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(57) Abrégé: L invention se rapporte a des dérivés d’oligobenzimidazoles capables de s’associer avec les acides nucléiques de for-
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d’acides nucléiques dans les cellules ou la visualisation des acides nucléiques administrés par fluorescence.
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DERIVES D’OLIGOBENZIMIDAZOLES ET LEUR UTILISATION COMME AGENTS DE TRANSFECTION

La presente 1nvention se rapporte a des derives d’oligobenzimidazoles

capables de s’associer avec les acides nucléiques de formule générale (1) :

D
&/N
| ) R (I
RT NF TN

H |n

leurs sels, les compositions qui les contiennent et leurs utilisations, par exemple pour
le transfert in vitro, in vivo ou ex vivo d'acides nucleiques dans les cellules ou la

visualisation des acides nucléiques administrés par fluorescence.

Dans le brevet FR 1.519.964 ont ¢te décrit les composes bis-

benzimidazoliques et leurs sels de formule :

ou Ar désigne un reste arylene, R; désigne un atome d’hydrogene ou
d’halogéne, un groupe hydroxy, un groupe alkyle ou alcoxy inferieur, un groupe

mercapto ou alkylmercapto, un groupe alkylenedioxy ou nitro, un reste phenyle ou un

‘groupe amine eventuellement porteur de substituants alkyliques, R, designe

I’hydrogeéne, un reste alkyle éventuellement substitué, un reste alcoxycarbonyle,

carbamido, aryle ou aralkyle et R; désigne un atome d’halogene ou un reste alkyle

infeneur.
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Ces composes sont decrits comme possédant une forte activité anthelmintique et
bactériostatique contre des germes gram-positifs, et ils peuvent étre €galement

facilement caracterises grace a leur tfluorescence verte typique (voir page 5 paragraphe

5 de FR 1.519.964).

I a en outre €t¢ montre en particulier que 1'un de ces derivés bis-
benzimidazoliques dénommeé « Hoechst 33258 » pour lequel Ar-R; est le p-phénol, R;
est un groupe methyle et R3 est H, est €galement un bon ligand du petit sillon de
I’ADN, en plus d’étre un fluorophore. Le « Hoechst 33258 » a donc éte décrit comme
étant utile pour-la visualisation d’ADN nouvellement synthétisé et pour déterminer le
nombre de paires de bases A-T présentes dans un echantillon d’ADN (voir F.G.

Loontiens et al., Biochemistry, 1990, 29, pp. 9029-9039).

De nombreux composés similaires au « Hoechst 33258 » ont par la suite ete
synthétisés. Par exemple, un analogue pour lequel le groupe hydroxy du phenol
terminal est placé en méta au lieu d’étre en para, a €té prépare dans le but d’introduire
potentiellement une liaison hydrogene avec certains groupes fonctionnels de I'"ADN
(S.E. S. Ebrahimi et al., Anti-Cancer Drug Design, 1995, 10, pp. 463-479). 1l a ete
montré que cette légere différence structurelle par rapport au « Hoechst 33258 »
n’introduisait pas de modification majeure des propriétes, bien que méme une tres
légere modification de structure est susceptible d’altérer les proprictés de haison a
I’ADN (voir page 464 du méme document). De tels dérivés sont décrits comme etant
utiles en tant qu’outil biologique et comme meédicaments diriges directement vers le

génome dans des cas de maladie virale ou de cancers.

Le composé « Hoechst 33258 » a également ét¢ modifie par I’introduction au
niveau du substituant phénol terminal de différentes sortes de molécules de haison
(communément appelées « linker »), comme par exemple I’hexa(éthylene glycol). afin
de pouvoir lier ce fluorophore de fagcon covalente a des oligo(déoxynucleotides), ce
qui permet d’augmenter la stabilité du complexe d’hybridation forme et de suivre le

succes de cette hybridation par mesure de la fluorescence (K. Wiederholt et al., J. Am.
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Chem. Soc., 1996, 118, pp. 7055-7062 ; Sharanabasava B. Rajur et al., J. Org. Chem.,
1997, 62, pp. 523-529).

Des conjugués entre le « Hoechst 33258 » et du polyéthyléne glycol (« PEG »)
ont egalement ¢te formés afin de permettre la séparation de fragment d’ADN
amplifies par réaction de polymérisation en chaine (« PCR ») identiques en longueur
mais différents en ce qui concerne leur composition basique, grace aux propriétés de
llatson du compose « Hoechst 33258 » a ’ADN (M. Miller et al., Nucleic Acid
Research, 1997, Vol. 25, N° 24, pp. 5125-5126).

Enfin, des analogues du « Hoechst 33258 » portant une chaine alkyle
contenant 5, 8 ou 12 atomes de carbone sur 1’oxygene du phénol terminal ont
egalement ete synthétisés. Il a €t¢ montré que ces analogues lient le petit sillon de
I’ADN et qu’il en résulte ainsi une inhibition de la transcription de certains geénes
specifiques des cellules cancéreuses. Il a aussi été montré que ces analogues induisent
une toxicite selective vis-a-vis des cellules du mélanome humain (S.S.C. Wong et al.,

Biochemical Pharmacology, 1994, Vol. 47, N°5, pp. 827-837).

Par ailleurs, 1l est connu que les lipides cationiques sont des agents de
transtection de ’ADN dans les cellules. En effet, du fait de leur charge globale
positive, 1ls interagissent spontanement avec 'ADN globalement negatif, formant
ains! par interractions ioniques des complexes nucléolipidiques compactes capables
de se fixer sur les membranes cellulaires, et permettent la libération intracellulaire de
I'ADN. Toutetois, l'emplor de ces lipides cationiques en tant qu’agent de tranfection
pose encore de nombreux problemes, et leur efficacite reste a ameliorer. Notamment,
1l a ete observe que pour obtenir des complexes nucléolipidiques efficaces et stables,
1l est en general necessaire que ces complexes solent fortement cationiques.
Cependant, 1l serait souhaitable de pouvoir disposer de vecteurs non-cationiques ou
moins cationiques de fagcon a former avec |’acide nucléique des particules

globalement neutres ou negatives pour différentes raisons :
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- les complexes formés entre l'acide nucléique et les vecteurs de transfert, du
fait de leur charge globale positive, ont tendance a étre captés par le systeme
réticuloendothelial ce qui induit leur elimination,

- du fait de la charge globale positive des complexes formés, les proteines du
plasma ont tendance a s'adsorber a leur surface, et 1l en résulte une perte du pouvoir
de transfection,

- dans un contexte d’injection locale la presence d’une charge globale positive
importante empéche la diffusion des complexes d'acides nucieiques en dehors du site
d’administration, car les complexes s’adsorbent sur les matrices extracellulaires ; les
complexes ne i:)euvent donc plus atteindre les cellules cibles, ce qui, par voie de
conséquence, entraine une diminution de l'efficacité de transfert par rapport a la

quantite de complexes injectee,

- et enfin, les lipides ou polymeres cationiques ont un effet inflammatoire, qui

a été constate a de nombreuses reprises.

Une alternative aux lipides cationiques pour le transfert d’acides nucléiques a
ainsi été proposée dans la thése de JS Rémy (Synthese et Ultilisation in vitro de
nouveaux vecteurs de transfert de genes, Jean-Serge REMY, Universite Louis Pasteur
de Strasbourg, soutenance du 13 avril 1994), dans le cadre de laquelle des
oligopyrroles couplés a des chaines grasses hydrocarbonées avaient €te synthetises
afin de former des complexes avec I’ADN, grace notamment aux proprietes de
ligands du petit sillon de I’ADN des oligopyrroles peptidiques. Cependant, les derives
lipidiques d’oligopyrrole synthétisés s’étaient avérées légerement toxiques et
n’avaient montré aucune efficacité en transfection. De tels vecteurs ne semblait donc

pas étre avantageux par rapport aux lipides cationiques.

[1 a maintenant été montré que les dérivés d’oligobenzimidazole de tormule

generale (1) :



WO 01/32630

10

15

20

25

CA 02389778 2002-05-02 PCT/FR00/03087

/P

\

N

| Da R (I)
N
H

dans laquelle

- R représente un atome d’hydrogene, un radical carboxyle, alkyloxycarbonyle,
carbamoyle, alkylcarbamoyle, un groupe pipérazinyle éventuellement substitue en
position -4 par un alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone droit ou ramifi€, ou bien
R repreésente un groupe imidazolyle,

- nestun entier €gal a 2, 3,4 ou 5, et

- R’ représente un groupe -O-Rj;, -S-Ri, NHR3, ou bien -O-CO-NH-R; et R;
represente un groupe alkyle,

- ou bien R’ représente un groupe -NR4Rs5 ou bien -O-CO-NR4Rs et Ry et Rs,
identiques ou différents, représentent chacun un groupe alkyle,

les radicaux alkyles mentionnés ci-dessus étant, sauf specification contraire, droits ou
ramifiés, éventuellement saturés, et contenant 12 a 22 atomes de carbone,

ainsi que leurs sels, manifestent des propriétés de liaison a I’ADN et des proprietes de
fluorescence particuliérement intéressantes dans le cadre d’une administration d’ADN

in vitro, in vivo ou ex vivo et sa visualisation.

En effet, les composés de formule générale (I) selon la présente invention
constituent des dérivés du « Hoechst 33258 > coupiés a une ou plusieurs chaines
grasses hydrocarbonées, et il a été montré que ces composes sont des hgands de
I’ADN, et en particulier du petit sillon de I’ADN, mais que, contrairement aux lipides
cationiques, ils ne compactent pas ledit ADN. Plus precisement, les derives
d’oligobenzimidazole de formule générale (I) selon I'invention forment des liaisons
hydrogénes non-ioniques avec I’ADN. Ils permettent ainsi de stabiliser I’ADN dans
un contexte de production et/ou purification d’ADN. En outre, 1l a cte egalement
montré que les dérivés d’oligobenzimidazole selon I'invention conservent les memes

propriétés de fluorescence que le « Hoechst 33258 » lorsqu’ils sont associes a I’ADN,
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ce qui permet la visualisation de ce dernier. Enfin, il a €té mis en évidence que, |
contrairement aux oligopyrroles lipidiques, les derivés d’oligobenzimidazole selon la
présente invention permettent le transfert de ’ADN dans les cellules tout en le

protegeant des degradations causees par les endonucleases.

Selon une variante de I'invention, les deriveés d’oligobenzimidazole ont pour

formule generale (II)

] R (D)

dans laquelle

- R représente un atome d’hydrogene ou un groupe pipérazinyle eventuellement
substitué¢ en position -4 par un alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone droit ou
ramifié,

- n est un entier egal a 2 ou 3, et

- R’ représente un groupe -OR; , NHR3 ou -O-CO-NH-R3; et Rj3 represente un groupe
alkyle,

- ou bien R’ représente un groupe NR4R;s ou -O-CO-NR4Rs et R4 et Rs, identiques ou
différents, représentent chacun un groupe alkyle,

les radicaux alkyles mentionnés ci-dessus étant, sauf spécification contraire, droits ou
ramifies, éventuellement satures, et contenant 1:’2 a 22 atomes de carbone,

étant entendu que R’ est différent de OR; avec Rj3 representant un substituant
dodécyle lorsque R représente le méthyl-4 pipérazinyle et que n est €gal a 2,

ainsi que leurs sels.

Au sens de l'invention, les substituants alkyle droits ou ramifies,
éventuellement saturés, et contenant 12 a 22 atomes de carbone sont €galement
appelés « chaines grasses ». La ou les chaines grasses peuvent contenir en particulier

12, 14, 16 ou 18 atomes de carbone. Il peut notamment s’agir des chaines grasses

(CH;)11CHj, (CH»)13CHjs, (CH2)15CH3 ou (CH»)17CHa.
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Les derivés d’oligobenzimidazole de formule générale (I) peuvent étre obtenus |
selon des meéthodes analogues a celles décrites dans le brevet FR 1.519.964. C’est
plus particulierement le cas lorsqu’on veut obtenir des dérivés pour lesquels R
represente un substituant piperazinyle éventuellement substitué. En effet, on peut dans
ce cas partir du produit « Hoechst 33258 » commercial et greffer sur le groupe
hydroxy du phenol terminal le substituant R’ tel que défini dans la formule générale
(I) selon des meéthodes classiques connues de ’homme du métier ou selon des
methodes analogues. Par ailleurs, les deérives d’oligobenzimidazole de formule

generale (1) peuvent etre egalement obtenus soit par synthése en phase solide, soit par

synthese en phase liquide.

A - Preparation en phase liquide

A titre non-limitatif, on peut operer de la facon suivante :
) On condense sur le 1.,2-diammmobenzene commercial du 3.4-
dinitrobenzaldehyde de tfagon a obtenir apres cyclisation spontanée un dériveé nitré de

formule generale (111) :

P8

N\
\%\E

NO, (111)

sl

NO,

La condensation est ettectuee dans le dioxane en preésence de dunode. On opere de

preférence a temperature comprise entre 10°C et 40°C pendant environ 24 heures.

Le 3,4-dinitrobenzaldehyde peut ¢tre obtenu de la facon suivante :

a) L’acide 3,4-dinitrobenzoique commercial est transforme en 1’halogenure d’acyle
correspondant selon les methodes classiques connues de ’homme du metier pour
obtenir un halogenure d’acyle a partir d’un acide ou selon des methodes analogues.
Par exemple, on opere en presence d’un reactit tel que le chlorure de thionyle, le

trichlorure ou tribromure de phosphore, le pentachlorure ou pentabromure de
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phosphore a tempeérature comprise entre70°C et 90°C environ. Selon une autre
methode, on opere en presence de triphénylphosphine dans le tétrachlorométhane.

b) L’halogenure de 3 4-dinitrobenzylcarbonyle est ensuite réduit en [’alcool
correspondant selon les methodes classiques connues de ’homme du métier pour
obtenir un alcool a partir d’un halogénure d’acyle ou selon des méthodes analogues. A
titre d’exemple, on peut opérer en presence de borohydrure de lithium dans un solvant
convenable (par exemple du tétrahydrofurane) a tres basse tempeérature, par exemple a
-713°C.

c) L’alcool obtenu a |’etape précedente est enfin oxyde en 3,4-dinitrobenzaldéhyde
selon les méthodes classiques connues de [’homme du metier pour obtenir un
aldehyde a partir d’un alcool ou selon des méthodes analogues. Par exemple, on peut
utiliser comme agent oxydant I’oxyde de chrome et opérer en présence de chlorure de
trimethylsilyle. On se place dans ce cas a température comprise entre 10°C et 40°C
environ dans un solvant organique appropri¢ comme par exemple la

dimethylformamide, les solvants chlores etc...

2) Le dénve nitre de formule générale (III) est alors reduit de tagon a obtenir

un dérive diamine de formule generale (IV) :

IR

N
A\

O w
H

NH,
La réduction s’effectue selon les methodes classiques, par exemple par hydrogénation
catalytique en milieu acide en presence de nickel de Raney ou de palladium sur
charbon, dans un alcool et a une tempéerature comprise entre 20 et 60°C. On peut
utiliser a titre d’alcool du méthanol ou de I’éthanol. Une autre alternative consiste a
operer par action du chlorure stanneux en milieu aqueux acide a temperature comprise

entre 20 et 100°C, ou encore par reduction par le fer en milieu aqueux acide et

alcoolique a une temperature comprise entre 20 et 100°C. La solution aqueuse acide
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peut par exemple étre une solution aqueuse d’acide chlorhydrique. La solution

alcoolique peut par exemple €tre du méthanol ou de 1’éthanol.

3) les etapes de condensation et de reduction telles que décrites en 1) et 2) sont

répétées successivement n-2 fois de telle sorte que ’on obtient un dérivé diaminé de

.
|

5  formule geneérale (V) :
Xx—N
| \
SN
\ g N
— H

dans laquelle n represente un entier choisi parmi 2, 3, 4 ou 3.

(V)

4) On condense ensuite sur le dérive diamine de formule generale (V) obtenu

précédemment un deérive de mtrobenzaldéhyde de tormule generale (VI) :

O
H/Um\ (VI)
R’

dans laquelle R’ est tel que défini dans la tormule generale (1),

10

de facon a obtenir dérivé de formule generale (Vi) :

T _.
B X
s (VII)
N \ R
H N
— H

—In-

dans laquelle R’ est tel que défini préceédemment.

15  De préférence, la condensation est effectuée dans le dioxane en présence de duode.
On opere préférentiellement a temperature comprise entre 10°C et 40°C pendant
environ 24 heures. Selon une autre méthode, on opere en présence de

dichloruredicyanoquinone (DDQ) dans un solvant convenable, par exemple la N,N-
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10

dimethylformamide, la N-méthylpyrrolidinone, la diméthylacétamide, 1’acétonitrile, le |
dichloromethane, le toluene, le benzene etc...

Le denive benzaldehyde de formule generale (VI) est soit commercial, soit 1l est
obtenu :

a) par alkylation du 4-hydroxybenzaldéehyde commercial selon les méthodes
classiques connues de [’homme du metier ou selon des methodes analogues lorsque
R’ représente un groupe OR3,

b) par reduction suivie d’une alkylation du 4-nitrobenzaldéhyde commercial selon les
meéthodes classiques connues de [’homme du metier ou selon des méthodes analogues
lorsque R’ représente un groupe NHR3 ou, ou bien

c) par addition nucléophile du dénve acide COOH-NHR; ou COOH-NR4R5 sur du 4-
hydroxybenzaldehyde commercial selon les méthodes classiques connues de ’homme

du metier ou selon des methodes analogues lorsque R’ représente un groupe -O-CO-

NHR; ou bien -O-CO-NR4Rs.

5) Dans le cas ou 1’on souhaite que les dertves de tormule generale (1) selon la
présente invention portent un substituant R représentant un groupe piperazinyle
eventuellement substitué ou un groupe imidazolylie, alors on effectue la premiere
¢tape du procédé décrit ci-avant a partir du 1,2-diaminobenzene substitue en position

-4 par le groupe R.

B - Preparation en phase solide, premiere variante

On peut €galement préparer les dénives d’oligobenzimidazole de formule generale (1)
selon la présente invention en phase solide. C’est plus particulierement le cas lorsque
’on souhaite que les dérivés de formule générale (I) selon la présente invention
portent un substituant R représentant un groupe carboxyle, alkyloxycarbonyle,

carbamoyle ou alkylcarbamoyle. Dans ce cas, on peut opérer comme suit :

1) Sur une résine classique de type resine de Wang substituee par un atome de

brome ou d’iode ou par un groupe hydroxy, ou toute autre resine analogue
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convenable, on grette ’acide 3,4-diaminobenzoique commercial, de facon a obtenir la |
resine substituée de formule géneérale (VIII) : .

/\/NHz
l (VIII)

®_OY\/\NH

2

O

Lorsque la résine de départ est substituee par un atome d’halogene, le couplage est
5 effectué en présence d’un sel de cesium et d’une base non-nucléophile dans Ja N-
ethyldiisopropylamine, dans un solvant aprotique convenable. A titre de base non
nucleophile, on peut par exemple utiliser les amines tertiaires, du carbonate de
calcium ou encore du dicarbonate de sodium. Encore plus préferentiellement, les
bases utilisées sont des amines tertiaires, par exemple la triethylamine (TEA) ou la N-
10  éthyldusopropylamine (DIEA). Les solvants convenables peuvent étre choisis parmi

la N-méthylpyrrolidinone ou la diméthylformamide.

2) Sur la résine substituée de formule générale (VIII) obtenue a 1'ctape
précédente, on condense le 3,4-dinitrobenzaldéhyde de fagon a obtenir apres

cyclisation spontanée un dérive nitré de formule geénerale (1X) :

XN
l ) NO,  (IX)
O NO,
15
[a condensation est effectuée dans le dioxane en présence de diiode. On opere de
préférence a temperature comprise entre 10°C et 40°C pendant environ 24 heures.
Le 3,4-dinitrobenzaldéhyde est obtenu de la méme facon que deécrit precedemment
pour la preparation en phase liquide.
20 3) Le dérivé nitré de formule générale (1X) obtenu est alors reduit de fagon a

obtenir un dérivé diamine de formule generale (X)) :
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/%/N

(®—o l = N\ e (3
\ﬂ/\/\H NH

O ,

La réduction est effectue¢e de préférence en présence d’un acide de Lewis dans un
solvant convenable. A titre d’acide de Lewis, on utilise par exemple le chlorure
d’¢tain ou le chlorure de chrome. A titre de solvant convenable, on utilise par

5  exemple la N,N-dimeéthylformamide ou la N-méthylpyrrolidinone

4) les etapes de condensation et de réduction telies que décrites ci-dessus en 2)
et 3) sont repetees successivement encore n-2 fois de telle sorte que 1'on obtient un

dérivé diamineé de formule generale (XI) :

/\/N

| \
At
- —n - NH

O

NH, (&)

pras

2

10  dans laquelle n représente un entier choisi parmi 2, 3, 4 ou 5.

5) On condense ensuite sur le dérive diamine de formule generale (XI) obtenu

précédemment un dérive de nitrobenzaldeéhyde de formule generale (V1) :

H X (VI)

Rl
dans laquelle R’ est tel que defini dans la formule generale (1),

15  de facon a obtenir un derive de formule generale (XII) :
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dans laquelle R’ est tel que défini précédemment.

De préterence, la condensation est effectuée dans le dioxane en présence de diiode.
On opere preterentiellement a température comprise entre 10°C et 40°C pendant
environ 24 heures. Selon une autre méthode, on opere en présence de
dichloruredicyanoquinone (DDQ) dans un solvant convenable choisi parmi la N,N-

dimethylformamide ou la N-methylpyrrolidinone.

Le derive benzaldehyde de formule geéncrale (VI) est soit commercial, soit 1l est

obtenu comme indique précedemment pour la preparation en phase liquide.

6) Le derive obtenu a I’etape précedente est ensuite clivé de la résine, et on

obtient ainsi [’acide de formule geénerale (XIII) :

Pp— — 1

RN
| N\ R’ (XI1I)

Jn

O

dans laquelle R’ et n sont tels que définis precedemment.
Le clivage de la résine est effectue selon les méthodes classiques connues de "'homme
du métier ou selon toute autre methode analogue. Par exemple, on opere en presence

d’acide trifluoroacetique a temperature comprise entre 1 0°C et S0°C.

7) Pour obtenir les derivés d’oligobenzimidazole de formule generale (1), on
opere, selon la signification de R, de la fagon suivante :
a) lorsque R représente un radical alkyloxycarbonyle, on opere selon les methodes
classiques d’esterification connues de I’homme du metier qui n’alterent pas le reste de

la molecule, notamment par application ou adaptation des methodes decrites dans

Tetrahedron, 33, 683 (1977), Tetrahedron Letters, 4475 (1978) ou Bull. Soc. Chim.
Japan, 40, 2380 (1967),

b) lorsque R represente un radical carbamoyle ou alkylcarbamoyle, on opere selon les
meéthodes classiques de transformation des acides en amide connues de 1’homme du

metier et qui n’alterent pas le reste de la molecule, par exemple par traitement avec de
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[’ammoniac ou avec une amine primaire convenable (pour R représentant un radical

alkylcarbamoyle),

C - Preparation en phase solide. seconde variante

Selon une autre variante, la synthese en phase solide peut étre effectuée comme suit :

5 [ ) Sur une resine classique de type résine de Wang substituée par un atome de
brome ou d’iode ou par un groupe hydroxy, ou toute autre résine analogue
convenable, on greffe l'acide 3-nitro-4-aminobenzoique commercial, de fagon a

obtenir la resine substituee de formule generale (XIV) :

®—OYI‘\/ NO

O

P _ NH,
(XIV)
N

2

10  Lorsque la résine de départ est substituée par un atome d’halogene, le couplage est
effectué en présence d’un sel de césium et d’une base non-nucléophile dans la N-
éthyldiisopropylamine, dans un solvant aprotique convenable. A titre de base non
nucléophile, on peut par exemple utiliser les amines tertiaires, du carbonate de
calcium ou encore du dicarbonate de sodium. Encore plus preterentiellement, les

15  bases utilisées sont des amines tertiaires, par exemple la triethylamine (TEA) ou la N-
¢thyldiisopropylamine (DIEA). Les solvants convenables peuvent €tre choisis parmi

la N-methylpyrrolidinone ou la diméthylfonnarﬁide.

2) A la résine substituée de formule générale (XIV) obtenue a [’ctape

précédente, on ajoute du chlorure de 4-fluoro-3-nitrobenzylcarbonyle et on obtient

20 amnsi la résine substituce de tformule generale (XV) suivante :
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N o, (V)
(P)—0 A O
\ﬂ/ NO,

O

Le couplage est effectue selon les methodes de couplage peptidique classiques
(Bodanski M., Principles and Practices of Peptide Synthesis, Ed. Springe-Verlag) ou
par toute methode analogue connue de I’homme du metier. Notamment, la réaction
s’effectue généralement en présence d’une base non-nucléophile dans des solvants
aprotiques convenables, a temperature comprise entre 0 et 100°C, le pH étant ajuste
entre 9 et 11.

A titre d'exemple, le chloroforme, la diméthylformamide, la meéthylpyrrolidone,
['acétonitrile, le dichlorométhane, le toluéne ou le benzene peuvent etre utilises
comme solvant.

Les bases non-nucléophiles employées sont préférentiellement des amines tertiaires,
du carbonate de <calcium ou du dicarbonate de sodium. Encore plus
préférentiellement, les bases utilisées sont des amines tertiaires comme par exemple
la triéthylamine (TEA) ou le N-éthyldiisopropylamine.

Avantageusement, le couplage peptidique est effectué entre 0 et 50°C, et de
préférence entre 10 et 30°C.

Le chlorure de 4-ﬂu0ro—3-nitrobenzylcarbohyle est obtenu a partir de l'acide
commercial correspondant selon toute méthode connue de ’homme du metier pour
obtenir un halogénure d’acyle a partir d’un acide. Par exemple, on peut operer par

action du chlorure de thionyle a température comprise entre 70°C et 90°C environ.

3) Puis, atome de fluor de la résine substituée de formule generale (XV)

obtenue a I’étape précédente est transformé en fonction amine, de fagon a obtenir une

résine substituée de formule génerale (XVI) :
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NH

\

(XVI)

%
Z.
/

NO

I
®—O\”/\/\NO?

O

L’amination est opéree selon les meéthodes classiques connues de ’homme du métier
pour transformer un atome d’halogéne en fonction amino, par exemple par
substitution nucleophile en operant en presence d’ammomac dans un solvant

5  convenable, par exemple le N,N-dimethylformamide.

4) les etapes 2) et 3) telles que decrites ci-dessus sont repetees successivement

encore n-2 fois de telle sorte que 'on obtient une résine substituée de formule

generale (XVII) :
NH,
PN o
N o, OXVID
(B)—0 Za Y
NO,
_in-i
O
10 5) On condense ensuite sur la résine substituee de tormule generale (XVII)

obtenue precedemment un dérive d’halogenure d’acyle de formule génerale (XVIII) :

O

Hal N (XVIII)

~
\R'

ou Hal représente un atome d’halogene choisi parmi le chlore, le brome, 1'10de ou le
fluor, et R’ est tel que defini précedemment,

15 afin d’obtenir une resine substituee de formule generale (XI1X)
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H
(Py-0 o

O

\

Le couplage est effectu¢ selon les methodes de couplage peptidique classiques
(Bodanski M., Principles and Practices of Peptide Synthesis, Ed. Springe-Verlag) ou
par toute methode analogue connue de ’homme du metier. Notamment, la réaction
s’effectue généralement en présence d’une base non-nucléophile dans des solvants
aprotiques convenables, a tempeérature comprise entre 0 et 100°C, le pH €tant ajuste
entre Y et 11.

A titre d'exemple, le chloroforme, la diméthylformamide, la methylpyrrolidone,
l'acétonitrile, le dichlorométhane, le toluéne ou le benzene peuvent étre utilises
comme solvant.

Les bases non-nucléophiles employées sont préférenticllement des amines tertiaires,
du carbonate de calcium ou du dicarbonate de sodium. Encore plus
préférenticllement, les bases utilisées sont des amines tertiaires comme par exemple
la triéthvlamine (TEA) ou le N-éthyldiuisopropylamine.

Avantageusement, le couplage peptidique est effectu¢ entre 0 et 50°C, et de
preference entre 10 et 30°C.

Le dénvé d’halogénure d’acyle de tormule géﬁérale (XVIII) est soit commercial, sot
est obtenu a partir de l'acide correspondant selon toute méthode connue de 'homme
du métier pour obtenir un halogénure d’acyle a partir d’un acide. Par exemple, on
peut opérer par action du chlorure de thionyle a température comprise entre 70°C et
90°C environ.

Le dérive d’acide correspondant est soit commercial soit est obtenu :

a) par alkylation de l’acide 4-hydroxybenzoique commercial selon les methodes
classiques connues de I’homme du métier ou selon des methodes analogues lorsque

R’ represente un groupe OR3,



CA 02389778 2002-05-02

WO 01/32630 PCT/FR00/03087

10

15

13

b) par reduction suivie d’une alkylation de ’acide 4-nitrobenzoique commercial selon |
les methodes classiques connues de 'homme du métier ou selon des méthodes
analogues lorsque R’ represente un groupe NHR3 ou, ou bien

c) par addition nucleophile du derive acide COOH-NHR; ou COOH-NR4R;s sur
[’acide 4-hydroxybenzoique commercial selon les methodes classiques connues de

I’homme du metier ou selon des methodes analogues lorsque R’ représente un groupe

-O-CO-NHR; ou bien -O-CO-NR4R:.

6) La resine substituee de formule genérale (XIX) obtenue a 1’étape précédente

est alors reduite de fagon a obtenir une résine substituee par un produit poly-cyclise de

formule generale (X X) :

q

oo LT ) o
\ﬂ)[\/\N
O

H |n

La réduction est effectuée de préference en presence d’un acide de Lewis dans un
solvant convenable. A titre d’acide de Lewis, on utilise par exemple le chlorure
d’étain ou le chlorure de chrome. A titre de solvant convenable, on utilise par

exemple la N N-diméthylformamide ou la N-méthylpyrrolidinone

7) le produit poly-cyclisé obtenu a ’¢tape precedente est clive de la resine et

obtient ainsi un dérive de formule generale (XXI)

X —N
HO | P ) R (XX
N
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Le chivage de la résine est effectue selon les methodes classiques connues de ’homme
du metier ou selon toute autre methode analogue. Par exemple, on opere en présence

d’acide trifluoroacétique a temperature comprise entrel 0°C et 50°C.

8) Enfin, on obtient les dérives d’oligobenzimidazole de formule géneérale (1)
selon ’'invention a partir du derive de formule genérale (XXI) obtenu a l'etape
précedente, par substitution de la fonction acide par le groupe R, R étant detini
comme precédemment, de facon analogue aux meéthodes décrites ci-avant en 7) pour

la premiere variante de preéparation en phase solide.

Les nouveaux dérivés d’oligobenzimidazole selon la présente invention, ainsi
que leurs intermédialres de synthese, peuvent étre €ventuellement purities par des

meéthodes physiques telles que la cristallisation ou la chromatographie.

Par ailleurs, les dérivés lipidiques d’oligobenzimidazole selon 1'invention
ainsi que leurs intermédiaires peuvent étre transformés en sels metalliques ou en sels
d’addition avec les bases azotées selon les méthodes connues en so1. Ces sels peuvent
étre obtenus selon les méthodes habituelles qui n’alterent pas le reste de la molecule,
notamment par action d'une base métallique (par exemple alcaline ou alcalino-
terreuse), d'ammoniac ou d'une amine sur un produit cité ci-dessus dans un solvant
approprié tel qu'un alcool, un éther ou l'eau, ou par réaction d'echange avec un sel
d'un acide organique. Le sel formé précipite apres concentration eventuelle de sa

solution, il est séparé par filtration, décantation et/ou lyophilisation.

Les dérivés lipidiques d’oligobenzimidazole selon I'nvention peuvent etre
également transformés en sels d'addition avec les acides. Les composes de formule

générale (I) obtenus sous forme de ces sels, peuvent étre libérés et transformes en sels

d'autres acides selon les méthodes habituelles.

Comme exemples de sels pharmaceutiquement acceptables, peuvent étre cites
les sels avec les métaux alcalins (sodium, potassium, lithium) ou avec les metaux

alcalino-terreux (magnésium, calcium), le sel d'ammonium, les sels de bases azotees
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(¢thanolamine, diéthanolamine, trimeéthylamine, triéthylamine, méthylamine,ﬂ
propylamine, diisopropyl-amine, N,N-diméthylethanolamine, benzylamine, dicyclo-
hexylamine, N-benzyl phénethylamine, N,N'-dibenzyléthylenediamine, diphénylene-
diamine, benzhydrylamine, quinine, choline, arginine, lysine, leucine, dibenzylamine),
ainst que les sels d'addition avec des acides mineraux (chlorhydrates, bromhydrates,

sulfates, nitrates, phosphates) ou organiques (succinates, fumarates, malecates,

meéthanesulfonates, p.toluenesulfonates, 1sethionates).

Un autre objet de l'invention concerne les compositions comprenant un dérive

d’oligobenzimidazole tel que defini c1-avant et un acide nucleique.

Un autre objet de I''mvention concerne les compositions telles que definies

precedemment et comprenant en outre un ou plusieurs adjuvants.

A titre d’adjuvant, on peut par exemple citer les co-lipides neutres qui sont
capables de s’associer aux complexes formes entre I’ADN et les deérives
d’oligobenzimidazole selon I’invention et d’en ameliorer le pouvoir transfectant. En
particulier, on peut utiliser des lipides naturels ou synthétiques, zwitterioniques ou
dépourvus de charges ioniques dans les conditions physiologiques. Des exemples
représentatifs de  co-lipides  neutres  incluent le  cholestérol, la
dioléylphosphatidyléthanolamine (DOPE), I'oleoylipalmitoyl-
phosphatidyléthanolamine (POPE), les distéaroyl-, dipalmitoyl-, dimirystoyi-
phosphatidyléthanolamines ainsi que leurs dérivés N-méthylés 1 a 3 fois, les
phosphatidylglycérols, les diacylglycérols, les glycosyldiacylglycerols, les
cérébrosides (tels que notamment les galactocérébrosides), les sphingolipides (tels
que notamment les sphingomyélines) ou encore les asialogangliosides (tels que

notamment les asialoGM1 et GM?2).

Ces différents co-lipides neutres peuvent €tre obtenus soit par synthese, soit
par extraction a partir d’organes (comme par exemple le cerveau) ou d’ceuts, par des

techniques classiques connues de I’homme du métier. Par exemple, [’extraction des
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lipides naturels peut étre realis€e au moyen de solvants organiques (voir également

Biochemistry, Lehninger).

Les compositions selon 1'invention comprennent en genéral 0,01 a 20 d’un co-

lipide neutre pour un €quivalent d’acide nucleique (en mole/mole), et de preférence

0,05 a 5 equivalents d’un co-lipide neutre.

On peut e€galement utiliser comme adjuvant des composés qui permettent

d’améliorer la biodisponibilite, par exemple le polyéthylene glycol.

Selon un autre mode de réalisation, les compositions de la preésente invention
peuvent en outre contenir un elément de ciblage permettant d’orienter le transfert de
I’acide nucléique. Cet ¢lément de ciblage peut étre un ¢lément de ciblage
extracellulaire permettant d'orienter le transtert de I'ADN vers certains, types
cellulaires ou certains tissus souhaités (cellules tumorales, cellules hepatiques,
cellules hématopoiétiques...). Il peut également s'agir d'un éléement de ciblage
intracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'acide nucléique vers certains

compartiments cellulaires privilegiés (mitochondries, noyau etc...).

Parmi les €éléments de ciblage utilisables dans le cadre de I''nvention, on peut
citer les sucres, les peptides, les protéines, les oligonucleotides, les lipides, les
neuromédiateurs, les hormones, les vitamines ou leurs dérivés. Préférentiellement, 1l
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, 1l peut s'agir de
ligands de récepteurs de facteurs de croissance, de récepteurs de cytokines, de
récepteurs de type lectines cellulaires, ou de ligands a séquence RGD avec une
affinité pour les récepteurs de protéines d'adhésion comme les mtégrines. On peut
également citer les récepteurs de la transferrine, des HDL et des LDL, ou le
transporteur du folate. L'élément de ciblage peut €galement €tre un sucre permettant

de cibler des lectines tels que les récepteurs aux asialoglycoproteines ou aux syalydes
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tel que le sialyl Lewis X, ou encore un fragment Fab d'anticorps, ou un anticorps |

simple chaine (ScFv).

[Les quantites respectives de chaque composant peuvent étre ajustées aisément
par 'homme du metier en fonction du dénve d’oligobenzimidazole utilisé, de l'acide

nucléique, du ou des adjuvants et des applications recherchees (notamment du type de

cellules a transfecter).

On entend au sens de l'nvention par "acide nucleique” les acides
désoxyribonucléiques double brin, formant une double helice qui comprend un petit
sillon et un grand sillon. Il peut s'agir de sequences naturelles ou artificielles, et
notamment d'ADN génomique (ADNg), d'ADN complémentaire (ADNCc), de
sequences hybrides ou de sequences synthétiques ou semi-synthetiques. Ces acides
nucléiques peuvent étre d'origine humaine, animale, veégéetale, bacterienne, virale,
etc... Ils peuvent €tre obtenus par toute technique connue de 'homme du metier, et
notamment par criblage de banques, par synthese chimique, ou encore par des
méthodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences

obtenues par criblage de banques. Ils peuvent étre modifiés chimiquement.

Selon un mode de réalisation particulier, les acides nucleiques sont constitues
par des vecteurs, en particulier des vecteurs d’expression, des vecteurs recombinants,
des plasmides, des épisomes etc... Lesdits vecteurs comprennent une sequence
codante et tous les éléments nécessaires a 1’expression de ladite séquence codante,
notamment des éléments de régulation de I’expression de I’acide nucle€ique a inserer,
tels que des promoteurs et des séquences activatrices (« enhancers») ou des
séquences d’initiation et d’arrét de la transcription appropriées, mais aussi d’autres
éléments comme par exemple des séquences codant pour une origine de réplication
fonctionnelle ou non, des genes marqueurs, des régions de liaison a d’autres

composants cellulaires, des s€quences signal, des séquences de polyadéenylation etc...
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On entend par séquence codante un géne d'intérét thérapeutique placé en phase

avec des sequences de regulation, par exemple un ou plusieurs promoteurs et un

terminateur transcriptionnel actifs dans les cellules cibles.

Au sens de l'invention, on entend par gene d'intérét thérapeutique notamment
tout gene codant pour un produit protéique ayant un effet thérapeutique. Le produit
protéique ainsi cod€ peut €tre notamment une protéine ou un peptide. Ce produit
proteique peut etre exogene 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-c1 ne présente aucune pathologie. Dans ce cas, l'expression d'une protéine
permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou
I'expression d'une protéine inactive ou faiblement active en raison d'une modification,
ou encore de surexprimer ladite protéine. Le gene d'intérét thérapeutique peut aussi
coder pour un mutant d'une protéine cellulaire, ayant une stabilité accrue, une activité
modifiee, etc... Le produit proteique peut également étre hétérologue vis-a-vis de la
cellule cible. Dans ce cas, une proteine exprimée peut par exemple compléter ou
apporter une activite deficiente dans la cellule, lur permettant de lutter contre une

pathologie, ou stimuler une réponse immunitaire.

Parmi les produits thérapeutiques au sens de la présente imvention, on peut
citer plus particulierement les enzymes, les dérivés sanguins, les hormones, les
lymphokines : interleukines, intertérons, 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, NTS,
HARP/pleiotrophine, etc...), les apolipoprotéines (ApoAl, ApoAlV, ApoE, etc..., FR
93/05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/11947), la protéine CFTR
associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, RaplA,
DCC, k-rev, etc..., FR 93/04745), les genes codant pour des facteurs impliqués dans la
coagulation (Facteurs VII, VIII, IX), les genes intervenant dans la réparation de

I'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine déaminase), les génes de
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'hemoglobine ou d'autres transporteurs prot€iques, les enzymes du métabolisme,

catabolisme etc...

L'acide nucleique d'interét therapeutique peut €galement €tre un géne ou une
séquence antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de contrdler
I'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles séquences
peuvent, par exemple, €tre 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 genes thérapeutiques comprennent egalement

les sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement

des ARN cibles (EP 321 201).

Comme indique plus haut, I'acide nucléique peut egalement comporter un ou
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique capable de generer chez 'homme
ou l'animal une réponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre,
l'invention permet la réalisation soit de vaccins soit de traitements
immunothérapeutiques appliques a 'homme ou a l'animal, notamment contre des
micro-organismes, des virus ou des cancers. Il peut s'agir notamment de peptides
antigéniques spécifiques du virus d'Epstein 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 specifiques de tumeurs (EP 259 212).

Préférentiellement, l'acide nucléique comprend également des séquences
permettant I'expression du gene d'intérét therapeutique et/ou du gene codant pour le
peptide antigénique dans la cellule ou l'organe désir€. Il peut s'agir des sequences qui
sont naturellement responsables de l'expression du gene considére lorsque ces
séquences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule intectee. 1l peut egalement
s'agir de séquences d'origine différente (responsables de l'expression d'autres
protéines, ou méme synthétiques). Notamment, 11 peut s'agir de seéquences
promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, 1l peut s'agir de sequences

promotrices issues du génome de la cellule que l'on désire infecter. De meme, 1l peut
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s'agir de sequences 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 sequences d'expression peuvent etre modifiées par addition de séquences

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

repressible.

Par ailleurs, I'acide nucléique peut €galement comporter, en particulier en
amont du gene d'intérét thérapeutique, une séquence signal dirigeant le produit
thérapeutique synthetisé dans les voies de sécrétion de la cellule cible. Cette séquence
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit thérapeutique, mais 1l peut
cgalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une séquence
signal artificielle. L'acide nucléique peut €galement comporter une séquence signal
dirigeant le produit therapeutique syntheétisé vers un compartiment particulier de la

cellule.

Les compositions selon I'imvention peuvent étre formulées en vue
d'administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale,
intranasale, Intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire,
transdermique, intratrachéale, intrapéritonéale, etc... De préeference, les compositions
de l'invention contiennent un véhicule pharmaceutiquement acceptable pour une
formulation injectable, notamment pour une injection directe au niveau de l'organe
désiré, pour une administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse) ou pour
une administration par aérosolisation. Il peut s'agir en particulier de solutions steriles,
isotoniques, ou de compositions seéches, notamment lyophilis€es, qui, par addition
selon le cas d'eau stérilisée ou de sérum physiologique, permettent la constitution de
solutés injectables. Les doses d'acides nucl€iques utilisées pour l'injection ainsi que le
nombre d'administrations peuvent étre adaptées en fonction de différents parametres,
et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la pathologie
concernee, du gene a exprimer, ou encore de la durée du traitement recherchee. kn ce
qui concerne plus particulierement le mode d'administration, 1l peut s'agir soit d'une

injection directe dans les tissus, par exemple au niveau des tumeurs, ou dans les voies
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circulatorres, soit d'un traitement de cellules en culture suivi de leur réimplantation in
vivo, par Injection ou greffe. Les tissus concernés 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
pancreéas, les reins, la vessie, I'estomac, les intestins, les testicules, les ovaires, le

rectum, le systeme nerveux, les yeux, les glandes, les tissus conjonctifs, etc...

L'invention a ¢galement pour objet [l'utilisation des  dérivés
d’oligobenzimidazole tels que definis ci-avant pour le transfert de d’acides nucle€iques
dans les cellules in vitro, in vivo ou ex vivo. Plus précisément, la présente invention a
pour objet 1'utilisation des composes tels que definis ci-avant pour la preparation d'un
médicament pour le transfert d’acide nucléique dans des cellules. L’acide nucléique
contenu dans ledit médicament code un produit protéique ou nucléique, ou constitue
ledit produit nucléique, apte a corriger des maladies in vivo ou ex vivo dans lesquelles

ledit produit protéique ou nucleique intervient.

L'invention concerne en outre une meéthode de transfert d'acides nucleiques
dans les cellules comprenant une premiere étape au cours de laquelle 'acide nucleique
est mis en contact avec au moins un dérive d’oligobenzimidazole selon 1’'invention et
éventuellement avec un ou des adjuvants et/ou un ou plusieurs vehicules
physiologiquement compatible pour former un complexe, et une seconde etape

consistant a mettre le complexe ainsi forme en contact des cellules.

La mise en contact des cellules avec le complexe peut étre realisée par
incubation des cellules avec ledit complexe (pour des utilisations in vitro ou ex vivo),
ou par injection ou aérosolisation du complexe dans un organisme (pour des
utilisations in vivo). L'iIncubation est realisee de préference en presence de par
exemple de 0,01 a 1000 pg dacide nucléique pour 10° cellules. Pour une
administration in vivo, des doses d'acide nucleéique allant de 10™ a 10 mg peuvent par

exemple €tre utilisées.
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Les dérivés d’oligobenzimidazole selon l'invention sont utilisables pour le
transtert d'acides nucl€iques dans des cellules primaires ou dans des lignées établies. 1l
peut s'agir de cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses (neurones, astrocytes,
cellules ghales), hepatiques, hématopoiétiques (lymphocytes, CD34, dendritiques,

>  etc...), epithehales etc..., sous forme différenciée ou pluripotente (précurseurs).

Enfin, les utilisations des compositions selon ’invention peuvent concemer
ausst bien I’homme que tout animal tel que les ovins, les bovins, les animaux

domestiques (chien, chat etc...), les chevaux, les poissons etc...

Outre les dispositions qui précedent, la présente invention comprend

10 egalement d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et
figures qui suivent, et qui doivent étre considérés comme illustrant l'invention sans en
limiter la portee. Notamment, la demanderesse propose a titre non-limitatif divers
protocoles opératoires ainst que des intermédiaires réactionnels susceptibles d'étre mis

en oeuvre pour preparer les agents de transfert de formule générale (I). Bien entendu, 1l

15 est a la portee de 'hnomme du meétier de s'inspirer de ces protocoles ou produits
intermediaires pour mettre au point des procedés analogues en vue de conduire a ces

mMemes COmpOoses.
FIGURES

Figure 1 : Structure des dénves d’oligobenzimidazole (1) et (2) dont la préparation

20 est exposee dans les exemples | et 2.

Figure 2 : Signal d’émission de fluorescence a 450 nm de complexes ADN/dérivé (1)
(courbe pleine) et du dérive (1) seul (courbe en pointillés) en fonction de quantités
croissantes de derive (1) en nmol/pg d’ADN. La concentration en ADN est de

50 pg/ml.

25  Figure 3 : Signal d’émission de fluorescence a 450 nm de complexes ADN/dérivé (2)

(courbe pleine) et du derivé (2) seul (courbe en pointillés) en fonction de quantités
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croissantes de derive (2) en nmol/ug d’ADN. La concentration en ADN est de

50 pug/ml.

Figure 4: Gel d’agarose d’un plasmide d’ADN complexé avec les dérivés (1) et (2), a
diftérentes concentrations de dérive exprimeées en nmol de produit par pg d’ADN.

5  «*»:bande jaune caractéristique du dérivé non complexé a I’ADN, et qui reste donc

au niveau du point de 1njection.

« ¥*» : bande bleue caractenistique du produit complexe a I’ADN.

Figure 5 : Gel d’agarose d’un plasmide d’ADN complexé avec les dérivés (1) et (2),
a differentes concentrations de derive exprimees en nmol de produit par pg d’ADN.

10 Le gel a ete révele sous la méme lampe U.V. que pour la figure 4, mais avec du

bromure d’ethidium.

Figure 6 : Gel d’agarose (0,8 %) de 1 pg d’un plasmide d’ADN associé a des

quantites croissantes d’un lipide cationique de formule :

NH,

) o
H:N/\/N\/\ﬁ/\[]/g\/“\“’
O

15  tel que decrit dans la demande de brevet WO 97/181835, les quantites €tant exprimee

en nmol de lipide cationique par pg d’ADN. Les bandes son révelees avec du

bromure d’ethidium et par absorption sous une lampe U.V.

Figure 7: Representation schematique du plasmide pXL3031 utilise dans les

experiences de transfert d'ADN dans les cellules.

20 EXEMPLES
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Remarque preliminaire : le dodécylisocyanate, 1’octadécylisocyanate, la N-
ethyldiisopropylamine, le « Hoechst 33258 », la resine de Wang-bromopolystyrene,
[’10de, I'10dure de cesium, ’acide 3,4-diaminobenzoique, la 1,2-dianiline, [’acide 3,4-
dinitrobenzoique, le chlorure de thionyle, la pyridine, I’oxyde de cromium, le chlorure
de triméthylsilyle, le borohydrure de lithium et le chlorure stanneux sont tous des

produits disponibles dans le commerce.

Les spectres RMN (Resonance Magnetique Nucleéaire) du proton ont ete

enregistres sur des spectrometres Brucker 250 et 400 MHz.

Les analyses CLHP (Chromatographie Liquide haute Performance) ont ete
realisees sur un appareil HITACHI équipe d'un autosampler AS-2000A, d'une pompe
L-6200A, d'un detecteur UV L 4000 a 220 nm, et d'un intégrateur calculateur D 2500.
Le colonne utilisée pour analyser les produits avec des chaines lipidiques,
commercialisée par APPLIED BIOSYSTEMS, est en acier inoxydable de 3 cm de
longueur et de 4,6 mm de diametre. Les phases mobiles sont I'eau et l'acetonitrile
additionnees d'acide trifluoroacetique, et la phase stationnaire est 1’ Aquapore butyl 7
micron. Le débit varie entre 1 et 4 ml/minute. L’autre colonne utilisee pour analyser
les produits sans chaines lipidiques, commercialisee par MERCK, est en acier
inoxydable de 25 cm de longueur et de 4,6 mm de diametre. Les phases mobiles sont
I'eau et l'acétonitrile additionnées d'acide trifluoroacetique, et la phase stationnaire est

le Lichrospher RP-18 5 micron. Le débit est de 1| ml/minute.

Les Chromatographies sur Couche Mince (CCM) ont ¢te effectuées sur plaque

d’aluminium 20x20 recouvertes de gel de silice.

En ce qui conceme les purification CLHP preparatives , l'appareillage utilise
est un ensemble pour la chromatographie en phase liquide en mode gradient,
permettant une détection U.V.. Cette chaine préparative est composée des éléments
suivants :

Pompe A : GILSON modele 305 équipee d’une téte 50 SC.
Pompe B : GILSON modele 303 equipée d’une tete 50 SC.
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Pompe injection : GILSON modele 303 équipée d’une téte 25 SC.

Module de pression : GILSON mod¢le 806.

Melangeur : GILSON modele 811 C équipe d’une téte de 23 mil.

Detecteur UV : GILSON modele 119 équipe d’une cellule préparative, et réglé a 220

ILIT1.

Collecteur de fraction : GILSON modele 202 equipé de portoirs ﬁo 21.
Integrateur : SHIMADZU modele C-R6A.

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

de diametre commercialisee par VYDAC modele 214 TP 1022. Colonne C18 (10 p)
en acier inoxydable de 25 ¢cm de longueur et de 2,2 cm de diametre commercialisee
par VYDAC modele 218 TP 1022.

La solution de produit a purifier est chargee sur la colonne par la pompe d'injection a

un debit de 15 ou 12 ml/minute. Les phases mobiles sont I'eau et 'acétonitrile.

Exemple 1: Synthese du derive (1): 4-[6-(4-methylpiperazin-1-yl)-1H,3’H-
[2,5’]bisbenzimidazol-2’-yl]-1-octadecylcarbamoyloxy phényle

0,32 mmol de « Hoechst 33258 » sont dissoutes dans 10 cm’ de diméthylformamide.
A cette solution sont ajouteées 2 mmol de N-ethyldiisopropylamine puis 1 mmol
d’octadecylisocyanate. Le melange est agite pendant 24 heures a 50°C et la reaction
est suivie par CLHP. On filtre a froid [’urée obtenue sous forme de precipite du fait de
I’exces d’1socyanate introduit. On ajoute ensuite de ’acide acétique jusqu'a pH 4, et
on ¢vapore le solvant.

Le produit brut obtenu est purific par CLHP préparative. Les fractions interessantes
sont regroupees et lyophilisees.

On obtient 0,125 mmol de produit salifi¢ soit un rendement de 39,2 %.

CLHP : Rt =9 81 min.

Spectre de R.M.N. 1H (400 MHz. (CD4)>SO d6. 8 en ppm) : 0,86 (t, J =7 Hz : 3H) :
de 1,I15a 1,40 (mt : 30H); 1,51 (mt: 2H) ; 2,92 (s : 3H) ; de 3,00 a 3,15 (mt : 2H) ;
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3,10 (mt : 2H) ; 3,26 (mt : 2H) ; 3,61 (d large, J = 10 Hz : 2H) ; 3,91 (d large, J = 10
Hz :2H) ; 7,20 (s large : 1H) ; 7,25 (d large, =9 Hz : 1H); 7,36 (d, J =9 Hz : 2H) ;
7,68 (d, J =9 Hz: 1H);de 7,802 7,90 (mt : 2H) ; 8,06 (dd, J =9 et 1,5 Hz : 1H) ;
8,25 (d, J=9 Hz:2H); 8,45 (s large : IH) ; de 9,70 a 9,90 (mf: 1H).

> Exemple 2: Synthese du deérive (2): 4-[6-(4-méthylpipérazin-1-yl)-1H,3’H-

10

5

20

25

12,5’ |bisbenzimidazol-2’-yl]-1-dodécylcarbamoyloxy phényle

0,32 mmol de « Hoechst 33258 » sont dissoutes dans 10 cm” de diméthylformamide.
A cette solution sont ajoutees 2 mmol de N-éthyldiisopropylamine puis 1 mmol de
dodécylisocyanate. Le mélange est agite pendant 24 heures a 50°C et la réaction est
survie par CLHP. On filtre a froid 'urée obtenue sous forme de preécipité du fait de
I’exces d’1socyanate introduit. On ajoute ensuite de 1’acide acetique jusqu'a pH 4, et
on ¢vapore le solvant.

Le produit brut obtenu est purifiec par CLHP préparative. Les fractions intéressantes
sont regroupees et lyophilisees.

On obtient 0,134 mmol de produit salifie soit un rendement de 41,9 %.

CLHP : Rt=11,34 min.

Spectre de RMN 1H (400 MHz. (CD;)-SO d6. 8 en ppm) : 0,89 (t, J =7 Hz : 3H); de
1,25a 1,45 (mt : 18H) ; 1,56 (mt : 2H) ; 2,93 (s : 3H) ; 3,15 (mt : 2H) ; de 3,30 a 4,20
(mt:8H); 7,17(dd,J=9et2Hz:1H);7,22(d,J=2Hz:1H); 7,34 (d, J=8,5 Hz:
2H);de 7,45a 7,60 (mt: 1H); 7,63(d,J=9Hz:1H); 7,81 (d,J=8 Hz: IH) ; 8,06
(dlarge, J=8 Hz : 1H); 8,24 (d, ] =8,5 Hz : 2H) ; 8,43 (s large : 1H).

Exemple 3 : Mise en evidence de la formation de complexes entre le derive (1) ou

(2) et PADN par mesure directe de fluorescence

Cet exemple illustre la propriete des derives d’oligobenzimidazole selon 1'invention a

former des complexes avec I’ADN.

Pour cela, la fluorescence de melange d’ADN avec des quantites croissantes de dérive

(1) ou (2) a €té mesuree par excitation a 350 nm et détection a 450 nm.
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Les resultats sont representes a la figure 2 pour la formation de complexes avec le

denive (1)et a la figure 3 pour la formation de complexes avec le dérivé (2).

Dans tous les cas, on constate que lorsqu’il n’y a pas de dérivé d’oligobenzimidazole
(1) ou (2) et que ’ADN est seul en solution, aucune fluorescence n’est détectée. Puis,
la fluorescence augmente avec des quantités croissantes de dérivé (1) ou (2) jusqu'a
atteindre un palier. Cette fluorescence n’est pas identique a la fluorescence émise par
le derive (1) ou (2) seul, mais en revanche, les courbes obtenues pour les complexes

ADN / dénve présentent un spectre d’eémission et d’excitation similaire a celui obtenu

pour le « Hoechst 33258 » (résultat non montre).

Ainsi, ces resultats montrent que les dénves (1) et (2) forment des complexes avec
I’ADN et que la saturation du sillon de I’ADN (concentration en dérive par rapport a
la quantite d’ADN au dela de laquelle plus aucun complexe ne se forme) se situe a un

rapport dérivé d’oligobenzimidazole/ADN d’environ 1,5-2 nmol/pg.

Exemple 4 : Etude par ¢lectrophorese d’un gel d’agarose et comparaison avec

un lipide cationique de P’art anterieur

Cet exemple complete I’exemple 3 car 1l met en évidence la formation de complexes
d’ADN et de dénivés d’oligobenzimidazole selon I'invention. En outre, cet exemple
1llustre  les  proprietés  specifiques de ces complexes  ADN/derives
d’oligobenzimidazole par rapport aux complexes ADN/lipide cationique de 'art

anterieur.

Pour cela, un gel d’agarose d’un plasmide d’ADN mélangé avec des quantites
croissantes de dérivé (1) ou (2) selon 'invention a été effectue (voir figure 4). Ce gel
a ete directement observe sous la lumiere d’une lampe U.V. sans etre revele. Deux
bandes ont alors pu étre observées grace aux proprie€tés d’absorption spectrales
specifiques des derives selon la présente invention :

- une bande jaune caractéristique du deérive seul, ¢’est-a-dire non complexe a

I’ADN (bande marquée d’une « * ») : on constate que le dérive reste dans le point

d’1njection,



CA 02389778 2002-05-02

WO 01/32630 PCT/FR00/03087

10

15

20

25

33

- une bande bleue caracténistique du dérivé complexé a I’ADN (bande_

marquee d’une « ** ),

Le méme gel d’agarose a ensuite ete révele avec du bromure d’éthydium (voir figure
5). On constate que I’ADN migre de facon 1dentique a I’ADN nu et quelle que soit la
concentration en dérivé selon I'invention. Cet exemple illustre donc le fait que les
derives (1) et (2) donnent des complexes avec I’ADN qui ont les mémes propriétés de
mobilite sous electrophorese que I’ADN nu, alors que ce n’est pas le cas lorsque
I’ADN est complexe avec des lipides cationiques classiques. En effet, la figure 6
montre un gel d’agarose eftectué avec des complexes contenant des quantités
croissantes d’un lipide cationique : on observe une migration des complexes formeés
qui varie avec la quantite de lipide cationique présente avec ’ADN. Ce résultat
indique que plus la quantité de lipide cationique est augmentée, plus I’ADN est

compacte, et moins il migre sur le gel.

Ainsi, les dénves d’oligobenzimidazole selon la présente invention sont des
complexants de I’ADN qui, au contraire des lipides cationiques classiquement utilises
en transfection non-virale de genes, ne compactent pas I’ADN. Les propriétés de
mobilite de I’ADN sont donc conservees, meéme lorsque des quantites importantes de
denves selon la présente invention sont ajoutees a I’ADN pour former des complexes.
Cette propriete est particulierement intéressante dans une optique de transfection non-
virale de genes car 1l serait amnsi possible grace aux dérivés d’oligobenzimidazole
selon la présente invention de tormer des complexes avec ’ADN permettant la
protection dudit ADN vis-a-vis des endonucleases sans pour autant modifier ses
proprietes de mobilite.

En outre, 1l est ains1 €galement possible de former des complexes qui sont detectables
par des methodes directes, notamment sans revelation par le bromure d’éthydium,
grace aux proprietes de fluorescence specifiques des derives selon la présente

invention.
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Exemple 5 : Transtection in vitro de matériel génétique complexé au dérive (2) .

selon ’invention en presence et en I’absence de serum

A. MATERIEL GENETIQUE UTILISE

Le plasmide utilisé L'ADN utilisé est le plasmide pXL3031 (voir figure 7) en solution
dans un melange de dextrose 5% et de chlorure de sodium 10 mM & une concentration
de 0,5 mg/ml ou de 1,0 mg/ml. Ce plasmide contient le gene luc codant pour la
luciférase sous controle du promoteur P/E CMV du cytomegalovirus. Sa taille est de
3671 bp. Le plasmide pXL3031 a éte purifie selon les methodes décrites dans la
demande de brevet WO 97/35002.

Les solutions d\’acide nucleique sont diluees a 20 pg/ml dans du sérum physiologique
(chlorure de sodium 0,15 M).

B. SOLUTIONS CYTOFECTANTES (préparation extemporanee)

Le dénivé (2) d’oligobenzimidazole selon I'invention est mis en solution dans 1’eau a
concentration variant de 40 a 160 umol et melange volume a volume avec la solution

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

C. TRANSFECTION

Les cellules HelLa sont cultivées dans les conditions appropriees en microplaques de
24 puits (2 cm’/puits) et sont transfectées alors qu’elles sont en phase exponentielle
de crotssance et a 50-70 % de la contluence.

Les cellules sont lavées par 2 fois 0,5 cm’ de milieu dépourvu de protéines seriques et
remises en croissance soit en milieu sans sérum (transfection en absence de serum),
soit en milieu complet (transfection en présence de serum). 0,05 cm” de mélange
cytofectant (0,5 ng d’ADN/puits) sont ajoutes aux cellules (3 puits/condition vecteur-
ADN). Quand les cellules sont transfectées en l'absence de serum, le milieu de
croissance est supplémenté 2 heures apres la transfection par la quantite appropriee de

serum.

[’efficacité de transfection est evaluée a 48 heures post-transfection par une mesure

de [’expression de la luciférase selon les recommandations données pour |’utilisation
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du kit Promega (« Luciférase Assay System »). La toxiciteé des meélanges cytofectants

est estimee par une mesure des concentrations proteiques dans les lysats cellulaires.

Les resultats d'activite luciferase in vitro rapport€s aux proteines exprimes en
RLU/5ul/10s/ug de proteine (eécrit plus simplement RLU/pg de protéine, « RLU »

signifiant « Unit€ de Lumiere Relative ») sont rassemblés dans le tableau suivant :

Concentration l

0 | 2 4 |8 10

(nmol/ug d’ADN) l i ‘

dérive (2)-/ ADN

dérivé (2) / ADN

, nd nd 98 E+02 | 46 E+02 | 1,1 E+02
‘ +serum ‘ | ‘ |

« nd » signifie « expression non-détectable ».

Les résultats obtenus indiquent qu’il est possible d’obtenir une expression apres
transfert de matériel génétique complexé a des dérives selon la présente invention

dans des cellules in vitro, que ce soit dans un milieu avec ou sans serum. .

Exemple 6 : Transfection in vivo de mateériel génétique complexe avec le deérive
(1) selon P’invention avec ou sans electrotranfert

Le plasmide utilisé est le méme que celui décrit précédemment pour I’exemple
5 (pXL3031). De méme, les solutions cytofectantes sont préparées de la méme fagon

que dans ’exemple 5.

TRANSFECTION

25 ul de solutions de complexes dérive (1)/JADN sont injectees par voie
intramusculaire a des sourts C57BI16, a raison de 4 ug d'ADN / muscle de sours.

[’efficacité de transfection est évaluée a 7 jours post-transtection par une mesure de
I’expression de la luciférase selon les recommandations donnéees pour I’utilisation du
kit Promega (Luciferase Assay System). Les muscles sont brOyés dans 1,5 ml de
tampon de lyse (avec inhibiteurs de protéases). Apres dosage de l'activite lucife€rase

sur 10 pl, les résultats sont exprimes en RLU/10ul/10sec.
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Les résultats d'activite luciférase in vivo dans les muscles de souris, exprimes en

RIL.U/10ul/10sec, sont rassemblés dans le tableau suivant :

Concentration en

0 02 | 05 1

dérive (1) en nmol/pg

d’ADN)

transfection in vivo

025 E+04 | 3,45 E+04 | 1,67 E+04 | 1,06 E+04
sans electrotransfert

transfection in vivo

2,96 E+07 | 1,14 E+07 | 2,19 E+07 | 1,82 E+07

avec electrotransfert | l

Les résultats obtenus indiquent qu’il est possible d’obtenir une expression in vivo

dans le muscle apres transfert de matériel génétique complexé a des derives selon la
5  présente invention que ce soit en utilisant ou non la technique d’¢lectrotranstert telle

que décrite dans les demandes de brevet WO99/01157 et WO 99/01158.
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REVENDICATIONS

1. Derives d’oligobenzimidazole de formule générale (I) :

AN N
R Z N
H |p

dans laquelle

- R represente un atome d’hydrogene, un radical carboxyle, alkyloxycarbonyle,
carbamoyle, ali(ylcarbamoyle, un groupe piperazinyle éventuellement substitué en
position -4 par un alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone droit ou ramifié, ou bien
R represente un groupe imidazolyle,

- nestun entier egala 2, 3,4 ou 5, et

- R’ represente un groupe -O-Rj;, -S-R3, NHR3, ou bien -O-CO-NH-R; et R;
represente un groupe alkyle,

- ou bien R’ représente un groupe -NRyRs ou bien -O-CO-NR4Rs et Ry et Rs,
identiques ou differents, representent chacun un groupe alkyle,

les radicaux alkyles mentionnés ci-dessus €tant, sauf specification contraire, droits ou
ramifiés, eventuellement satures, et contenant 12 a 22 atomes de carbone,

ctant entendu que R’ est different de OR3; avec R; représentant un substituant
dodecyle lorsque R représente le methyl-4 pipérazinyle et que n est egal a 2,

ains1 que leurs sels metalliques, leurs sels d'addition avec les bases azotées et leurs

sels d'addition avec les acides.

2. Dertves d’oligobenzimidazole selon la revendication 1 de formule générale (1)

M

/\/N
R//\/\ N

dans laquelle
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- R represente un atome d’hydrogene ou un groupe pipérazinyle éventuellement
substitue en position -4 par un alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone droit ou

ramifié,

- n est un entier €gal a 2 ou 3, et

- R’ represente un groupe -OR; , NHR3 ou -O-CO-NH-Rj et R représente un groupe
alkyle,

- ou bien R’ represente un groupe NR4Rs ou -O-CO-NR4Rs et Ry et Rs, identiques ou
diftérents, representent chacun un groupe alkyie,

les radicaux alkyles mentionnés ci-dessus étant, sauf spécification contraire, droits ou
ramifi€s, eventuellement satures, et contenant 12 a 22 atomes de carbone,

etant entendu que R’ est différent de OR3; avec R; représentant un substituant
dodecyle lorsque R représente le methyl-4 pipérazinyle et que n est égal a 2,

ains1 que leurs sels meétalliques, leurs sels d'addition avec les bases azotées et leurs

sels d'addition avec les acides.

3. Denives d’oligobenzimidazole selon la revendication | caractérisés en ce qu’il
s’agit  du  4-[{6-(4-methylpipérazin-1-yl)-1H,3’H-[2,5 ]bisbenzimidazol-2’-yl]-1-
octadecyl-carbamoyloxy phényle (dérivé (1)) ou du 4-[6-(4-méthylpipérazin-1-yl)-
1H,3’H-[2,57 |bisbenzimidazol-2’-yl}-1-dodécylcarbamoyloxy phényle (dérivé (2)).

4. Composition caracterisée en ce qu’elle comprend un dérivé d’oligobenzimidazole
tel que défini dans la revendication 1, 2 ou 3 ou le dérivé pour lequel R’ représente un
groupe ORj3 avec Rj representant un substituant dodécyle, R représente le méthyl-4

pip€razinyle et n est €gal a 2, et un acide nucléique.

5. Composition selon la revendication 4 caractérisée en ce qu’elle comprend en outre

un ou plusieurs adjuvants.

6. Compositions selon la revendication 4 ou 5 caractérisée en ce qu’elle contient en
outre un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable,

topique ou sous forme d’aérosol.
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7. Utilisation d’un dérivé d’oligobenzimidazole tel que défini dans la revendication 1,
2 ou 3 ou du derive pour lequel R’ représente un groupe ORj3 avec Rj représentant un
substituant dodecyle, R représente le méthyl-4 piperazinyle et n est égal a 2, pour le

transfert d’acides nucleéiques dans des cellules in vitro, in vivo ou ex vivo.

8. Utilisation d’un dérnvé d’oligobenzimidazole tel que defini dans la revendication 1,
2 ou 3 ou du denve pour lequel R’ represente un groupe OR3 avec Rj représentant un
substituant dodecyle, R represente le methyl-4 pipérazinyle et n est égal a 2, pour la

préparation d'un medicament pour le transfert d’acide nucleique dans des cellules.

9. Méthode de transtert d'acides nucl€iques dans des cellules caractérisée en ce qu’elle
comprend une premiere €tape au cours de laquelle I'acide nucleique est mis en contact
avec au moins un dérniveé d’oligobenzimidazole tel que défint dans la revendication 1,
2 ou 3 ou avec le dertve pour lequel R’ représente un groupe OR;3 avec Rj
representant un substituant dodecyle, R représente le méthyl-4 pipérazinyle et n est
egal a 2, et eventuellement avec un ou des adjuvants et/ou un ou plusieurs vehicules
physiologiquement compatibles pour former un complexe, et une seconde €tape qui

consiste a mettre le complexe ainsi formé en contact des cellules.
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REVENDICATIONS

1. Derives d’oligobenzimidazole de formule générale (I) :

AN N
R Z N
H |p

dans laquelle

- R represente un atome d’hydrogene, un radical carboxyle, alkyloxycarbonyle,
carbamoyle, ali(ylcarbamoyle, un groupe piperazinyle éventuellement substitué en
position -4 par un alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone droit ou ramifié, ou bien
R represente un groupe imidazolyle,

- nestun entier egala 2, 3,4 ou 5, et

- R’ represente un groupe -O-Rj;, -S-R3, NHR3, ou bien -O-CO-NH-R; et R;
represente un groupe alkyle,

- ou bien R’ représente un groupe -NRyRs ou bien -O-CO-NR4Rs et Ry et Rs,
identiques ou differents, representent chacun un groupe alkyle,

les radicaux alkyles mentionnés ci-dessus €tant, sauf specification contraire, droits ou
ramifiés, eventuellement satures, et contenant 12 a 22 atomes de carbone,

ctant entendu que R’ est different de OR3; avec R; représentant un substituant
dodecyle lorsque R représente le methyl-4 pipérazinyle et que n est egal a 2,

ains1 que leurs sels metalliques, leurs sels d'addition avec les bases azotées et leurs

sels d'addition avec les acides.

2. Dertves d’oligobenzimidazole selon la revendication 1 de formule générale (1)

M

/\/N
R//\/\ N

dans laquelle
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- R représente un atome d’hydrogene ou un groupe piperazinyle éventuellement
substitué en position -4 par un alkyle contenant | a 4 atomes de carbone droit ou

ramifle,

- n est un entier €gal a 2 ou 3, et

- R’ représente un groupe -OR3 , NHR; ou -O-CO-NH-Rj et Rj représente un groupe
alkyle,

- ou bien R’ représente un groupe NR4Rs ou -O-CO-NR4R;5 et R4 et Rs, 1dentiques ou
différents, représentent chacun un groupe alkyle,

les radicaux alkyles mentionnés ci-dessus étant, sauf spécification contraire, droits ou
ramifies, éventﬁellement saturés, et contenant 12 a 22 atomes de carbone,

étant entendu que R’ est différent de OR; avec R; représentant un substituant
dodécyle lorsque R représente le méthyl-4 pipérazinyle et que n est €gal a 2,

ainsi que leurs sels métalliques, leurs sels d'addition avec les bases azotees et leurs

sels d'addition avec les acides.

3. Dérivés d’oligobenzimidazole selon la revendication | caractérisés en ce qu'il
s’agit du  4-[6-(4-méthylpipérazin-1-yl)-1H,3’"H-[2,5" ]bisbenzimidazol-2"-yl]-1-
octadécyl-carbamoyloxy phényle (dérivé (1)) ou du 4-[6-(4-methylpipérazin-1-yi)-
1H,3°H-[2,5 ]bisbenzimidazol-2’-yl]-1-dodécylcarbamoyloxy phenyle (dernive (2)).

4. Composition caractérisée en ce qu’elle comprend un dénve d’oligobenzimidazole
tel que défini dans la revendication 1, 2 ou 3 ou le dérivé pour lequel R’ représente un
groupe OR; avec Rj; représentant un substituant dodécyle, R représente le methyl-4

pipérazinyle et n est égal a 2, et un acide nucle€ique.

5. Composition selon la revendication 4 caractérisée en ce qu’elle comprend en outre

un ou plusieurs adjuvants.

6. Compositions selon la revendication 4 ou 5 caractérisée en ce qu’elle contient en
outre un véhicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable,

topique ou sous forme d’aerosol.
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7. Utilisation d’un dérivé d’oligobenzimidazole tel que défini dans la revendication 1,
2 ou 3 ou du dérivé pour lequel R’ représente un groupe OR 3 avec R représentant un
substituant dodeécyle, R représente le méthyl-4 pipérazinyle et n est égal a 2, pour le

transfert d’acides nucléiques dans des cellules in vitro.

8. Utilisation d’un dérivé d’oligobenzimidazole tel que défini dans la revendication 1,
2 ou 3 ou du dérivé pour lequel R’ représente un groupe OR; avec R3 représentant un
substituant dodécyle, R représente le méthyl-4 pipérazinyle et n est égal a 2, pour la

préparation d'un médicament pour le transfert d’acide nucléique dans des cellules.

0. Méthode de transfert d'acides nucléiques dans des cellules in vitro caractérisée en
ce qu’elle comprend une premicre étape au cours de laquelle I'acide nucléique est mis
en contact avec au moins un dérivé d’oligobenzimidazole tel que défini dans la
revendication 1, 2 ou 3 ou avec le dérivé pour lequel R’ représente un groupe OR;
avec Rj représentant un substituant dodécyle, R représente le méthyl-4 pipérazinyle et
n est égal a 2, et éventuellement avec un ou des adjuvants et/ou un ou plusieurs
véhicules physiologiquement compatibles pour former un complexe, et une seconde

étape qui consiste a4 mettre le complexe ainsi formé en contact des cellules.

10. Composition selon la revendication 4, 5 ou 6 pour son utilisation comme

medicament.

FEUILLE MODIFIEE
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