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(57) Abrégé

La présente invention conceme de nouveaux composés de transfert d’acides nucléiques dans les cellules. Ces nouveaux composés
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COMPOSES, LEUR PREPARATION ET LEUR UTILISATION POUR LE
TRANSFERT D'ACIDES NUCLEIQUES DANS LES CELLULES

La présente invention concerne de nouveaux composés de transfert d'acides
nucléiques dans les cellules. Ces nouveaux composés sont plus particulierement
apparentés a la famille des lipopolyamines, et comportent des fonctions amidines. Ces

composés sont utilisables pour transférer des acides nucléiques d'intérét dans différents

types cellulaires, aussi bien in vitro que in vivo ou ex vivo.

Avec le développement des biotechnologies, la possibilité de transférer
efficacement des acides nucléiques dans les cellules est devenue une nécessité. Il peut
s'agir du transfert d'acides nucléiques dans des cellules in vitro, par exemple pour la
production de protéines recombinantes, ou au laboratoire, pour 'étude de la régulation
de I'expression de génes, le clonage de génes, ou toute autre manipulation imphquant
'ADN. Il peut également s'agir du transfert d'acides nucléiques dans des cellules in
vivo, par exemple pour la création d'animaux transgéniques, la réalisation de vaccins,
des études de marquage ou également des approches thérapeutiques. Il peut encore
s'agir du transfert d'acides nucléiques dans des cellules ex vivo, dans des approches de
greffes de moelle osseuse, d'immunothérapie ou d'autres méthodes impliquant le
transfert de génes dans des cellules prélevées d'un organisme, en vue de leur

réadministration ulténieure.

Différents types de vecteurs synthétiques ont été développés pour amehorer le
transfert des acides nucléiques dans les cellules. Parmi ces vecteurs, les hpides
cationiques possédent des propriétés intéressantes. Ces vecteurs sont constitués d'une
partie polaire, cationique, interagissant avec les acides nucléiques, et d'une partie
lipidique, hydrophobe, favorisant la pénétration cellulaire. Des exemples particuliers de

lipides cationiques sont notamment les lipides monocationiques (DOTMA

Lipofecti‘n®), certains détergents cationiques (DDAB), les lipopolyamines et en

particulier la dioctadécylamidoglycyl spermine (DOGS) ou la 5-carboxysperrhylamide

de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES) dont la préparation a été décrite par
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exemple dans la demande de brevet EP 394 111. Une autre famille de hpopolyamines

est représentée par les composés décrits dans la demande de brevet WO 97/18185,

incorporée a la présente par référence.

La présente invention concerne un nouveau type d'agents de transfert d'acides
nucléiques, possédant des propriétés particuliérement intéressantes. Plus précisément,
les composés selon la présente invention sont des lipides cationiques portant une
region cationique originale, conférant aux molécules des propriétés améliorées. Cette
partie cationique est réprésentée plus précisément par une polyamine particuliére,

portant une ou plusieurs fonctions amidine.

Un premier objet de l'invention concerne plus précisément des composés sous

forme D, L ou DL, ainsi que ses sels, de formule générale (I) :

3 O
N """(CHz) (CH.) R,
m 2
R n P

dans laquelle :

- Ry, Rz et R; représentent indépendamment I'un de l'autre un atome d'hydrogene ou un

groupement -(CHg)q-NRR’ avec

* q etant un entier de 1 a 6 inclus, les valeurs de q étant indépendantes les une

des autres entre les différents groupements Ry, R et Rj, et

* R et R’ représentent indépendamment I'un de I'autre un atome d’hydrogéne

ou un groupement de formule (II) :
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NR,

r .

(CH)! “NHR.

dans laquelle r est un nombre entier pouvant varier de 0 & 6 inclus, et les groupements

Rs représentent, indépendamment l'un de l'autre, un atome d'hydrogéne ou un reste

hydrocarboné,

étant entendu que l'un au moins des groupes R;, R» et R3; comporte au moins un

groupement de formule (II),

- m et n représentent, indépendamment 'un de 'autre, un nombre entier pouvant
varier de 1 a 6 inclus avec, lorsque n est supérieur @ 1, m pouvant prendre des valeurs

differentes et R; des significations différentes au sein de la formule générale (),
- p représente un nombre entier pouvant varier de 1 a 6 inclus, et,
- R, représente un groupement de formule générale (III) :

R

/R
—tX~——(CH)—Y3-N (I11)
\R,

dans laquelle:

* R; et Rg représentent indépendamment l'un de l'autre un atome d’hydrogéne

ou un groupement lipophile, I'un au moins des groupes R; et Rg étant différent de

I'hydrogene,

* t est un nombre entier choisi de 0 a 10 inclus avec Rg, X, Y et s pouvant

avoir des significations différentes au sein des différents motifs {X-(CHR¢)s-Y] lorsque

t est un entier supérieur a 1,
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* X représente un atome d'oxygéne ou de soufre, ou un groupement amino ou

alkylamino, le substituant alkyle étant linéaire ou ramifié et contenant 1 i 8 atomes de

carbone,

* Y représente un groupement carbonyle ou un groupement meéthyléne,

* R, représente un atome d’hydrogéne ou une chaine latérale d’acide aminé

naturel, le cas échéant substituée, et,

* srepresente un entier variant entre 1 et 10 inclus avec lorsque s est égal a 1,
Re représentant une chaine latérale d'acide aminé naturel, le cas échéant substituée, et

lorsque s est supérieur a 1, R¢ représentant un atome d’hydrogéne.

Le terme "forme DL" tel qu'utilisé précédemment signifie un mélange des

tormes D et L dans toute proportion, et par exemple dans des proportions égales.

On entend au sens de I'invention par "reste hydrocarboné" tout substituant
alkyle, carbamate ou acyle aliphatique ou aromatique, éventuellement halogéné. Parmi
les restes aliphatiques, on peut mentionner plus particulierement les restes aliphatiques
satureés ou insaturés, linéaires ou ramifiés, cycliques ou non, et éventuellement
halogénés. Plus préférentiellement, il s'agit d'un reste aliphatique contenant 1 a 10
atomes de carbone. Notamment, il s'agit de substituants alcanoyle, alkyle et
alkylcarbamate, tel que par exemple les substituants formyle, butyle, tert-butyle ou

tert-butyl-carbamate. Selon une variante de l'invention, Rs représente le tert-

butylcarbamate.

Parmi les restes aromatiques, on peut citer plus particuliérement le benzyle et

ses dérives tels que le chlorobenzyle, le benzylcarbamate ou le chlorobenzylcarbamate.

De fagon préférée, Rs représente le tert-butylcarbamate, le benzylcarbamate

ou le chlorobenzylcarbamate.
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Dans une premiere variante de l'invention, l'un des groupes Rs représente un

atome d'hydrogéne et I'autre un reste aliphatique contenant 1 a 10 atomes de carbone.

Dans une seconde variante de l'invention, I'un des groupes Rs représente un

atome d'hydrogene et l'autre un reste aromatique choisi de préférence parmi le benzyle

et ses derives.

Dans une autre variante de l'invention, les deux groupes Rs représentent des

atomes d'hydrogene.

Avantageusement, lorsque R, R», et/ou R; sont différents de I'hydrogéne et

comprennent la formule générale (1), q prend la valeur 2 ou 3 et r vaut 0.
Préférentiellement, dans la formule générale (I), m est choisi parmi 2, 3 et 4.

Comme indiqué ci-avant, dans la formule (III), I'un au moins des groupes R
et Rg représente un groupement lipophile. On entend au sens de l'invention par

"groupement lipophile" tout groupement de type lipidique, hydrophobe, favorisant la

pénétration cellulaire connu de I'nomme du métier. Il peut s'agir en particulier d'une ou
plusieurs chaines aliphatiques grasses, d'un dérivé de stéroide, d'un lipide naturel ou
synthétique, de préférence capable de former des phases lamellaires ou héxagonales,
ou éventuellement d'une combinaison de ceux-ci. Il peut s'agir plus particuliérement
d'un radical aliphatique contenant 5 a 22 atomes de carbone, saturé ou non, linéaire ou
ramifié, éventuellement halogéné. 1l peut encore s'agir d'un dérivé de stéroide, ou d'un
groupement (CH»),-NH-Ry dans lequel u est un nombre entier compris entre 2 et 6

inclus et Ry est un radical acyle tel que par exemple le cholestérylformiate,

I'arachidonyle ou I'acide cholique.

D'autres exemples de dérivés de stéroide sont notamment le cholestérol, le
cholestanol, le 3-a-53-cyclo-5-a-cholestan-6-f3-0l, Tl'acide cholique, le cholestéryl-
formiate, le chotestanylformiate, le 3a,5-cyclo-5a-cholestan-6(3-yl formiate, la

cholestérylamine, la  6-(1,5-diméthylhexyl)-3a,5a-diméthylhexadécahydrocyclo-
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pentala]cyclopropal2,3]cyclopental1,2-f]naphta-ién-10-ylamine, ou la cholestanyli-

amine.

De maniere préférentielle, le groupement lipophile est un radical aliphatique
contenant entre 10 et 22 atomes de carbone, de préférence 14, 16, 17, 18 ou 19

atomes de carbone. On peut citer notamment les groupements lipophiles (CH,);3CHs,
(CH>),5CH;, (CH>),6CH3, (CH>)17CH3;, (CH»),5CHj3, et oléyle.

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, les deux groupes R; et Rg
representent des groupement lipophiles tels que définis ci-dessus. En particulier, dans
un mode de réalisation préféré, chacun des groupes R; et Ry représente une chaine

aliphatique contenant entre 5 et 22 atomes de carbone, et encore plus

préférentiellement entre 12 et 22 atomes de carbone.

Selon une variante de linvention, R, représente une chaine latérale d'acide
aminé naturel. Notamment, la chaine latérale d'acide aminé naturel peut contenir des
motifs amidinium comme par exemple la chaine latérale de l'arginine. Cette chaine
laterale Rq peut également , comme cela a été énoncé précédemment, étre substituée
par des groupements aliphatiques saturés ou insaturés, linéaires, ramifiés ou cycliques,
€t contenant entre 1 et 24 atomes de carbone. On peut citer a titre d'exemple les
chaines latérales d'acide aminé substituées par des radicaux cholestéryle, arachidonyle
ou rétmoyle, des groupements mono- ou poly-aromatiques tels par exemple des

dérivés benzyloxycarbonyle, benzylester, rhodaminyle, ou encore biotinyle substitués

Ou non.

Dans un mode de réalisation particuliérement avantageux, les composés
revendiqués comprennent en outre un élément de ciblage permettant d'orienter le
transfert de l'acide nucléique auquel ils sont associés. Cet élément de ciblage est de
préférence incorporé, sur le composé de formule générale (I), au niveau de la chaine
latérale d’acide aminé figurée par le substituant Rs. Plus préférentiellement, 1'élément

de ciblage est lié, de maniére covalente ou non covalente, au composé selon

I'invention.
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Il peut s’agir d’un élément de ciblage extracellulaire, permettant d'orienter le
transfert de l'acide nucléique vers certains types cellulaires ou certains tissus souhaités
(cellules tumorales, cellules hépatiques, cellules hématopoiétiques, etc...). A ce titre, il
peut s'agir d'un ligand de récepteur cellulaire présent a la surface du type cellulaire
ciblée comme par exemple un sucre, un folate, une transférrine, une insuline, une
protéine asialo-orosomucoide ou toute molécule bioactive reconnue par des récepteurs
extracellulawres. Il peut également s'agir d'un éiément de ciblage intracellulaire,
permettant d'orienter le transfert de l'acide nucléique vers certains compartiments
cellulaires privilégiés (mitochondries, noyau, etc) comme par exemple une séquence

signal de localisation nucléaire (nls) qui privilégie 'accumulation de 'ADN transfecté

au sein du noyau.

Plus généralement, les éléments de ciblage susceptibles d'étre mis en oeuvre
dans le cadre de I'invention incluent les sucres, les peptides, les oligonucléotides, les
stéeroides ou les lipides. Préférentiellement, il s'agit de sucres et/ou peptides tels que
des anticorps ou fragments d'anticorps, des ligands de récepteurs cellulaires ou des
fragments de ceux-ci, des récepteurs ou fragments de récepteurs, etc. En particulier, il
peut sagir de ligands de récepteurs de facteurs de croissance, de récepteurs de
cytokines, de récepteurs de lectines cellulaires ou de récepteurs de protéines
d'adhésion telles que les intégrines. On peut également citer le récepteur de la

transferrine, des lipides HDL et des LDL. L'élément de ciblage peut également étre un
sucre permettant de cibler des lectines tels que les récepteurs asialoglycoprotéiques, ou

encore un fragment Fab d'anticorps permettant de cibler le récepteur du fragment Fc

des immunoglobulines.

De la méme facon, il est possible d’envisager I'association & un composé de
formule générale (I) d'un agent marqueur de type biotine, rhodamine, folate par
exemple sur la chamne latérale d’acide aminé Rq. Cet agent marqueur peut également
étre une séquence peptidique ou pseudopeptidique linéaire ou cyclique comportant
I’épitope Arg-Gly-Asp de reconnaissance des récepteurs primaires et/ou secondaires

des proteines d’'adhésion du type intégrines.
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Une famille particuliére de composés selon l'invention est celle pour laquelle

R\ comporte un groupement de formule (II), et R» et R; sont des atomes d'hydrogeéne.

Une seconde famille particuliére de composés selon I'invention est celle pour

laquelle Ry et R, comportent chacun un groupement de formule (II), et R; est un

atome d'hydrogéne.

Une autre famille particuliére de composés selon l'invention est celle pour
laquelle R, et R; comportent chacun un groupement de formule (II), et R» est un

atome d'hydrogéne.

Une autre famille particuliére de composés selon linvention est celle dans

laquelle Ry, R et R3 comportent chacun un groupement de formule (I).

Les nouveaux composés de formule générale (I) selon l'invention peuvent se
presenter sous forme de sels, de préférence non toxiques et pharmaceutiquement
acceptables. Ces sels non toxiques comprennent les sels formés avec des acides
minéraux (acides chlorhydrique, sulfurique, bromhydrique, phosphorique, nitrique),
formés avec des acides organiques (acides acétique, propionique, succinique,
maleique, hydroxymaléique, benzoique, fumarique, méthanesulfonique ou oxalique),
ou encore formés avec des bases minérales (soude, potasse, lithine, chaux) ou

organmiques (amines tertiaires comme la triéthylamine, la pipéridine, la benzylamine).

A titre représentatif, on peut plus particuliérement citer les composés selon

I'invention définis par les sous-formules générales suivantes :
NH O

H H A%
R.H }/U\N A NN /\/\/N\/\/N\JKR“ (IV)
H H
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4
H (V)
NH Hk& . -

(VID
/(' NH

HN

RN S

R, et Rs étant définis comme précédemment.

A titre illustratif d'agents de transfert d'acides nucléiques selon la présente

Invention, on peut citer les composés de formules suivantes :

Composeé |
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§
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N R N

N N
I‘IzN 8 \_6
O
Composeé 4
o O
NN NN NN
NI ./"‘N.)"N
LN NVN'\/\,N I
- H § I
No}-
HN NIL,
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HN¢ NH,
_”NH (rNH
H.N
2NN
1}\,{_/_1 N N
H.N~ 4
NH
Compose 6

Les composés de linvention peuvent étre préparés de différentes fagons,

notamment par synthése en solution et/ou par synthése en phase solide sur un support

polymérique.

Selon une premiére voie de synthese, les composés de l'invention de formule
générale (I) peuvent étre obtenus par action d'un dérivé thio ou oxo de l'urée, dont les

amines sont éventuellement protégées, sur une lipopolyamine de formule (VIII) :

R'

B 2
R.I\N | " )/N}\ )L (VIII)
R',,/ 2'm n(CHz)p R4

dans laquelle R', R, R'; représentent independamment les uns des autres un atome

d'hydrogene ou un groupement (CH:)q-NRgRo avec q pouvant varier entre 1 et 6

inclus, les différents q étant indépendants les uns des autres,

Ry et Rjo représentent indépendamment l'un de l'autre un atome d’hydrogéne ou un

groupement de formule (CH;).-NH,, r pouvant varier indépendamment les uns des

autres entre 1 et 6 inclus,
et m, n, p et R, sont définis comme précédemment.

L'action du dérivé de l'urée s'effectue en général en présence d'une base, dans

un solvant protique ou aprotique convenable, et a température comprise entre 0°C et
100°C.
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La base utilisée est en général une base non-nucléophile comme par exemple
les amines tertiaires, le carbonate de sodium ou le bicarbonate de sodium.
Avantageusement, on utilise des amines tertiaires, par exemple la triéthylamine (TEA)

ou la N-ethyldiisopropylamine (DIEA).

La reaction s'effectue avantageusement dans des solvants tels que l'eau, les
alcools (méthanol, éthanol, isopropanol...), le diméthylformamide, le dichlorométhane,
le chloroforme, le toluéne, le tétrachlorure de carbone, le benzéne, I'acétonitrile, le N-
meéthylpyrrolidone etc... Préférentiellement, la tempeérature de réaction est comprise

entre 20°C et 60 °C, et encore plus préférentiellement entre 30°C et 50 °C.

Des dérivés de l'urée plus particuliérement intéressants sont par exemple I'O-
methylisourée (J. Med. Chem., 38(1995) 16, 3053-3061), le semisulfate de S-
methylisothiourée (Int. J. Pept. Prot. Res., 40(1992), 119-126), la bis-Boc-thiourée
(Tet. Lett. 48(1993), 7677-7680), la N,N'-bis(benzyloxycarbonyl)-S-méthylisothiourée
ou la N,N'-bis(tert-butoxycarbonyl)-S- méthylisothiourée (Synth. Commun., 26(1996).
2,407-413).

Les lipopolyamines de formule générale (VIII) sont obtenues selon les
meéthodes décrites dans la demande de brevet WQ97/18185 incorporée a la présente

par reéférence, ou par toute méthode analogue connue de I'hnomme du métier.

Selon linvention, les agents de transfert de formule générale (1) peuvent aussi

etre obtenus par couplage peptidique entre I'acide de formule geénérale (IX) :

R
O

I 3
Rl\ e N )k (IX)
f)m  [n(CH) "OH

N
R,”

et la molécule lipidique RyH pour lesquelles R, Rs, R3, m, n, p et R, sont définis

comme precédemment.
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Le couplage peptidique s'effectue selon les méthodes classiques (Bodanski M.,

Principles and Practices of Peptides Synthesis, Ed. Springe-Verlag) ou par toute

meéthode analogue connue de I'homme du métier.

Notamment, la réaction s'effectue généralement en présence d'une base non-

nucleophile dans des solvants aprotiques convenables, a température comprise entre 0

et 100°C, le pH étant ajusté entre 9 et 11.

A titre dexemple, le chloroforme, le diméthylformamide, le N-

meéthylpyrrolidone, I'acétonitrile, le dichlorométhane, le toluéne ou le benzéne peuvent

étre utilisés comme solvant.

Les bases non-nucléophiles utilisées sont préférentiellement des amines
tertiaires, du carbonate de calcium ou encore du dicarbonate de sodium. Encore plus
préférentiellement, les bases utilisées sont des amines tertiaires, par exemple la

triethylamine (TEA) ou la N-éthyldiisopropylamine (DIEA).

Avantageusement, la réaction est effectuée a température comprise entre 0°C

et 50°C, et plus préférentiellement entre 10°C et 30°C.

La molécule lipidique de formule R H, pour laquelle R, est défini comme

précédemment, peut é€tre obtenue par couplage peptidique entre le composé

commercial de formule générale (X) :

Re

H+-X— (CH),~Y J;OH (X)

et I'amine de formule NHR-R;,

pour lesquelles X, Y, s, t, R¢, R7 et Rg sont définis comme précédemment.
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Le couplage peptidique s'effectue selon les méthodes classiques (Bodanski M:,
Principles and Practices of Peptides Synthesis, Ed. Sprin ge-Verlag) ou par toute

meéthode analogue connue de 'homme du métier.

Notamment, la réaction s'effectue généralement en présence d'une base non-
nucleophile dans des solvants aprotiques convenables, a température comprise entre (

et 100°C, le pH étant ajusté entre 9 et 11, comme cela a été décrit précédemment.

Facide de formule générale (IX) peut étre obtenu selon une voie de synthese en

phase solide en 3 étapes comme suit :

- Une polyamine de de formule générale (XI) :

B
\N—LCHZ),,,/ }\H (XI)
th/ n

pour laquelle R';, R', R's, m et n sont définis comme précédemment, est geffée sur un

support polymérique E] de fagon a obtenir le composé gréffé de formule générale

(X1D) :

R‘3 R1
| 1
E,_g:omco_(CHZ)v—[_N_(CHi?)F}n_‘<R' (XID)

La reaction s'effectue de préférence a température comprise entre 0°C et 100°C
en présence d'un solvant aprotique convenable, par exemple le chloroforme, le
dichlorométhane, le diméthylformamide, le N-méthylpyrrolidone, l'acétonitrile, le

toluene, le benzéne, etc... Avantageusement, la température de réaction est la

température ambiante.
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Differents supports polymériques conviennent. On choisit avantageusement les
resines disponibles dans le commerce pour la synthése peptidique en phase solide
(synthése de Merrifield). Notamment, on peut choisir la résine de chlorure d'O-
Chlorotrityle ou la résine HMP qui fournissent des produits portant des fonctions
acides libres, ou une résine de type Rink. Les acides polyaminés peuvent étre
synthetises directement sur un peptide présynthétisé sur la phase solide et portant une

fonction bromoalkyle ou un acide w-aldéhyde.

Les agents alkylants utilisés pour l'obtention de la résine appropriée sont
choists en fonction de la méthode d'alkylation. Pour une alkylation classique, on choisit
par exemple l'acide bromoacétique ou les acides w-halogénocarboxyliques. Pour une
alkylation réductive, on choisit par exemple un acide w-aldéhyde-carboxylique tel que

lacide glyoxalique, le semi-aldéhyde succinique etc..., ou un céto-acide tel que l'acide

aceto-acetique ou l'acide pyruvique, etc...

Les polyamines de départ de formule générale (XI) sont soit disponibles
commercialement, par exemple les spermidine, spermine, tris-(2-aminoéthyle)amine,
phenyléne-diamine, diaminoéthane (propane, butane, pentane, hexane, etc...), soit
peuvent étre synthétisées par des méthodes classiques, par exemple par
cyanoéthylation d'amines disponibles dans le commerce telles que les diaminoéthane
(prOpané, butane, pentane, hexane, etc...) amine, spermidine, spermine, pour obtenir

des polyamines branchées.

- Dans une seconde étape, on fait réagir le composé greffé de formule générale (XII)
avec un dérivé thio ou oxo de l'urée, dont les amines sont éventuellement protégées,
pour obtenir un composé polyaminoamidine greffé de formule générale (XIII) :

R, R,

I .
E]—S—o-co-(cnz)p—fN—(CHz)m - (XIID)
’- . R,

ds
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dans laquelle R,, Rz, R3, m, n et p sont définis comme précédemment.

La réaction s'effectue selon les méthodes connues de I'homme du métier

(Bergeron, R.J. and McManis, Total synthesis of 15-Deoxyspergualin, J. Org. Chem.,
1987, 52, 1700-1703) ou selon des méthodes analogues.

La réaction s'effectue notamment a température comprise entre -20°C et 100°C

en preésence d'un solvant protique ou aprotique.

A titre d'exemple, on utilise en tant que solvant l'eau, les alcools (méthanol,
ethanol, 1sopropanol etc...}, le diméthylformamide, le dichlorométhane, le chloroforme,

les solvants aromatiques (toluéne, benzéne, etc...), le tétrachlorure de carbone,

I'acétonitrile, le N-méthylpyrrolidone, etc...

Des dérivés de l'urée plus particuliérement intéressants sont par exemple I'O-
méthylisourée (J. Med. Chem., 38(1995) 16, 3053-3061), le semisulfate de S-
meéthylisothiourée (Int. J. Pept. Prot. Res., 40(1992), 119-126), la bis-Boc-thiourée
(Tet. Lett. 48(1993), 7677-7680), la N,N'-bis(benzyloxycarbonyl)-S-méthylisothiourée

ou la N,N'-bis(tert-butoxycarbonyl)-S- méthylisothiourée (Synth. Commun., 26(1996),
2,407-413).

- Enfin, dans une derniére étape, les polyaminoamidines greffées de formule générale
(XIII) sont clivées du support polymérique pour donner l'acide de formule générale
(IX) tel que défini précédemment. Le clivage est effectué selon les méthodes classiques
connues de 'homme du métier. Notamment on opére par action d'un acide faible qui
ne dégrade pas le reste de la molécule. Des acides faibles préférés sont par exemple les

alcools fluores, et plus particuliérement le 1,1,1-trifluoroéthan-2-ol.

La polyaminoamidine de formule générale (XIII) contenant des fonctions
acides, amino, alkylamino et/ou amidine, il est préférable le cas échéant de les protéger
préalablement au clivage du support polymérique. La protection peut étre réalisée par
tout groupement compatible dont la mise en oeuvre et I'élimination n'altére pas le

reste de la molécule. Notamment, on opére selon les méthodes décrites dans T.W.



10

15

20

25

CA 02290664 1999-11-19

WO 98/54130 PCT/FR98/01041

17

GREENE, Protective Groups in Organic Synthesis, A. Wiley-Interscience Publication

(1981), ou dans McOmie, Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press
(1973).

L'élimination, le cas échéant, des radicaux protecteurs est effectuée
préalablement au couplage peptidique entre l'acide de formule générale (IX) obtenu

aprés clivage du support polymérique, et le composé de formule RiH selon les

meéthodes habituelles connues de 'homme du métier.

A titre d'exemple, les groupements protecteurs peuvent étre choisis parmi les
radicaux triméthysilyle, benzhydryle, tétrahydropyrannyle, formyle, acétyle,
chloracétyle, trichloracétyle, trifluoroacétyle, éthoxycarbonyle, tert-butoxycarbonyle,

trichloroéthoxycarbonyle, benzyloxycarbonyl, fluorényloxycarbonyle, etc...

Toute autre méthode connue de 'homme du métier, et notamment celles
décrites dans Bodanski M., Principles and Practices of Peptides Synthesis, Ed.

Springe-Verlag, conduisant aux agents de transfert d'acides nucleiques selon la

présente invention entre €galement dans le cadre de I'invention.

Un autre objet de l'invention concerne une composition comprenant un agent
tel que défini ci-avant, et un acide nucléique. Préférentiellement, le composé et l'acide
nucléique sont présents en quantités telles que le rapport R des charges positives du
composé sur les charges négatives de I'acide nucléique soit compris entre 0,1 et 50, et
plus préfrentiellement entre 0,1 et 20. Ce rapport peut étre ajusté aisément par
'homme du métier en fonction du composé utilisé, de l'acide nucléique, et des

applications recherchées (notamment du type de cellules a transfecter).

On entend au sens de l'invention par "acide nucléique” aussi bien un acide
désoxyribonucléique qu'un acide ribonucléique. 11 peut s'agir de séquences naturelles
ou artificielles, et notamment d'ADN génomique (ADNg), d'ADN complémentaire

(ADNc), d'ARN messager (ARNm), d'ARN de transfert (ARNt), d'ARN ribosomique
(ARNIr), de séquences hybrides ou de séquences synthétiques ou semi-synthétiques,
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d’oligonucléotides modifiés ou non. Ces acides nucléiques peuvent étre d'origine
humaine, animale, végétale, bactérienne, virale, etc... Iis peuvent étre obtenus par toute
technique connue de 'homme du métier, et notamment par crniblage de banques, par
synthese chimique, ou encore par des méthodes mixtes incluant la modification

chimique ou enzymatique de séquences obtenues par criblage de banques. Ils peuvent

eétre modifiés chimiquement.

Concernant plus particuliérement les acides désoxyribonucléiques, ils peuvent
etre simple ou double brin de méme que des ohgonuléotides courts ou des séquences
plus longues. En particulier, les acides nucléiques sont avantageusement constitués par
des plasmides, vecteurs, épisomes, cassettes d'expression, etc... Ces acides
desoxyribonucléiques peuvent porter une origine de réplication fonctionnelle ou non
dans la cellule cible, un ou plusieurs génes marqueurs, des sequences régulatrices de la
transcription ou de la réplication, des génes d'intérét thérapeutique, des séquences

antisens modifiées ou non, des régions de liaison 4 d'autres composants cellulaires,

etc...

De préférence, l'acide nucléique comprend une cassette d'expression
constituée d'un ou plusieurs génes d'intérét thérapeutique sous contrdle d'un ou

plusieurs promoteurs et d'un terminateur transcriptionnel actif dans les cellules cibles.

Au sens de l'invention, on entend par géne d'intérét therapeutique notamment
tout gene codant pour un produit protéique ayant un effet thérapeutique. Le produit
protéique ainsi codé peut étre notamment une protéine ou un peptide. Ce produit
protéique peut étre exogéne homologue ou endogene vis-a-vis de la cellule cible, c'est-
a-dire un produit qui est normalement exprimé dans la cellule cible lorsque celle-ci ne
présente aucune pathologie. Dans ce cas, l'expression d'une protéine permet par
exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 'expression d'une
proteme inactive ou faiblement active en raison d'une modification, ou encore de
surexprimer ladite protéine. Le géne d'intérét thérapeutiq,ue peut aussi coder pour un

mutant d'une protéine cellulaire, ayant une stabilité accrue, une activité modifiée, etc...
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Le produit protéique peut également étre hétérologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans
Ce cas, une protéine exprimée peut par exemple compléter ou apporter une activité

déficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler

une réponse immunitaire.

Parmu les produits thérapeutiques au sens de la présente invention, on peut
citer plus particulierement les enzymes, les dérivés sanguins, les hormones, les
tlymphokines : interleukines, interférons, TNF, etc... (FR 92/03120), les facteurs de
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs précurseurs ou enzymes de synthese, les
facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5.
HARP/pléiotrophine, etc...) les apolipoprotéines (ApoAl, ApoAlIV, ApoE, etc..., FR
93/05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/11947), la protéine CFTR
associee a la mucoviscidose, les génes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, RaplA,
DCC, k-rev, etc..., FR 93/04745), les génes codant pour des facteurs impliqués dans la
coagulation (Facteurs VII, VIII, IX), les geénes intervenant dans la réparation de
'ADN, les génes suicides (thymidine kinase, cytosine déaminase), les genes de

'hémoglobine ou d'autres transporteurs protéiques, les enzymes du métabolisme,

catabolisme etc...

L'acide nucléique d'intérét thérapeutique peut également étre un géne ou une
sequence antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de contrdler
Fexpression de génes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences
peuvent, par exemple, étre transcrites dans la cellule cible en ARN complémentaires
d'’ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en protéine, selon la technique
décrite dans le brevet EP 140 308. Les génes thérapeutiques comprenent également les

séquences codant pour des ribozymes, qui sont capables de détruire sélectivement des
ARN cibles (EP 321 201).

L'acide nucléique peut aussi comporter un ou plusieurs génes codant pour un
peptide antigénique, capable de générer chez 'homme ou ['animal une réponse

immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, linvention permet la
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realisation soit de vaccins soit de traitements immunothérapeutiques appliqués a
'homme ou a l'animal, notamment contre des microorganismes, des virus ou des
cancers. Il peut s'agir notamment de peptides antigéniques spécifiques du virus
d'Epstem Barr, du virus HIV, du virus de I'hépatite B (EP 185 573), du virus de la

pseudo-rage, du "syncitia forming virus", d'autres virus ou encore de peptides

antigéniques spécifiques de tumeurs (EP 259 212).

Préférentiellement, l'acide nucléique comprend également des séquences
permettant l'expression du géne d'intérét thérapeutique et/ou du géne codant pour le
peptide antigénique dans la cellule ou l'organe désiré. Il peut s'agir des séquences qui
sont naturellement responsables de l'expression du géne considéré lorsque ces
sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectée. Il peut également
sagir de séquences d'origine différente (responsables de l'expression d'autres protéines,
ou méme synthétiques). Notamment, il peut s'agir de séquences promotrices de génes
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de séquences promotrices issues du
genome de la cellule que l'on désire infecter. De méme, il peut s'agir de séquences
promotrices issues du génome d'un virus. A cet égard, on peut citer par exemple les
promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc... En outre, ces séquences
d'expression peuvent étre modifiées par addition de séquences d'activation, de

régulation, etc... Il peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou répressible.

Par ailleurs, l'acide nucléique peut également comporter, en particulier en
amont du gene d'intérét thérapeutique, une séquence signal dirigeant le produit
thérapeutique synthétisé dans les voies de sécrétion de la cellule cible. Cette séquence
signal peut étre la séquence signal naturelle du produit thérapeutique, mais il peut
€galement s'agir de toute autre séquence signal fonctionnelle, ou d'une séquence signal
artificielle. L'acide nucléique peut également comporter une séquence signal dirigeant

le produit thérapeutique synthétisé vers un compartiment cellulaire particulier.

Dans un autre mode de mise en oeuvre, la présente invention concerne

également des compositions comprenant un acide nucléique, un agent de transfection
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(I) tel que défini ci-avant et un ou plusieurs adjuvants capables de s'associer &au
complexe agent de transfection/acide nucléique et d'en améliorer le pouvoir
transfectant. La présence de ce type d'adjuvants (lipides, peptides ou protéines par

exemple) peut permettre avantageusement d'augmenter le pouvoir transfectant des

COMpOSES.

Dans cette optique, les compositions de linvention peuvent comprendre
comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont
particulierement avantageuses, notamment lorsque le rapport de charge R des
complexes nucléohpidiques est faible. La demanderesse a en effet montré que
l'addition d'un lipide neutre permet d'améliorer la formation des particules

nucleohpidiques et de favoriser la pénétration de la particule dans la cellule en

déstabilisant sa membrane.

Plus preférentiellement, les lipides neutres utilisés dans le cadre de la présente
invention sont des lipides & 2 chaines grasses. De maniére particuliérement
avantageuse, on utilise des lipides naturels ou synthétiques, zwitterioniques ou
dépourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. Il peuvent é&tre
choisis plus particulierement parmi la dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE),
I'oléoylpalmitoylphosphatidyléthanolamine (POPE), les di-stéaroyl, -palmitoyl, -
mirystoylphosphatidyléthanolamines ainsi que leurs dérivé N-méthylés 1 4 3 fois, les
phosphatidylglycérols, les diacylglycérols, les glycosyldiacylglycérols, les cérébrosides
(tels que notamment les galactocérébrosides), les sphingolipides (tels que par exemple

les sphingomyélines), ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les
asialoGM1 et GM2).

Ces différents lipides peuvent étre obtenus soit par synthése, soit par
extraction a partir d'organes (par exemple le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques
classiques bien connues de 'homme du métier. En particulier, l'extraction des lipides

naturels peut étre réalisée au moyen de solvants organiques (voir également Lehninger,

Biochemistry).
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Plus récemment, la demanderesse a démontré qu'il était également
particulierement avantageux d'employer a titre d’adjuvant, un composé intervenant ou
non directement au niveau de la condensation dudit acide nucléique (WO 96/25508).
La présence d'un tel compose, au sein d'une composition selon l'invention permet de
diminuer la quantité de composé transfectant, avec les conséquences bénéfiques qui en
découlent sur le plan toxicologique, sans porter un préjudice quelconque a l'activité
transfectante. Par composé intervenant au niveau de la condensation de I'acide
nucleéique, on entend définir un composé compactant, directement ou non, l'acide
nucléique. Plus précisément, ce composé peut soit agir directement au niveau de
Facide nucléique a transfecter soit intervenir au niveau d'un compose annexe qui lui est
directement impliqué dans la condensation de cet acide nucléique. De préférence, il
agit directement au niveau de l'acide nucléique. Par exemple, l'agent précompactant
peut €tre tout polycation, et par exemple la polylysine. Selon un mode de réalisation
préféré, cet agent intervenant au niveau de la condensation de l'acides nuciéique dériv
én tout ou en partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucléoline et/ou de l'un
de leurs derivés. Un tel agent peut également étre constitué, en tout ou partie, de
motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre de motifs
pouvant varier entre 2 et 10. Dans la structure du composé selon linvention, ces
motifs peuvent étre répétés de maniére continue ou non. Clest ainsi qu'ils peuvent étre
separés par des liens de nature biochimique, par exemple par un ou plusieurs acides
amin€s, ou de nature chimique.

Préférentiellement, les compositions de l'invention comprennent de 0,01 3 20

equivalents d'adjuvant pour un équivalent d’acides nucléiques en moymol et plus

preterentiellement, de 0,5 a 5.

Dans un mode de réalisation particuliérement avantageux, les Compositions
de la présente invention comprennent en outre un élément de ciblage permettant
d'orienter le transfert de l'acide nucleique. Cet élément de ciblage peut étre un élément
de ciblage extracellulaire permettant d'orienter le transfert de I'ADN vers certains,

types cellulaires ou certains tissus souhaités (cellules tumorales, cellules hépatiques,
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cellules hématopoiétiques...). Il peut également s'agir d'un élément de ciblage
intracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleéique vers certains
compartiments cellulaires privilégiés (mitochondries, noyau etc...). L'éléement de
ciblage peut étre lié a l'agent de transfert d'acides nucléiques selon l'nvention ou

également a l'acide nucléique comme cela a €té précisé préecédemment.

Parmi les éléments de ciblage utilisables dans le cadre de I'nvention, on peut
citer les sucres, les peptides, les protéines, les oligonucléotides, les lipides, les
neuromeédiateurs, les hormones, les vitamines ou leurs dérivés. Préférentiellement, il
s'agit de sucres de peptides ou de protéines tels que des anticorps ou des fragments
d'anticorps, des ligands de récepteurs cellulaires ou des fragments de ceux-ci, des
récepteurs ou des fragments de récepteurs, etc... En particulier, il peut s'agir de hgands
de récepteurs de facteurs de croissance, de récepteurs de cytokines, de récepteurs de
type lectines cellulaires, ou de ligands & séquence RGD avec une affinité pour les
récepteurs de protéines d'adhésion comme les intégrines. On peut également citer les
récepteurs de la transferrine, des HDL et des LDL, ou le transporteur du folate.
L'élément de ciblage peut également étre un sucre permettant de cibler des lectines tels
que les récepteurs aux asialoglycoprotéines ou aux syalydés tel que le sialyde Lewis X,

ou encore un fragment Fab d'anticorps, ou un anticorps simple chaine (ScFv).

L'association des éléments de ciblage aux complexes nucleolipidiques peut
étre effectuée par toute technique connue de I'homme du métier, par exemple par
couplage a une partie hydrophobe ou a une partie qui interagit avec l'acide nucléique
de l'agent de transfert selon l'invention, ou encore & un groupement qui interagit avec
l'agent de transfert selon l'invention ou avec l'acide nucléique. Les interactions en

question peuvent étre, selon un mode préféré, de nature 1onique ou covalente.

L'invention a également pour objet l'utilisation des composés tels que définis ci-
avant pour le transfert d'acides nucléiques (et plus généralement de polyanions) dans

les cellules.
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Pour des utilisations in vivo, par exemple pour I'étude de Ia regulation de

genes, la création de modéles animaux de pathologies, ou en thérapie, les compositions

Cutanée, orale, rectale, vaginale, parenterale, intranasale, intraveineuse,
Intramusculaire,  sous-cutanée, ntraoculaire,  transdermique, intratrachéale,
intrapéritonéale, etc... De préférence, les compositions de I'invention contiennent un
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment
pour une njection directe au niveau de l'organe désiré, ou pour une administration par
voie topique (sur peau et/ou muqueuse). Il peut s'agir en particulier de solutions
stériles, isotoniques, ou de compositions séches, notamment lyophilisées, qui, par
addition selon le cas d'eau stérilisée ou de sérum physiologique, permettent la
constitution de solutés injectables. Les doses d'acide nucléique utilisées pour I'injection
ainsi que le nombre d'administrations peuvent €tre adaptées en fonction de différents
parametres, et notamment en fonction du mode d’administration utilisé, de Ia
pathologie concernée, du gene a exprimer, ou encore de la durée du traitement
recherchée. En ce qui concerne plus particuliérement le mode d'administration, il peut
s'agir soit d'une injection directe dans les tissus, par exemple au niveau des tumeurs, ou
les voies circulatoires, soit d'un traitement de cellules en culture suivi de leur
réimplantation in vivo, par mjection ou greffe. Les tissus ou voies circulatoires
concernes dans le cadre de la présente invention sont par exemple les muscles, la peau,
le cerveau, les poumons, le foie, la rate, la moelle osseuse, le thymus, le coeur, la
lymphe, le sang, les os, les cartilages, le pancréas, les reins, la vessie, festomac, les

Intestins, les testicules, les ovaires, le rectum, le systéme nerveux, les yeux, les glandes,

les tissus conjonctifs, etc...

L'invention concerne en outre une méthode de transfert d'acides nucléiques

dans les cellules comprenant les étapes suivantes :
(1) la mise en contact de l'acide nucléique avec un agent de transfert tel que
défini ci-avant, pour former un complexe et,

(2) 1a mise en contact des cellules avec le complexe formeé en (1).
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La mise en contact des cellules avec le complexe peut étre réalisée par
incubation des cellules avec ledit complexe (pour des utilisations in vitro ou ex vivo),
ou par injection du complexe dans un organisme (pour des utilisations in vivo).
L'incubation est réalisée de préférence en présence de par exemple de 0,01 a 1000 ug
d'acide nucléique pour 10° cellules. Pour une administration in vivo, des doses d'acide

nucléique comprises entre 0,01 et 10 mg peuvent par exemple étre utilisées.

Dans le cas ou les compositions selon la présente invention contiennent en
outre un ou plusieurs adjuvants et/ou un élément de ciblage tels que définis
precédemment, le ou les adjuvants et/ou l'élément de ciblage sont préalablement

melanges a I'agent de transfert selon l'invention ou a I'acide nucléique.

La présente invention fournit ainsi une méthode particuliérement avantageuse
pour le transfert d'acides nucléiques, notamment pour le traitement de maladies,
comprenant l'administration in vitro, in vivo ou ex vivo d'un acide nucléique apte a
corriger ladite maladie associ€é a un agent de transfert de formule générale (I) dans les
conditions définies ci-avant. Plus particuliérement, cette méthode est applicable aux
maladies résultant d'une déficience en un produit protéique ou nucléique, l'acide
nucléique administré codant pour le dit produit protéique ou étant transcrit en un

produit nucléique, ou encore constituant le dit produit nucléique.

La présente invention s'étend également a toute utilisation d'un agent de

transfert de formule générale (I) selon l'invention pour la transfection in vivo, ex vivo

ou {n vitro de cellules.

Les composés de l'invention sont en particulier utilisables pour le transfert
d'acides nucléiques dans des cellules primaires ou dans des lignées établies. Il peut s'agir
de cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses (neurones, astrocytes, cellules
ghales), hépatiques, de la lignée hématopoiétique (lymphocytes, CD34, déndritiques,

etc...), épithéliales, etc..., sous forme différenciées ou pluripotentes (précurseurs).
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Outre les dispositions qui précédent, la présente invention comprend
egalement d'autres caractéristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures

qui suivent, et qui doivent étre considérés comme illustrant l'invention sans en limiter la
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portée.

FIGURES

Figure 1/15 : schéma de synthése du composé 1 selon l'invention.

Figure 2/15 : mesure de I'efficacité de transfection in vitro du composé 1 selon

l'invention dans les cellules NIH3T3, HepG2 et Hela, en l'absence de protéines
seriques et comparativement a son homologue aminé (RPR120535)

On entend par "homologue aminé" le lipide cationique identique a l'exception des
fonctions amidine et/ou guanidine qui sont remplacées par des fonctions amino.

Les mesures ont été faites & différents rapports de charge qut sont portés en absisse.

L'expression de la luciférase est portée sur I'axe des ordonnées et est exprimée en RLU

(Relative Light Unit) par puit.

Figure 3/15 : mesure de l'efficacité de transfection in vitro du composé 1 selon

I'invention dans les cellules NIH3T3, HepG2 et Hel a, en l'absence (barres blanches) et
en presence (barres noires) de protéines sériques et comparativement a son homologue
aminé (RPR120535).

Les mesures ont été faites a différents rapports de charge qui sont portés en absisse.

L'expression de la luciférase est portée sur I'axe des ordonnées et est exprimée en RLU

(Relative Light Unit) par puit.

“Figure 4/15 : mesure de l'efficacité de transfection in vitro du composé 2 selon

I'nvention dans les cellules HeLa, en l'absence de protéines sériques. Les mesures ont
eté faites pour le composé 2 sous forme micellaire et en association avec un co-hpide

neutre (DOPE et cholestérol).
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L'axe des absisses représente le rapport de charge du complexe formé entre le lipide
cationique et 'ADN. L'axe des ordonnées représente l'expression de la luciférase

exprimée en pg/puit, chaque puit contenant 100 000 cellules.

Figure 5/15 : mesure de l'efficacité de transfection in vitro du composé 3 selon
Finvention dans les cellules Hela, en l'absence de protéines sériques. Les mesures ont
été faites pour le composé 3 sous forme micellaire et en association avec un co-lipide
neutre (DOPE et cholestérol).

[L'axe des absisses représente le rapport de charge du complexe formé entre le hipide
cationique et 'ADN. L'axe des ordonnées représente l'expression de la luciférase

exprimée en pg/puit, chaque puit contenant 100 000 cellules.

Figure 6/15 : mesure de lefficacité de transfection in vitro du composé 5 selon
l'invention dans les cellules HeLa, en I'absence de protéines sériques. Les mesures ont

été faites pour le composé 5 sous forme micellaire et en association avec un co-lipide

neutre (DOPE et cholestérol).
[L'axe des absisses représente le rapport de charge du complexe forme entre le hipide

cationique et 'ADN. L'axe des ordonnées représente l'expression de la luciféerase

exprimée en pg/puit, chaque puit contenant 100 000 cellules.

Figure 7/15 : mesure de lefficacité de transfection in vitro du composé 6 selon
l'invention dans les cellules HeLa, en I'absence de protéines sériques. Les mesures ont
été faites pour le composé 6 sous forme micellaire et en association avec un co-hpide
neutre (DOPE et cholestérol).

L'axe des absisses représente le rapport de charge du complexe formé entre le lipide
cationique et I'ADN. L'axe des ordonnées représente l'expression de la luciférase

exprimeée en pg/puit, chaque puit contenant 100 000 cellules.

Figure 8/15 : tableaux indiquant la phase physico-chimique (phase A, B ou C) dans
laquelle se trouvent les complexes nucléolipidiques formés avec le composé 2

comparativement a son analogue aminé, en fonction du rapport de charge.
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La determmation des phases a été faite pour le composé 2 et pour son homologue

aminé sous forme micellaire et en association avec un co-lipide neutre (DOPE et

cholestérol).

En comparant les 2 tableaux, on observe un décalage de la phase B instable vers des

rapports de charge plus bas dans le cas du composé 2.

Figure 9/15 : tableaux indiquant la phase physico-chimique (phase A, B ou C) dans
laquelle se trouvent les complexes nucléolipidiques formés avec le composé 3
comparativement a son analogue aminé, en fonction du rapport de charge.

La determination des phases a été faite pour le composé 3 et pour son homologue
aminé sous forme micellaire et en association avec un co-lipide neutre (DOPE et
cholestérol).

En comparant les 2 tableaux, on observe un décalage de la phase B instable vers des

rapports de charge plus bas dans le cas du composé 3.

Figure 10/15 : tableaux indiquant la phase physico-chimique (phase A, B ou C) dans
laquelle se trouvent les complexes nucléolipidiques formés avec le composé 5
comparativement a son analogue aminé, en fonction du rapport de charge.

La détermination des phases a été faite pour le composé 5 et pour son homologue
aminé sous forme micellaire et en association avec un co-lipide neutre (DOPE et
cholestérol).

En comparant les 2 tableaux, on observe un décalage de la phase B instable vers des

rapports de charge plus bas dans le cas du composé 5.

Figure 11/15 : tableaux indiquant la phase physico-chimique (phase A, B ou C) dans
laquelle se trouvent les complexes nucléolipidiques formés avec le composé 6
comparativement & son analogue aminé, en fonction du rapport de charge.

La détermination des phases a été faite pour le composé 6 et pour son homologue
aminé sous forme micellaire et en association avec un co-lipide neutre (DOPE et

cholestérol).
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En comparant les 2 tableaux, on observe un décalage de la phase B instable vers des

rapports de charge plus bas dans le cas du composé 6.

Figure 12/15 : tableau représentant la réduction de fluorescence aprés ajout de
bromure d'éthidium pour les composés 2, 3, 5 et 6 sous forme de micelles. La
substitution du bromure d'éthidium de I'ADN par le lipide est une indication de liaison

a 'ADN. La fluorescence obtenue pour I'ADN seul est défini comme étant de 100%.

Figure 13/15 : tableau représentant la réduction de fluorescence aprés ajout de
bromure d'eéthidium pour les composés 2, 3, 5 et 6 en présence de cholestérol. La
substitution du bromure d'éthidium de 'ADN par le lipide est une indication de liaison

a 'ADN. La fluorescence obtenue pour I'ADN seul est défini comme étant de 100%.

Figure 14/15 : tableau représentant la réduction de fluorescence aprés ajout de
bromure d'éthidium pour les composés 2, 3, 5 et 6 en présence de DOPE. La
substitution du bromure d'éthidium de ' ADN par le lipide est une indication de haison

a 'ADN. La fluorescence obtenue pour ' ADN seul est défini comme étant de 100%.

Figure 15/15 : représentation du plasmide pXL3031.

ABREVIATIONS ET SYMBOLES

AcOEt : Acétate d'éthyle

BOC : Tert-butoxycarbonyle

BOP : Benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino) phosphonium
hexafluorophosphate

DCC: Dicyclohexylcarbodiimide

DCU . Dicyclohexylurée

DIEA : N-Ethyldiisopropylamine

DMAP : 4-Diméthylaminopyridine

DMEF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxide

DODA : Dioctadécylamine
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EP : Ether de pétrole
EtOH : Ethanol
NEt3 : Tréthylamine
Rf: Coefficient de rétention frontal
5 TEA: Triéthylamine
TFA : Acide trifluoroacétique
THF : Tétrahydrofurane
TMS : Tétraméthylsilane
UV : Ultra-Violets
10 SPPS: Synthése Peptidique en Phase Solide(Solid Phase Peptide
Synthesis)
CLHP: Chromatographie Liquide @ Haute Pression
Z: Benzyloxycarbonyle |
ClZ. p-chlorobenzyloxycarbonyle
15 MATERIELS ET METHODES POUR LES SYNTHESES CHIMIOQUES
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a) Composés

- Les polyamines de départ sont disponibles commercialement, par exemple les
spermidine, spermine, tris-(2-aminoéthyle)amine, phényléne-diamine, diaminoéthane
(propane, butane, pentane, hexane, etc..), ou peuvent étre synthétisées par des
methodes classiques, par exemple par cyanoéthylation d'amines disponibles dans le
commerce telles que les diaminoéthane (propane, butane, pentane, hexane, etc.) amine,

spermidine, spermine, pour obtenir des polyamines branchées.

- Les polyméres utilisés sont des résines disponibles dans le commerce pour la
synthese peptidique en phase solide (synthése de Merrifield), notamment la résine d'O-
Chlorotrityl chlorure, la résine HMP, qui fournissent des produits portant des
fonctions acides libres, ou une résine de type Rink. Les acides polyaminés peuvent étre
synthétisés directement sur un peptide présynthétisé sur la phase solide et portant une

fonction bromoalkyle ou un acide w-aldéhyde.
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- Les dioctadécylamine, triéthylamine trifluoroacétique, BOP, DMAP,
chloroformate de benzyle sont des produits commerciaux. Les solutions de NaCl et

NaHCO3 sont saturées; la solution de KHSO4 est a 0,5 M.

b) Mesures Physiques.

Les spectres de RMN du proton ont €té enregistrés sur des spectrometres
Bruker 400 et 600 MHZ.

Les spectres de masse (MS) ont été réalisés sur un API-MS/IILI.

¢) Techniques de purification et d'analyse

a) Conditions de chromatographie en phase directe

- Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur des plaques
de gel de silice Merck de 0,2 mm d' épaisseur.

Elles sont révélées soit aux UV (254 nm), i la ninhydrine, en vaporisant (spray léger)
une solution éthanolique de ninhydrine (40 mg/100 ml d'EtOH) pour révéler les
amines ou les amides en chauffant & 150°C, a la fluorescamine en vaporisant une

solution (40 mg/100 ml d'acétone) pour révéler les amines primaires, ou a I' iode en

recouvrant la plaque de poudre d'iode.

- Les chromatographies sur colonne en phase directe ont été effectuées sur gel de

silice 60 Merck de granulométrie 0,063-0,200 mm.

b) Techniques de chromatographie analytique

Les analyses CLHP (Chromatographie Liquide Haute performance) ont été réalisées
sur un appareil Merck-Hitachi équipé d'un intégrateur-calculateur D 2500 HITACHI,
d'un autosampler AS-2000A, d'une pompe inteligent L-6200A, et d'un détecteur UV-
vis L-4000 avec longueur d'onde réglable mise & 220 nm pour les séparations
analytiques. Les colonnes pour les séparations analytiques sont des colonnes BU-300
aquapore Butyl 7m, 300 A 300x4,6 mm de chez Perkin-Elmer. Les phases mobiles

sont de 'eau déminéralisée contenant 0,1 % de TFA et de l'acétonitrile contenant 0,1%
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de TFA. Les injection d’une solution d’environ 1 mg/ml dans une vanne a boucle de

100 pl sont de 20 ul. Le débit pour les analyses est réglé 3 1 ml/min.

Conditions de separation :

Solvant A Solvant B
Eau déminéralisée 2500 ml Acétonitrile pour HPLC 2500 ml
Acide trifluoroacétique 2 ml Acide trifluoroacétique 2.5 ml

Gradient :

Temps en minutes | % de solvant A % de solvant B

Débit en mi/minute

H
-

-

DD
-

D

100
100
35,1
36,1
36,2

o
-

-

b
N
N
-

-

c) Techniques de chromatographie préparative

L'appareillage est un ensemble pour la chromatographie en phase liquide en mode

gradient, permettant une détection UV. Cette chaine préparative est composée des

elements suivants :

Pompe A : GILSON modéle 305 équipée d'une téte 50 SC.

Pompe B : GILSON modéle 303 équipée d’une téte 50 SC.

Boucle d'injection : GILSON modéle 303 équipée d'une téte 25 SC.
Module de pression : GILSON modéle 806.

Mélangeur : GILSON modéle 811 C équipé d’une téte de 23 ml.
Détecteur UV : GILSON modéle 119 équipé d’une cellule préparative.
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Collecteur de fraction : GILSON modéle 202 équipé de portoirs n° 21.
Intégrateur : SHIMADZU modéle C-R6A.

Colonne : Colonne C4 (10 mm) en acier inoxydable de 25 cm de longueur et de 2,2 cm

de diamétre commercialisée par VYDAC modéle 214 TP 1022.

La solution de produit a purifier est chargée sur la colonne par la pompe d’injection au
débit de 15 ml/min, et I'éluat est receuilli par fraction d'un tube en 30 secondes. Le

detecteur est réglé aux longueurs d'onde de 220 nm et 235 nm.

Les phases mobiles sont définies de la facon suivante :

Solvant A Solvant B
Eau déminéralisée 2500 ml Acétonitrile pour HPLC 2500 ml
Acide trifluoroacétique 2 ml Acide trifluoroacétique 2.5 ml

Gradient :

% de solvant A
70
70

Temps en minutes % de solvant B

Débit en mi/minute
30 18
30 18
100 18
100 18

10

120

d) Technique de synthése peptidique en phase solide (SPPS)

La synthése en phase solide est réalisée dans un réacteur manuel de synthése de
peptides SPPS de fabrication artisanale, et l'agitateur est un Flask Shaker modéle AS5-
6021. L'évolution du couplage des polyamines i la phase solide ainsi que I'évolution de
la protection des polyamines dans la SPPS est suivie par le test de Kaiser [Kaiser, E.,
Colescolt, D.L., Bossinger, C.D. and Cook, P.1. Anal. Biochem. 34(2), 595 (1970)].
La résine utilisée dans les exemples pour la SPPS est la "Chlorotrityl chloride Resin”
de chez NOVABIOCHEM.

EXEMPLES
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Exemple [ : Synthése du composé 1 (N-dioctadécylcarbamoylméthyl-2- { 3-[4-(3-
guanidino-propylamino)-butylamino]-propylamino } -acétamide) 2 partir du composé
RPR 120535 (dont la préparation a été décrite dans la demande de brevet WO
97/18185 incorporée a la présente par référence).

L'étape de synthése est représentée a la figure 1/15 des dessins.

0,784 mmol de RPR 120535 sont dissoutes dans 25 ml de méthanol dans un ballon
equipé d'un barreau magnétique. On ajoute 2 cette solution 10,21 mmol de
triethylamine TEA. Puis, on coule lentement (5 minutes) sur le melange 1,173 mmol
d'une solution de O-méthylisourée/acide sulfurique H.SO, dans 9 ml d’eau. En fin de
coulée, un trouble apparait. Le mélange est maintenu a 40°C pendant 16 heures, puis
la solution est évaporée a sec. Le produit obtenu est ensuite purifié par HPLC
preparative. Les fractions intéressantes sont regroupées et lyophilisées.

On obtient 0,157 mmol de composé 1 salifié, soit un rendement de 20,1%.

HPLCnamique : Rt = 14,94 min.

Spectre de RMN "H (400 MHz, (CD3)>SO d6, & en ppm) : 0,86 (t, J=7 Hz, 6H : CH;
des chaines grasses) ; 1,24 (mt, 60H : (CH>),s centraux des chaines grasses) ; 1,43 et
1,53 (2 mts, 2H chacun : 1 CH, de chaque chaine grasse) ; 1,63 (mt, 4H : (CH>),
centraux du butyle) ; 1,81 et 1,96 (2 mts, 2H chacun : CH, central des propyles) ; de
2,85 a 3,10 et 3,22 (2 mts, 16H en totalité ; NCH, du butyle - NCH: des propyles et
NCH: des chaines grasses) ; 3,81 (s large, 2H : NCH,CON) ; 4,03 (d, J = 4,5 Hz, 2H -
CONCH>CON du glycyle) ; 7,32 - 7,97 - 8,62 - 8,75 et 9.02 (respectivement mf - t - t
- mf et mf : H correspondant aux protons échangeables).

MH" = 863

Exemple 2 : Synthése du composé 2 (2- { 2-[bis-(2-guanidino-éthyl)-amino]-
éthylamino }-N,N-dioctadécyl-acétamide) a partir du composé RPR 120527 (dont la
préparation a été décrite dans la demande de brevet WO 97/18185 incorporée a la
preésente par référence).

48 umol de RPR 120527 sont dissoutes dané 10 mi de méthanol, puis on ajoute 85 ul
de DIEA (10 équivalents) et 32 mg de 1,3-bis- (tert-butoxycarbonyl)-2-méthyl-2-
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thiopseudourée (2,3 équivalents). La réaction est suivie par CLHP. Aprés 24 heures, le
solvant est évaporé, et on ajoute au résidu obtenu 20 ml d’'une solution
TFA/dichlorométhane 1:1 en volume. Aprés évaporation sous vide, on purifie le résidu
par CLHP préparative. Les fractions intéressantes sont meélangées, congelées dans
1’azote liquide, puis lyophilisées.

On obtient ainsi 0,035 mmol de composé 2, soit un rendement de 73%.

HPLC analytique : Rt = 16,20 min.

Spectre de RMN 'H (400 MHz, (CD3)>SO dé, 6 en ppm): 0,9 (m : 6H : CH;) 1,2 (m:
60H : CH>) 1,6 (m : 4H : CH>CH:N) 2,7-2,9 (m : 6H : CH>N(CH5) ) 3,0 (m : 2H :
CH>CH>N(CHa) 5) 3,2 {m : 8H : CH>N) 3,8 (m : 4H : CH:NCOCHS:N).

MH" = 793.

Exemple 3 : Synthése du composé 3 (N-ditétradécylcarbamoylméthyl-2-{3-[4-(3-
guanidino-propylamino)-butylamino]-propylamino }-acétamide) a partir du composé
RPR 122766 (dont la préparation a été décrite dans la demande' de brevet WO
97/18185 incorporée a la présente par référence).

0,784 mmol de RPR 122766 sont dissoutes dans 25 ml de méthanol dans un ballon
équipé d'un barreau magnétique. On ajoute a cette solution 10,21 mmol de
triéthylamine TEA. Puis, on coule lentement (5 minutes) sur le mélange 1,173 mmol
d'une solution de O-méthylisourée/acide sulfurique H.SO4 dans 9 ml d’eau. En fin de
coulée, un trouble apparait. Le mélange est maintenu 4 40°C pendant 16 heures, puis
la solution est évaporée a sec. Le produit obtenu est ensuite purifié par HPLC
préparative. Les fractions intéressantes sont regroupées et lyophilisees.

On obtient ainsi 0,2289 mmol de composé 3, soit un rendement de 29%.

HPLC analytique : Rt= 9,8 min.

Spectre de R M N_1H (400 MHz, (CD3)>SO d6, & en ppm) : 0,87 (t,J = 7 Hz, 6H :
CH; des chaines grasses) ; de 1,15 4 1,40 (mt, 44H : (CH), centraux des chaines
grasses) ; 1,46 et 1,55 (2 mts, 2H chacun : 1 CH, de chaque chaine grasse) ; 1,63 (mt,
4H : les 2 CH- centraux du butyle) ; 1,81 et 1,95 (2 mts, 2H chacun : CH; central des
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propyles) ; de 2,85 & 3,10 (mt, 10H : les 2 NCH. du butyle - les 2 NCH; d’ un des 2
propyles - et 1 des 2 NCH: de I'autre propyle) ; de 3,15 i 3.25 (mt, 6H : I'autre NCH,
de I'autre propyle et NCH, des chaines grasses) ; 3,82 (mf, 2H : NCH,CON) ; 4,04 (d,
J =5 Hz, 2H : CONCH,CON du glycyle) ; de 7,00 3 7.60 - de 8,60 a 8,75 et 9,00
(respectivement mf étalé et 2 mfs, 3H - 5H et 2H : NH;" CF3COO" - NH,* CF;COO" et

=NH) ; 7,78 (t large, J = 5,5 Hz, 1H : N=CNH) : 8,65 (mf : 1H correspondant au
CONH).

MH" = 751.

Exemple 4 : Synthése du composé 4 (2-{2-[bis-(2-guanidino-éthyl)-amino]-
éthylamino}-N-ditétradécylcarbamoylméthyl-—acétamide)

Etape A : 10 excés molaires de tris(aminoéthyl)amine sont dissous dans 50 ml de
dichlorométhane, et la solution est introduite dans le réacteur contenant une resine
bromoacétyl(chloro)trityle (obtenue au préalable par réaction de l'acide bromoacétique
sur une resine chlorotrityle). Le réacteur est agité pendant 2 heures & température
ambiante. le solvant est filtré et la résine est lavée avec 10 fois 50 ml de
dichlorométhane et d'isopropanol. Le test de Kaiser est positif.

Etape B : Les résines obtenues sont mises en contact avec un exces de 10 équivalents
de l,3-bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-méthyl-é-thiopseudourée dissout dans du
dichlorométhane, sous agitation, pendant 24 heures. le solvant est filtré et la résine est

lavée avec 10 fois 50 ml de dichlorométhane et d'isopropanol. Le test de Kaiser i froid

de 3 minutes est négatif.

Etape C : 50 mmol de DIEA sont dissoutes dans 50 ml de dichlorométhane, et le
mélange est introduit dans le réacteur contenant le produit obtenu a I'étape B. Puis, on
coule 48 mmol de dicarbonate de di-tert-butyle. Le réacteur est agité pendant une nuit.
Le lendemain, le test de Kaiser est negatif. Le solvant est filtré, et la résine est lavée
alternativement avec 10 fois 50 ml de dichlorométhane et d'isopropanol, 2 fois 50 mi
deméthanol, et 2 fois 50 ml d'éther. la résine est ensuite séchée sous un courant

d'azote. Le test de Kaiser est toujours négatif.
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Etape D : Les résines obtenues a lI'étape C sont introduites dans un ballon de 250 ml
équipé d'un barreau magnétique. On y ajoute une solution composée de 50 ml de
dichlorométhane et de 25 ml de 1,1,1,-trifluoroéthan-2-0l, et le mélange est agité
pendant 2 heures. La solution est filtrée, et la résine est lavée avec 2 fois 10 ml de
dichloromethane. Les phases organiques ainsi obtenues sont rassemblées et évaporeées
sous vide. Les produits sont ensuite purifié sur gel de silice (éluant

chloroforme/méthanol 8:2 en volume). Les fractions intéressantes sont combinées puis

évaporées sous vide pour obtenir 168 mg de produit de structure suivante :

e
N
e |
N .
,\‘sNNNxN'B“ou
N —
\go 5

soit un rendement de 20%.
CCM :Rf=0,9.

MH" = 789.

Etape E : 9 mmol de Boc-glycinyl-di-tétradécylamide sont introduites dans un ballon
équipé d'un barreau magnétique. 30 ml d'acide trifluoroacétique a 4°C sont ajoutés. La
solution est agitée pendant une heure, et le TFA est évaporé sous vide. Le produit
obtenu est @ nouveau dissous par addition de 70 ml de DMF, puis on ajoute 30 mmol
de TEA et 9 mmol de l'acide obtenu précédemment. Le pH est ajusté a 10, et 33 mmol
de BOP sont ajoutées. La solution est agitée pendant 2 heures et suivie par CCM.
Lorsque le couplage est acheve, 700 ml d'une solution de sulfate de potassium sont
ajoutés et le produit est extrait avec 3 fois 100 ml d'acétate d'éthyle. La phase
organique est lavée avec 3 fois 50 ml de sulfate de potassium, 3 fois 50 ml d carbonate
de sodium, et 3 fois 50 ml de chlorure de sodium. Puis elle est séchée sur sulfate de
magneésium, filtrée et évaporée sous vide. Le produit obtenu est analysé par RMN,

CCM et MS, et est déprotégé avec 50 ml de TFA qui sont ajoutés au produit obtenu
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sans purification préalable. La solution est ensuite agitée pendant 1 heure et denii.

Enfin, le TFA est évaporé et les produits finaux sont punifies par CLHP

semipréparative.

On obtient finalement 8,1 mmo! de composé 4, soit un rendement de 90% pour cette

derniére étape.

HPLC analytique : Rt = 11,4 min.

RMN_!H (400 MHz, (CD)-SO d6, o en ppm) : 0,89 (t, J = 7 Hz, 6H : CH; des
chaines grasses) ; de 1,15 a 1,35 (mt, 44H : (CH>),, centraux des chaines grasses) ;
1,45 et 1,54 (2 mts, 2H chacun : 1 CH; de chaque chaine grasse) ; 2,65 - 2,78 - 3,06 et
3,23 (respectivement t, J = 6,5 Hz - t large, J = 6,5 Hz -mf et mt, respectivement 4H -
2H - 2H et 8H : NCH>CH:N - les 2 NCH,>CH>NC=N et 'les NCH: des chaines grasses)
; 3,83 (s large, 2H : NCH,CON) ; 4,04 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH-CON du glycyle) ;
7,34 (mf étalé, =NH et NH,) ; 7,61 (t,J = 5,5 Hz, 2H : NH) ; 8,65 (t, J = 5 Hz, 1H -
NH) ; 8,75 (mf : NH).

MH® = 737.

La glycinyl-di-tétradécylamide utilisée dans I'étape E est préalablement obtenue de la
fagon suivante :

10 mmol de glycine protégée par des substituants Boc et 10 mmol de di-
tetradécylamine sont introduites sans un ballon de250 ml. On y ajoute 100 ml de
chloroforme, et le mélange est agité jusqu'a dissolution compléte. On ajoute ensuite 30
mmol de TEA et 33 mmol de BOP. Le pH est maintenu a 10 gréce i la triethylamine.
La réaction est agitée pendant 2 heures. Lorsque la réaction, suivie par CCM, est
achevee, le chloroforme est évaporé. On obtient un solide qui est 4 nouveau dissout
dans 300 ml de d'acétate d'éthyle. la phase organique est ensuite lavée avec 4 fois 100

ml de sulfate de potassium, 4 fois 100 ml de carbonate de sodium, et 4 fois 100 mi de

Chlorure de sodium. Puis la phase organique est séchée sur sulfate de magneésium,

filtrée et évaporée sous vide. Le produit obtenu est analyse par CCM, RMN et MS, et

~est utilisé sans autres purifications.
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Exemple 5 : Synthése du composé 5 (N-ditétradécylcarbamoylméthyl-2- { (3--
guanidino-propyl)-{4-(3-guanidino-propylamino)-butyl]-amino } -acétamide)
On opeére de la méme fagon que précédemment pour le composé 4, mais a partir de

spermine comme polyamine de départ, pour obtenir I'acide de structure suivante

Apres avoir €té clivé de la resine, ce résidu est purifié sur gel de silice (éluant :
chloroforme/méthanol 8:2 en volume). Les fractions intéressantes sont melangées puis

evaporées sous vide pour obtenir 0,69 mmol de la dite molécule, soit un rendement de
50%.

CCM : Rf=0,5.
MH" = 845.

Le composé 5 est obtenu par couplage entre l'acide précédemment synthetisé et la
glycinyl-di tétradécylamide selon la méme méthode que celle décrite 2 'exemple 4. La
glycinyl-di tétradécylamide est également obtenue de la méme facon que

précédemment.

On obtient ainsi 0,65 mmol de composé 5, soit un rendement de 94%pour cette étape.

HPLC analytique : Rt = 10,1 min.

Spectre de RMN _1H (400 MHz, (CD,).SO d6, i une température de 393 K, &
en ppm) : 0,92 (t, J =7 Hz, 6H : CH; des chaines grasses) ; de 1,25 a 1,45 (mt,
44H : (CH2), centraux des chaines grasses) ; 1.57 (mt, 4H : les 2 CH, centraux
du butyle) ; 1,57 et 1,67 (2 mts, 2H chacun : 1 CH, de chaque chaine grasse) ;
1.74 et 1,91 (2 mts, 2H chacun: CH, central des propyles) ; 2,62 - 2,85 - de
3,20 a 3,35 (3 mts, 16H en toptalité : les NCH, - les CH.NC=N et les NCH des
chaines grasses) ; 3,17 (s, 2H: NCH.CON) : 4,02 (d, J = 5 Hz, 2H :
CONCH:CON du glycyle) ; 6,89 - de 7,30 a 7,55 et 7,65 (respectivement mf -

mf étalé et mf : les H échangeables).
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MH" = 845.

Exemple 6 : Synthése du composé 6 (2-{3-[{4-[bis-(3-guanidino-propyl)-amino]-
butyl} -(3-guanidino-propyl)-amino]-propylamino}-N -ditétradécylcarbamoyiméthyi-
acétamide)

On opere de la méme fagon que précédemment pour les composés 4 et 5, mais a partir
de Ia N,N-N’,N’(tétraaminopropyl)butyléne diamine comme polyamine de départ, pour

obtenir I'acide de structure suivante -

/Boc

§
~~ N N
N
N/\/\,K ,80c
QOCN—/_J N Ol
N—<\ \_.&0

Apres avoir été clivé de la résine, le résidu obtenu est purifié sur gel de silice (éluant :
chloroforme/méthanol 8:2 en volume). Les fractions intéressantes sont melangées puis

évaporées sous vide pour obtenir 0,099 mmol de produit, soit un rendement de 20%.

CCM : Rf=0,3.
MH" = 1201.

Le composé 6 est obtenu par couplage entre l'acide précédemment synthétisé et la
glycinyl-di tétradécylamide selon la méme méthode que celle décrite 2 l'exemple 4. La

glycinyl-di tétradécylamide est également obtenue de la méme fagon que

préecédemment.

On obtient ainsi 0,09 mmol de composé 6, soit un rendement de 90% pour cette étape.

HPLC analytique : Rt = 11,2 min.

Spectre de RMN__1H (400 MHz, (CD;)-SO dé avec ajout de quelques gouttes de
CD;COOD d4, 8 en ppm) : 0,87 (1, J = 7 Hz, 6H : CH; des chaines grasses) ; de 1,20
3 1,40 (mt, 44H : (CH,), centraux des chaines grasses) ; 1,45 et 1,54 (2 mts, 2H
chacun : 1 CH> de chaque chaine grasse) ; 1,67 (mt, 4H‘: CH- centraux du butyle) ; de
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1,80 a 2,10 (mt, 8H : CH, central des propyles) : de 2,95 a 3,30 (mt, 20H : les NCH;
des propyles et les NCH: du butyle) ; de 3,15 a 3,30 (mt, 4H : les NCH- des chaines

grasses) ; 3,84 (s, 2H : NCH,CON) ; 4,05 (s, 2H : CONCH,CON du glycyle).
MH™ = 949.

Exemple 7 : utilisation du composé 1 pour la transfection in vitro de matériel

geneétique

Matenel génétique utilisé :
L'acide nucléique utilisé est le plasmide pXL2774 (W097/10343) comportant
le géne codant pour la luciférase sous le controle du promoteur du cytomegalovirus

humain (CMV).

Les solutions d’acide nucléique sont diluées a 20 ug/ml dans du sérum

physiologique (chlorure de sodium NaCl 0,15 M).

Solutions de transfection (préparation extemporanée)

Les produits décrits dans I'invention sont mis en solution dans l'eau i

concentration variant de 60 a 240 uM et mélangés volume i volume avec la solution

d’ADN. La concentration saline finale est de 75 mM.

Transfection

Les cellules sont cultivées dans les conditions appropriées en microplaques de
24 puits (2 cm*/puits), et sont transfectées alors qu’elles sont en phase exponentielle
de croissance et & 50-70 % de la confluence.

Les cellules sont lavées par 2 fois 500 pul de milieu depourvu de protéines
seriques et remises en croissance soit en milieu sans sérum [transfection en l'absence
de sérum], soit en milieu complet [transfection en présence de sérum]. 50 ul de
melange transfectant [soit 0,5ug d'ADN/puits] sont ajoutés aux cellules [3
puits/condition vecteur-DNA]. Quand les cellules sont transfectées en l'absence de
serum, le milieu de croissance est supplémenté par la quantité appropriée de sérum 2
heures aprés la transfection.

L efficacité de transfection est évaluée 48 heures aprés la transfection par une

mesure de l'expression de la luciférase selon les recommandations données pour
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Putilisation du kit Promega [Luciferase Assay System]. La toxicité des mélangés

transfectants est estimée par une mesure des concentrations proteiques dans les lysats

cellulaires.

Résultats

Le composé 1 a été utilisé comparativement au lipide cationique RPR 120535

(sel de TFA) [décrit dans la demande de brevet WO 97/18185 incorporée a la présente
par référence] comme vecteur d’ADN pour transfecter trois lignées cellulaires
différentes : les cellules NIH3T3, les cellules HepG2 et les cellules HeLa. Pour ces
trots types cellulaires nous n’avons pas mis en évidence de toxicité significative du
compose 1 dont la préparation est décrite dans 'exemple 1. L'efficacité de transfection
du composé 1 et du lipide cationique de comparaison dans les trois types cellulaires est

representée a la figure 2/15, pour des rapports nmol de composé/ug d'ADN compris
entre 3 et 12.

De la figure 2/15, on peut déduire que I'efficacité maximale de transfection est
obtenue pour un ratio de 6 nanomoles lipide cationique/ug d’ADN pour les cellules
NIH3T3 et pour un ratio de 9 nanomoles hipide cationique/ug d’ADN pour les cellules
HeLa ou HepG2. Pour une transfection en I'absence de sérum, les niveaux
d’expression obtenus dans les celiules Hela ou HepG2 sont de 2 a 4 fois plus élevés

pour le composé 1 que pour le produit testé en comparaison.

La figure 3/15 représente l'efficacité de transfection des complexes composé
1/ADN comparativement au méme lipide cationique de référence que précédemment
(RPR120535) complexé a I'ADN. Les barres blanches représentent l'efficacité de
transfection des complexes nucléolipidiques en l'absence de sérum pendant 2 heures.
Les barres noires représentent [l'efficacité de transfection des complexes

nucléolipidiques en présence de sérum.

De la figure 3/15 on peut ainsi mettre en évidence un des avantages particuliers
des agents de transfert selon linvention. En effet, on observe que les niveaux de
transfection avec ou sans protéines sériques sont les mémes dans le cas du composé 1

de I'nvention, alors qu'avec le lipide cationique de comparaison, on observe une forte
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mhibition due & la présence des protéines sériques. Ceci constitue une propriété

particulierement intéressante pour des transfections in vivo.

Exemple 8 : utilisation des composés 2, 3, 5 et 6 pour la transfection in vitro de

materiel génétique

Matériel génétique utilisé :

L'acide nucléique utilisé est le plasmide pXL3031 comportant le géne codant
pour la luciférase sous le controle du promoteur du cytomegalovirus humain (CMV).
Ce plasmidepXL.3031 est représenté & la figure 15/15. Il a été isolé selon des
protocoles standards connus de 'homme du métier, et notamment selon Maniatis T.,
Fritsch E.F. and Sambrook J., Methods in Molecular Biology : a Laboratory Manual,
1982, pp. 83-94, Cold Spring Harbor Lab., NY.

Plus concrétement, les méthodes utilisées sont la méthode de lyse alcaline et la

punification sur gradient de chlorure de césium.

Transfection :

Les cellules sont cultivées dans les conditions appropriées en microplaques de

24 puits. Aprés croissance pendant une nuit, chaque puit contient environ 100 000

cellules.

Dans chaque puit, on introduit le mélange transfectant qui contient 1 pg
d'ADN dans 0,5 ml de DMEM, en I'absence de sérum. 5 heures aprés la transfection,
le milieu de croissance est supplémenté par la quantité appropriée de sérum (DMEM
et serum de veau foetal, 10%). Les lysats cellulaires sont récupérés 24 heures aprés la
transfection, et l'efficacité de la transfection est évaluée par la mesure de I'expression

de la luciférase selon les recommandations données pour l'utilisation du kit Promega

(Luciferase Detection Kit).

Résultats

Les niveau de transfection sont représentés aux figures 4/15, 5/15, 6/15 et
7/15.
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A chaque fois, lefficacité de transfection a été mesurée pour le lipide sous
forme de micelles, et en mélange avec un co-lipide (DOPE ou bien cholestérol). De ces
tableaux, on peut déduire que les niveaux de transfection sont trés élevés, méme a des
rapports de charge trés bas, avec les conséquences bénéfiques qui en résultent sur la
toxicité. Ceci constitue l'un des avantages des composés selon l'invention. En effet,
avec les lipides cationiques ne contenant pas de fonction(s) amidine, il est souvent
necessaire de se placer @ des rapports de charge trés élevés pour obtenir de tels

niveaux de transfection, ce qui entraine en général une toxicité accrue.

Exemple 9 : étude de I'affinité des composés 2, 3, 5 et 6 pour I'ADN

L'acide nucléique utilisé est le plasmide pXL3031, comme décrit & I'exemple

précédent.

Les complexes sont préparés a des concentrations de 0,25 mg d'ADN/ml avec
une quantité appropriée de lipide tel que défini dans la présente invention selon le
rapport de charge souhaité. Le complexe est préparé dans un milieu contenant 5% de
glucose et une solution de chlorure de sodium 20 mM. 50 ul de complexe
nucleolipidique sont ensuite dilués 20 fois dans 950 ul de solution contenant 5% de

glucose et une solution de chlorure de sodium 20mM.

La taille des complexes a été déterminée en mesurant le diamétre

hydrodynamique par diffusion dynamique de la lumiére a l'aide d'un appareil Coulter

- N4+.

Pour tous les composés, 3 phases physico-chimiques distinctes ont été mises en

évidence selon le rapport de charge :

- La phase A pour laquelle 'ADN n'est pas saturé par le lipide cationique, c'est-
a-dire qu'il reste encore de 'ADN nu dans le mélange, ce qui signifie que 'ADN n'est
pas totalement protége par le lipide et peut donc étre soumnis aux dégradations par les
enzymes. Les complexes formés sont chargés globalement négativement, ce qui rend le
passage des membranes cellulaires difficile. Il est ainsi préférable de ne pas se situer

dans cette zone pour transfecter de I'ADN.
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- La phase B pour laquelle 'ADN est complétement saturé par le lipide
cationique et les complexes sont globalement neutres ou legerement positifs. Les
repulsions ioniques étant maximales, cette phase est instable. Un phénoméne de
"cross-linking" paut se produire conduisant a la précipitation des complexes. Les

complexes dans cet état ne peuvent donc pas étre utilisés en injection.

- La phase C pour laquelle TADN est sur-saturé par le lipide et les complexes
sont donc globalement positifs. L'ADN est donc complétement protégé par le lipide et
Son passage a travers la membrane cellulaire (globalement négative) est facilitée. Les

complexes de la phase C sont donc particuliérement adaptés a une utilisation pour le

transfert d'acides nucléiques dans les cellules.

Les tableaux indiquant la phase dans laquelle les complexes se situent en

fonction du rapport de charge sont représentés aux fi gures 8/15, 9/15, 10/15 et 11/15.

Les tableaux des figures 8/15, 9/15, 10/15 et 11/15 comparent les phases en
fonctions des rapports de charge entre les composés de l'invention et leurs analogues
aminés, c'est-a-dire les lipides cationiques dont la fonction amidine ou guanidine est
remplacée par une fonction amino. On constate que la phase B est deplacée vers des
rapports de charge beaucoup plus faibles. Ainsi, le fait d'incorporer des fonctions
amidines dans la téte cationique contribue i l'augmentation de l'affinité des composés
pour TADN. Ceci constitue une propriété importante des composes de l'invention car
les complexes qu'ils forment avec I'ADN peuvent étre utilisés dans la phase C sans

pour autant se situer a des rapports de charge trop élevés, avec les effets bénéfiques

qui en résultent sur la toxicité.

L'affinité des composés de I'invention pour I'ADN a également été évaluée 3
laide de la mesure de la réduction de fluorescence aprés ajout de bromure d'éthidium.
En effet, la substitution du bromure d'éthidium de I'ADN par le lipide est une

indication de liaison 8 'ADN.

Ainsi, on ajoute aux complexes préparés 4 ul d'une solution de bromure

d'éthidium 1 mg/ml, puis on mesure la fluorescence i une longueur d'onde d'excitation
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de 260 nm et & une longueur d'onde d'émission de 590 nm. La fluorescence obtenue

pour 'ADN seul est défini comme étant de 100%.

Les résultats sont indiqués dans les tableaux des figures 12/15, 13/15 et 14/15.
Ces résultats indiquent que les composés de l'invention présentent une trés bonne

5  affinité pour 'ADN, ce qui constitue une propriété particuliérement intéressante des

composes de l'invention.
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REVENDICATIONS

1. Lipopolyamine, sous forme D, L ou DL, ainsi que ses sels, de formule

générale (I):

R, 5
\N —|(CH 7N R D
) 3)m (CH,) )
R, n P

5 dans laquelle :

- Ry, Rz et R; représentent indépendamment t'un de I'autre un atome d’hydrogéne ou un

groupement -(CHz)q-NRR’ avec

* q etant un entier de 1 4 6 inclus, les valeurs de q €tant indépendantes les une

des autres entre les différents groupements R,, R» et R;, et

10 * R et R’ représentent indépendamment 1'un de !'autre un atome d’hydrogéne

Oou un groupement de formule (1) :

NR.

.

(CH)] “NHR,

dans laquelle r est un nombre entier pouvant varier de 0 i 6 inclus, et les groupements

Rs représentent, indépendamment I'un de l'autre, un atome d'hydrogéne ou un reste

15  hydrocarboné,

etant entendu que l'un au moins des groupes R;, R; et R; comporte au moins un

groupement de formule (II),
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- M et n representent, indépendamment 1'un de P'autre, un nombre entier
varier de 1

pouvant
a 6 inclus avec, lorsque n est supérieur & 1, m pouvant prendre des valeurs

différentes et R; des significations différentes au sein de la formule générale (I),

- P représente un nombre entier pouvant varier de 1 i 6 inclus, et,

5 - Ryreprésente un groupement de formule generale (ITI) :
Re
/R
—tX—(CH)—Y34-N (I11)
\R
8
dans laquelle:

* R7 et Rq représentent indépendamment I'un de I'autre un atome d'’hydrogéne

Ou un groupement hpophile, I'un au moins des groupes R; et Rg étant différent de
10  T'hydrogeéne,

* t est un nombre entier choisi de 0 4 10 inclus avec Rg, X, Y et s pouvant
avorr des significations différentes au sein des différents motifs [X-(CHRé)S-Y] lorsque

t est un entier supérieur a 1,

* X représente un atome d'oxygéne ou de soufre, ou un groupement amino ou

15 alkylamino, le substituant alkyle étant linéaire ou ramifié et contenant 1 a 8 atomes de
carbone,
* Y représente un groupement carbonyle ou un groupement méthyléne,
* R¢ représente un atome d’hydrogéne ou une chaine latérale d’acide aminé
naturel, le cas échéant substituée, et,
20

* sreprésente un entier variant de 1 a 10 inclus avec lorsque s est égal 4 1, R

représentant une chaine latérale d'acide aminé naturel, le cas échéant substituée, et

lorsque s est supérieur a 1, R; représentant un atome d’hydrogéne.
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2. Composés selon la revendication 1 caractérisés en ce que, dans le

groupement de formule (II), R; est un atome d’hydrogéne ou un reste hydrocarboné

aliphatique ou aromatique, éventuellement halogéné.

3. Composés selon la revendication 2 caractérisés en ce que, dans la formule
(I), T'un des groupes R; représente un atome d'hydrogéne et l'autre un reste
aliphatique contenant 1 3 10 atomes de carbone ou un reste aromatique choisi de

préférence parmi le benzyle et ses dérivés.

4. Composés selon la revendication 2 caractérisés en ce que, dans la formule

(11), les deux groupes R; représentent des atomes d’hydrogéne.

5. Composés selon l'une des revendications précédentes caractérisés en ce

que, lorsque R,, R», et/ou R; sont différents de Fhydrogéne et comprennent la formule

(I), q prend la valeur 2 ou 3 et r vaut 0.

6. Composés selon l'une des revendications précédentes caractérisés en ce

que, dans la formule générale (I), m est choisi parmi 2, 3 et 4.

/. Composés selon l'une des revendications précédentes caractérisés en ce
que, dans la formule (II), I'un au moins des groupes R; et Rj représente un
groupement lipophile composé d'une ou plusieurs chaines aliphatiques grasses, d'un

derivé de stéroide, d'un lipide naturel ou synthétique, ou d'une combinaison de ceux-ci.

8. Composés selon la revendication 7 caractérisés en ce que le groupement

bipophile est représenté par un radical aliphatique contenant 5 & 22 atomes de carbone,

sature ou non, linéaire ou ramifié, éventuellement halogéné.

9. Composés selon la revendication 7 caractérisés en ce que le groupement
hipophile est représenté par un dérivé de stéroide choisi parmi le cholestérol, le

cholestanol, le 3-a—S-cycIo-S-a-cholestan-6-B-ol, Vacide cholique, le cholestéryl-
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formiate, e chotestanylformiate, le 3a,5-cyclo-5a-cholestan-6B-yl formiate, |

cholestérylamine, la

a
6-(1,5-dimét hylhexyl)-3a,Sa-diméthylhexadécahydrocyclo-
penta[a]cyclopropa [2,3]cyclopental1 ,2-f]naphta-lén-10-ylamine, ou

la cholestanyl-
amine.

10. Composés selon la revendication 7 caracterisés en ce que le groupement

bipophile est représenté par un groupement (CH2),-NH-Ry dans lequel u est un nombre

entier compris entre 2 et 6 inclus et Ry est un radical acyle tel que par exemple le

cholestérylformiate, I'arachidonyle ou I'acide cholique.

11. Composés selon la revendication 1 caracterisés en ce que les deux groupes

10 R; et Rq représentent des groupements lipophiles.

12. Composés selon la revendication 11 caractérisés en
groupes R; et Rg

ce que les deux
representent une chaine aliphatique contnant 5 3 22 atomes de
carbone, et de préférence entre 12 et 22 atomes de carbone.

14. Composés selon la revendication 1 Caractérisés en ce que R, et R,

comportent chacun un groupement de formule (I]) et R; est un atome d’hydrogeéne.

15. Composés selon la revendication 1 caractérisés en ce que R, et R;

comportent chacun un groupement de formule (I1) et R: est un atome d'hydrogéne.

20 16. Composés selon la revendication 1 Caracterisés en ce que R;, R, et R,

comportent chacun un groupement de formule (I]).

17. Composés selon I'une des revendications précédentes caractérisés en ce

qu'il est associé & un élément de ctblage extra ou intracellulaire.
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18. Composés selon la revendication 17 caractérisés en ce qu'il incorpore

I'élément de ciblage au niveau de la chaine latérale d'acide aminé Rs.

19. Composés selon l'une des revendications précédentes caractérisés en ce
quil incorpore un agent marqueur de type biotine, rhodamine, folate, ou une séquence
peptidique ou pseudopeptidique linéaire ou cychque comportant I'épitope Arg-Gly-

Asp au niveau de la chaine latérale d'acide aminé Ry

20. Composés selon la revendication 1 caractérisés en ce quil est choisi parmi

les composés de formule suivantes dans lesquelles Ry et Rs ont les significations

données dans la revendication 1 :

H H
(IV)
10

4
NH |
'/' (V)

(VD)
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NH
H
N'/l‘k 2 VN e %\ N.__~NHR

HN

HN/&NH

21. Composés selon la revendication 1 caractérisés en ce qu'il est choisi parmi :

R

5

Composé 3
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HzN I \—-g
O
Compose 4
O
Q e Wa W We e Vi
i e 4
NSNS NS V\/\’\»\,\,\/
© H 11 Il
Nb-
N
Composé 5
HN;YNH,
o g
H,
N O

Composc 6

22. Composition comprenant un composé selon l'une des revendications

5  précédentes et un acide nucleique.

23. Composition selon la revendication 22 caractérisée en ce qu'elle comprend

en outre un ou plusieurs adjuvants adjuvants.

24. Composition selon la revendication 23 caractérisée en ce que ladjuvant est

un ou plusieurs lipides neutres.
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25. Composition selon les revendications 23 et 24 caractérisée en ce que les

lipides neutres sont des lipides a deux chaines grasses.

26. Composition selon les revendications 23 & 25 caractérisée en ce que les
lipides neutres sont des lipides naturels ou synthétiques, zwitterioniques ou dépourvus
de charge ionique dans les conditions physiologiques, choisis par exemple parmi la
dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE), I'oléoylpalmitoylphosphatidyléthanolamine
(POPE), les di-stéaroyl-, palmitoyl-, mirystoylphosphatidyléthanolamines ainsi que
leurs dérivés N-méthylés 1 a 3 fois, les phosphatidylglycérols, les diacylglycérols, les
glycosyldiacylglyceérols, les cerébrosides (tels que notamment les galactocérébrosides),
les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyélines) ou encore les

asialogangliosides (tels que notamment les asialoGM1 et GM2).

27. Composition selon la revendication 23 caractérisée en ce que l'adjuvant est
un composé ntervenant directement ou non au niveau de la condensation de l'acide

nucléique.

28. Composition selon les revendications 23 & 25 caractérisée en ce que ledit
adjuvant dérive en tout ou en partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une
nucléoline et/ou de l'un de leurs dérivés, ou bien est constitué, en tout ou en partie, de
motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs

pouvant varier entre 2 et 10 et pouvant étre répétés de maniére continue ou non.

29. Composition selon la revendication 22 caractérisée en ce qu'elle comprend

en outre un €lément de ciblage.

30. Composttion selon les revendications 22 & 29 caracténisée en ce qu'elle
comprend un véhicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation

injectable.
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31. Composition selon les revendications 22 & 29 caractérisée en ce qu'elle
comprend un véhicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la

peau et/ou les muqueuses.

32. Utilisation d'un composé selon l'une des revendications 1 a 21 pour le

transfert d'acides nucléiques dans les cellules.

33. Procédé de préparation d'un composé tel que défini dans les revendications
1 a 21 caractérisé en ce que I'on forme un groupement amidine sur par action d'un
deriveé thio ou oxo de l'urée sur une lipopolyamine ou en ce que l'on greffe une

polyaminoamidine a un lipide par couplage peptidique.

34. Méthode de transfert d'acides nucléiques dans les cellules caractérisée en ce
quelle comprend les étapes suivantes :

(1) 1a mise en contact de l'acide nucléique avec un composé tel que défini dans
les revendications 1 a 21 et le cas échéant avec un ou plusieurs adjuvants et/ou

element de ciblage pour former un complexe et,

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe formé en (1).
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Composé 2 in vitro (Cellules Hela)
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Composé 3 in vitro (Cellules Hela)
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Composé 5 in vitro (Cellules Hela)
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Composeé 6 in vitro (Cellules Hela)
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FIG 12
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compose 2

| 35.7% | 27,8% | 20.6% | 21,4% | 19.8% | 19.8% | 19.8% | 19.8%
(micelles)
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(micelles)
composé 5
_ 19,0% | 21,4% | 19,0% | 19.8% | 19,8% | 19,0%
(micelles)
composé 6
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(micelles)
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FIG 13
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FIG 14

n
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