét¢ immobilisé sur la cellule FC2 (1 ug/ml en HBS-
EP+, Biacore, GE Healthcare) pendant 60 secondes a 5 ul/min. Les Fc recombinants a tester
ont ¢été injectés sur les cellules FC1 et FC2 a 5 concentrations différentes (1000nM, 500nM,
250nM, 125nM et 25nM) en tampon HBS-EP+ en condition SCK (Single Cycle Kinetics),
avec un contact de 60 secondes, une dissociation de 300 secondes et un débit de 30 ul/min
sans régénération entre chaque concentration. La régénération finale, entre chaque Fc

recombinant, a ¢té réalisée en tampon Glycine 10mM pH 1,5 pendant 60 secondes a 30
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ul/min sur les cellules FC1 et FC2. Les données générées ont &té analysées avec le logiciel
BlAevaluation version 3.1 (Biacore), en soustrayant le signal contréle obtenu sur FC1 du

signal test obtenu sur FC2.
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REVENDICATIONS

Composition comprenant des fragments Fc d’anticorps, pour une utilisation dans le
traitement d’une maladie auto-immune et/ou inflammatoire, lesdits fragments Fc
¢tant des fragments Fc isolés ayant une affinité améliorée pour le récepteur FcRylIll

par rapport a un fragment Fc parent.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations 315D/330V/361D/378V/434Y par rapport & un
fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments Fc

consistent en la séquence SEQ ID NO :11.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations T260A et 315D/330V/361D/378V/434Y par
rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les

fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :12.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations E258I et 315D/330V/361D/378V/434Y par rapport
a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments

Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :13.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations K290Y et 315D/330V/361D/378V/434Y par
rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les

fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :14.

Composition selon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations E294A et 315D/330V/361D/378V/434Y par
rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les

fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :15.
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10.

11.

12.

13.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations Y296W et 315D/330V/361D/378V/434Y par
rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les

fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID NO :16.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations K334N/P352S/A378V/V397M par rapport a un
fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments Fc

consistent en la séquence SEQ ID NO :19.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations G316D/K326E/A378V par rapport a un fragment
Fc parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments Fc consistent

en la séquence SEQ ID NO :20.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une combinaison de mutations A378V/P396L/N421T par rapport a un fragment Fc
parent d’IgG1 sauvage, de préférence dans laquelle les fragments Fc consistent en

la séquence SEQ ID NO :21.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une mutation T260A par rapport a un fragment Fc parent d’IgG1 sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID

NO :17.

Composition sclon la revendication 1, dans laquelle les fragments Fc présentent
une mutation K290Y par rapport & un fragment Fc parent d’IgGl sauvage, de
préférence dans laquelle les fragments Fc consistent en la séquence SEQ ID

NO :18.

Composition comprenant des fragments Fc d’anticorps, pour une utilisation dans le
traitement d’une maladie auto-immune et/ou inflammatoire, lesdits fragments Fc
¢tant des fragments Fc isolés ayant une affinit¢ modifiée pour au moins un des

récepteurs Fc (FcR) par rapport & un fragment Fc parent.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 13, dans laquelle le récepteur Fc est choisi parmi le FcRn, un

récepteur Fey, et le complément Clq.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 1, 13, ou 14, dans laquelle lesdits fragments Fc comprennent une

mutation d’un ou plusieurs acides aminés.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 15, dans laquelle la mutation est une substitution, une délétion ou

une insertion d’un ou plusieurs acides aminés.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1, ou 13 a 15, dans laquelle les fragments Fc sont des fragments Fc
d’une immunoglobuline 1gG1, IgG2, IgG3, ou IgG4, comprenant au moins une

mutation d’un ou plusicurs acides aminés par rapport a un fragment Fc parent.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1 a 17, dans laquelle les fragments Fc sont obtenus par voie

recombinante.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 15 a 18, dans laquelle la mutation est impliquée dans

I’augmentation du temps de demi-vie comparée a celle du fragment Fc parent.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 15 & 19, dans laquelle la mutation est sélectionnée dans le groupe
consistant en une mutation a I’acide aminé 226, 227, 228, 230, 231, 233, 234, 239,
241, 243, 246, 250, 252, 256, 259, 264, 265, 267, 269, 270, 276, 284, 285, 288,
289, 290, 291, 292, 293, 294, 297, 298, 299, 301, 302, 303, 305, 307, 308, 309,
311, 315, 317, 320, 322, 325, 327, 330, 332, 334, 335, 338, 340, 342, 343, 345,
347, 350, 352, 354, 355, 356, 359, 360, 361, 362, 369, 370, 371, 375, 378, 380,
382, 383, 384, 385, 386, 387, 389, 390, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399,
400, 401, 403, 404, 408, 411, 412, 414, 415, 416, 418, 419, 420, 421, 422, 424,
426, 428, 433, 434, 438, 439, 440, 443, 444, 445, 446 ou 447, la numérotation des
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21.

22.

23.

24.

25.

acides aminés du fragment Fc se référant a celle de I'indice EU, ou 1’¢quivalent

dans Kabat.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 15 & 19, dans laquelle la mutation est sélectionnée dans le groupe
consistant en une mutation a 1’acide aminé 240, 241, 242, 243, 258, 259, 260, 261,
262, 263, 264, 265, 266, 267, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299,
300, 301, 302, 303, 304, ou 305, la numérotation des acides aminés du fragment Fc

se référant a celle de I'indice EU, ou 1’équivalent dans Kabat.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 21, dans laquelle la mutation est une délétion d’un acide aminé en
position 293 ou 294 (DEL293 ou DEL294), la numérotation des acides aminés du

fragment Fc se référant a celle de I’indice EU, ou I’équivalent dans Kabat.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 21 ou 22, dans laquelle la mutation est impliquée dans une

glycosylation du fragment Fc, de préférence une hypersialylation.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1 a 23, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation
(Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des
fragments Fc présentent un taux de fucosylation inférieur a 65%, de préférence
inféricur a 60%, de préférence inférieur a 55%, de préférence inférieur a 50%, de
préférence encore inférieur a 45%, de préférence inférieur a 40%, de préférence
inférieur a 35%, de préférence inférieur a 30%, de préférence inférieur a 25%, de

préférence inférieur a 20%.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1 a 24, ,lesdits fragments Fc possédant sur leur site de
glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-

glycannes des fragments Fc présentent une structure glycannique de type
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26.

27.

28.

29.

biantenné, avec des chaines courtes, une faible sialylation, présentant des

mannoses terminaux et/ou des N-acétylglucosamines terminaux non intercalaires.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1 a 25, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation
(Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des
fragments Fc présentent une teneur supéricure & 60 % pour les formes

GO+G1+GOF+GI1F, les formes GOF+GI1F étant inférieures a 50 %.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1 a 25, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de glycosylation
(Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-glycannes des
fragments Fc présentent une teneur supéricure a 60 % pour les formes

GO+G1+GOF+G1F, la teneur en fucose étant inférieure a 65 %.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 26 ou 27, lesdits fragments Fc possédant sur leur site de
glycosylation (Asn 297) des N-glycannes, caractérisée en ce que lesdits N-
glycannes des fragments Fc présentent une teneur inférieure a 40% pour les formes

G1F+GOF.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon 1'une des
revendications 1 & 28, la maladie étant choisie parmi le purpura thrombotique
idiopatique, la polyradiculonévrite inflammatoire demy¢lisante chronique (PIDC),
le rejet de greffes ou d’organes, la maladie du greffon contre I’héte, la polyarthrite
rhumatoide, le lupus érythémateux disséming, les différents types de sclérose, le
syndrome de Sjogren primitif (ou syndrome de Gougerot-Sjogren), les
polyneuropathies auto-immunes comme la sclérose en plaques, le diabéte de type I,
les hépatites auto-immunes, la spondylarthrite ankylosante, le syndrome de Reiter,
I’arthrite de goutte, la maladie cocliaque, la maladie de Crohn, la thyroidite
chronique d’Hashimoto (hypothyroidie), la maladie d’Adisson, les hépatites auto-
immunes, la maladie de Basedow (hyperthyroidie), la colite ulcérative, les
vascularites comme les vascularites systémiques associ¢es aux ANCA (anticorps

anti-cytoplasme des neutrophiles), les cytopénies auto-immunes et autres
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30.

complications hématologiques de D’adulte et de [D’enfant, telles que les
thrombopénies auto-immunes aigués ou chroniques, les anémies hémolytiques
auto-immunes, la maladie hémolytique du nouveau-né (MHN), la maladie des
agglutinines froides, le purpura thrombotique thrombocytopénique et I’hémophilie
acquise auto-immune ; le syndrome de Goodpasture, les néphropathies extra-
membraneuses, les affections cutanées bulleuses auto-immunes, la myasthénie
réfractaire, les cryoglobulinémies mixtes, le psoriasis, I’arthrite chronique juvénile,
les myosites inflammatoires, les dermatomyosites et les affections systémiques
auto-immunes de ’enfant incluant le syndrome des antiphospholipides, la maladie
des tissus conjonctifs, les différents types de sclérose, I’inflammation auto-immune
pulmonaire, le syndrome Guillain-Barre, la maladie de Kawasaki, la MMN
(Multifocal Motor Neuropathie), la thyroidite auto-immune, le mellitis, le
myasthenia gravis, la maladie autoimmune inflammatoire de 1’ceil, le pemphigus,
le diabéte par insulinorésistance, la polymyosite, ’anémie de Biermer, la
glomérulonéphrite, la maladie de Wegener, la maladie de Horton, la périarthrite
noucuse et le syndrome de Churg et Strauss, la maladie de Still, la polychondrite
atrophiante, la maladie de Behget, la gammapathie monoclonale, la granulomatose
de Wegener, le lupus, la rectocolite hémorragique, le rhumatisme psoriasique, la
sarcoidose, la colite collagéne, dermatite herpétiforme, fi¢vre méditerranéenne
familiale, glomérulonéphrite a dépdts d’IgA, le syndrome myasthénique de
Lambert-Eaton, ’ophtalmie sympathique, le syndrome de Fiessinger-Leroy-Reiter
et le syndrome uvéo-méningo-encéphalique, la neuromyélite optique (maladie de

Devic) et les sclérodermies.

Composition comprenant des fragments Fc pour une utilisation selon la
revendication 29, dans laquelle lesdits fragments Fc comprennent une délétion
d’un acide amin¢ en position 293 ou 294 (D¢l293 ou DEL294), et la maladie est la

maladie du greffon contre 1’hote.
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