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Avant-propos

Les victimes du cancer sont nombreuses, trop nombreuses. Fort
heureusement aujourd’hui, oui il est possible de vaincre cette maladie en ayant
recours, entre autre, a certains médicaments. Toutefois, ce qui est souffrant pour
les malades est non la maladie en tant que telle mais plutét les effets secondaires
lies a la chimiothérapie. En effet, les anticancéreux actuellement sur le marché sont
fort puissants et surtout, non sélectifs, d'ou I'apparition de la perte des cheveux, des
nausées, de la fatigue, et d'une multitudes d’autres facteurs affectant le mode de vie
des malades. Mais le choix entre se laisser emporter par une tragique maladie et
I'espoir de s’en sortir améne bien des malades a devoir supporter les effets de la
chimiothérapie. Le travail décrit dans ce mémoire vise & améliorer la qualité de vie
des patients, a savoir par la découverte d’'un médicament innovateur spécifique aux
organes touchés par le cancer pour éliminer ou diminuer considérablement les effets
secondaires liés a la chimiothérapie. Les cancers concernés dans ce mémoire sont
les cancers féminins majoritairement hormono-dépendants, soit les cancers du sein,
de l'utérus et des ovaires.
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Résumeé

Le cisplatine est un agent anticancéreux actuellement utilisé en clinique. Ce
composé, administré par voie intraveineuse, s’attaque aux cellules a prolifération
rapide dont les cellules cancéreuses, mais il agit aussi sur certains organes sains.
L'utilisation de ce médicament occasionne plusieurs effets secondaires ce qui
affecte grandement la condition physique des patients. Le ciblage thérapeutique
constituerait une solution a ce probleme majeur dans le domaine du cancer. Une
molécule résultant de la combinaison du cisplatine et de I'hormone sexuelle
féminine, I'estradiol, fut synthétisée il y a quelques années dans le laboratoire du Dr.
Bérubé a I'Université du Québec a Trois-Rivieres. Cette derniére fut testée in vitro et
in vivo, et les résultats se sont révélés trés prometteurs. L’'objectif de ce présent
travail consiste a améliorer la synthese de ce type de molécule ainsi que changer la
structure de celle-ci, soit en variant la longueur de la chaine alkyle séparant le dérivé
cisplatine du stéroide.



1. Introduction

Le cancer est une maladie en continuelle progression, qui entraine des
millions d’hommes et de femmes dans une lutte qui leur parait souvent interminable.
Dans le monde entier, le cancer prend de I'ampleur avec les années. Au Canada, le
cancer le plus frequemment diagnostiqué chez la femme est le cancer du sein avec
21600 nouvelles victimes pour 'année 2005, nombre estimé par Statistiques Canada
(Statistiques canadiennes sur le cancer, 2005). On a aussi révélé un nombre de
déces s’élevant a 5300 pour cette méme année. Les cancers de l'utérus et des
ovaires affectent eux aussi la population féminine canadienne de maniere
importante. En 1995 au Canada, on comptait 17700 nouveaux cas de cancer du
sein et 5400 décés. En une décennie, le nombre de diagnostiques a connu un
accroissement considérable tandis que le nombre de décés ne semble pas avoir
diminué en dépit de tous les efforts de dépistage entrepris. Pour contrer cela,
plusieurs: recherches portent sur la mise au point d’'un médicament innovateur

pouvant mettre un terme a la progression de divers cancers.

1.1 Le cancer : définition

La cellule cancéreuse, contrairement a la cellule normale, est caractérisée par
I'absence d'une grande partie de I'équipement biochimique qui lui permettrait de
devenir une cellule différenciée ; elle se divise donc continuellement, bien
qgu’inefficacement. De plus, elle cesse d'étre sensible aux substances régulatrices
de la croissance produite par les autres cellules de 'organisme. Le cancer devient
ainsi un déséquilibre de régulation des genes aboutissant a un désordre de
croissance, au cours duquel les cellules, devenues anormales, proliférent d’'une
fagon irréguliere, voire méme anarchique (Poisson, 1997). Elles se reproduisent

sans aucun contrdle, envahissant les tissus normaux et provoquant des métastases.



De nombreuses études portent sur la synthése de nouveaux médicaments
pouvant limiter ou enrayer la maladie. Cependant, nombreuses sont les hypothéses
concernant le mécanisme d’action exact des médicaments utilisés pour vaincre le
cancer du sein. Le phénoméne est assez complexe car pour chaque organe, il
existe plusieurs types de cancers organisés en sous-groupes en fonction des
étiologies et des origines de la maladie. Cette grande variabilité ou hétérogénéité

des cancers s'applique particuliérement au cancer du sein (Poisson, 1997).

1.1.1 Cancer du sein

Le cancer du sein prend naissance dans le tissu mammaire sous forme de
tumeur solide. |l peut affecter autant la femme que 'lhomme, bien que dans 99%
des cas, se manifeste chez la femme (Fabian et Warren, 1993). Dans la majorité
(90%) des cancers du sein, le déréglement se produit au niveau des canaux
galactophores ou dans les lobules (Fig. 1.1). Les tumeurs sont qualifiées de
tumeurs intracanaliculaires ou tumeurs lobulaires. A chaque cycle menstruel
interviennent des changements considérables dans le sein sous [influence
d’hormones.  Conséquemment, les cellules des canaux galactophores sont
fréeguemment et constamment remplacées. Le mécanisme de remplacement des
cellules «usées» par des cellules «neuvesy se fait a I'aide de la division cellulaire ou
mitose. C'est a partir de ce mécanisme que peuvent naitre des cellules
cancéreuses si un déreglement au niveau des oncogenes ou des génes régulateurs
se produit a un moment quelconque; les nouvelles cellules deviennent anarchiques
et n'obéissent plus aux directives normales qui contrélent la multiplication cellulaire
(Poisson, 1997).



CLAVICULE
(section)

COTE (section)

MUSCLES
PECTORAUX

TISSU

SOUS-MAMMAIRE

TISSU ADIPEUX
(graisse)

MAMELON 4
MUSCLE %
SOUS-MAMMAIRE

CANAUX *~
GALACTOPHORES

LOBULE

canal
galactophore

% issus con cnul_(w
centunan . led va_osdeuux|
ganguin: ct lea ncrio

Figure 1.1. Coupe transversale du sein (Tirée de Mandeville, 1988).

1.2 La chimiothérapie

La chimiothérapie anticancéreuse a pour but d’inhiber la croissance tumorale a
laide de médicaments capables d'interférer dans le processus de synthése
protéique ou de bloquer la division cellulaire (Chauvergne et Hoerni, 1992). Les
medicaments administrés dans le cadre d'une chimiothérapie sont appelés
cytostatiques. Ces composés interviennent principalement dans la division des
cellules cancéreuses caractérisées par une prolifération rapide. Parmi les agents

cytostatiques, les plus fréquemment utilisés pour le traitement du cancer du sein



sont le cyclophosphamide (Cytoxan), le méthotrexate, la deltacortisone
(Prednisone), le 5-fluorouracile (Fluorouracil), la vinblastime, la vincristine et la

doxorubicine (Fabian et Warren, 1993).

Les agents alkylants constituent une autre classe de composés anticancéreux
particulierement efficaces. Les acides nucléiques sont la cible sélective de ce
groupe de substances ayant une modalite d'action commune sur les doubles
chaines d’ADN. Ces composés possedent un ou plusieurs groupements
électrophiles qui se lient, de maniére covalente, aux régions riches en électrons des
bases puriques et pyrimidiques de I'ADN. Lors de la division cellulaire, le
dédoublement des deux brins d’ADN devient alors difficile, et surtout, la transcription
et/ou la réplication est arrétée au niveau de la modification effectuée par l'agent
alkylant, aboutissant a "l'avortement" de la division cellulaire (Poisson, 1997). On
distingue des agents alkylants monofonctionnels, c'est-a-dire ne formant qu'un seul
lien chimique avec 'ADN, et les agents bifonctionnels qui créent de véritables ponts
intrabrins et interbrins entre différents secteurs de I'ADN. Parmi les composés
bifonctionnels, le cisplatine (Fig. 1.2, 1) forme un produit de double addition en
réagissant principalement avec les bases guanines (I'azote 7) de I'ADN. 1l est connu
que les sites guanidiques ont une forte affinité pour les composés du platine et que
la liaison intrabrin impliquant deux guanines adjacentes est favorisée (Reedjik,
2003).
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Figure 1.2. Cisplatine (1) lié a un résidu guanine (Tirée de Perron, 2001).



1.3 Le cisplatine (1)

Les propriétes anticancéreuses du cisplatine (1) ont été découvertes en 1964
quand Rosenberg et son équipe étudiaient I'effet du champ électrique sur la
croissance bactérienne (Rosenberg et al, 1965). Le cisplatine (1) est un composé
alkylant bifonctionnel aujourd’hui fréquemment employé comme traitement
anticancéreux. |l s’agit d’'un des trois agents chimiothérapeutiques les plus utilisés
de nos jours. Aux Etats-Unis, le cisplatine (1) rapporte prés de 500 millions de
dollars par année en profits (Wong et Giandomenico, 1999). Ce médicament est
principalement efficace pour traiter les tumeurs solides testiculaires, ovariennes, les
carcinomes du nez, des bronches, de la vessie et du cerveau (Kartalou et
Essigmann, 2001). Bien que le cisplatine (1) n’ait pas démontré de résultats
intéressants avec les cellules cancéreuses du sein, ce medicament demeure quand
méme un composé ayant retenu l'attention pour la synthése de nouveaux agents
anticancéreux pour traiter les tumeurs mammaires. Son activité anticancéreuse fort
puissante pour le traitement de nombreux autres cancers et son interaction connue
avec les bases azotées de 'ADN ont provoqué un intérét particulier pour I'utilisation

de cette petite molecule, facilement maniable.

Il est connu que la cible principale du cisplatine (1) est 'ADN (Fig. 1.3)
(Jamieson and Lippard, 1999). Seulement la mort des cellules pourrait ne pas étre
simplement due a la présence de lésions sur 'ADN mais elle pourrait aussi étre
causée par une interférence avec un processus vital comme la réplication ou la
ségrégation chromosomique. Les liaisons cisplatine-ADN provoqueraient des
Iésions cytotoxiques induisant la mort cellulaire suite a une interaction avec la
réplication ou la mitose. Au cours d’une étude sur des cellules mortes causées par
la présence de cisplatine (1), il est apparu que cette drogue est capable d'induire la
réponse apoptotique des cellules eucaryotes (Barry et al.,, 1990). Ceci s’explique

par la présence de 'ADN chromosomique fragmenté et de la perte d’intégrité de la



membrane cellulaire. De plus, la probabilité d’un tel effet [étal sous des conditions
données pourrait dépendre du nombre et de la durée des liaisons dans le génome.

HNyg, WG

Pt
i-bN(\CI

Usplatine
Sa o

Figure 1.3. Attaque des agents alkylants bifonctionnels (cisplatine (1)).

1.3.1 Mode d’action du cisplatine (1)

Le mode d’action exact du cisplatine (1) souléve encore de nombreux
questionnements. Le cisplatine (1) est administré aux patients par voie
intraveineuse (Fabian et Warren, 19983). La concentration physiologique en ions
chlorures dans le sang ainsi que dans les liquides extracellulaires est de 100 mM
(Jamieson et Lippard, 1999). La molécule peut ainsi atteindre la surface des cellules

sous sa forme neutre, inactive. Dans la celiule, la concentration en ions chlorures



est considérablement plus faible (100 mM sang vs 4 mM cytoplasme), ce qui permet
aux ligands chloro, trés labiles, d'étre rapidement remplacés par des ligands aquo (1
— 2 — 3, voir Fig. 1.4). Ce phénomene est appelé hydrolyse. La forme hydrolysée
(3) du complexe rend les protons de la molécule d’eau acides lorsque le platine est
lié a 'oxygene. Ces ligands aquo sont beaucoup plus réactifs que les ligands chloro
et sont rapidement remplacés par des nucléophiles biologiques (ADN ou autres
molécules intracellulaires). |l a été prouvé que les complexes de platine peuvent,
dans un premier temps, se lier a des groupements thiols (gluthatione) et thioéthers
(méthionéine) et ensuite migrer aux sites N7 guanine de I'ADN, ce qui contredit la
théorie HSAB («Hard and Soft Acids and Basis») qui dit que |a liaison Pt-S est plus
forte que la liaison Pt-N (Reedjik, 1999). Toutefois, les bases azotées de 'ADN sont
tres riches en électrons ce qui favorise cette interaction. En effet, I'action
anticancéreuse du cisplatine (1) tient du fait que le platine se lie plus fortement aux
nucléotides riches en électrons qu'aux ligands chloro. Les liaisons nouvellement
formées se font principalement sur des bases guanines adjacentes, plus
précisément sur 'azote en position 7 (Jamieson and Lippard, 1999). En ce qui a trait
a la pénétration du composé dans la cellule, ce phénoméne reste obscur. Certaines
évidences montrent la présence de résidus phosphatidylsérine dans la membrane,
pouvant jouer un réle dans le transport membranaire du cisplatine (1) (Reedijk,
2003). D’autres études rapportent I'implication d’'un agent transporteur de cuivre,
Ctr1, dans le passage transmembranaire du cisplatine (1) (Reedijk, 2003).
Seulement, malgré les hypothéses sur le sujet, le transport passif du composé a
travers la membrane reste le processus le plus probable. Un mécanisme plausible,
montré a la Fig. 1.4, propose que le cisplatine (1) soit entrainé dans la cellule par

simple gradient de concentration (Kartalou et Essigmann, 2001).
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Figure 1.4. Mode d’action du cisplatine (1)
(Tirée de Kartalou et Essigmann, 2001).

En se fixant sur 'ADN, le cisplatine (1) forme des adduits intrabrins
(majoritairement) et interbrins qui seraient responsables des perturbations
entrainées dans la réplication de 'ADN et dans sa transcription (Coste et al, 1999).
Ces adduits entraineraient aussi des mutations au sein des cellules (Huang et al,
1995). La formation de tels adduits cause de grandes distorsions de la double hélice
d'’ADN comme cela a pu étre montré dans des structures cristallographiques ou
RMN d’adduits intrabrins et interbrins (Takahara et al, 1995) (Fig. 1.4). Le cis-DDP
(cisplatine, 1) impose une courbure et un deroulement de 'ADN ce qui perturbe
larrangement des bases. Ces modifications de la structure de la double hélice
d’ADN sont fonction de l'adduit formé et peuvent entrainer différents types de

perturbations au sein de la machinerie cellulaire (Yang et Wang, 1996).



Figure 1.5. Déformation des chaines d’ADN causée par I’action du cisplatine (1)
(Tirée de Reedijk, 2003).

Une étude utilisant le marquage du platine a démontré que ce demier ne restait
lié a FADN que pour un court laps de temps, soit une durée de moins de dix heures
(Reedjik, 2003). La labilité cinétique ainsi que Tlinstabilité thermodynamique,
principalement dues au volume des composés du platine, occasionnent une perte
des interactions Pt-ADN et le platine est excrété via les organelles de I'appareil de
Golgi. Malgré cela, la présence d’adduits platine-ADN a quand méme été détectée
chez des patients longtemps aprés le traitement.

1.3.2 Effets secondaires

Comme la majorité des médicaments utilisés en chimiothérapie, le cisplatine
(1) engendre de nombreux effets secondaires difficilement supportables chez bien
des patients. Cet inconvénient majeur limite la dose administrée aux malades a 100
milligrammes par jour pendant cinq jours consécutifs (Reedjik, 2003). Cette toxicité
systémique découle principalement de la faible sélectivité de I'agent cytotoxique. Ce
dernier sélectionne les cellules cibles jusqu’a un certain point. En effet, il a la
capacité d’atteindre les cellules qui se divisent rapidement et parmi elles, figurent les

cellules cancéreuses. Méme si les cellules cancéreuses sont les premiéres
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concernées, d'autres le sont aussi malheureusement : les celflules hématopoiétiques
de la moelle osseuse, les cellules des racines des cheveux, les cellules des
muqueuses gastrique et intestinale et les cellules de la mugueuse buccale (Poisson,
1997). C'est ce qui explique les nombreux effets secondaires résultant de
l'utilisation du cisplatine (1) soit les problemes gastro-intestinaux, les vomissements,
la perte des cheveux, le systéme immunitaire affaibli, etc.. Bref la maladie en tant
gue telle est souvent silencieuse mais ce sont les effets secondaires du traitement
qui sont difficiles a supporter pour les malades. Le développement de nouveaux
dérives du cisplatine (1), a la fois moins toxiques et plus sélectifs, suscite un intérét

particulier en recherche.

1.4 Transport du cisplatine (1)

Le cisplatine (1) est un composé hydrosoluble (2,53 mg/g) (The Merck Index,
Eleventh Edition, 1989). Malgré sa solubilité dans le sang, a dose maximale, I'effet
cytotoxique n'est pas toujours obtenu et cela représente un inconvenient important
quant a I'utilisation du cisplatine (1) tel quel. De plus, parce que le cisplatine (1)
n'est pas liposoluble, il traverse difficilement la membrane cellulaire. A fortes doses,
le cisplatine (1) précipite dans le sang et cela occasionne une diminution de la
biodisponibiliteé du principe actif ainsi qu'une hausse des effets secondaires toxiques

indésirables.

Dans le but d’éviter 'accumulation de platine dans Ie sang, des complexes de
nature lipophile sont synthétisés afin de favoriser la pénétration cellulaire (Wong et
Giandomenico, 1999). L’estradiol (p. 12, Fig. 1.6, 4) est un dérivé du cholestérol et
constitue donc un composé trés lipophile. Le fait de complexer ce stéroide au
cisplatine (1) permettrait a celui-ci de mieux traverser la membrane cellulaire. Par
contre, I'estradiol (4) est insoluble dans I'eau (The Merck Index, Eleventh Edition,

1989). Dans le sang, 'hormone sexuelle féminine est associée a une protéine
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appelée globuline de liaison qui permet son transport en milieu hydrophile (Lemieux,
2005).

1.4.1 Le ciblage thérapeutique

Les nombreux effets secondaires associés au cisplatine (1) ont suscité l'intérét
de plusieurs chercheurs. Le fait de développer un nouveau médicament efficace
pour tuer les cellules cancéreuses sans causer de toxicité systémique pourrait étre
intéressant. La distribution sélective du principe actif constitue une approche unigue
pouvant éliminer les effets secondaires associés a la chimiothérapie, en particulier
les traitements des composés du platine (Zutphen et Reedijk, 2005). Pour gu’une
tumeur soit sensible a un médicament cytotoxique particulier, il faut que celle-ci
présente certaines caractéristiques biochimiques qui different, méme légérement, de
celles des cellules normales et qui améne une augmentation de la sensibilité au
médicament (Kohn, 1989). Il faut donc apporter une certaine spécificité a I'agent
chimiothérapeutique et permettre l'atteinte de 'ADN des tumeurs cancereuses. La
plupart des complexes de platine synthétisés pour étre dirigés vers une cible
quelconque sont constitués d'un ligand vecteur, lié a la partie platine, qui elle est
cytotoxique (Zutphen et Reedijk, 2005). Il est donc possible de conférer au vecteur
liant des propriétés directrices qui pourraient en faire un excellent outil dans le
domaine du ciblage thérapeutique. En chimiothérapie, le ciblage devient I'élément
clé. Le ciblage thérapeutique consiste a viser un seul type de cellules ou un seul
tissu, sans affecter I'ensemble du corps. Les cancers féminins (sein, utérus,
ovaires), qui sont dans la majorité des cas hormono-dépendants, se distinguent de
par la surexpression des récepteurs estrogéniques aux niveaux de leurs cellules
(Fabian et Warren, 1993). L’estradiol (4), 'hormone sexuelle féminine, a une forte
affinité pour ces récepteurs et il serait éventuellement possible de I'utiliser pour viser
spécifiquement les cellules cancéreuses au niveau de ces organes et livrer la partie
toxique au bon endroit, diminuant ainsi les effets secondaires. La synthese de

différents dérivés platine estrogéniques a déja été effectuée (Perron et al, 2005). Le



12

derive du cisplatine (1) a été fixé au stéroide par I'entremise d’une chaine alkyle.
Cette chaine alkyle a I'avantage d'étre peu dégradée par les enzymes. Le dérivé
aura donc un long temps de vie dans I'organisme, lui permettant ainsi de se rendre
dans le noyau de la cellule et de se fixer a 'ADN et produire son effet toxique avant
d'étre détruit par les enzymes. Différents composés hybrides estradiol-Pt(ll)
porteurs d'une chaine alkyle aux positions 2, 3, 16 et 17 du noyau stéroide ont été
synthétisés (Zutphen et Reedijk, 2005). |l est connu que les fonctions alcool du 174-
estradiol (4) interagissent fortement avec le recepteur et jouent un rdle important
dans la liaison de 'hnormone sur ce dernier (Ruff et al, 2000). De ce fait, I'addition de
la chaine alkyle doit étre effectuée de fagon a ne pas nuire a la reconnaissance du
ligand par le récepteur. Parce que 'addition du groupe platine en position 16 (Fig.
1.6, 4) n'’empéche pas l'alcool en position 17 de bien se lier au récepteur, cette
position pourrait s’avérer étre particulierement intéressante pour la synthése d'un
nouveau composé anticancéreux (Perron et al, 2005). Ainsi, deux types de
composés estradiol-Pt(ll) (5a-b, 6a-b) ont été synthétisés avec la partie cytotoxique
en position 16 et 164 (Fig. 1.5). La molécule 6b avec la configuration 164 a donné

des activités cytotoxiques fort intéressantes in vitro.
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Figure 1.6. Hormone sexuelle féminine (4) et dérivés anticancéreux en position
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Point interessant, la longueur de la chaine alkyle séparant le stéroide du
complexe de platine joue un réle important dans I'activité biologique (Jackson et al,
2001). Des résultats optimaux ont été obtenus avec des chaines constituées de six
atomes de carbone ou plus. Plus spécifiquement, il a été noté que la chaine alkyle
portant la portion cytotoxique devait comporter onze ou douze atomes de carbone

pour permettre une activité biologique optimale (Perron et al, 2005).

1.5 Propriétés structurales

Depuis ['utilisation du cisplatine (1) en chimiothérapie, 'apparition des effets
secondaires toxiques lies a ce médicament a conduit au développement de
nombreux dérivés anticancéreux. La majorité de ces composés du platine sont
construits a partir d’'un vecteur auquel est liée la portion platine (Jackson et al, 2001).
La structure générale des composeés est restée la méme, conférant aux différents

dérivés les mémes proprietes chimiques et biologiques.

1.5.1 Le platine : métal de choix en chimiothérapie

Le platine est un métal noble du tableau périodique, appartenant au bloc p,
avec des états d’oxydation variant entre 0 et +6. La majorité de ses composés ont
une coordination de 4 et exhibent une géométrie carrée plane (Atkins et Jones,
1998). La forme +2 du platine posséde une bonne stabilite rédox et une faible
réactivité, ce qui en fait un excellent candidat pour la synthese de nombreux
substrats. La configuration électronique du platine(ll) est la suivante : [Xe]4f'*5d®
(Sigel, 1980). Cet élément nécessite deux électrons supplémentaires pour
compléter sa couche électronique et ainsi former des complexes métalliques
divalents. Selon la théorie du champ de valence, le cisplatine (1), noté cis-
[PtCI>(NH,),], est un complexe neutre avec une conformation caractéristique plan

carré formé de quatre orbitales hybrides équivalentes dsp? dirigées vers chacun des
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sommets (Huheey et al, 1996). En ce qui a trait aux métaux de transition, les
facteurs électroniques produisent une stabilisation exceptionnelle de la géométrie
plan carré, spécifiquement pour les ions d® et spécialement pour les éléments de la

deuxiéme et de la troisiéme rangée du tableau périodique, dont fait partie le platine.

Les métaux transition sont reconnus pour affecter le processus cellulaire de
maniére importante. L'activité anticancéreuse puissante de certains complexes de
platine a soulevé de nombreuses questions au sujet des autres métaux de transition,
a savoir s’ils pouvaient démontrer les mémes propriétés. Diverses études ont été

menées et différents métaux de transition ont été comparés.

Bien que le rayon du platine(ll) sous sa forme plan carré soit exactement la
méme que celle de I'ion palladium(ll) de configuration d°, le palladium(ll) ne posséde
pas d’activité anticancéreuse efficace (Sigel, 1980). Ce fait est expliqué par la trop
forte réactivité du palladium(ll) : ~10° fois plus élevée que pour les composés de
Pt(ll) comparables (Connors et Roberts, 1973). La différence majeure entre ces
deux éléments est 'existence des électrons 4f pour le platine. En raison de I'effet
écran causé par ces électrons, les ions divalents Pd®* ([Kr]4d®) et Pt?* ([Xe]4f'*5d®)
ont le méme rayon. Les orbitales 5d du platine sont plus diffuses que les orbitales
4d du palladium, ce qui empéche la coordination axiale et retarde la vitesse de
substitutions. Les complexes de platine(ll) sont donc plus inertes que les complexes
de palladium(ll) (Sigel, 1980).

Certains papiers traitent aussi des propriétés biologiques des complexes de
rhodium(lll). En comparant avec les composés du platine(ll), il s’est avéré que ces
complexes n'étaient pas anticancéreux. Le méme phénomene fut observé avec les
complexes d'iridium (Connors et Roberts, 1973). Ces composés sont plutét inertes
dans le corps et sont souvent excrétés avant méme d'étre meétabolisés. Des
composés similaires au cisplatine (1) constitués d’autres éléments du groupe 10 du
tableau périodique (Ni, Pd) n'ont pas donné I'activité escomptée (Reedijk, 2003). Le

facteur clé expliquant pourquoi le Pt(ll) est plus actif repose sur la cinétique
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d’échange des ligands, laquelle est pour le platine de 'ordre de quelques heures,
prévenant ainsi les réactions d’équilibre. De nombreux autres métaux de transition
(CodlIny, Cr(, Cu(ll), Ru(lll) et autres) ont éte étudiés et ont permis de conclure que
le platine(ll) est un métal de choix exhibant d'excellentes propriétés anticancéreuses
(Sigel, 1980).

En solution, le platine existe sous deux formes : Pt(ll) et Pt(IV). Chacune de
ces espéces posséde un mode de transport membranaire different (Connors et
Roberts, 1973). Etant donné la facilité des complexes de Pt(IV) a traverser la
membrane cellulaire, plusieurs chercheurs se sont penchés sur la conception de
complexes de platine(lV). Cependant, il est proposé que les complexes de Pt(IV)
(moins actifs) sont réduits en complexes de Pt(ll) suite a des interactions avec des
agents extracellulaires et intracellulaires, et ce avant la reaction avec les bases
azotées de 'ADN (Wong et Giandomenico, 1999). Afin d'éviter une transformation
partielle d’un complexe Pt(IV) en Pt(ll), Il devient donc preferable d’avoir recours au
Pt(Il), des le départ, car ce dernier demeure inchangé tout au long de son parcours

systémique.

1.56.2 Le ligand sortant

Dans le sang, le métal est lie a des ligands anioniques, maintenant le
complexe sous sa forme inactive. Les propriétés antitumorales sont genéralement
associées a la labilité des liens Pt-X ou X est le groupe sortant (Pasini et Zunino,
1987). Les complexes portant des groupements hautement labiles sont tres
toxiques et ne peuvent étre utilisés comme agents anticancéreux du fait que ces
composés peuvent réagir rapidement avec tout autre nucléophile du corps.
Inversement, des ligands trop fortement lies au métal donnent des complexes
inertes, sans activité anticancéreuse. Des ligands tels ClO,, NO; et H,O donnent
des composés trop réactifs alors que des ligands tels SCN et NO, rendent le

compose inactif (Sigel, 1980).
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Diverses études ont démontré que les meilleurs groupes sortants sont des
ligands monodentates avec une labilité intermédiaire comme les anions CI” (Sigel,
1980). De plus, les ions chlorures ont 'avantage d'étre compatibles avec les fluides
du corps humain. La réactivité du chlore fut comparée a celle de liode avec un test
de cytotoxicité sur des cellules cancéreuses de ['utérus Hela (Julliard et al, 1982).
L’étude a révélé que le chlore, moins bon groupe sortant que liode, formait des
complexes plus stables et était plus efficace vis-a-vis des cellules cancéreuses. En
comparant la vitesse de réaction des différents halogénes lors d’une réaction de type
SN2 (Tableau 1.1), il est possible de conclure que le brome est aussi beaucoup plus

réactif que le chlore.

Tableau 1.1. Vitesse relative de réaction Sy2 d’halogénures d’alkyles avec
Phydroxyde de sodium (Tiré de Bruice, 1998).

HO > + RCH,X ——— RCH,0H + X
Groupe sortant (X) Vitesses relatives de réaction
I 30,000
Br 10,000
Cl 200
F 1

Une étude récente a porté sur la réactivité du chlore dans des complexes de
platine (Zhu et al, 2005). L’objet de cette étude était de vérifier I'influence du groupe
sortant lors d’un traitement sur les cellules cancéreuses du poumon (A549) et du
colon (HCT-116). Les ligands étudiés étaient le chlore (7), I'oxalate (8), le malonate
(9) et le cyclobutane-1,1-dicarboxylate (10) (voir, Fig. 1.7). Les composés chlorés
(7) se sont avérés étre les plus efficaces. Les conclusions tirées de ces différentes
études permettent de confirmer que le chlore est un excellent groupe sortant et

confére aux anticancéreux une activité optimale.
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Figure 1.7. Structure des ligands chlore (7), oxalate (8), malonate (9) et
cyclobutane-1,1-dicarboxylate (10).

1.5.3 Le ligand liant

Bien qu’il soit prévu que les ligands amine aient un effet plutét marginal sur
I'activité cytotoxique (in vitro) des complexes (sauf ceux causant de 'encombrement
stérique), ils se sont quand méme avérés jouer un rdle vital dans lactivité
antitumorale, i.e. in vivo (Connors et Roberts, 1973). Ces groupements sont
fortement lies au platine et agissent comme agents liants. Parce qu’ils sont
difficilement remplacés, ils accompagnent l'atome de platine jusqu'aux
macromolécules a lintérieur de la cellule (Pasini et Zunino, 1987). 1 est donc
envisageable d’avoir recours a cette portion de la molécule pour effectuer du ciblage

moléculaire.

Le groupement N-H de Pamine est crucial pour l'activité des composés du
platine (Reedijk, 2003). L'absence de ce proton réduit généralement 'activité des

complexes anticancéreux. L'interaction ionique/dipolaire avec les acides nucléiques,
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reconnue comme étant importante dans la discrimination entre les bases adénines
et guanines, est basée sur une liaison hydrogéne. Ces protons étant impliqués dans
les ponts hydrogéne avec les groupes polaires de 'ADN, il est important de les
conserver, pour maintenir ainsi l'interaction complexe-ADN. L’ammoniac et les
amines primaires contribuent a former des complexes plus actifs alors que les
amines tertiaires forment des complexes inactifs (Pasini et Zunino, 1987). Le choix
de I'agent liant est aussi basé sur la polarité de celui-ci. 1l est a noter que les ligands
avec des substituants polaires rendent le complexe généralement moins actif. Un
autre point a considérer est que les amines hétérocycliques et alicycliques
augmentent considérablement I'indice thérapeutique (moins de toxicité systémique)
contrairement aux amines alkyles (Connors et Roberts, 1973). Le 2-(2-
aminoéthyl)pyridine (voir Fig. 1.8, p.19) a été utilisé pour la synthése de quelques
composés anticancéreux et les résultats furent prometteurs. Le 2-
(aminométhyl)pyridine a aussi été utilisé comme ligand et les conclusions a tirer de
cette étude ont été que le 2-(2-aminoéthyl)pyridine donne de meilleurs résuitats

produisant des hybrides E,-Pt(Il) plus actifs (Séné et al, 1998).

1.5.4 L’effet chélatant

Un complexe qui contient un agent chélatant est généralement plus stable
qu'un complexe similaire dépourvu de cycles chélatants, et ce plus spécialement
dans le cas des cycles a cing et six membres (Sigel, 1980). La plupart des
complexes de platine reportés sont constitués de tels cycles (Zhu et al, 2005). Ces
composés peuvent étre synthétisés a partir d'un agent chélatant bidentate (2-(2'-
aminoéthyl)pyridine), utilisé comme ligand transporteur, et de I'atome de platine (voir
Fig. 1.7, 11). La stabilité augmentée par les systémes chélatants est qualifiée d’effet

chélate, un phénomene entropique et enthalpique (Huheey, 1996).
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=
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HZN\Pt/N\
7N\
Cl Cl
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Figure 1.8. Formation d’un systéme chélatant a partir du 2-(2°-
aminoéthyl)pyridine.

1.56.5 Sa géométrie

La disposition cis des ligands chlore est indispensable a I'action cytotoxique du
cisplatine (1) (Reedijk, 1999). Non seulement elle assure une certaine planéarité a
la molécule mais elle interféere aussi dans l'appariement des bases de I'ADN.
L’isomere cis du cisplatine (1) (cis-DDP) est le seul isomére actif a de faibles
concentrations. L’isomere frans (12) est quant a lui inactif (Pasini et Zunino, 1987).
Suite a l'action du trans-DDP (12), les bases azotées s'approchent du platine par
deux directions opposées, ce qui augmente la flexibilité de 'ADN (Kartalou et
Essigmann, 2001).

Cl NH Cl NH
N/ N
Pt\ /Pt\

CI/ NH; H;N cl
Cis-DDP Trans-DDP
Q)] (12)

Figure 1.9. Structures du cis-DDP (1) et du trans-DDP (12).

Par contre, I'isomére cis forme majoritairement des liaisons de type intrachaine
impliquant deux guanines adjacentes (voir Fig. 1.2, p.4). L’appariement de Watson-

Crick (Fig. 1.10), qui decrit 'association spécifique des bases purines et pyrimidines
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de I'ADN, est alors interrompu (Garrett et Grisham, 2000). En temps normal, les
bases complémentaires des deux brins de 'ADN sont fortement liées par des
liaisons hydrogéne. La rupture de ces liaisons, causée par linteraction du platine,

entraine éventuellement la mort cellulaire (Reedijk, 2003).
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Figure 1.10. Appariement des bases selon Watson et Crick (Tirée de
www.siumed.edu)

1.6 Réactions de substitution et effet trans

La structure plane du cisplatine (1) est utile lors de sa liaison a 'ADN car elle
permet une meilleure accessibilité des bases azotées sur le métal favorisant ainsi la
substitution nucléophile (Connors and Roberts, 1973). Cette structure favorise
attaque axiale du ligand. Ainsi, les bases azotées de 'ADN s’approchent du
complexe par la face la moins encombrée, soit perpendiculairement au plan

constitué des liaisons platine-ligands. Les complexes tétravalents plan carré,
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comme dans I'exemple du cisplatine (1), réagissent principalement selon un
meécanisme de substitution Sy2 (Cotton et Wilkinson, 1972). Le méme
comportement réactionnel fut observeé avec d'autres complexes de platine(ll). Une
réaction de substitution nucléophile bimoléculaire (Sy2) se produit via un
intermédiaire réactionnel pentavalent (13) (Fig. 1.11). Le complexe de départ
posseéde une orbitale vacante permettant la formation d’'un cinquieme lien Pt-ligand.

Cette réaction est aussi qualifiee de stéréospécifique.

H,0
G,

H3N//In .\\\\C' + Hzo H3Nuwy,,, -Cr H3N//ll, \\\\\CI
(' \ —_— / Pt—Cl —_— / Pt
HiN cl -H,0 HN | +ClF HN ‘8Hz
|

l c

1 Etat de transition (13) (0))]

Figure 1.11. Cisplatine (1) réagissant selon une réaction de substitution Sy2

Expérimentalement, il n'existe aucun ligand qui soit totalement inerte a une
éventuelle substitution (Pasini et Zunino, 1987). C'est la nature des ligands qui
détermine l'ordre et la vitesse de substitution des substituants et qui controle
I'efficacité antitumorale du complexe (Sigel, 1980). La labilité (facilité de départ) d'un
groupe sortant particulier dépend de la nature du ligand opposé. Ce phénomeéne est
appelé trans-labilisation. Par exemple, dans le cas du cisplatine (1), le NH; étant en
position trans par rapport au CI', il facilite I'éjection du chlorure lors de 'hydrolyse du
compose. L'effet trans est défini comme la labilisation d’'un ligand en position trans
par rapport a d'autres ligands. Lors de la conception de nouveaux complexes de
platine, la force de l'effet trans doit &tre prise en considération afin de s’assurer de
bien former le complexe cis-Pt désiré. Ainsi, le complexe final fut synthétisé avec
comme groupe sortant, X, un anion présentant un faible effet trans pour éviter

I'éjection de 'amnine.
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1.7 Résistance cellulaire

La resistance cellulaire a un médicament est un obstacle majeur en
chimiothérapie. Elle se définit comme une recrudescence de la croissance tumorale
suite a l'insensibilisation a une drogue médicamenteuse. Des études ont révélé que
le transport du platine sous sa forme Pt(Il) contribuait a augmenter la désintoxication
cytoplasmique via la concentration élevée de gluthation (14) ou de métallothionine

(15) (protéine riche en cystéines) (Fig. 1.12) (Wong et Giandomenico, 1999).

Glutathion
a4)

Métallothionine
1s)

Laobe Coarminsd Lade Nwrrinal
JERMMRNA s} sorTairs |59

Figure 1.12. Structures du glutathion (14) et de la métallothionine (15) (Tirée de
www.culturesciences.chimie.ens.fr).

Parce que le platine, métal avide d’électrons, cherche a se lier aux atomes
riches en électrons, les possibilités qu'il interagisse avec les composeés sulfurés

présents en abondance dans le corps sont plutdt fortes (Reedijk, 2003). Une fois
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dans le milieu intracellulaire, le platine peut aussi réagir avec des atomes de soufre,
pour ensuite se fixer aux atomes d’azote de 'ADN ou encore, il peut étre excrété de
la cellule (voir Fig. 1.13, p. 23). Le gluthation (14), tout comme d’autres thiols
impligués dans la résistance cellulaire, contribue a rendre le médicament impuissant.
Le gluthation (14) est un tripeptide formé d'acide glutamique, de cystéine et de
glycine, qui, forsque combiné a la vitamine E et au sélénium, forme des peroxydases
qui protégent les cellules par leur effet antioxydant (W. Christopher, 2008). Le
gluthation (14) est impliqué dans le mécanisme de résistance en réduisant la
quantité de médicament en circulation dans le corps, soit en faisant intervenir la
protéine MRP (muitidrug resistance protein) (Wong et Giandomenico, 1999). Suite a
cette association, les espéces actives deviennent inactives et les modes de
réparation de I'ADN sont initiés. Cette protection immunitaire vient donc contrecarrer

I'effet cytotoxique des médicaments anticancéreux.

cellule

'd N

noyau

substitution
SCH; a N7
d'une guanine

hydrolyse

R-SCH;

Pt-S-R R-SH Cisplatine (1)
Gluthation (14)
L ﬂxcre’tion Métallothionine (15) T

\ |

Figure 1.13. Mécanismes de résistance au cisplatine (1) (Adaptée de Molenaar et
al, 2000).
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L'utilisation de groupements volumineux a proximité du métal pourrait protéger
ce dernier des éventuelles réactions secondaires de détoxification (Wong et
Giandomenico, 1999). Evidemment, bien que les interactions Pt-soufre sont
cinétiquement favorisées (soufre meilleur nucléophile que I'azote en milieu aqueux),
la liaison Pt-N7 (guanine) est thermodynamiquement favorable (Reedijk, 1999).
Néanmoins, étant donné 'abondance des biomolécules contenant du soufre dans le
cytosol et le noyau, il est préférable de prévenir en protégeant le platine avec des
groupements encombrants (Conrad et al, 2004). L'utilisation d'un ligand telle la
pyridine permettrait de protéger en quelque sorte le métal. De plus, les substituants
chlore, avec leur grande densité électronique, contribuent eux aussi a créer une

barriére protectrice (Wong et Giandomenico, 1999).

1.8 L’estradiol (4) et ses récepteurs

Le cancer du sein est principalement hormono-dépendant, c’est-a-dire que son
développement est stimulé par des hormones. Il existe une relation trés étroite entre
le niveau d’hormones stéroidiennes et la prolifération de l'unité fondamentale du
sein: le lobule et le canal terminal (Mandeville, 1988). Parmi les hormones
stéroidiennes, figurent les estrogenes, hormones sexuelles féminines. Les
estrogenes constituent une famille de composés dans lesquels figure le 174
estradiol (4), considéré comme un estrogéne fort. Dans le corps humain, les cellules
portent des récepteurs. Les récepteurs estrogéniques sont des membres de la
super famille des récepteurs nucléaires stéroidiens (Ruff et al, 2000). Le 174-
estradiol (4) a une affinité élevée pour son récepteur et forme avec lui une
association prolongée permettant l'initiation de la stimulation génique au niveau
nucléaire (Horwitz et al, 1978). Les hormones et les recepteurs adoptent des
conformations les rendant compatibles et s’associent pour engendrer une réponse
qui leur est propre. Des études ont montre que les récepteurs stéroidiens seraient

situés au niveau du noyau. Cependant, certains chercheurs spéculent quiils
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pourraient étre dissimulés dans le cytoplasme de la cellule. Cela n'affecte en rien

I'action du ligand sur le récepteur.

Comme il a été mentionné précédemment, le récepteur des estrogenes est
une cible biologique qui a attiré beaucoup I'attention a travers les années. |l est
utilisé pour diriger la portion cytotoxique dans le noyau de la cellule, ainsi, un
anticancéreux ayant une affinité pour ce récepteur pourrait s'accumuler au niveau du
noyau des cellules cancéreuses. |l est exprimé dans plusieurs types de cancer :
sein (60-70%), utérus (70-73%) et ovaires (61%) (Gagnon et al, 2004). En 1996, il
fut révélé qu’il existe deux type de récepteurs estrogéniques, avec des
conformations difféerentes : les récepteurs alpha (REa) et béta (RES) (Kuiper et al,
1996) (Fig. 1.14). Le REa a é&té détecté principalement dans I'ovaire, I'utérus,
I'hypophyse, les testicules, I'épididyme, le rein et la glande mammaire et dans
plusieurs régions du cerveau. Le RES, quant a Iui, se retrouve principalement dans
la prostate, le poumon, la rate et, tout comme I'REqa, dans l'ovaire, I'utérus et
plusieurs régions du cerveau (Laflamme et al, 1998). Les récepteurs nucléaires sont
constitués de six regions (A-F) avec chacune différentes séquences de bases
azotées (Ruff et al, 2000). Les deux récepteurs sont tres similaires (47% d'identité)
et les mémes domaines sont présents sur les deux récepteurs, qui contiennent 595
acides aminés (a.a.) pour le REa humain (hRE ) et 530 a.a. pour le hRES (Lemieux,
2005).
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Tl_ans_- Liaison Liaison du ligand
activation ADN Dimérisation
(AF1) Dimérisation Transactivation [(AF2)
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hER« 100 100
hER[} a4 59
hPR 54 23
RRXRrz. 53 27

Figure 1.14. Similitudes entre les récepteurs estrogéniques o et f (Adaptée de
Ruff et al, 2000).

De plus, une trés bonne homologie des domaines est conservée entre les
espéces. Les hRE comportent un domaine A/B qui contient la fonction hormono-
indépendante d’activation de transcription 1 (AF-1) (Ruff et al, 2000). Le domaine de
liaison a ’ADN (domaine C) contient deux doigts de zinc impliqués dans la liaison a
I’ADN et dans la dimérisation des récepteurs. Iy a 94% d’homologie d’identité entre
le domaine C d'REa et d’'RES, suggérant que les deux récepteurs se lient aux
mémes éléments de réponses des cestrogénes (ERE) (Lemieux, 2005). Le domaine
D est relié a la translocation nucléaire et le domaine E/F, ou domaine de liaison des
ligands, contient la fonction hormono-dépendante d’activation de transcription 2 (AF-
2). Comparativement au domaine de liaison de 'ADN, I'homologie d’identité du
domaine de liaison des ligands est de seuilement 59%, ce qui n'empéche cependant
pas d'avoir une capacité de liaison des ligands sensiblement semblable pour les

deux formes de récepteurs.

Des expériences diverses ont démontre une liaison spécifique de I'estradiol (4)
avec les deux récepteurs, a et g (Ruff et al, 2000). Dans les deux cas, il y avait
stimulation de la transcription d’un gene entrainant une réponse estrogénique.

Notons que le 17 S-estradiol (4) se lie cing fois plus fortement au récepteur a. En ce
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qui a trait aux ligands synthétiques ou a certains autres ligand naturels, il existe des

différences d’affinités / activités pour les récepteurs REa versus RES.

Pour les deux types de récepteur, REa et RES, le ligand se loge dans une
cavité le protégeant du milieu extérieur. Cet espace est un environnement
hautement hydrophobe constitué de vingt-deux acides aminés (Ruff et al, 2000).
Aux extrémités de la cavité, se situe des régions polaires impliquées dans I'ancrage
des fonctions alcools du stéroide (positions 3 et 17, voir Fig. 1.6, p. 12). L’hydroxyle
phénolique appartenant a I'anneau A du stéroide est lié au résidu Glu353 de
I'histone 3 ainsi qu’au résidu Arg394 de I'histone 5 (Fig. 1.15). Le groupe hydroxyle
appartenant au noyau D (voir, Fig. 1.6, p. 12) du stéroide est retenu par le résidu
His524 de I'histone 11. Toutes ces liaisons participant a la liaison de 'hormone sur
le récepteur sont principalement des liaisons hydrogene (Ruff et al, 2000). Des

liaisons de Van der Waals sont aussi impliquées dans l'interaction ligand-récepteur.

Figure 1.15. Fixation de I’estradiol (4) sur le site actif de son récepteur
(Tirée de Ruff et al, 2000).

En I'absence de son ligand, le récepteur des estrogénes est lié entre autre a la
protéine de choc thermique (HSP90) (Lemieux, 2005). L’estrogéne, en circulation
dans le sang, est lié fortement a la globuline de liaison des hormones sexuelles
(SHBG). Ce complexe diffuse librement a travers la membrane cytoplasmique et
nucléaire. Lorsqu’un ligand, telle une hormone stéroidienne, atteint son récepteur,
I'HSP se dissocie du récepteur et il se produit une dimérisation de ce demier (Fig.
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1.16). En fait, dans le cas des récepteurs des estrogénes, pour que les cellules
regoivent un signal, 'interprétent et puissent donner lieu a une réaction quelconque,
il doit y avoir dimérisation. En solution, les domaines de liaisons a I'ADN sont de
simples monomeres, alors qu'une fois en interaction avec leurs éléments de
réponses, ils forment des dimeres (Ruff et al, 2000). Suite a ce phénomene, 'ADN
agit comme un effecteur allostérique. Le complexe peut se lier aux éléments de
réponse des estrogénes présents principalement dans la région promotrice d’'un
gene. Cette liaison en présence de coactivateurs permet l'activation de la
transcription de génes facilitant I'assemblage de la machinerie de transcription.
L'interaction du dimére estrogénique avec 'ADN altére certains génes et il s’ensuit

une activation de la synthése des protéines.

Monomeére 1 Monomeére 2

A

Figure 1.16. Dimére du récepteur des estrogenes (Tirée de Ruff et al, 2000).

1.9 Stéréochimie

Lorsqu’'un ligand se fixe sur un récepteur qui lui est spécifique, le complexe
formé adopte une conformation unique qui influencera les difféerentes réactions

biochimiques. Des différences subtiles de conformation du complexe ligand-
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récepteur résultant d'un léger changement du ligand pourrait altérer la nature des
interactions transcriptionnelles dans la cellule (Seonghon et al, 2004). C'est ce qui
explique limportance d'avoir un médicament optiquement pur. La configuration
stéreochimique devient un facteur critique du meédicament a synthétiser et nécessite
une constance. La chilarité d'un médicament peut influencer grandement son action
et ainsi il est préférable d'isoler un seul isomeére. L'isomére B du composé 6b fut
obtenu en majorité lors de la synthese de dérivés estrogéniques a base de platine
(voir Fig. 1.6, p.12) et il s’est avéré avoir une forte affinité pour le récepteur
estrogénique « (Perron et al, 2004). La synthése de cet isomere pourrait

représenter un intérét particulier en recherche médicamenteuse.

Comme nous l'avons vu, les composés a base de platine possedent des
propriétés physico-chimiques uniques et des activités biologiques intéressantes.
Nous constatons aussi que le ciblage thérapeutique pourrait diminuer drastiquement
les effets secondaires toxiques associés a la chimiothérapie. Dans le chapitre
suivant, nous verrons comment il est possible de combiner une hormone a un dérivé
platine pour cibler les cellules cancéreuses hormono-dépendantes des cancers

féminins.
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2. Objectifs du projet

2.1 Synthése de composés anticancéreux

Dans le laboratoire du Dr Gervais Bérubé, a I'Université du Québec a Trois-
Riviéres, depuis quelques années déja, la synthése de différents composés
anticancéreux a base de platine a été effectuée dans le but de traiter les cancers
féminins du sein, de l'utérus et des ovaires. Le présent projet traite du ciblage
thérapeutique du cisplatine (1), en utilisant I'estradiol, I'hormone sexuelle féminine,
comme intermédiaire de transport. Le récepteur des estrogénes constituant une
caractéristique biochimique cellulaire importante au niveau des organes féminins
(seins, utérus et ovaires), il sert de cible pour I'action du médicament. Bien entendu,
d’autres cellules du corps humain peuvent posséder le récepteur des estrogénes,
cependant, c’est au niveau des seins, de I'utérus et des ovaires qu’on les retrouve
en plus grande proportion (Jackson et al, 2001). En collaboration avec le Dr Eric
Asselin, il a été possible d'étudier I'effet biologique des complexes synthétisés et
d’optimiser la conception de ces molécules pour étre en mesure de préparer le

composé le plus actif.

Les travaux d’Alexandre Séné ont porté sur la synthése de molécules
platinées, dérivees du tamoxifene (16) (voir Fig. 2.1) (Séné et al, 1998). Les
resultats de ses recherches ont permis de conclure que le cisplatine (1) est un agent
chimiothérapeutique de choix pour la synthese de molécules hybrides
anticancéreuses. De plus, l'utilisation du 2-(2’-aminoéthyl)pyridine en tant qu'agent
chélatant a donné d’excellents résultats de cytotoxicité. Dans le but d'amener la
partie toxique aux organes féminins spécifiqguement, les travaux de Valérie Perron
ont porté sur la synthése de composés stéroidiens dérivés du cisplatine (1) (Fig. 2.1)
ou était effectué I'ajout d'une chaine de type alkyle en position 16 de I'estradiol
(Perron et al, 2005). Encore une fois, le 2-(2’-aminoéthyl)pyridine a donné les

résultats les plus prometteurs en ce qui a trait au choix de I'amine. Le produit le plus
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actif de cette série porte la désignation de VP-128 (6b). La chaine porteuse du
dérivé platine contient onze atomes de carbones. La synthese de ce produit fut
effectuée en neuf étapes avec 10% de rendement global et le résultat est un

mélange de deux épiméres, alpha et béta (1: 9).

(16) Cl (6b)

Figure 2.1. Complexe de platine (II) dérivé du tamoxiféne (16) et Complexe de
platine (IT) stéroidien (6b).

Les travaux dont il sera question dans ce mémoire portent sur la synthése
améliorée de VP-128 (6b). Un des objectifs principaux est de raffiner la synthese
pour enrichir le mélange en un isomeére, soit le béta. L'isomeére béta est obtenu en
plus grande proportion lors de la synthése (9 :1) et pourrait éventuellement étre
facilement isolable. Comme il fut mentionné précédemment, il est important
d'obtenir un seul stéréoisomere afin d'avoir un medicament optiquement pur. De
plus, il fut démontré que la longueur de la chaine porteuse de la partie toxique
pouvait influencer l'activité biologique d'un composé (Jackson et al, 2001). Il a été
décidé de faire varier la longueur de la chaine alkyle de six a quatorze atomes de
carbone, soit les molécules avec des chaines de six (17a), huit (17b), onze (17¢c) et
quatorze (17d) atomes de carbones (Fig. 2.2). Compte tenu du fait qu’il fut
mentionné dans la littérature que l'activité biologique optimale correspondait a une
longueur de onze ou douze atomes de carbone, il fallait vérifier si cela était valable

dans le cas d'un tel dérivé stéroidien (Perron et al, 2005). Nos principales
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hypotheses étaient qu'avec une chaine trop courte, la partie toxique risquait de ne
pas se dégager suffisamment du site ligand-récepteur et ainsi, ne pas pouvoir agir
au niveau de 'ADN. De plus, la proximité du dérivé toxique vis-a-vis du stéroide
pourrait causer de I'encombrement stérique au niveau de I'alcool en position 17 de
'estradiol et ainsi nuire a la liaison du ligand sur le récepteur. La seconde
hypothese était qu'une chaine trop longue pouvait réduire la biodisponibilité du
principe actif dans le sang. En augmentant la portion organique d’'un compose,
celui-ci devient de moins en moins soluble dans le sang, ce qui rend difficile sa

distribution dans le corps humain.
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Figure 2.2. Molécules hybrides estradiol-Pt(II) (17a-d) synthétisées dans le cadre
de ce projet de maitrise.

Note : Dans le but de faciliter la compréhension du présent travail, la molécule 6b,
appartenant a la méme famille que les molécules 17 (a-d), portera maintenant la

désignation 17c. Les composés 6b et 17¢ sont identiques, a la différence qu'ils ont

été synthétisés différemment.

2.2 Analyse biologique

Le but du projet était de traiter trois types de cancer hormono-dépendants :
sein, utérus et ovaires. Les tests biologiques ont été effectués sur les cellules

cancéreuses du sein. Les lignées cellulaires du cancer du sein constituent un
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systétme modeéle idéal pour étudier les mécanismes d’action des hormones

stéroidiennes (Horwitz et al, 1978).

Les tests in vitro ont été réalisés sur les cellules en culture. Des essais de
prolifération cellulaire au MTT (bleu de formazan) ont eté effectués a 37°C, 5% de
CO,, a des temps d'incubation de 24, 48 et 72 heures. Le changement de couleur
de lindicateur MTT (jaune au bleu) est révélateur de la proportion de cellules encore
vivantes, ce qui permet d’avoir un apergu de |'action cytotoxique des complexes de
platine. Les principales lignées choisies pour effectuer les essais biologiques in vitro
sont MCF-7 et MDA-MB-231. En raison du types de récepteurs qu’elles contiennent
ou ne contiennent pas, il est proposé que certaines lignées pourraient s’avérer plus
utiles que d’autres pour répondre a des questions spécifiques concernant le role des
hormones stéroidiennes dans le cancer du sein. Les cellules MCF-7 et MDA-MB-
231 ont été choisies parmi une sélection de cellules cancéreuses du sein en raison
de leur concentration élevée en récepteur des estrogenes. La lignée MCF-7 est
riche en récepteur estrogénique « alors que la lignée MDA-MB-231 abonde en
réecepteur B. Ces cellules proviennent tous deux d'une effusion pleurale d'une
patiente atteinte d’un cancer du sein. Une fois les résultats obtenus avec les cellules
cancéreuses du sein, il sera possible de pousser les recherches davantage en

effectuant les tests biologiques sur les cellules ovariennes et utérines.

L'affinité des molécules hybrides 17a, 17b et 17¢ fut aussi étudiée. L’étude
de laffinité pour le récepteur estrogénique alpha et béta est basée sur | ’expression
de | 'enzyme f-galactosidase, constituée de deux fragments : accepteur d 'enzyme
(AE) et donneur d 'enzyme (DE). Plus le fragment DE se dissocie de | 'estradiol (4),
plus | 'affinité du ligand pour le récepteur est augmentée. La concentration effective
a 50% (ECsp) constitue un indice de I'affinité des ligands pour un récepteur. Plus le

ECs, est faible, meilleure est 'affinité.

L’analyse in vivo fut aussi réalisée avec des souris nu/nu (démunies de

thymus, donc de lymphocytes T, mécanisme de défense de I'organisme), auxquelles
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on a inocule un cancer du sein, soit sous forme de xénogreffe a partir de cellules
cancéreuses humaines. Les souris devenaient porteuses d'une tumeur hormono-
dépendante, MCF-7, ou hormono-indépendante, MDA-MB-468. |l était possible de
voir la tumeur sur le flanc de la souris. Une fois la tumeur devenue suffisamment
volumineuse, l'agent anticancéreux était injecté aux souris de maniere
intrapéritonéale. Le complexe estradiol-Pt(ll) porteur d’une chaine alkyle de onze
carbones (17c, Fig. 2.2, p.33) fut utilisé pour l'analyse avec les souris. |l était
ensuite possible de mesurer le diametre de la tumeur (a I'aide d'un caliber) et d’en
déeterminer le volume. Les différents résultats seront présentés dans la section

suivante.

Une autre molécule synthétisée dans le cadre de ce projet fut testée in vivo
sur des rates. [l s'agit du complexe porteur d’une chaine de huit atomes de carbone
(17b, Fig. 2.2, p.33). A partir du vingt-et-uniéme jour de vie, les rates développent
des glandes mammaires. L’administration intrapéritonéale de N-méthyl-N-
nitrosourée (MNU) occasionne des tumeurs cancéreuses au niveau de ces glandes.
Le composé anticancéreux est ensuite injecté par voie intraveineuse a des temps
différents. Un suivi de I'évolution des tumeurs permet de mesurer l'efficacité du

médicament a |'étude.

Le modele de la rate est celui qui ressemble le plus au modéle humain au
point de vue physiologique. La tumeur est située au niveau de la glande mammaire
qui est partie intégrante du mammifere. Il ne s’agit pas d’'une tumeur sous-cutanée
comme avec la souris. Cependant, les cellules cancéreuses sont des cellules de
rate et non des cellules humaines, d’ou I'utilité de se référer au modéle des souris
pour avoir une meilleure idée de I'expérience. Avec les rates, les composés sont

injectés de maniere intraveineuse au niveau de la queue de 'animal.

Dans cette étude préliminaire, il a été décidé d'évaluer les meilleures
molécules pour vérifier la faisabilité, dans notre laboratoire, des deux modeles

animaux qui étaient connus dans la littérature pour ce genre d'anticancéreux. En
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raison de la disponibilité restreinte des composés (17b et 17¢), chacun d’eux furent
testés selon une seule technique. Ultérieurement, ces deux molécules (17b et 17¢)

seront testées sur les deux modéles in vivo.

Bref, le but du projet est de préparer des complexes de platine liés a
I'estradiol (4) afin de vérifier leur affinité respective avec le récepteur estrogénique
ainsi que leur activité in vitro et in vivo sur différents modéles. Dans le chapitre
suivant, nous verrons les détails de la fabrication et de 'évaluation biologique de ces

nouveaux composes anticancéreux.
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3. Description du projet de recherche

3.1 Résultats

3.1.1 Préparation de la chaine alkyle

Quatre longueurs de chaine alkyle ont été préparées (voir Fig. 3.1) et
ajoutées en position 16 du stéroide pour des raisons décrites a la section 1.4.1. Des
chaines chioro-alcool (18) et bromo-alcool (19) ont été protégées avec du 3,4-
dihydro-2H-pyranne, un éther cyclique monoinsaturé frequemment utilisé pour la
protection des alcools (Warren, 1982). L’acétal ainsi formé est stable en milieu
basique contrairement a l'alcool qui pourrait faciiement perdre son proton dans les
mémes conditions et donner suite a diverses réactions secondaires. Le
tétrahydropyranne ainsi créé pourra étre facilement enlevé ultérieurement sous

conditions acides.
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a” g7 o g v

(18a,n=4) (19a,n=9)
(18b, n = 6) (19b,n = 12)
l a l a
a” 7 Sorae B Y, orme
(20a,n =4) (21a,n=19)
(20b, n =6) (21b,n=12)

b b
\ 1/\9{\011“ /

(22a, n = 4), (22b, n = 6)
(22¢,n=9), (22d,n = 12)

Réactifs : a) DHP, PPTs, CH,Cl,, 23°C, 18 h, 94-100%.
b) Nal, acétone anhydre, 23°C, obscurité, 3 jours, 73-98%.

Figure 3.1. Préparation de la chaine alkyle.

Les chaines halogénées protégées (20a-b et 21a-b) sont ensuite
transformées en iodure suite a une réaction avec 'iodure de sodium (Nal). La raison
pour laquelle le chlore et le brome sont ainsi remplacés par l'iode est une question
de réactivité en tant que groupe sortant. Théoriquement, l'iode est 150 fois plus
labile que le chlore et 3 fois plus labile que le brome (Bruice, 1998). Ainsi, I'ajout de

la chaine sur le stéroide devrait étre beaucoup plus aisée avec l'iodure.

Expérimentalement, I'addition d’'une chaine iodée sur le stéroide s’est avérée
une réaction facile avec 92% (26b) de rendement comparativement au chlore et au

brome (27% et moins de 5% de rendement, respectivement).
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3.1.2 Protection et activation du stéroide

L'ajout des différentes chaines alkyles (22a-d) en position 16 du stéroide est
effectué en présence d'une base. Afin d’éviter les réactions secondaires au niveau
de l'alcool en position 3 du stéroide, impliqué dans l'interaction avec le récepteur, il
devient nécessaire de protéger l'estrone (23) a ce niveau. L’estrone (23) est
protégée avec le méme groupement protecteur que pour la chaine, soit le 3,4-
dihydro-2H-pyranne. Le fait d'avoir recours a la méme fonction protectrice permet
de procéder a deux déprotections simultanées lors d’'une étape ultérieure, et ainsi,
sauver une étape dans la synthese. Cette réaction de protection est effectuée en
présence d’'un catalyseur acide, le p-toluénesulfonate de pyridinium (PPTs) et du
3,4-dihydro-2H-pyranne dans le dichlorométhane (Descoteaux et al, 2003). Le
produit protége (24) est obtenu avec 100% de rendement.

0 0
a [j\
HO™ : { 0 (]
(23) (24)
[¢] 0 o
RN
. OCH,
_—b_>
THPO THPO
(24) (25)

Réactifs: a) DHP, CH,Cl,, 23°C, 20 h, 100%.
b) Carbonate de diméthyle, KH, THF sec, reflux sous Nj, 3 h, 90%.

Figure 3.2. Protection et activation du stéroide.
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L’addition de la chaine en position 16 du stéroide est effectuée en passant
par la syntheése acétoacétique d'un [-cétoester. L'utilisation d'un groupement
activateur (CO,CH3) en a de la cétone de l'estrone (23) permet de rendre le proton
en position 16 trés labile et ainsi diriger I'alkylation a cette position (Tremblay et al.,
1995). L’activation est effectuée avec le carbonate de diméthyle en milieu
totalement anhydre, avec un chauffage a reflux dans le tétrahydofuranne (Ruest et
al., 1976). Une base forte, 'hydrure de potassium (KH), est utilisée pour arracher le
proton sur I'estrone protégée (24), en alpha de la cétone, et ainsi former 'énolate.
Ce dernier réagit avec le carbonate de diméthyle pour donner lieu a 'estrone activée

(25). Le rendement de cette réaction d’activation est de 90%.

Note : Les différents produits sont souvent constitués d'un mélange de deux
diastéréoisomeres en position 16 du stéroide. Dans la présente section, l'isomére
majoritaire est illustré. Les proportions des isoméres sont indiquées avec la

description du spectre RMN-"H dans la partie expérimentale.

3.1.3. Alkylation en position 16 du stéroide

En présence d'un acétoacétate de meéthyle, il est possible, a I'aide d'une
base, d'arracher le proton hautement labile entre les deux fonctions carbonyles et de
créer ainsi un site d'addition idéal pour un halogénure d'alkyle quelconque. Deux
méthodes d'alkylation ont été pratiquées pour la synthése de ces molécules
anticancéreuses : la catalyse par transfert de phase en présence de NaOH et a
I'aide du carbonate de césium, une base faible. La catalyse par transfert de phase
est effectuée en faisant réagir I'estrone activée (25) avec une chaine iodée (22a-d),
en présence d’un catalyseur, le chlorure de triéthylbenzylammonium (Descéteaux et
al, 2003). Le tout est agité vigoureusement a reflux dans du dichlorométhane et une
solution d’hydroxyde de sodium 10% p/v. Parallélement, cette méme réaction fut
réalisée en présence de carbonate de césium dans du tétrahydrofuranne sec a

reflux avec un courant d'azote. Les deux méthodes d'alkylation ont donné les
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estrones alkylées (26a-d) convoitées avec des rendements variant de 41% a 92%
pour la catalyse par transfert de phase et 78% (26b) avec le carbonate de cesium.
Dans les deux cas, un diastéréoisomére majoritaire fut obtenu, soit celui avec la
chaine alkyle en « du stéroide. Ce résultat est a la lumiére de nos attentes car
'encombrement stérique engendré par la fonction méthyle en position 18 force la

chaine a s’'additionner par la face la moins encombrée du stéroide, soit en alpha.

9 o
RN

OCH,

coud
—_—

THPO THPO
25) (26a-d,n =4, 6,9, 12)

Reéactifs: c) Chaine 22a, 22b, 22¢ ou 22d, chlorure de triéthylbenzylammonium, CH,Cl,. NaOH 10% agq.,
reflux, obscurité, 3 h, 41-92 %.
d) Chaine 22b, Cs,CO,, THF anhydre, reflux, obscurité,25 h, 78% (26b).

Figure 3.3. Alkylation du stéroide en position 16.

La catalyse par transfert de phase étant une méthode refativement douce, la
formation de produits secondaires devient peu probable, ce qui expliquerait le

rendement plus élevé.

3.1.4. Décarboalkoxylation et deux déprotections en une seule étape

L'utilisation des groupements protecteurs tétrahydropyranne pour les deux
fonctions alcool des molécules 26a-d devient, a cette étape de la synthése, trés
avantageuse. La reaction de décarboalkoxylation ainsi que les deux déprotections
sont réalisées simultanément, avec d'excellents rendements globaux variant de 51%
a 71% pour ces trois transformations. Pour ce faire, du chiorure de lithium (LiCl) est
ajouté a une des molécules alkylées (26a-d) dans du diméthylformamide (DMF) en

présence de traces d'eau (Perron et al, 2005). Au cours de cette étape, le LiCl
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réagit avec le f-cétoester (Brickner, 1999). Il se forme alors, par une attaque Sy2
de l'ion chlorure sur le groupe CHj;, un ion p-cétocarboxylate qui, a température
élevée, se fragmente immédiatement en énolate de la cétone avec libération de
CO;. ll'y a ensuite retour des électrons pour former la cétone, puis la double liaison
du cycle attaque I'hydrogene de I'eau. Ce proton se retrouve majoritairement a la
position 16« du stéroide. Ces conditions expérimentales servent également a

déprotéger 'éther tétrahydropyrannylée en alcool (Maiti et al., 1996).

0 o 0
',,///_0@ _i» n OH
n
THPO OTHF 1o
(26a-d,n =4, 6,9, 12) (27a-d,n=4,6,9, 12)

Réactifs: e) LiCl, DMF, H,0, reflux, 51-71%.

. Figure 3.4. Décarboalkoxylation et déprotections du stéroide.

3.1.5. Réduction de la fonction carbonyle en position 17 des stéroides
26a-d

L’étape reactionnelle suivante est la réduction de la cétone en position 17 du
stéroide (voir Fig. 1.6, p.12). Cette réaction est simple et donne un produit réduit
suffisamment pur pour étre utilisé a I'état brut pour une réaction ultérieure. Le diol-
cétone est dissout dans un mélange d'éther, de dichlorométhane et de
tétrahydrofuranne. A basse température, le borohydrure de lithium, un agent
réducteur, est ajouté a la solution (Perron et al, 2005). La réaction est efficace avec

un rendement brut variant de 96 a 100%.
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O OH
f
_—
HO HO

(27a-d, n=4,6,9, 12) (28a-d,n =4, 6,9, 12)

Réactifs: f) LiBH,, E,0, CH,Cl,, THF, 0°C, 96-100%.

Figure 3.5. Réduction de la fonction carbonyle en position 3 du stéroide.

3.1.6. Bromation de la chaine alkyle des molécules 28a-d

Pour permettre I'addition éventuelle d’'un amine primaire en bout de chaine,
I'halogénation de I'alcool devient nécessaire. La conversion d’'un alcool en bromure
est réalisée avec le tétrabromure de carbone (Perron et al, 2005). Cette réaction est
effectuée en présence de triphénylphosphine (PPhs) et de tétrabromure de carbone
(CBry) dans du dichlorométhane. Il s’agit d’'une réaction délicate avec un rendement
variant de 34% a 62%. L’alcool en position 17, plus encombré, ne réagit pas aussi

rapidement que I'alcool primaire en bout de chaine.

OH OH
n OH n Br
_g,
HO HO

(28a-d,n=4,6,9, 12) (29a-d,n=4,6,9, 12)

Réactifs: g) CBr,, PPhs, CH,Cl,, 34-62%.

Figure 3.6. Bromation en bout de chaine du dérivé stéroide.
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3.1.6. Ajout du 2-(2’-aminoéthyl)pyridine

L’amine est ajouté en bout de chaine par un déplacement de I'halogénure,
une réaction nucléophile de type Sy2. L'amination permet I'addition du 2-(2’-
aminoéthyl)pyridine qui sert d’agent chélatant au complexe de platine. La réaction
est effectuée dans du méthanol anhydre, sous atmosphere inerte (Descoteaux et al,
2003). L'amine est ajoutée, en excés (pour éviter la polyalkylation), a un des
stéroides bromés (29a-d) et le tout est porté a reflux. Le produit est isolé avec un

rendement brut variant de 94 a 100%.

OH OH
n Br - N/“z\(j
h H N~
HO HO

(29a-d,n=4,6,9, 12) (30a-d,n=4,6,9,12)

Réactifs: h) Pyridine-2-CH,CH,;NH,, MeOH, reflux sous N, 3 jours, 94-100%.

Figure 3.7. Amination du dérivé stéroide

3.1.7. Complexation avec le K,PtCl,

La complexation est la derniere étape de la synthese. |l s’agit d’'une réaction
au cours de laquelle les atomes d’azote de la pyridine partageront leurs paires
d’électrons libres avec les orbitales vides du platine. |l se formera ainsi une liaison
de coordination. Cette réaction est effectuée en présence de tétrachloroplatinate de
potassium dans un mélange de diméthylformamide (DMF) et d'eau (Perron et al,
2005). Le tout est agité a obscurité a température ambiante pour une durée de cinq
a six jours. La formation des complexes de platine (17a-d) est caractérisée par un
changement de pH (9 a 4) important résultant du partage de la paire d’électrons des

atomes d’azote. A I'état brut le complexe est piutdt résineux et il est difficile de le
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récupérer complétement du meélange réactionnel. Le produit pur est quand méme

obtenu avec un rendement global (amination-complexation) variant de 39 a 58%.

OH
H/“\@ WN
=
Cl/Pt
HO (302-d,n=4,6,9, 12) (17a-d,n=4,6,9, 12)

Reéactifs: i) K,PtCl,, DMF:H,0 (4:1), 23°C, obscurité, 3 jours, 39-58%.

Figure 3.8. Complexation du dérivé stéroide

Le produit final est obtenu sous la forme d’'un melange de deux isomeéres :
16 et 168 |l est impossible d'isoler un seul de ces isomeres, par contre la
caractérisation par RMN-"H et RMN-">C permet de déterminer les proportions des
différents isomeres présents dans le melange. Une etude menée dans le laboratoire
du Dr. Donald Poirier du CHUL a Québec porte sur la caractérisation des isomeres
16 et 164 de molécules estrogéniques porteuses d’une chaine allyle en position 16
du stéroide, similaires a celles synthétisées dans notre laboratoire (Dionne et al,
1997). Le Tableau 3.1 montre les signaux du RMN-">C caractéristiques aux
isoméres 16« et 164. Plus précisément, les carbones aux positions 17 et 18
apparaissent a 87,11 ppm (C17) et a 12,20 ppm (C18) lorsque la chaine est en
position 16a. Ces mémes signaux apparaissent aux positions 81,81 ppm (C17) et
12,93 ppm (C18) lorsque la chaine est en localisée en 164. Les déplacements
chimiques sont trés distincts et caractéristiques selon I'orientation de la chaine sur le
carbone 16. Ainsi, en comparant les signaux des composés fabriqués avec les
molécules de réference du Dr. Poirier, il est possible d'identifier chacun des

isomeres et de les quantifier d’aprés l'intensité des signaux.
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Tableau 3.1 : Déplacements chimiques des atomes de carbone C17 et C18 pour
les isomeres 16 et 163.

C17 C18
Chaine en 16« 87,11 ppm 12,20 ppm
Chaine en 168 | 81,91 ppm 12,93 ppm

Il est aussi possible de constater, par analogie avec les spectres C'° que les
protons du méthyle en position 18 apparaissent sous forme d’'un singulet a 0,80 ppm
sur le spectre RMN-"H alors que pour 'isomére 164, ce méme signal apparait 4 0,77
ppm. L’analyse des différents complexes de platine(ll) (17a-d) permet de constater

que isomere 164 est le composé majoritaire pour les quatre longueurs de chaine.

3.2 Analyse biologique

3.2.1 Affinité sur le récepteur des estrogénes (a et f)

La structure, la densité électronique de méme que l'énergie des différentes
molécules bioactives influencent beaucoup l'interaction de ces dernieres avec leur
récepteur spécifique. Dans le cadre du présent travail, il était intéressant d’étudier
Iaffinité des molécules synthétisées avec les récepteurs estrogéniques alpha et
béta. La longueur de la chaine alkyle liant le ligand a la partie toxique est un facteur

pouvant avoir un effet important vis-a-vis de la liaison sur le récepteur.

Une étude de compétition des différentes molécules synthétisées pour les
récepteurs estrogéniques alpha et béta a été réalisée a l'aide d’'un ensemble
d’analyse vendu par la compagnie «HitHunterTM». A partir de recombinant humain
purifié fournit par la compagnie «Calbiochem», des tests de complémentarité et de
fragmentation d’enzyme (EFC) ont été effectués avec les deux types de récepteurs a

estrogéne.
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La technique EFC «HitHunter» est une méthode fiable et simple utilisée pour
la détection des compétiteurs de I'estrogene. Le 17f-estradiol (4), le ligand naturel
du récepteur estrogénique, est utilisé comme référence. La méthode d’analyse EFC
est basée sur 'association de deux fragments de I'enzyme p-galactosidase : ED
(donneur d'enzyme) et EA (accepteur d’enzyme). Le fragment ED est initialement lié
a I'estradiol (4), qui a une forte affinité pour le récepteur (REa ou RES). En présence
de compétiteurs pour le récepteur estrogénique, le complexe ED-estradiol ne se lie
plus au recepteur (RE) et se lie plutét au fragment EA. La liaison ED-EA émet un
signal lumineux qui est mesuré par fluorescence avec le fluorimétre FLUOStar
OPTIMA. La longueur d’onde d'excitation du complexe est de 530 nm et la
luminosité est mesurée a 620 nm. Ainsi, plus I'affinité d’une molécule quelconque

est forte pour le récepteur estrogénique a 'étude (a ou f), plus le signal est intense.

Le 17f-estradiol (4) ainsi que trois des quatre complexes estradiol-Pt (17a,
17b, 17c) ont été analysés par la méthode EFC de la compagnie «HitHuntery.
L’affinité des differentes molécules a été etudiée pour les deux récepteurs
estrogéniques, alpha et béta. Les graphiques 3.1 et 3.2 représentent la liaison du
complexe ED-estradiol avec le recepteur (% de la fluorescence par rapport au
contréle) en fonction de la concentration des différents compétiteurs (4, 17¢, 17d et
17e). Plus la molécule a une forte affinité pour le récepteur estrogénique, plus le

complexe ED-estrogéne se dissocie de ce dernier.
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4 (17p-Estradiol)
17¢ (11 carbones)
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Graphique 3.1. Affinité des composés 17a-c pour le récepteur REc.
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Graphique 3.2. Affinité des composés 17a-c pour le récepteur RES.

On peut observer sur les graphiques 3.1 et 3.2 que les courbes d’affinité des

composés 17a-c se superposent a celle du 17p-estradiol (4). L'interprétation des
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graphiques permet de conclure que les molécules hybrides E,-Pt(ll) (17a-c) ont une
affinité tres similaire a celle de I'hormone naturelle, contrairement au cisplatine (1), le
compose actuellement utilisé en chimiothérapie, qui lui ne présente pas d'affinité
pour ces récepteurs (Perron et al, 2005). Ces molécules pourraient ainsi étre livrées
au niveau des organes porteurs des récepteurs estrogéniques ce qui provoquerait

une importante diminution des effets secondaires toxiques.

Il est aussi possible d'interpréter ces résultats en comparant la concentration
effective a 50% (ECso). Cette valeur correspond a la concentration du ligand
compétiteur nécessaire pour briser 50% des liaisons ED-estrogene-récepteur. Plus
la concentration effective a 50% est faible, meilleure est l'affinité du ligand en

question.

En général, les molécules 17a-c ont une affinité importante (1,49 - 2,75*10°°
M, voir Tableau 3.2) pour les récepteurs estrogéniques, pratiquement la méme que
pour l'estradiol (4). Dans le cas de la molécule hybride avec la chaine a huit atomes
de carbone (17b), I'affinité semble meilleure pour le récepteur REa contrairement
aux molécules avec les chaines a six (17a) et onze (17c¢) carbones, qui ont une
affinité supérieure pour le récepteur RES. Ces résultats sont trés comparables et ne
laissent pas la possibilité de conclure avec certitude qu'une molécule a une affinité
spécifique pour un des deux types de récepteurs. L'important est que le fait de lier
un derivé toxique sur une chaine en position 16 du stéroide n'affecte pas de maniere

significative I'affinité sur le recepteur.

Tableau 3.2 : Test d’affinité des composés 17a-c pour les récepteurs REa et
RES.
[

Concentration effectrice a 50% (ECsy), M
REa RES
4 (17B-estradiol) 4,03*10™" 9,31*107°
17a (6 carbones) 2,32*10° 1,83*10°
17b (8 carbones) 1,52*107 1,65%10°
17¢ (11 carbones) 2,75*10° 1,49*10°
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3.2.2 Tests biologiques in vitro

Les tests de cytotoxicité au MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazoline) ont été réalisés avec les quatre molécules synthétisées (17a,
17b, 17c¢ et 17d).

cancéreuses du

Les analyses in vitro ont été effectuées sur les cellules
(RE") MCF-7 et

Globalement, la majorité de ces molécules a

sein  hormono-dépendantes hormono-
indépendantes (RE") MDA-MB-231.
une activité grandement supérieure au cisplatine (1) sur les deux types de cellules.
La longueur de la chaine ne semble pas influencer énormément I'activité biologique.

On observe des IC,, variant entre 1,07 et 2,35 uM pour les composes 17a-c, ce qui
représente des activités de 7 a4 13 fois supérieures au cisplatine (1) (Tableau 3.3).
La molécule porteuse d'une chaine a quatorze atomes de carbone (17d) fait
exception avec des ICs, de 1,48 et 4,53 uM. Dans ce cas-ci, la baisse d'activité
pourrait étre causée par une solubilité moindre du composé en raison de la longueur

de la chaine alkyle.

Tableau 3.3: Essais de cytotoxicité des composés 17a-d sur les cellules hormono-
dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes (MDA-MB-231).

Concentration inhibitrice sur les cellule cancéreuses du sein.
Lignées RE 1 17a 17b 17c 17d
cellulaires Cisplatine 6 8 11 14
carbones | carbones | carbones | carbones
IC,, (1M) IC, (uM) | IC,, (uM) | IC,, (1M) IC,, (uM)
MDA-MB-231 - 1 13,70+13311,22+019|1,15+0,22|1,07+0,09| 1,48 +0,37
\MCF-? + | 15,59+215(2,35+0,18(1,81+0,25|2,02+0,19| 453+0,69

3.2.3 Tests biologiques in vivo

Les essais in vivo ont été realisés avec deux des quatre molécules

synthétisées, soit avec les composés 17b et 17c. Ces deux molécules donnaient
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des résultats prometteurs in vitro ce qui laissait prévaloir I'utilité de procéder a
Panalyse in vivo. Deux modéles animaux ont été utilisés : la souris et la rate. A ce
jour, en raison de la quantité limitée des composés (17b et 17¢) et du désir d’évaluer
les deux modéles animaux, la molécule 17b fut analysée avec le modeéle de la rate
et la molécule 17¢ avec celui de la souris. Ultérieurement, les deux composés
seront testés a l'aide des deux techniques dans le but de tirer de meilleures

conclusions.

Les deux techniques, décrites dans la section précédente, permettent
d’observer I'évolution de la tumeur a I'cgil nu et de mesurer, a l'aide d’'un caliber, la
grosseur de cette derniére dans le temps, ce qui permet d'évaluer I'efficacité du
médicament utilisé. Sur les graphiques du volume et de la masse des tumeurs en
fonction de nombre de jours suivant le premier traitement, les fleches indiquent les
moments ou les composés ont été injectés.

—o— Contréle
—o—1 (Cisplatine)

150; L ¢ ¢ —+—17¢ (11 carbones)
|

100

754

Volume de la tumeur
(% du jour 0)

50+

25 T T 1 Ll i T L T 1

Jours suivants le traitement

Graphique 3.3. Volume d’une tumeur hormono-indépendante MDA-MB-468
chez la souris xénogreffée traitée avec les composés 1 et 17c.
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Graphique 3.4. Volume d’une tumeur hormono-dépendante MCF-7 chez la
souris xénogreffée traitée avec les composés 1 et 17¢.

L'analyse des résultats obtenus avec les souris xénogreffées (Graphiques
3.3 et 3.4) permet de conclure que dans le cas de ce modéle, la molécule hybride
17¢ contribue a faire diminuer la tumeur de prés de la moitié de son volume initial.
Le nouveau composé est trés efficace, voire méme plus efficace que le cisplatine
(1), le médicament actuellement utilisé sur le marché, si 'on fait référence a la
rapidité d’action de ce nouveau médicament. i faut noter que le dérivé hybride 17¢
est injecté a une dose 2,7 fois inférieure a celle du cisplatine (1). Aprés 3 jours
seulement, on observe une action initiale plus prononcée de I'hybride sur la tumeur
hormono-dépendante (~30% de réduction sur RE" par rapport a ~10% de réduction
sur RE’). Contrairement au comportement normal d'une tumeur cancéreuse, le
volume des tumeurs non traitées semblent se stabiliser. La raison est que cette
derniére avait atteint un seuil maximal de croissance au moment des premiers

traitements.
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L’administration de MNU chez les rates engendre la formation d’'un type de
tumeur unique qualifié de carcinome mammaire. Pour une méme concentration de
principe actif, le cisplatine (1) a provoqué la disparition compléte de la tumeur aprés
seulement quinze jours alors que le complexe 17b étudié a nécessité tout prés de
trente-six jours pour un résultat similaire (Graphiques 3.5 et 3.6). Il est quand méme
important de noter que dans les deux cas, les tumeurs ont pratiquement toutes
disparues, ce qui fait foi de l'efficacité des deux agents anticancéreux. Certes, la
rapidité d'action du cisplatine (1) est non négligeable, seulement, les effets
secondaires découlant de ['utilisation de ce médicament permettront de tirer de

meilleures conclusions.

Y
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—+—1 (Cisplatine)

5007

4004
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Graphique 3.5. Volume d’une tumeur mammaire de rate traitée avec le
cisplatine (1).
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Graphique 3.6. Volume d’une tumeur mammaire de rate traitée avec le
composé 17b.

3.2.4 Effets secondaires.

Le cisplatine (1) est un composé anticancéreux occasionnant plusieurs effets
secondaires toxiques indésirables chez les patients humains. Chez la souris et la
rate, I'administration de ce composé cause aussi plusieurs effets secondaires
visibles, notamment une déshydratation et une perte de poids importante. Les
graphiques 3.7 et 3.8 présentent la masse de souris traitées avec le cisplatine (1)
comparativement a celles traitées avec la molécule hybride 17c. Le pourcentage du
poids initial des souris (en ordonnée) est représenté en fonction du nombre de jours
suivants le traitement (en abscisse) pour des tumeurs de type hormono-

dépendantes MCF-7 (graphique 3.7) et hormono-indépendantes MDA-MB-468
(graphique 3.8).
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Graphique 3.7. Poids des souris porteuses d’une tumeur hormono-dépendante
MCF-7 suite aux traitements avec les composés 1 et 17c.

105 —=— Contréle
| .1 (Cisplatine)

] 100J : ——17c (11 carbones)
:§, 95‘ ‘[ \‘{_ =t T l_

g 90+ | ( J |

=

° |

2 85- J l

80 1 L L T LI

T i T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Jours suivants le traitement

Graphique 3.8. Poids des souris porteuses d’une tumeur hormono-indépendante
MDA-MB-468 suite aux traitements avec les composés 1 et 17c.
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Malgré le fait que la perte de poids est plus importante chez les souris porteuses
d’'une tumeur de type hormono-indépendante (10%) comparativement aux souris
porteuses d'une tumeur hormono-dépendante (5%), il est intéressant de noter que
ce phénoméne n'est pas observé suite & 'administration du nouveau médicament.
La méme étude fut menée sur des rates. Les graphiques 3.9 et 3.10 montrent la
variation de poids chez les rates en fonction du nombre de jours suivant le premier

traitement avec le cisplatine (1) (graphique 3.9) et avec le médicament a I'étude
(17b) (3.10).

—=— Controle
—— 1 (Cisplatine)

v
120+ + ¢ ¢ ¢ ¢

1104

;\?

]

b=

= 90+

S

7)) 80"

E —_—
[o]

n_ 70'

60

] I I !

L ¥ L} L L
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Jours suivant le premier traitement

Graphique 3.9. Poids des rates traitées avec le cisplatine (1).



57

110

—
-
-
3 <+
-
P
-
-

< 105 * / —=—Controle
° —+—17b (8 carbones)
w
1%
S 100
(]
°
%’ 95-
o
90 ] | I

L) ) 1 1 ¥ 1 L] 1 |
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Jours suivant le premier traitement

Graphique 3.10. Poids des rates traitées avec la molécule hybride 17b.

Dans le cas des deux modéles, avec les rates comme avec les souris, pour
les tumeurs hormono-dépendantes et hormono-indépendantes, I'administration de
cisplatine (1) occasionne une perte de poids (5 a 30%) chez 'animal. Ce dernier voit
son état de santé se dégrader : déshydratation, perte de pilosité, faiblesse et autre.
Sur chacun des graphiques, il est possible de noter que contrairement au cisplatine
(1), la prise des médicaments nouvellement synthétisés dans le cadre de ce projet
n'occasionne pas d'effets secondaires apparents chez les mammiféres. Bien
certainement, une analyse plus poussée permettra, dans un proche avenir, d’étudier
la distribution du composé dans I'ensemble du corps ainsi que les effets secondaires

non visibles pouvant s’y rattacher.
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4. Conclusion

Dans le cadre de ce projet de maitrise, quatre molécules anticancéreuses
(17a-d) ont été synthétisées. En position 16 de l'estradiol, des chaines alkyles de
six (17a), huit (17b), onze (17c) et quatorze (17d) atomes de carbone séparaient un
dérivé du cisplatine. Ces quatre composés ont été fabriqués d’aprés la synthése
améliorée d’une molécule hybride estradiol-Pt(ll) porteuse d’'une chaine de onze
atomes de carbones (VP-128, 6b, 17c). Cette molécule, auparavant synthétisée en
neuf étapes avec un rendement de 10% fut maintenant synthétisée en huit étapes
avec tout pres de 15% de rendement global. Le choix judicieux du groupement
protecteur tétrahydropyrannyle (en début de synthese) a permis une déprotection
simultanée, lors de la décarboalkoxylation, comparativement au groupement benzyle
qui lui résistait aux conditions réactionnelles. Ainsi, une étape subséquente de
déprotection a été évitée avec la nouvelle séquence de synthese. Le complexe VP-
128 (6b, 17c) se traduisait en un mélange de deux stéréoisoméres, 16a et 164.
L’amélioration de la synthése a permis d’enrichir le mélange en isomére 164 lors de

la séquence optimisée.

La molécule porteuse d'une chaine hexyle (17a) fut synthétisée avec un
rendement global de 6%, celle porteuse d'une chaine octyle (17b), 12%, la chaine
undécyle (17c), 15% et la chaine tétradécyle (17d), 5%. Pour trois de ces quatre
composés (17a, 17b et 17c), l'affinité pour les récepteurs a et g fut étudiée.
Globalement, les molécules hybrides estradiol-Pt(ll) (17a-c) ont une excellente
affinité pour les récepteurs estrogéniques, pratiquement au méme niveau que
I'hnormone sexuelle féminine elle-méme, ce qui n'est pas le cas pour le cisplatine (1),
le médicament actuellement utilisé en clinique. Les effets secondaires importants
liés a [l'utilisation du cisplatine (1) sont principalement causés par cette non
spécificité de I'agent chimiothérapeutique. Ainsi, les complexes estradiol-Pt(ll)

auraient 'avantage de cibler des cellules cancéreuses porteuses de récepteurs
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estrogéniques et par le fait méme, d'enrayer ou de diminuer considérablement les

effets secondaires de la chimiothérapie.

Les quatre molécules synthétisées dans le cadre de cette maitrise (17a-d)
ont été testées in vitro sur des cellules cancéreuses du sein, hormono-dépendantes
(RE") MCF-7 et hormono-indépendantes (RE’), MDA-MB-231. Les tests de
cytotoxicité au MTT ont permis de constater que I'ensemble de ces molécules a une
activité grandement supérieure a celle du cisplatine (1), soit des activités de sept a
treize fois celle de ce dernier. En ce qui concerne la longueur de la chaine carbonée
séparant hormone du dérivé cytotoxique, elle ne semble pas influencer
énormément l'activité biologique. Les molécules porteuses des chaines octanyle
(17b) et undécanyle (17¢) présentent une |égere avance au point de vue efficacité
cytotoxique, seulement, des essais supplémentaires permettront certainement de

tirer de meilleures conclusions.

Des analyses biologiques in vivo ont aussi été réalisées sur deux modéles
animal : la souris et la rate. La molécule hybride 17¢ fut testée sur des souris nu/nu
auxquelles des tumeurs hormono-dépendantes MCF-7 et hormono-indépendantes
MDA-MB-468 ont été xénogreffées. Suite a cette étude, il est possible de conclure
que I'hybride 17¢ est tres efficace sur chacune des tumeurs, autant sinon plus
efficace que le cisplatine (1) et ce a une dose 2,7 fois moindre. La rapidité d’action
avec laquelle le composé fait diminuer le volume des tumeurs est remarquable ; en
une semaine, les tumeurs perdent plus de 40% de leur volume initial. Avec les
rates, la molécule testée fut le complexe 17b. Encore une fois, le composé a I'étude

avait un effet marquant sur le volume des tumeurs.

Le poids des mammiféres fut aussi étudié en fonction du nombre de jours
suivant le premier traitement. Dans tous les cas, il est possible de conclure que
I'administration du cisplatine (1) engendre une importante perte de poids, ce qui
n'est pas observé chez les animaux ayant regu les molécules hybrides (17b et 17¢).

Les effets secondaires observables sont aussi beaucoup moins intenses et I'état de
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santé global des souris et des rates traitées avec le nouvel agent anticancéreux ne

semble pas affecté.

En conclusion, les nouvelles molécules synthétisées (17a-d) dans le cadre
de ce projet de maitrise sont trés prometteuses. Dans un proche avenir, il serait
sans aucun doute intéressant d’effectuer des essais supplémentaires en ce qui a
trait aux tests in vitro plus spécifiquement, mais peut-étre aussi de tester les
molécules porteuses des chaines a six (17a) et quatorze (17d) carbones in vivo. De
plus, il est prévu de procéder a de l'imagerie moléculaire avec des molécules
hybrides marquées, et ce dans le but d’étudier la distribution de ces dernieres dans

le corps.
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5. Méthodologie

5.1 Notifications

L’ensemble des réactions a été effectué dans des solvants fournis par le
compagnie Fisher et étaient certifiess ACS («American Chemical Society»). Ces
derniers étaient soit utilisés tel quel ou purifiés par des méthodes standards (Perrin
et Armarego, 1988) avant leur utilisation. Certaines réactions étaient realisées en
milieu anhydre. Un courant d’azote préalablement séché sur driérite était utilisé

dans ces cas.

La méthode de chromatographie sur couches minces (CCM) permettait de
suivre la progression des réactions. Les produits a I'état brut étaient déposés sur
des plagues en polyester enduites d'une couche de gel de silice de 0,25 mm
d'épaisseur (Sigma T 6145, 60 A). L'élution avec un mélange de solvants hexanes :
acétone permettait de faire migrer le produit, dépendamment de sa polarite. Celui-Ci
était ensuite identifié soit par exposition a une radiation UV, soit par introduction des

plaques dans de la vapeur d’iode.

Le parachevement comportait souvent un lavage a l'eau. Les extractions
etaient effectuées a laide d’ampoules a décantation. La phase organique était
recupérée et séchée avec un agent séchant tel le sulfate de magnésium. Une
filtration a l'aide d’un filtre poreux permettait d’enlever le sel et de récupérer le
produit dissout dans le solvant, lequel était évaporé a l'aide d’'un évaporateur rotatif,

puis sous pression réduite. Les solides étaient séchés dans un dessiccateur.

La plupart des produits devaient étre purifiés avant leur utilisation pour une
réaction subséquente. Cette purification était effectuée par chromatographie éclair
conformément a la technique de Still et al. (1978). La phase stationnaire est

constituée de gel de silice de maille 40-63 pm fourni par la compagnie Silicycle.
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L'éluant est un mélange d’hexanes et d’acétone, préalablement purifiés par
distillation. Dans la majorité des cas, le produit brut était dissout et déposé sur la
colonne avec un minimum de dichlorométhane. Le produit pouvait aussi étre
adsorbé sur la silice a laide d’acétone, d’acétate d’éthyle, de méthanol ou de

tétrahydrofuranne.

La caractérisation des produits comportait trois principales techniques
d’analyse. La spectrométrie infrarouge permet d'identifier les groupements
fonctionnels d’'une molécule en question. Les spectres Infrarouges (IR) ont éte
enregistrés a 'aide d'un spectrophotométre impact 420 de Nicolet. Pour l'analyse,
les composés étaient déposées entre deux pastilles de NaCl. Les solides étaient
préalablement dissouts dans un minimum de chioroforme anhydre pour former un
mince film de produit. Quant aux complexes de platine, ils étaient analysés sous
forme de pastille de bromure de potassium (KBr) (ratio approximatif, 97 KBr: 3
produit).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN-'H) et du
carbone (RMN-"C) ont été obtenus a 'aide d’un appareil NMR 200 MHz de Varian,
en utilisant comme solvant, le chloroforme deutéré (CDCIl3) pour les composés peu
polaires et I'acétone hexadeutérée pour les produits polaires. Le CDCI; est constitué
de 0,2% de CHCI; servant de référence interne pour évaluer les déplacements
chimiques 6, exprimés en partie par million (ppm). Dans l'autre cas, I'acétone-ds
utilisée renferme 0,5% d’acétone pour référence interne. La technique de DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfert) a été employée a quelques

reprises, afin de clarifier I'identification de certains carbones.

La spectrométrie de masse est une méthode permettant d'identifier un
composé selon sa masse. Les spectres de masses (basse et haute résolution) ont
eté enregistrés sur un spectrometre VG Micromass 7070 HS (Université de
Sherbrooke) a bombardement électronique de 70 ev. Certains composés ont

nécessité lionisation chimique avec NH; pour effectuer I'analyse spectrométrique.
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La technique utilisée a 'Université de Sherbrooke ne permettait pas I'analyse des

complexes de platine.
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4.2 Synthése des complexes de platine avec des chaines alkyles de 6, 8,
11 et 14 atomes de carbone.

Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-6-chlorohexane (20a) :

Dans l'ordre, le 6-chloro-1-hexanol (18a) (3,50 mL, 30,8 mmol), le dichlorométhane
(40 mL), le 3,4-dihydro-2H-pyranne (2,81 mL, 30,8 mmol) et le p-toluenesulfonate de
pyridinium (PPTs, 100 mg, 0,400 mmol) sont mélangés a température ambiante
(23°C) pour une duree de 18 heures. Le parachévement est effectué en neutralisant
le milieu avec une petite quantité de bicarbonate de sodium solide 97%. Du sulfate
de magnésium est ajouté au mélange et le tout est agité fortement. La phase
organique est ensuite filtree et évaporée. Le résultat est une huile jaune visqueuse
obtenue avec un rendement brut de 94% (6,38 g).

IR (NaCl, vipax, cm'1): 1137 (C-O-C, vasymétrique) et 1020 (C-O-C, v symeétrique).
RMN-'H (Acétone-ds, 5 ppm) : 4,54 (1H, t apparent, J = 2,3 Hz, g), 3,78-3,27 (4H,
4m, f et k), 3,58 (2H, t, J = 3,3 Hz, a), 1,78 (2H, m, b), 1,54 (2H, m, e), 1,45 (10H,
#m, c,d, i jetk).

RMN-"C (Acétone-ds, 5 ppm): 988 (g), 67,4 (k), 61,9 (f), 45,5 (a), 33,2, 31,3,
30,2, 27,2, 26,2 (2 C), 20,0.

SM (m/e), C11H2,ClO; : 219 (M - H)" et 119 (M" - CsHsOy).

Masse exacte : calculée pour C4,H»,ClIO, — H=219,1152 ; trouvée = 219,1148.
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Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-6-iodohexane (22a) :

De l'acétone anhydre (70 mL) et de l'iodure de sodium (6,41 g, 42,8 mmol) sont
ajoutés a la chaine bromée et protégée (20a). Le tout est agité a reflux sous
atmosphére d’azote, a I'abri de toute source de lumiére, et ce dans le but de prévenir
la formation de radicaux iodés. Apres trois jours, I'acétone est évaporée et le produit
est dilué dans 'éther. La phase organique est lavée avec une portion de thiosulfate
de sodium 5% et cinqg portions d’eau, aprés quoi elle est séchée, filtrée et évaporée.
Le produit brut est isolé sous forme de solide jaune avec un rendement de 73%
(6,47 g).

IR (NaCl, ¥max, cm™): 1132 (C-0O-C, vasymétrique) et 1035 (C-O-C, v symeétrique).
RMN-'H (Acétone-ds, 5§ ppm): 4,56 (1H, t apparent, J = 2,7 Hz, g), 3,85-3,35 (4H,
#m, feth), 3,29 (2H,t, J = 6,8 Hz, a), 1,84 (4H, 2 m, b ete), 1,69-1,43 (10H, #m, c,
d i jetk).

RMN-"C (Acétone-d;, § ppm): 98,4 (g), 67,0 (k), 61,5 (f), 33,7, 30,8, 30,3, 25,7,
25,4, 19,5, 7,3 (a), (1 signal masqué par 'acétone-ds).

SM (m/e), C41Hx10, : 311 (M= H)" et 211 (M” - CsHgO5).

Masse exacte : calculée pour Cy4H2410, - H =311,0508 ; trouvée = 311,0510.
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Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-8-chlorooctane (20b) :

Dans l'ordre, le 8-chloro-1-octanol (18b) (4,50 mL, 26,7 mmol), le dichlorométhane
(50 mL), le 3,4-dihydro-2H-pyranne (2,43 mL, 26,7 mmol) et le p-toluénesulfonate de
pyridinium (PPTs, 100 mg, 0,400 mmol) sont mélangés a température ambiante
(23°C) pour une durée de 18 heures. Le parachévement est effectué en neutralisant
le milieu avec une petite quantité de bicarbonate de sodium solide 97%. Du sulfate
de magnésium est ajouté au mélange et le tout est agité fortement. La phase
organique est ensuite filtrée et évaporée. Le résultat est une huile jaune visqueuse
obtenue avec un rendement brut de 98% (6,69 g).

IR (NaCl, vinax, cm™) ; 1143 (C-O-C, v asymétrique) et 1025 (C-O-C, v symétrique).
RMN-'H (CDCl3, § ppm): 4,46 (1H, t, J = 35 Hz, i), 3,79-3,21 (4H, 4m, h et m),
3,41 (2H,t, J=6,6 Hz, a), 1,74-1,23 (18H, #m, b, ¢, d, e, f g, ], ket])).

RMN-*C (CDCl;, & ppm) : 98,9 (i), 67,6 (m), 62,3 (h), 45,1 (a), 32,8, 30,9, 29,8,
29,4, 29,0, 26,9, 26,3, 25,7, 19,8.

SM (m/e), C43H2sClO; - 247 (M~ H)" et 147 (M" - C5HoOy).

Masse exacte : calculée pour Cy3H,sCIO, — H =247, 1465 ; trouvée = 247,1470.

Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-8-iodooctane (22b) :
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De l'acétone anhydre (70 mL) et de liodure de sodium (5,43 g, 36,2 mmol) sont
ajoutés a la chaine bromée et protégée (20b). Le tout est agité a reflux sous
atmosphére d’'azote, a I'abri de toute source de lumiere, et ce dans le but de prévenir
la formation de radicaux iodés. Aprés trois jours, I'acétone est évaporée et le produit
est dilué dans I'éther. La phase organique est lavée avec une portion de thiosulfate
de sodium 5% et cinq portions d'eau, aprés quoi elle est séchee, filtrée et évaporée.
Le produit brut est isolé sous forme de solide jaune avec un rendement de 95%
(4,95 9).

IR (NaCl, Vimax, cm™) : 1143 (C-O-C, vasymétrique) et 1025 (C-O-C, vsymétrique).
RMN-'H (CDCl;, § ppm) : 4,46 (1H, t apparent, J = 3,9 Hz, i), 3,76-3,21 (4H, 4m, h
etm), 3,08 (2H,t, J=7,0 Hz, a), 1,75-1,24 (10H, #m, b, ¢, d, e, f, g, ), k et I).
RMN-C (CDCls, § ppm): 98,9 (i), 67,6 (m), 62,4 (h), 33,7, 30,9, 30,8, 29,9, 29,4,
28,6, 26,3, 25,7, 19,8, 7,3 (a).

SM (m/e), C43Has510; 1 339 (M — H)" et 239 (M" - CsHgOy).

Masse exacte : calculée pour Cy3H,510, ~ H = 339,0821 ; trouvée = 339,0816.

Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-11-bromoundécane (21a) :

Br 7 @)

Dans lordre, le 11-bromo-1-undécanol (19a) (20,1 g, 79,6 mmol), le
dichlorométhane (150 mL), le 3,4-dihydro-2H-pyranne (7,26 mL, 79,6 mmol) et le p-
toluenesulfonate de pyridinium (PPTs, 1,0 g, 4,0 mmol) sont mélangés a
température ambiante (23°C) pour une durée de 18 heures. Le parachévement est

effectué en neutralisant le milieu avec une petite quantité de bicarbonate de sodium
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solide 97%. Du sulfate de magnésium est ajouté au mélange et le tout est agité
fortement. La phase organique est ensuite filtrée et évaporée. Le résultat est une
huile jaune visqueuse obtenue avec un rendement brut de 100% (26,7 g).

IR (NaCl, Vimax, cm™): 1143 (C-O-C, vasymétrique) et 1040 (C-O-C, v symétrique).
RMN-'H (CDCl;, §ppm) : 4,52 (1H, 1, J = 3,3 Hz, 1), 3,81-3,26 (4H, 4m, k et p), 3,34
(2H, t, J=6,8 Hz, a), 1,86-1,23 (24H, #m, b, c,d, e, f g, h,i,j, m, neto).

RMN-"*C (CDCl;, 6 ppm): 99,0 (I), 67,8 (p), 62,4 (k), 35,7 (a), 33,0, 31,0, 29,4,
29,71, 29,65, 29,60, 26,3, 28,9, 28,4, 26,4, 25,7, 19,9.

SM (m/e), C1gH3(BrO; : 335 (M + H)", 333 (M — H)" et 233 (M" - CsHgOy).

Masse exacte : calculée pour C;gH3:BrO, — H = 333,1429 ; trouvée = 333,1432.

Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-11-iodoundécane (22c):

De I'acétone anhydre (140 mL) et de l'iodure de sodium (17,67 g, 117,9 mmol) sont
ajoutés a la chaine bromée et protégée (21a). Le tout est agité a reflux sous
atmosphére d’azote, a labris de toute source de lumiére, et ce dans le but de
prévenir la formation de radicaux iodés. Apreés trois jours, I'acétone est évaporée et
le produit est dilué dans 'éther. La phase organique est lavée avec une portion de
thiosulfate de sodium 5% et cing portions d’eau, aprés quoi elle est séchee, filtrée et
évaporée. Le produit brut est isolé sous forme de solide jaune avec un rendement
de 97% (29,2 g).

IR (NaCl, vinax, cm™) : 1127 (C-O-C, v asymétrique) et 1040 (C-O-C, v symétrique).
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RMN-'H (CDCls, S ppm) : 4,47 (1H,t, J = 3,3 Hz, 1), 3,75-3,20 (4H, 4m, k et p), 3,07
(2H,t,J=7,0Hz, a), 1,75-1,18 (24H, #m, b, c, d, e, f, g, h, i, j, m, n et 0).

RMN-"C (CDCl,, & ppm) : 98,8 (1), 67,7 (p), 62,3 (k), 33,7, 30,9, 30,7, 29,9, 29,71,
29,66, 29,64, 29,58, 28,7, 26,4, 25,7, 19,8, 7,3 (a).

SM (mle), C1sH3410, : 382 (M"), 381 (M — H)" et 183 (M" - Cy,H230,).

Masse exacte : calculée pour CisH3110, — H = 381,1290 ; trouvée = 381,1296.

Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-14-bromotétradécane (21b):

Br

Dans lordre, le 14-bromo-1-tétradécanol (19b) (4,92 g, 79,6 mmol), le
dichlorométhane (150 mL), le 3,4-dihydro-2H-pyranne (7,26 mL, 16,8 mmol) et le p-
toluenesulfonate de pyridinium (PPTs, 300 mg, 1,20 mmol) sont mélangés a
température ambiante (23°C) pour une durée de 18 heures. Le parachevement est
effectué en neutralisant le milieu avec une petite quantité de bicarbonate de sodium
solide 97%. Du sulfate de magnésium est ajouté au mélange et le tout est agité
fortement. La phase organique est ensuite filtrée et évaporée. Le résultat est une
huile jaune visqueuse obtenue avec un rendement brut de 99% (6,29 g).

IR (NaCl, vnax, cm™) : 1148 (C-O-C, v asymétrique) et 1040 (C-O-C, v symétrique).
RMN-'H (CDCl;, 6 ppm) : 4,53 (1H, t, J = 3,3 Hz, 0), 3,82-3,27 (4H, 4m, n et s),
3,35 (2H, t, J = 6,8 Hz, a), 1,87-1,22 (24H, #m, b, ¢, d, e, f, g, h,i,j, k, I, m, p, q et
r.

RMN-C (CDCl;, 6§ ppm) : 99,0 (0), 67,8 (s), 62,4 (n), 34,1 (a), 33,0, 31,0, 29,96,
29,80, 29,73, 29,69, 29,64, 28,97, 28,38, 26,4, 25,7, 19,9, (3 signaux masqués par le
CDCl3).

SM (m/e), C1oH3,BrO, : 377 (M + H)*, 375 (M — H)", 305 (M* - C4H¢O) et 303 (M" -
C4HgO) et 275 (M* - CsHyO,).
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Masse exacte : calculée pour C4gH3,BrO, — H = 375,1898 : trouvée = 375,1901.

Formation du 1-tétrahydropyrannyloxy-14-iodotétradécane (22d):

De l'acétone anhydre (30 mL) et de liodure de sodium (3,43 g, 22,9 mmol) sont
ajoutés a la chaine bromée et protégée (21b). Le tout est agité a reflux sous
atmosphére d'azote, a l'abris de toute source de lumiere, et ce dans le but de
prévenir la formation de radicaux iodés. Aprés trois jours, I'acétone est évaporée et
le produit est dilué dans I'éther. La phase organique est lavée avec une portion de
thiosulfate de sodium 5% et cing portions d’eau, aprés quoi elle est séchée, filtrée et
évaporée. Le produit brut est isolé sous forme de solide jaune avec un rendement
de 98% (6,35 g).

IR (NaCl, vinaxs cm"): 1137 (C-O-C, vasymeétrique) et 1030 (C-O-C, v symétrique).
RMN-'H (CDCls, § ppm) : 4,52 (1H, t, J = 3,5 Hz, o), 3,69-3,29 (4H, 4m, n et s),
3,12 (2H, t, = 7,0 Hz, a), 1,80-1,21 (24H, #m, b, c,d, e, f, g, h,i,j, k |, m, p, q et
r).

RMN-"*C (CDCls, 6 ppm) : 98,9 (0), 67,8 (s), 62,4 (n), 33,8, 31,0, 30,7, 29,95, 29,81,
29,76, 29,70, 29,63, 28,76, 26,45, 25,7, 19,9, 7,4 (a), (3 signaux masqués par le
CDCls).

SM (m/e), C1sH3710, : 424 (MY), 423 (M — H)*, 296 (M — HI)".

Masse exacte : calculée pour CigH3710, — H = 423,1760 ; trouvée = 423,1757.
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Formation du 3-tétrahydropyrannyloxy-1,3,5(10)-estratrién-17-one (24):

L’estrone (23) (10,12 g, 37,43 mmol) est d’abord dissous dans le dichlorométhane
(100 mL), le p-toluénesulfonate de pyridinium (PPTs, 1,0 g, 4,0 mmol) et le 3,4-
dihydro-2H-pyranne (8,54 mL, 93,6 mmol) sont ensuite ajoutés. Le tout est agité a
température ambiante (23°C) pour une durée de 20 heures. Le parachévement est
effectué en ajoutant une petite quantité de bicarbonate de sodium solide 97% pour
neutraliser le milieu réactionnel. Un agent séchant, le sulfate de magnésium, est
ajouté au melange et le tout est agité fortement. La phase organique est ensuite
filtrée et évaporée. Le solide brut est placé pour une durée minimale d'une heure
sous vide pour enlever 'excés de 3,4-dihydro-2H-pyranne. Le composé résultant
est un solide beige, isolé a I'état brut avec un rendement de 100% (13,23 g).

IR (NaCl, vimax, cm’™") : 1744 (C=0), 1613 (C=C), 1247 et 1043 (C-O).

RMN-'H (CDCl;, §ppm) : 7,19 (1H, d, J = 8.6 Hz, a), 6,85 (1H, dd, J = 2,3 Hz et J =
8,6 Hz, b), 6,81 (1H, d apparent, J = 2,7 Hz, d), 5,39 (1H, t, J = 2,9 Hz, j), 3,98-3,55
(2H, 2m, k équatorial, k, axial), 2,90 (2H, m, f), 2,57-1,37 (19H, # m, 3x CH et 8 x
CHy), 0,90 (3H, s, i).

RMN-"*C (CDCl;, § ppm): 220,9 (h), 155,3 (c), 137,8 (e), 133,2 (@), 126,4 (a),
116,8 (d), 114,4 (b), 96,6 (j), 62,2 (k), 50,7, 48,2, 44,3, 38,6, 36,1, 31,8, 30,7, 29,8,
26,8, 26,1, 25,5, 21,8, 19,0, 14,1 (i).

SM (m/e), Co3H300; : 354 (M"), 271 (M" - CsH;0).

Masse exacte : calculée pour Cy3H3q0O3 = 354,2195 ; trouvée = 354,2200.
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Formation du 3-tétrahydropyrannyloxy-16¢,f-(méthoxycarbonyl)-
1,3,5(10)-estratrien-17-one (25):

Dans un ballon réactionnel a deux cols, I'hydrure de potassium (KH, 30% dans
lhuile, 15,06 g, 112,7 mmol) est pesé. Sous atmosphére d'azote, 30 mL de
tétrahydrofuranne sont ajoutés et le tout est agité a température ambiante. Le
dimeéthylcarbonate (7,91 mL, 93,9 mmol) est ajouté a la solution de KH anhydre.
Dans un second ballon, I'estrone protegee (24) (13,3 g, 37,6 mmol) est dissout dans
70 mL de THF, sous atmosphére d’azote. La solution d’estrone est ensuite ajoutée
au mélange réactionnel. Le tout est porté a reflux avec un courant d’azote pour une
durée de 2,5 heures. Le parachévement est effectué aprés refroidissement du
mélange. Dans 'ordre sont ajoutés, tert-butanol (10 mL), méthanol (20 mL) et de
'eau, en agitant une quinzaine de minutes entre chaque addition. Le tout fut dilué
avec de l'acétate d’éthyle et lavé avec deux portions d’une solution de chlorure
d'ammonium saturée (NH,Cl ¢5) et quatre portions d’eau. La phase organique fut
séchée, filtrée et évaporée. Le solide a I'état brut fut préalablement trituré avec de
'hexanes et ensuite purifieé par chromatographie éclair avec un solvant hexanes :
acétone (92 : 8). Un solide blanc fut obtenu avec 90% de rendement (15,7 g).

IR (NaCl, vimay, cm™) : 1763 (C=0, ester), 1740 (C=0, cétone), 1605 (C=C), 1232 (C-
0), 1155 (C-O-C, vasymetrique) et 1035 (C-O-C, vsymeétrique).

RMN-'H (CDCl;, § ppm) : 7,18 (1H, d, J = 8.6 Hz, a), 6,85 (1H, dd, J =2,7 Hz et J =
8,6 Hz, b), 6,81 (1H, d apparent, J = 2,3 Hz, d), 5,39 (1H, t, J = 2,9 Hz, m), 3,96-3,54
(2H, 2m, n équatorial, n, axial), 3,76 (3H, s, j), 3,20 (1H, t, J = 9,2 Hz, h), 2,88 (2H,
m, f), 2,42-1,39 (17H, # m, 3x CH et 7 x CH,), 0,98 et 0,95 (3H, 2s, 1, 16,5 (2,5 : 1)).
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RMN-"C (CDCls, §ppm): 2124 (k), 170,1 (i), 155,3 (c), 137,8 (e), 132,9 (g), 126,5
(@), 116,7 (d), 114,3 (b), 96,5 (m), 62,2 (n), 54,3, 52,8 (j), 49,2, 48,1, 44,3, 38,1,
32,2, 30,6, 29,8, 26,6, 25,5, 19,0, 14,6 (I). Certains signaux sont attribuables
uniquement a l'isomére majoritaire, 16 a-CO,CH,, ceux distincts de 'isomére 164, en
plus petite proportion, n’ont pas été énonceés.

SM (m/e), C»3H3,05: 413 (M + H), 381 (M —=CH;0), 328 (M — CsH.0).

Masse exacte . calculée pour C,sH3,05 + H = 413,2328 ; trouvée = 413,2319.

Formation du 3-tétrahydropyrannyloxy-164-(méthoxycarbonyl)-16a-(6’-
tétrahydropyrannyloxyhexyl)-1,3,5(10)-estratrién-17-one (26a):

S N R

Dans l'ordre, I'estrone activée (25) (0,500 g, 1,22 mmol), le dichlorométhane (8 mL),
le chlorure de triethylbenzylammonium (100 mg), le 1-tétrahydropyrannyloxy-6-
iodohexane (1,53 g, 4,89 mmol) et une solution d’hydroxyde de sodium 10% p/v (5
mL) sont ajoutés au ballon réactionnel. Le mélange est porté a reflux et agité
vigoureusement pour une période de 24 heures. Le parachevement est effectué
dans I'éther par deux lavages avec une solution saturée de chlorure d’'ammonium et
quatre lavages a I'eau. La phase organique est séchée, filtrée et évaporée. La
purification est réalisée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants
hexanes : acetone (92 : 8). Le produit pur est isolé sous forme d'une huile jaune

avec un rendement de 77%, ce qui correspond a une masse de 0,75 g.
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IR (NaCl, Vinax, cm™) 1 1757 (C=0, ester), 1731 (C=0, cétone), 1609 et 1573 (C=C),
1050 (C-O).

RMN-'H (Acétone-ds, 5 ppm): 7,16 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,80 (1H, d, J = 8,6 Hz,
b), 6,75 (1H, m, d), 5,37 (1H, m, 1), 4,55 (1H, m, o), 3,84-3,27 (6H, 6m, m, n et p),
3,68 (3H, s, i), 2,82 (2H, m, f), 2,38-1,12 (33H, #m, 3 x CH, 15 x CH,), 0,98 et 0,93
(3H, 2s, k, 16,8 (12 : 1)).

RMN-"C (Acétone-ds, § ppm) : 213,0 (j), 171,7 (h), 155,4 (c), 137,6 (e), 133,0 (@),
126,3 (a), 116,8 (d), 114,2 (b), 98,4 (0), 96,2 (I), 67,1 (p), 61,6 (n), 61,5 (m), 60,2,
52,0 (i), 49,4, 46,1, 44,2, 38,1, 35,3, 32,4, 30,88, 30,73, 30,56, 29,83, 26,6, 26,2,
25,9, 25,8, 25,4 19,6, 15,6, 13,8 (k) (3 signaux masqués par I'acétone-ds). Certains
signaux sont attribuables uniquement a l'isomére majoritaire, avec la chaine en 16¢,
ceux distincts de I'isomére avec la chaine en 164, en plus petite proportion, n'ont
pas été énoncés.

SM (m/e), C3sH5,07 : 596 (M"), 529 (M" — C4H,0), 513 (M" - CsH;0).

Masse exacte : calculée pour CssHs20; = 596,3713 ; trouvée = 596,3704.

Formation du 3-tétrahydropyrannyloxy-164-(méthoxycarbonyl)-16a-(8’-
tétrahydropyrannyloxyoctyl)-1,3,5(10)-estratrién-17-one (26b):

L)

n o "> P
Dans l'ordre, 'estrone activée (25) (1,31 g, 3,17 mmol), le dichlorométhane (15 mL),

le chlorure de triéthylbenzylammonium (300 mg), le 1-tétrahydropyrannyloxy-8-
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iodooctane (4,31 g, 12,7 mmol) et une solution d’hydroxyde de sodium 10% p/v (9
mL) sont ajoutés au ballon reactionnel. Le mélange est porté a reflux et agité
vigoureusement pour une période de 15 heures. Le parachévement est effectué
dans I'éther par deux lavages avec une solution saturée de chlorure d’'ammonium et
quatre lavages a I'eau. La phase organique est séchée, filtrée et evaporée. La
purification est réalisée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants
hexanes : acétone (96 : 4). Le produit pur est isolé sous forme d'une huile jaune
avec un rendement de 92%, ce qui correspond a une masse de 1,82 g.

IR (NaCl, vnax, cm™) : 1762 (C=0, ester), 1726 (C=0, cétone), 1614 et 1573 (C=C),
1250 et 1040 (C-0O).

RMN-"H (CDCl;, §ppm) : 7,18 (1H, d, J=8,6 Hz, a), 6,85 (1H, dd, J=23 HzetJ =
8,6 Hz, b), 6,81 (1H, d apparent, J = 2,3 Hz, d), 5,39 (1H, t, J = 3,1 Hz, 1), 4,57 (1H,
t, J = 3,1 Hz, 0), 3,92-3,35 (6H, 6m, m, n et p), 3,72 (3H, s, i), 2,89 (2H, m, f), 2,38-
1,13 (37H, #m, 3 x CH, 17 x CH,), 0,92 et 0,88 (3H, 2s, k, 16,5 (7 : 1)).

RMN-"*C (CDCl;, 6 ppm) : 214,3 (j), 172,1 (h), 155,3 (c), 137,8 (e), 133,0 (g), 126,4
(a), 116,8 (d), 114,3 (b), 99,1 (0), 96,5 (1), 67,9 (p), 62,5 (n), 62,2 (m), 60,4, 52,8 (i),
49,7, 46,2, 44,3, 38,1, 35,8, 32,3, 30,99, 30,72, 30,62, 29,93, 29,77, 29,61, 29,51,
26,8, 26,4, 25,9, 25,7, 25,6, 25,5, 19,6, 18,9, 15,5, 14,3 (k). Certains signaux sont
attribuables uniquement a lisomére majoritaire, avec la chaine en 16q, ceux
distincts de 'isomere avec la chaine en 164, en plus petite proportion, n‘ont pas été
enonceés.

SM (m/e), C3gHss0; : 624 (M™), 594 (M™ - CH,0), 542 (M™ - CsHgO).

Masse exacte : caiculéee pour CagHs6O7 = 624,4026 ; trouvee = 624,4014.
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Formation du 3-tétrahydropyrannyloxy-16-(méthoxycarbonyl)-16a-(11°-
tétrahydropyrannyloxyundécyl)-1,3,5(10)-estratrien-17-one (26¢):

0" % 0" P
Dans l'ordre, I'estrone activée (25) (7,30 g, 17,7 mmol), le dichloromethane (90 mL),
le chlorure de triethylbenzylammonium (1,30 g), le 1-tétrahydropyrannyloxy-11-
iodoundéecane (20,31 g, 53,10 mmol) et une solution d’hydroxyde de sodium 10% p/v
(50 mL) sont ajoutés au ballon réactionnel. Le mélange est porte a reflux et agité
vigoureusement pour une période de 23 heures. Le parachevement est effectué
dans ['eéther par deux lavages avec une solution saturee de chlorure d’ammonium et
quatre lavages a l'eau. La phase organique est séchée, filtrée et évaporée. La
purification est réalisée par chromatographie éclair avec un meélange de solvants
hexanes : acétone (96 : 4). Le produit pur est isolé sous forme d'une huile jaune
avec un rendement de 92%, ce qui correspond a une masse de 10,9 g.
IR (NaCl, vimax, cm‘1) 1 1759 (C=0, ester), 1721 (C=0, cétone), 1617 (C=C), 1231
(C-0).
RMN-"H (CDCl;, § ppm) : 7,16 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,84 (1H, dd, J=23 HzetJ =
10,9 Hz, b), 6,79 (1H, s, d), 5,37 (1H, t, J = 3,1 Hz, 1), 4,56 (1H, t, J = 3,1 Hz, 0),
3,90-3,34 (6H, 6m, m, net p) 3,71 (3H, s, i), 2,87 (2H, m, f), 2,37-1,25 (43H, #m, 3 x
CH, 20 x CH,), 0,90 et 0,87 (3H, 2s, k, 16,58 (3,5: 1)).
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RMN-"C (CDCl,;, § ppm) : 214,3 (j), 172,1 (h), 155,3 (c), 137,8 (e), 133,0 (g), 126,4
(a), 116,8 (d), 114,3 (b), 99,0 (0), 96,5 (1), 67,9 (p), 62,5 (n), 62,1 (m), 60,4, 52,8 (i),
49,7, 46,2, 44,3, 38,1, 35,8, 32,3, 31,8, 31,0, 30,72, 30,62, 29,97(2 C), 29,75 (3 C),
29,57, 26,75, 26,46, 25,91, 25,72, 25,65, 25,49, 22,9, 19,9, 19,0, 14,34 (k). Certains
signaux sont attribuables uniquement a 'isomere majoritaire, avec la chaine en 16¢,
ceux distincts de l'isomére avec la chaine en 164, en plus petite proportion, n'ont
pas été énonces.

SM (ml/e), C4Hg0;: 666 (M), 635 (M" - CH;0), 582 (M - CsHgO), 498 (M" -
2CsHg0).

Masse exacte : calculée pour C41He,07 = 666,4496 ; trouvée = 666,4488.

Formation du 3-tétrahydropyrannyloxy-16 g-(méthoxycarbonyl)-16a-(14’-
tétrahydropyrannyloxytétradécyl)-1,3,5(10)-estratrién-17-one (26d):

Dans l'ordre, I'estrone activée (25) (2,00 g, 4,80 mmol), le dichlorométhane (25 mL),
le chlorure de triethylbenzylammonium (400 mg), le 1-tétrahydropyrannyloxy-14-
iodotétradécane (6,17 g, 14,5 mmol) et une solution d’hydroxyde de sodium 10% p/v
(15 mL) sont ajoutés au ballon réactionnel. Le mélange est porté a reflux et agitée
vigoureusement pour une peériode de 23 heures. Le parachévement est effectué
dans I'éther par deux lavages avec une solution saturée de chlorure d'ammonium et

quatre lavages a I'eau. La phase organique est séchée, filtrée et évaporée. La
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purification est réalisée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants
hexanes : acétone (96 : 4). Le produit pur est isolé sous forme d’une huile jaune
avec un rendement de 41%, ce qui correspond a une masse de 1,41 g.

IR (NaCl, vimax, cm™): 1757 (C=0, ester), 1726 (C=0, cétone), 1619 (C=C), 1224 et
1030 (C-0).

RMN-'H (CDCl;, §ppm) : 7,18 (1H,d, J =86 Hz, a), 6,84 (1H, dd, J=2,7 Hz et J =
8,6 Hz, b), 6,81 (1H, s, d), 5,39 (1H, t, J = 3,1 Hz, I), 4,57 (1H, t, J = 3,1 Hz, 0), 3,91-
3,31 (6H, 6m, m, n et p), 3,72 (3H, s, i), 2,88 (2H, m, ), 2,38-1,15 (49H, #m, 3 x CH,
23 x CHy), 0,91 et 0,88 (3H, 2s, k, 16,4 (4 : 1)).

RMN-"C (CDCl;, 6 ppm) : 214,7 (j), 172,2 (h), 155,3 (c), 137,8 (e), 133,0 (g), 126,4
(a), 16,7 (d), 14,3 (b), 99,1 (o), 96,5 (), 67,9 (p), 62,6 (n), 62,2 (m), 60,4, 52,8 (i),
49,7, 46,2, 44,3, 38,1, 35,8, 34,9, 32,3, 31,8, 31,0, 30,6, 29,98, 29,84, 29,73, 29,61,
26,8, 26,5, 25,92, 25,73, 25,67, 25,49, 22,9, 19,9, 19,0, 14,35, 14,28 (k). Certains
signaux sont attribuables uniquement a isomére majoritaire, avec la chaine en 16¢,
ceux distincts de l'isomere avec la chaine en 164, en plus petite proportion, n'ont
pas été énonces.

SM (m/e), Ca4HesO; : 726 (MNH,)", 624 (M — CsHsO)".

Masse exacte : calculée pour C44HgsO7 + NH, = 726,5308 : trouvée = 726,5326.

Formation du 3-hydroxy-16«,5-(6’-hydroxyhexyl)-1,3,5(10)-estratrién-17-
one (27a) :

L'estrone alkylée (26a) (1,56 g, 2,62 mmol), le chlorure de lithium (2,43 g, 57,6
mmol), et leau (1,04 mL, 57,6 mmol) sont mis en solution dans le NN-

diméthylformamide (15 mL). Le tout est agité a reflux pour une période de 20
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heures. Le parachévement est effectué dans lacétate d’éthyle avec deux
extractions avec une solution d’acide chlorhydrique 10% v/v et quatre extractions
avec de I'eau. Apres filtration, la phase organique est séchée et évaporée. Le
produit brut est obtenu sous forme d’'une huile jaune. Celle-ci est adsorbée sur silice
et purifiée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants hexanes :
acétone (70 : 30). Le rendement final est de 57% (0,55 g).

IR (NaCl, Vinax, cm™") 1 3200-3600 (O-H), 1711 (C=0), 1624 et 1578 (C=C), 1255 et
1076 (C-O).

RMN-'H (Acétone-ds, Sppm) : 7,10 (1H, d, J =8,2 Hz, a), 6,60 (1H, dd, J = 2,7 Hz
etJ=8,2Hz b), 6,55 (1H, s, d), 3,52 (2H, t, J =59 Hz, j 164), 2,83 (2H, m, f), 2,26-
1,32 (24H, #m, 4 x CH, 9 x CH,, 2 x OH), 0,94 et 0,85 (3H, 2s, i, 16,4 (1 : 1,9)).
RMN-"C (Acétone-ds, Sppm) : 221,0 (h), 1554 (c), 137,7 (e), 131,0 (g), 126,4 (a),
115,3 (d), 113,0 (b), 61,8 (j), 49,18, 49,01, 48,25, 44,37, 38,69, 38,33, 33,07, 32,46,
32,28, 29,5, 28,6, 28,2, 26,9, 26,04, 2592, 13,7 (i). Certains signaux sont
attribuables uniquement a I'isomere 164 majoritaire, ceux distincts de 'isomeére 16¢,
en plus petite proportion, n’ont pas été eénonces.

SM (m/e), C24H340; : 370 (M*), 353 (M" - OH), 270 (M" - H,0 et CsHy).

Masse exacte : calculée pour C,4H3,05 = 370,2508 ; trouvée = 370,2512.

Formation du 3-hydroxy-16 o,5-(8’-hydroxyoctyl)-1,3,5(10)-estratrien-17-
one (27b) :

L'estrone alkylée (26b) (1,80 g, 2,88 mmol), le chlorure de lithium (2,67 g, 63,4
mmol), et l'eau (1,14 mL, 63,4 mmol) sont mis en solution dans le N,N-

diméthylformamide (20 mL). Le tout est agité a reflux pour une période de 15
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heures. Le parachévement est effectué dans lacetate d'éthyle avec deux
extractions avec une solution d’acide chiorhydrique 10% v/v et quatre extractions
avec de l'eau. Apres filtration, la phase organique est séchée et évaporée. Le
produit brut est obtenu sous forme d’'une huile jaune. Celle-ci est adsorbée sur silice
et purifiée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants hexanes :
acétone (70 : 30). Le rendement final est de 71% (0,81 g).

IR (NaCl, vinax, cm™): 3200-3600 (O-H), 1711 (C=0), 1629 et 1583 (C=C), 1255 et
1071 (C-O).

RMN-'H (Acétone-d;, ppm): 7,10 (1H,d, J = 8,2 Hz, a), 6,60 (1H, dd, J = 2,7 Hz
et J =82 Hz, b), 6,55 (1H, s, d), 3,51 (2H, t, J = 5,9 Hz, ], 164), 2,82 (2H, m, f),
2,40-1,33 (28H, #m, 4 x CH, 11 x CH,, 2 x OH), 0,94 et 0,85 (3H, 2s, i, 16,4 (1 : 4)).
RMN-"C (Acétone-d;, Sppm) : 220,9 (h), 155,4 (¢), 137,7 (e), 131,0 (g), 126,4 (a),
115,3 (d), 113,0 (b), 61,8 (j), 49,17, 49,01, 48,24, 44,38, 38,33, 33,13, 32,49, 32,28,
29,5, 26,9, 26,0, 13,7 (i), (6 signaux masqués par l'acétone-ds). Certains signaux
sont attribuables uniquement a l'isomere 164 majoritaire, ceux distincts de I'isomere
16¢, en plus petite proportion, n'ont pas été énonceés.

SM (mle), CyH3503: 398 (M"), 383 (M" - CH3), 270 (M" - H,O et CgHy4).

Masse exacte : calculée pour CHasO; = 398,2821 ; trouvée = 398,2824.

Formation du 3-hydroxy-16«,5-(11’-hydroxyundécyl)-1,3,5(10)-estratrién-17-
one (27c¢):

L’estrone alkylée (26¢) (1,32 g, 1,98 mmol), le chlorure de lithium (1,84 g, 43,5

mmol), et I'eau (0,78 mlL, 44 mmol) sont mis en solution dans le N,N-
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diméthyiformamide (20 mL). Le tout est agité & reflux pour une période de 19
heures. Le parachevement est effectué dans l'acétate d'éthyle avec deux
extractions avec une solution d’acide chlorhydrique 10% v/v et quatre extractions
avec de l'eau. Apres filtration, la phase organique est séchée et évaporée. Le
produit brut est obtenu sous forme d’une huile jaune. Celle-ci est adsorbée sur silice
et purifiée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants hexanes :
acétone (70 : 30). Le rendement final est de 65% (0,57 g).

IR (NaCl, Vmax, cm™) 1 3200-3600 (O-H), 1732 (C=0), 1670 (C=C), 1255 et 1093 (C-
0).

RMN-'H (Acétone-d;, 5 ppm): 7,10 (1H, d, J = 8,2 Hz, a), 6,60 (1H, dd, J = 2,7 Hz
et J =82 Hz b), 6,55 (1H, s, d), 3,51 2H, t, J =59 Hz, j, 164), 2,82 (2H, m, f),
2,40-1,33 (28H, #m, 4 x CH, 11 x CH,, 2 x OH), 0,94 et 0,85 (3H, 2s, i, 16,5 (1 : 4)).
RMN-"C (Acétone-ds, Sppm) : 220,9 (h), 155,4 (c), 137,7 (e), 131,0 (g), 126,4 (a),
115,3 (d), 113,0 (b), 61,8 (j), 49,17, 49,01, 48,24, 44,38, 38,33, 33,13, 32,49, 32,28,
29,5, 26,9, 26,0, 13,7 (i), (9 sighaux masqués par |'acétone-ds). Certains signaux
sont attribuables uniquement a 'isomeére 164 majoritaire, ceux distincts de I'isomére
16¢, en plus petite proportion, n'ont pas été énonceés.

SM (m/e), CH44O5: 440 (M™), 422 (M" - H,0), 270 (M" - H,O et Cy4Hay).

Masse exacte : calculée pour CogH4sO5 = 440,3290 ; trouvée = 440,3297.

Formation du 3-hydroxy-16¢,8-(14’-hydroxytétradécyl)-1,3,5(10)-estratrién-
17-one (27d) :

L’estrone alkylée (27d) (1,36 g, 1,92 mmol), le chlorure de lithium (1,79 g, 42,3

mmol), et l'eau (0,76 mL, 42 mmol) sont mis en solution dans le N,N-
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diméthylformamide (20 mL). Le tout est agité a reflux pour une période de 24
heures. Le parachevement est effectué dans l'acétate d'éthyle avec deux
extractions avec une solution d’acide chlorhydrique 10% v/v et quatre extractions
avec de l'eau. Aprés filtration, la phase organique est séchée et évaporée. Le
produit brut est obtenu sous forme d’une huile jaune. Celle-ci est adsorbée sur silice
et purifiée par chromatographie éclair avec un mélange de solvants hexanes :
acetone (70 : 30). Le rendement final est de 51% (0,48 q).

IR (NaCl, Vimax, cm™) 1 3200-3600 (O-H), 1737 (C=0), 1511 (C=C), 1214 (C-O).
RMN-'H (Acétone-ds, §ppm): 7,12 (1H, d, J =8,6 Hz, a), 6,60 (1H, dd, J =27 Hz
et J = 8,6 Hz, b), 6,56 (1H, s, d), 3,51 (2H, t, J = 5,9 Hz, j, 164), 2,81 (2H, m, f),
2,38-1,13 (40H, #m, 4 x CH, 17 x CH,, 2 x OH), 0,95 et 0,86 (3H, 2s, i, 16,8 (1 :
1,2)).

RMN-"°C (Acétone-d;, Sppm) : 220,4 (h), 155,4 (c), 137,8 (e), 131,3 (@), 126,4 (a),
115,3 (d), 112,9 (b), 62,0 (j), 49,20, 49,01, 48,24, 44,38, 38,33, 33,13, 33,00, 32,49,
32,28, 31,45, 31,14, 29,5, 26,9, 26,0, 13,7 (i), (9 signaux masqués par l'acétone-ds).
Certains signaux sont attribuables uniquement a l'isomére 164 majoritaire, ceux
distincts de I'isomére 164, en plus petite proportion, n‘ont pas été énoncés.

SM (m/e), C3,Hs005 @ 482 (M7), 464 (M™ - H,0) et 270 (M” - H,0 et Cq4Ha).

Masse exacte : calculée pour C3Hs00; = 482,3760 ; trouvee = 482,3755.

Formation du 16 «,5-(6’-hydroxyhexyl)-1,3,5(10)-estratrien-3,17 5-diol (28a) :

L’estrone décarboalkoxylée (27a) (0,49 g, 1,3 mmol) est dissoute dans un mélange

d’éther (10 mL), de dichlorométhane (3 mL) et de tétrahydrofuranne anhydre (5 mL)
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sous atmosphére d’azote. La solution est refroidie a 'aide d’un bain de glace apres
quoi le borohydrure de lithium (0,17 g, 7,9 mmol) est ajouté rapidement. Le mélange
réactionnel est agite a une température de 0°C pendant 3 heures et ensuite a
température ambiante pour une durée de 3 jours. Une fois la réaction a terme, du
sulfate de sodium décahydraté est ajouté au mélange pour détruire I'exces
d’hydrure. Le parachevement s'effectue avec de 'éther (40 mL), 2 x 20 mL d'une
solution de chlorure d'ammonium saturée et 4 x 50 mL d'eau. La phase organique
est séchée avec le sulfate de magnésium. La solution est filtrée, le solvant est
évapore et un solide blanc est isolé avec 100% de rendement brut (0,49 g). Le
produit est utilisé tel quel pour la prochaine étape.

IR (NaCl, Vinax, cm™) : 3200-3600 (O-H), 1621 (C=C), 1255 et 1072 (C-O).

RMN-'H (Acétone-d;, § ppm): 7,90 (1H, s, m), 7,09 (1H, d, J = 8,2 Hz, a), 6,60
(1H, dd, J=2,7 Hzet J = 8,2 Hz, b), 6,53 (1H, s, d), 3,62 (1H, m, j), 3,52 (2H,t,J =
6,1 Hz, k), 3,40 (1H, m, h), 2,86 (1H, s, 1), 2,75 (2H, m, f), 2,30-1,29 (22H, #m, 4 x
CH, 9x CHy), 0,81 et 0,78 (3H, 2s, i, 16,4 (1 : 2)).

RMN-"C (Acétone-d;, Sppm) : 1553 (c), 137,8 (e), 131,5(g), 126,4 (a), 115,3 (d),
112,9 (b), 81,7 (h), 61,9 (k), 49,0, 44,34, 44,30, 40,7, 38,9, 38,1, 33,2, 32,7, 32,0,
30,2, 29,7, 29,0, 27,7, 26,6, 26,1, 12,5 (i). Certains signaux sont attribuables
uniguement a l'isomere 164 majoritaire, ceux distincts de l'isomere 16«, en plus
petite proportion, n'ont pas été énoncés.

SM (mle), CasH3603 1 372 (M7), 354 (M™ - H;0), 285 (M* - C5H4,0).

Masse exacte : calculée pour CyH3cO; = 372,2664 ; trouvée = 372,2662.

Formation du 16¢,/5-(8’-hydroxyoctyl)-1,3,5(10)-estratrien-3,17 5-diol (28b) :
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L’estrone décarboalkoxylée (27b) (0,79 g, 2,0 mmol) est dissoute dans un mélange
d’ether (5 mL), de dichlorométhane (5 mL) et de tétrahydrofuranne anhydre (13 mL)
Sous atmésphére d’azote. La solution est refroidie a l'aide d'un bain de glace aprés
quoi le borohydrure de lithium (0,26 g, 12 mmol) est ajouté rapidement. Le mélange
réactionnel est agité a une température de 0°C pendant 3 heures et ensuite a
température ambiante pour une durée de 3 jours. Une fois la réaction a terme, du
sulfate de sodium deécahydraté est ajouté au mélange pour détruire I'excés
d’hydrure. Le parachévement s’effectue avec de I'éther (40 mL), 2 x 20 mL d'une
solution de chlorure d’ammonium saturée et 4 x 50 mL d'eau. La phase organique
est séchée avec le sulfate de magnésium. La solution est filtrée, le solvant est
évaporé et un solide blanc est isolé avec 100% de rendement brut (0,79 g). Le
produit est utilisé tel quel pour la prochaine étape.

IR (NaCl, vmax, cm™) : 3200-3600 (O-H), 1619 et 1506 (C=C), 1245 et 1066 (C-0).
RMN-H (Acétone-d;, 6 ppm): 7,95 (1H, s, m), 7,09 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,56
(1H, dd, J=2,7 Hz et J= 8,6 Hz, b), 6,53 (1H, s, d), 3,68-3,47 (2H, 2m, j et h), 3,52
(2H,t, J=55Hz k), 2,96 (1H, s, 1), 2,75 (2H, m, f), 2,23-1,07 (26H, #m, 4 x CH, 11
x CH,), 0,81 et 0,78 (3H, 2s, i, 16,5 (1: 2,7)).

RMN-"C (Acétone-d;, 5 ppm): 155,3 (c), 137,8 (e), 131,5 (@), 1264 (a), 115,3 (d),
112,9 (b), 81,7 (h), 61,9 (Kk), 48,9, 44,34, 44,30, 40,7, 38,9, 33,1, 32,75, 32,09, 30,4,
30,12, 30,07, 29,90, 29,85, 29,74, 29,69, 29,03, 26,07, 12,5 (i). Certains signaux
sont attribuables uniquement a l'isomére 164 majoritaire, ceux distincts de I'isomere
16¢, en plus petite proportion, n'ont pas été énoncés.

SM (mle), CasH4005 : 400 (M"), 382 (M" - H,O), 354 (M" - C,Hs0).

Masse exacte : calculée pour CusH1003 = 400,2977; trouvée = 400,2964.
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Formation du 16¢,5-(11’-hydroxyundécyl)-1,3,5(10)-estratrién-3,17 -diol (28c) :

L’estrone décarboalkoxylée (27c) (0,56 g, 1,3 mmol) est dissoute dans un mélange
d’ether (4 mL), de dichlorométhane (3 mL) et de tétrahydrofuranne anhydre (13 mL)
sous atmosphére d'azote. La solution est refroidie a I'aide d’'un bain de glace aprés
quoi le borohydrure de lithium (0,17 g, 7,7 mmol) est ajouté rapidement. Le mélange
réactionnel est agité a une température de 0°C pendant 3 heures et ensuite a
température ambiante pour une durée de 17 heures. Une fois la réaction a terme,
du sulfate de sodium décahydraté est ajouté au mélange pour détruire I'exces
d'hydrure. Le parachévement s’effectue avec de I'éther (40 mL), 2 x 20 mL d'une
solution de chlorure d'ammonium saturée et 4 x 50 mL d’eau. La phase organique
est séchée avec le sulfate de magnésium. La solution est filtrée, le solvant est
évaporé et un solide blanc est isolé avec 100% de rendement brut (0,56 g). Le
produit est utilisé tel quel pour la prochaine étape.

IR (NaCl, Vmax, cm™) 1 3200-3600 (O-H), 1600 et 1506 (C=C), 1245 et 1066 (C-O).
RMN-'H (CDCl;, §ppm) : 7,27 (1H, s, m), 7,14 (1H, d, J = 7,8 Hz, a), 6,61 (1H, dd,
J=27HzetJ=28,6Hz b), 6,56 (1H, s, d), 3,85-3,45 (1H, m, h), 3,64 (2H, m, k),
2,80 (2H, m, f), 2,70-0,88 (34H, #m, 4 x CH, 14 x CH,, 2 x OH), 0,79 et 0,76 (3H, 2s,
i, 16,8(1:1,2)).

RMN-"C (CDCl;, § ppm): 1536 (c), 138,5 (e), 132,9 (g), 126,7 (a), 115,5 (d),
112,9 (b), 82,8 (h), 63,4 (k), 44,35, 44,20, 40,2, 38,6, 33,0, 32,6, 30,54, 30,12,
29,90, 29,85, 29,74, 29,63, 28,9, 25,9, 12,6 (i), (6 signaux masqués par le CDCl3).
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Certains signaux sont attribuables uniquement a I'isomére 164 majoritaire, ceux
distincts de I'isomére 16, en plus petite proportion, n’ont pas été énoncés.

SM (m/e), Cx9Hys05 1 442 (M7), 424 (M™ - H,0).

Masse exacte : calculée pour CogHus05 = 442 3447 ; trouvée = 442,3449.

Formation du 16 ¢, 5-(14’-hydroxytétradécyl)-1,3,5(10)-estratrien-3,17 5-
diol (28d) :

L’estrone décarboalkoxylée (27d) (0,46 g, 0,96 mmol) est dissoute dans un mélange
d'éther (4 mL), de dichlorométhane (3 mL) et de tétrahydrofuranne anhydre (13 mL)
sous atmosphére d'azote. La solution est refroidie a I'aide d'un bain de glace aprés
quoi le borohydrure de lithium (0,13 g, 5,8 mmol) est ajouté rapidement. Le mélange
réactionnel est agité a une température de 0°C pendant 3 heures et ensuite a
température ambiante pour une durée de 3 jours. Une fois la réaction a terme, du
sulfate de sodium décahydraté est ajouté au mélange pour détruire I'exces
d’hydrure. Le parachévement s’effectue avec de I'éther (40 mL), 2 x 20 mL d'une
solution de chlorure d’'ammonium saturée et 4 x 50 mL d'eau. La phase organique
est séchée avec le sulfate de magnésium. La solution est filtrée, le solvant est
évaporé et un solide blanc est isoleé avec 96% de rendement brut (0,45 g). Le
produit est utilisé tel quel pour la prochaine étape.

IR (NaCl, Vimax, cm™) 1 3650-3100 (O-H), 1609 (C=C), 1230 et 1061 (C-O).

RMN-'H (Acétone-ds, 5 ppm): 7,94 (1H, s, m), 7,09 (1H, d, J = 8,2 Hz, a), 6,58
(1H, dd, J=2,7 Hz et J = 8,6 Hz, b), 6,53 (1H, s, d), 3,69-3,42 (2H, 2m, j et h), 3,52
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(2H, m, k), 2,94 (1H, s, 1), 2,76 (2H, m, f), 2,23-1,03 (40H, #m, 4 x CH, 18 x CH,),
0,81 et 0,79 (3H, 2s, i, 16,4 (1 : 4,5)).

RMN-"C (Acétone-ds, § ppm) : 1552 (c), 137,8 (e), 131,5 (@), 1264 (a), 115,3 (d),
112,9 (b), 81,7 (h), 61,9 (k), 49,0, 44,34, 44,31, 40,7, 38,9, 38,1, 33,1, 32,8, 32,1,
30,15, 29,86, 29,79, 29,66, 29,45, 29,03, 27,7, 26,6, 26,1, 25,5, 12,5 (i), (4 signaux
masqués par l'acétone-dg). Certains signaux sont attribuables uniquement a
isomere 164 majoritaire, ceux distincts de l'isomére 16¢a, en plus petite proportion,
n'ont pas été .énonces.

SM (m/e), C3Hs,0; : 484 (M™), 466 (M" — H,0) et 397 (M" - CsH,4,0).

Masse exacte : calculée pour Cj,Hs,05 = 484,3916 ; trouvée = 484,3922.

Formation du 16¢,-(6’-bromohexyl)-1,3,5(10)-estratrién-3,17-diol (29a) :

Le triol (28a) (0,51 g, 1,4 mmol) a I'état brut est solubiliseé dans le dichlorométhane
(15 mL). Ensuite, le tétrabromure de carbone (1,81 g, 544 mmol) et la
triphénylphosphine (1,46 g, 5,44 mmol) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est
maintenu sous atmosphére d’'azote et a la température ambiante (23°C) pendant 5
heures. La phase organique est ensuite extraite avec 50 mL d’éther et 2 x 60 mL
d’'une solution saturée de chlorure de sodium et finalement 2 x 60 mL d'eau. La
portion éthérée est séchee avec le sulfate de magnésium, filtrée et évaporée. Le
produit est purifié par chromatographie éclair avec comme éluant un mélange de
solvants hexanes : acétone (80 : 20). Le produit bromé (29a) est obtenu sous la
forme d’une huile jaune avec un rendement de 36% (0,21 g).

IR (NaCl, Vmax, cm™) : 3650-3150 (O-H), 1624 et 1501 (C=C), 1230 et 1071 (C-O).
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RMN-'H (Acétone-ds, 6 ppm): 7,90 (1H, s, m), 7,09 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,58
(1H, dd, J =2,3 Hz et 8,2 Hz, b), 6,53 (1H, s, d), 3,74 (1H, m, h), 3,49 (2H,t,J=6,6
Hz, k), 2,90 (1H, s, j), 2,76 (2H, m, f), 2,25-1,03 (22H, #m, 4 x CH, 9 x CH,), 0,81 et
0,78 (3H, 2s, i, 16,5 (1 23)).

RMN-"C (Acétone-d;, 6 ppm) : 155,3 (c), 137,8 (e), 131,5 (g), 126,4 (a), 115,3 (d),
112,9 (b), 81,7 (h,160), 49,0, 44,33, 44,31, 40,7, 38,9, 38,1, 34,2, 33,0, 32,7, 32,0,
29,73, 29,45, 29,06, 28,26, 27,73, 26,6, 12,5 (i). Certains signaux sont attribuables
uniquement a lisomere 164 majoritaire, ceux distincts de l'isomére 16, en plus
petite proportion, n'ont pas été énonces.

SM (m/e), C4H3sBrO; : 434 (M").

Masse exacte : calculée pour Cy4H3sBrO, = 434,1820 ; trouvée = 434,1815.

Formation du 16¢«,/-(8’-bromooctyl)-1,3,5(10)-estratrién-3,17 5-diol (29b) :

Le triol (28b) (0,79 g, 2,0 mmol) a I'état brut est solubilisé dans le dichlorométhane
(20 mL). Ensuite, le tétrabromure de carbone (2,61 g, 7,88 mmol) et la
triphénylphosphine (2,11 g, 7,88 mmol) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est
maintenu sous atmosphére d’azote et a la température ambiante (23°C) pendant 21
heures. La phase organique est ensuite extraite avec 50 mL d’éther et 2 x 60 mL
d’'une solution saturée de chlorure de sodium et finalement 2 x 60 mL d’'eau. La
portion éthérée est séchée avec le sulfate de magnésium, filtrée et évaporée. Le

produit est purifié par chromatographie éclair avec comme éluant un mélange de
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solvants hexanes : acétone (85: 15). Le produit bromé (29b) est obtenu sous la
forme d'une huile jaune avec un rendement de 34% (0,31 g).

IR (NaCl, vinax, cm™) : 3650-3150 (O-H), 1614 et 1501 (C=C), 1255 et 1066 (C-O).
RMN-"H (Acétone-ds, § ppm) : 7,94 (1H, s, m), 7,09 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,58
(1H, dd, J =2,7 Hz et 8,2 Hz, b), 6,53 (1H, s, d), 3,69 (1H, m, h), 3,49 (2H,t, J=6,6
Hz, k), 2,88 (1H, s, j), 2,75 (2H, m, f), 2,23-1,02 (26H, #m, 4 x CH, 11 x CH,), 0,81 et
0,78 (3H, 2s, i, 16,8 (1 : 16)).

RMN-"*C (Acétone-ds, § ppm) : 155,3 (c), 137,8 (e), 131,5 (@), 126,4 (a), 115,3 (d),
112,9 (b), 81,7 (h,16B), 48,9, 44,34, 44,30, 40,7, 38,9, 38,1, 34,2, 33,0, 32,7, 32,1,
29,82, 29,72, 29,43, 28,94, 28,16, 27,72, 26,6, 12,5 (i), (1 signal masqué par
lacétone-ds). Certains signaux sont attribuables uniquement a [lisomere 164
majoritaire, ceux distincts de l'isomére 16«, en plus petite proportion, n’ont pas été
énonces.

SM (m/e), CoH3sBrO, : 462 (M").

Masse exacte : calculée pour CsH3eBrO, = 462,2133 ; trouvée = 462,2129.

Formation du 16¢,4-(11’-bromoundécyl)-1,3,5(10)-estratrién-3,175-diol (29c) :

Le triol (28c) (0,56 g, 1,3 mmol) a I'état brut est solubilisé dans le dichlorométhane
(20 mL). Ensuite, le tétrabromure de carbone (1,68 g, 5,07 mmol) et la
triphénylphosphine (1,37 g, 5,07 mmol) sont ajoutés. Le mélange reactionnel est
maintenu sous atmosphere d'azote et a la température ambiante (23°C) pendant 5

heures. La phase organique est ensuite extraite avec 50 mL d’'éther, un minimum de
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dichlorométhane et 2 x 60 mL d'une solution saturée de chlorure de sodium et
finalement 2 x 60 mL d'eau. La portion éthérée est séchée avec le sulfate de
magnésium, filtrée et évaporée. Le produit est purifié par chromatographie éclair
avec comme éluant un mélange de solvants hexanes : acétone (85 : 15). Le produit
brome (29c) est obtenu sous la forme d’une huile jaune avec un rendement de 59%
(0,38 g).

IR (NaCl, vimax, cm™) : 3650-3150 (O-H), 1614 et 1516 (C=C), 1255 et 1071 (C-O).
RMN-'H (CDCl;, s ppm) : 7,26 (1H, s, m), 7,15 (1H, d, J = 8,2 Hz, a), 6,62 (1H, dd,
J=2,7Hzet82Hz b), 6,56 (1H, s, d), 3,74 (1H,d, J=9,8 Hz, h), 3,41 (2H,t, J =
7,0 Hz, k), 2,80 (2H, m, f), 2,60-1,02 (33H, #m, 4 x CH, 14 x CH,, 1 x OH), 0,80 et
0,76 (3H, 2s, i, 16,8 (1 : 3,5)).

RMN-"C (CDCl;, § ppm) : 153,6 (c), 138,5 (e), 133,0 (g), 126,7 (a), 115,5 (d), 112,9
(b), 82,8 (h,16p), 48,8, 44,35, 44,21, 40,2, 38,6, 37,9, 34,3 (2 C), 33,1 (2 C), 32,6,
31,7, 30,1, 28,99 (2 C), 28,87, 28,41 (2 C), 27,63, 27,42, 26,52, 12,6 (i). Certains
signaux sont attribuables uniquement a l'isomere 164 majoritaire, ceux distincts de
I'isomere 16¢, en plus petite proportion, n'ont pas été énonceés.

SM (m/e), Cy9H4sBrO, : 504 (M").

Masse exacte : calculee pour C,gH;sBrO, = 504,2603 ; trouvée = 504,2592.

Formation du 16¢,/-(14’-bromoteétradécyl)-1,3,5(10)-estratrién-3,17 5-diol (29d) :

Le triol (28d) (0,39 g, 0,81 mmol) a I'état brut est solubilisé dans le dichlorométhane
(15 mL). Ensuite, le tétrabromure de carbone (1,08 g, 3,26 mmol) et la

triphénylphosphine (0,87 g, 3,3 mmol) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est
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maintenu sous atmosphere d’azote et a la température ambiante (23°C) pendant 6
heures. La phase organique est ensuite extraite avec 50 mL d’éther, un minimum de
dichlorométhane et 2 x 60 mL d’'une solution saturée de chlorure de sodium et
finalement 2 x 60 mL d'eau. La portion éthérée est séchée avec le sulfate de
magnésium, filtrée et évaporée. Le produit est purifié par chromatographie éclair
avec comme éluant un mélange de solvants hexanes : acétone (85 :15). Le produit
bromé (29d) est obtenu sous la forme d’une huile jaune avec un rendement de 62%
(0,28 g).

IR (NaCl, Vo, cm’™) 1 3650-3150 (O-H), 1619 et 1506 (C=C), 1260 et 1081 (C-O).
RMN-'H (Acétone-ds, § ppm): 7,92 (1H, s, m), 7,09 (1H, d, J = 8,5 Hz, a), 6,58
(1H, dd, J=2,7 Hz et 8,2 Hz, b), 6,53 (1H, s, d), 3,71 (1H, m, h), 3,48 (2H,t, J=6,6
Hz, k), 2,98, (1H, s, j), 2,76 (2H, m, f), 2,23-1,03 (38H, #m, 4 x CH, 17 x CH,), 0,81
et 0,79 (3H, 2s, i, 16,4 (1:11,5)).

RMN-"*C (Acétone-ds, 5§ ppm) : 155,3 (c), 137.7 (), 131,5 (g), 126,4 (a), 115,3 (d),
112,9 (b), 81,7 (h,16p), 49,0, 44,35, 44,31, 40,7, 38,9, 38,1, 34,2, 33,0, 32,8, 32,1,
30,19, 29,91, 29,83, 29,77, 29,70, 29,07, 28,2, 27,8, 26,6, 12,5 (i), (5 signaux
masqués par lacétone-ds). Certains signaux sont attribuables uniquement a
I'isomeére 164 majoritaire, ceux distincts de I'isomere 16¢, en plus petite proportion,
n'ont pas été énoncés.

SM (m/e), C;,H5,BrO, : 546 (M").

Masse exacte : calculée pour Cs,Hs1BrO, = 546,3072 ; trouvée = 546,3079.

Formation du 16q,5-[6’-(2”-pyridyléthylamino)hexyl]-1,3,5(10)-estratrién-3,17 -
diol (30a) :

OH k
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Le bromure (29a) (0,20 g, 0,46 mmol) est dissout dans du méthanol anhydre (7 mL).
Le 2-(2’-aminoéthyl)pyridine (0,56 mL, 4,6 mmol) est ensuite ajouté. Le mélange est
agité a reflux sous atmosphére d'azote pendant 4 jours. Aprés évaporation du
solvant, le résidu est récupéré avec 30 mL d’éther et lavé avec 6 x 50 mL d'eau. Les
portions aqueuses sont lavées a nouveau avec de I'éther. Les phases éthérées sont
combinées, séchées, évaporées et pesées. Une amine (30a), sous forme d’huile
visqueuse jaune, est obtenue avec un rendement brut de 94% (0,21 g).

IR (NaCl, vmay, cm™) : 3550-3050 (O-H et N-H), 1598 (C=C), 1255 et 1086 (C-O).
RMN-"H (Acétone-ds, 6 ppm) : 8,48 (1H, dm, J =51 Hz, t), 8,02 (1H, s, 1), 7,66 (1H,
td, J=16HzetJ=75Hz, 1), 7,25 (1H,dd, J=12Hz et J =78 Hz, q), 7,16 (1H,
td, J=1,2HzetJ=5,1Hz s), 7,08 (1H,d, J = 8,6 Hz, a), 6,58 (1H, dd, J = 2,3 Hz et
J =8,2 Hz, b), 6,52 (1H, d apparent, J = 2,3 Hz, d), 3,72 (1H, d, J = 9,8 Hz, i, 16/),
3,26 (1H, d, J = 4,3 Hz, i, 16a), 2,94 (4H, m, net 0), 2,75 (2H, m, ), 2,60 (2H, t, J =
6,6 Hz, m), 2,24-1,90 (3H, m, h, k et u), 1,46-1,06 (21H, m, 3 x CH, 9 x CH,), 0,78
(3H, s, ], 164 (pas 16a apparent)).

RMN-C (Acétone-d;, § ppm) : 161,0 (p), 1554 (c), 149,3 (t), 137,7 (e), 136,4 (r),
131,4 (g), 1264 (a), 123,3 (q), 121,3 (s), 115,4 (d), 113,0 (b), 81,6 (i, 16p), 49,8,
49,6, 49,0, 44,35, 44,30, 40,7, 38,9, 38,3, 38,1, 32,8, 32,1, 30,14, 30,08, 29,84,
29,75, 29,45, 27,51, 26,6, 12,5 (j). Certains signaux sont attribuables uniquement a
I'isomére 164 majoritaire, ceux distincts de Iisomére 16«, en plus petite proportion,
n'ont pas été énonces.

SM (m/e), C31HuN,0; : 476 (M"), 398 (M" - CsH4N), 384 (M" - CsHsN).

Masse exacte : calculée pour Cs,Hi4N,O, = 476,3403 ; trouvée = 476,3408.

Formation du 16a,5-[8’-(2”-pyridyléthylamino)octyl]-1,3,5(10)-estratrién-3,173-
diol (30b) :
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Le bromure {28b) (0,30 g, 0,656 mmol) est dissout dans du méthanol anhydre (10
mL). Le 2-(2-aminoéthyl)pyridine (0,78 mL, 6,5 mmol) est ensuite ajouté. Le
melange est agité a reflux sous atmosphére d’'azote pendant 5 jours. Apres
évaporation du solvant, le résidu est récupéré avec 30 mL d'éther et lavé avec 6 x
50 mL d’'eau. Les portions aqueuses sont lavées a nouveau avec de l'éther. Les
phases éthérées sont combinées, séchées, évaporées et pesées. Une amine (30b),
sous forme d’huile visqueuse jaune, est obtenue avec un rendement brut de 100%
(0,33 g).

IR (NaCl, vnax, cm™) : 3550-3050 (O-H et N-H), 1609 (C=C), 1219 et 1061 (C-O).
RMN-"H (Acétone-d;, 6 ppm) : 8,48 (1H, dm, J=4,7 Hz, t), 7,65 (1H, tt, J = 2,0 Hz
etJ=74Hzr),725(1H,dd, J=12HzetJ=78Hz q), 7,16 (1H, dd, J = 1,2 Hz
etJ=4,7Hz s), 7,09 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,58 (1H, dd, J = 2,7 Hz et J = 8,6 Hz,
b), 6,52 (1H, d apparent, J = 2,3 Hz, d), 3,72 (1H, d, J = 10,0 Hz, i, 16/5), 3,26 (1H, d,
J=43Hz i, 16q), 3,60-2,81 (4H, m, net 0), 2,75 (2H, m, f), 2,59 (2H, t, J = 6,6 Hz,
m), 2,36-1,87 (3H, m, h, k et u), 1,46-1,02 (25H, m, 3 x CH, 11 x CHy), 0,81 et 0,78
(3H, 2s, j, 16,4 (1: 15)).

RMN-"C (Acétone-d;, § ppm): 161,0 (p), 155.4 (c), 149,3 (t), 137,7 (e), 136.,4 (r),
131,4 (g), 126,4 (a), 123,3 (q), 121,3 (s), 115,4 (d), 113,0 (b), 81,6 (i, 164), 49,8,
49,6, 49,0, 44,35, 44,30, 40,7, 38,9, 38,3, 38,1, 32,8, 32,1, 30,14, 30,08, 29,84,
29,75, 29,45, 27,51, 26,6, 12,5 (j), (2 signaux masqués par I'acétone-ds). Certains
signaux sont attribuables uniquement a l'isomeére 164 majoritaire, ceux distincts de
I'isomére 16 ¢, en plus petite proportion, n'ont pas été énoncés.

SM (m/e), C33H4sN20, : 504 (M).

Masse exacte : calculée pour Cs3HagN,O, = 504,3716 ; trouvée = 504,3726.
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Formation du 16¢,/-[11’-(2”-pyridyléthylamino)undécyl]-1,3,5(10)-estratrien-
3,175-diol (30c) :

Le bromure (29¢) (0,37 g, 0,73 mmol) est dissout dans du méthanol anhydre (15
mL). Le 2-(2-aminoéthyl)pyridine (0,88 mL, 7,3 mmol) est ensuite ajouté. Le
mélange est agité a reflux sous atmosphere d’'azote pendant 3 jours. Apres
évaporation du solvant, le résidu est recupéré avec 30 mL d'éther et lavé avec 6 x
50 mL d’eau. Les portions aqueuses sont lavées a nouveau avec de I'éther. Les
phases éthérées sont combinées, séchées, évaporées et pesées. Une amine (30c),
sous forme d’huile visqueuse jaune, est obtenue avec un rendement brut de 94%
(0.37 @).

IR (NaCl, Vmax, cm™) : 3550-3050 (O-H et N-H), 1603 (C=C), 1250 et 1076 (C-O).
RMN-'H (Acétone-ds, 6 ppm) : 8,48 (1H, dI, J = 3,1 Hz, t), 8,02 (1H, m, 1), 7,67 (1H,
dt apparent, J=20HzetJ=74Hzr), 7,26 (1H,d,J=78Hz,q), 7,18 (1H, t, J =
5,1 Hz, s), 7,09 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,59 (1H, dd, J = 2,3 Hzet J = 8,2 Hz, b), 6,53
(1H, s, d), 3,72 (1H, d, J = 9,4 Hz, i, 16p), 3,61-3,24 (2H, #m, k et i, 16a), 2,95 (4H,
m, net o), 2,75 (2H, m, f), 2,61 (2H, t, J = 6,6 Hz, m), 2,29-1,04 (33H, m, 3 x CH, 14
x CHy, h, et u), 0,81 et 0,79 (3H, 2s, j, 16,5 (1 : 4)).

RMN-"C (Acétone-ds, 5 ppm) : 160,9 (p), 155,4 (c), 149,3 (t), 137,7 (e), 136,5 (r),
131,3 (g), 126,4 (a), 123,4 (q), 121,4 (s), 115,4 (d), 113,0 (b), 81,6 (i, 16p), 78,6,
49,7, 49,5, 49,0, 44,36, 44,30, 40,7, 38,9, 38,1, 38,0, 32,8, 32,2, 12,6 (j), (11 signaux
masqués par l'acétone-dg). Certains signaux sont attribuables uniquement a
isomere 164 majoritaire, ceux distincts de I'isomére 16q, en plus petite proportion,
n‘ont pas été énoncés.

SM (mi/e), C3sHsiN2O; : 546 (M*), 454 (M* - CgHN).
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Masse exacte : calculée pour CasHs4N,O, = 546,4185 ; trouvée = 546,4185.

Formation du 16¢,4-[14’-(2”-pyridyléthylamino)tétradécyl]-1,3,5(10)-estratrien-
3,17 5-diol (30d) :

Le bromure (29d) (0,20 g, 0,36 mmol) est dissout dans du méthanol anhydre (10
mL). Le 2-(2-aminoéthyl)pyridine (0,43 mL, 3,6 mmol) est ensuite ajouté. Le
melange est agité a reflux sous atmosphere d'azote pendant 3 jours. Apres
evaporation du solvant, le residu est recupére avec 30 mL d’éther et lavé avec 6 x
50 mL d'eau. Les portions aqueuses sont laveées a nouveau avec de |'éther. Les
phases éthérées sont combinées, séchees, évaporées et pesées. Une amine (30d),
sous forme d'huile visqueuse jaune, est obtenue avec un rendement brut de 99%
(0,21 g).

IR (NaCl, vimax, €m™) : 3550-3050 (O-H et N-H), 1598 (C=C), 1224 (C-O).

RMN-'H (Acétone-ds, S ppm) : 8,48 (1H, dd, J = 2,0 Hz et J = 4,7 Hz, t), 7,65 (1H,
tt, J=20HzetJ=74Hzr), 7,25(1H,dd, J=12HzetJ=78Hz q), 7,16 (1H, tt
apparent, J=16HzetJ=4,7 Hz, s), 7,09 (1H, d, J = 8,2 Hz, a), 6,96 (1H, s, 1), 6,58
(1H, dd, J = 2,7 Hz et J = 8,2 Hz, b), 6,52 (1H, d apparent, J = 2,7 Hz, d), 3,72 (1H,
d,J=94Hz i 16p), 3,61-2,82 (6H, #m, n, o, h, i, 164), 2,76 (2H, m, f), 2,59 (2H, t,
J=6,6 Hz, m), 2,24-1,06 (39H, #m, 3x CH, 17 x CH,, k et u), 0,81 et 0,79 (3H, 2s, j,
16,8 (1:9)).

RMN-"C (Acétone-ds, 6 ppm) : 161,1 (p), 155,3 (¢), 149,3 (1), 1377 (e), 136,3 (r),
131,4 (g), 126,4 (a), 123,3 (q), 121,3 (s), 115,3 (d), 112,9 (b), 81,5 (i, 16/4), 65,5,
51,2, 49,7, 49,6, 49,0, 44,35, 44,28, 40,7, 39,6, 38,9, 38,4, 38,1, 34,3, 32,7, 32,1,
30,18, 30,06, 29,72, 29,44, 29,06, 28,98, 27,74, 27,44, 26,6, 15,0, 12,5 (j), (1 signal
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masqué par lacétone-ds). Certains signaux sont attribuables uniquement a
I'isomére 164 majoritaire, ceux distincts de Iisomere 16«, en plus petite proportion,
n'ont pas été énonces.

SM (m/e), C3HsN20; : 588 (M™).

Masse exacte : calculée pour C3gHgoN,O, = 588,4655 ; trouvée = 588,4658.

Formation du 16¢,p-[6'-(2"” -pyridyléthylamino)hexyl}-1,3,5(10)-estratrien-3,17 -
diol dichloroplatine(ll) (17a) :

L’amine (30a) (0,18 g, 0,37 mmol) est dissout dans 3 mL de N,N-diméthylformamide
(DMF) a température ambiante (23°C). Ensuite, le tétrachloroplatinate(ll) de
potassium (0,16 g, 0,39 mmol) préalablement dissout dans un mélange DMF : eau
(3,0 mL: 1,5 mL) est ajouté a la solution d'amine. Le pH du mélange est de 9.
Apres agitation pendant 7 jours a I'obscurité, le pH passe a 5. Une fois la réaction
terminée, 5 gouttes de diméthylsulfoxide (DMSO) sont ajoutées a la solution et Ie
tout est agité durant 3 heures. Ensuite, 4 mL d'une solution de chlorure de
potassium (KCI) saturée sont ajoutés ainsi que 1 g de KCI solide. Le mélange est
agité trés vigoureusement pendant la nuit aprés quoi la solution est filtrée avec un
filtre en verre fritté de porosité fine (F) et lavé a I'eau. Le solide brun-vert est séché
au dessicateur, adsobé sur silice et purifié par chromatographie éclair avec un
mélange de solvants hexanes : acétone (50: 50). Le complexe de platine (17a),
sous forme de cristaux jaune, est obtenu avec un rendement de 45% (0,10 g).

IR (NaCl, vimax, cm™) : 3600-3100 (O-H et N-H), 1614 (C=C), 1240 et 1076 (C-O).
RMN-'H (Acétone-ds, s ppm): 9,15 (1H, dd, J = 1,2 Hz et J = 6,3 Hz, t), 8,04 (1H,
td, J=16HzetJ=78Hzr),7,90 (1H, s, I), 7,54 (1H, d, J = 7,8 Hz, q), 7,43 (1H,
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td, J=16HzetJ=74Hz s), 7,08 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,58 (1H, dd, J = 2,7 Hz et
J =8,2 Hz, b), 6,53 (1H, d apparent, J = 2,7 Hz, d), 6,05 (1H, sl, u), 3,78-3,68 (1H,
m, i, 164), 3,50-2,81 (7H, #m, m, n, o et i, 16q), 2,78-2,74 (2H, m, f), 2,40-0,84
(23H, #m, 4 x CH, 9 x CH, et k), 0,80 et 0,77 (3H, 2s, j, 16a,8 (1 : 22)).

RMN-*C (Acétone-d;, 6 ppm) : 160,0 (p), 155,2 (t), 153,7 (c), 139,4 (r), 137,8 (e),
131,5 (g), 127,8 (a), 126,4 (q), 124,9 (s), 123,9, 115,3 (d), 112,9 (b), 81,7 (i, 16p),
56,6, 49,0, 45,9, 44,33, 44,30, 40,6, 39,9, 38,9, 38,1, 32,7, 31,9, 29,7, 28,7, 27,93,
27,75, 26,68, 26,61, 12,5 (j). Certains signaux sont attribuables uniquement a
I'isomére 164 majoritaire, ceux distincts de 'isomére 16¢, en plus petite proportion,

n'ont pas été énoncés.

Formation du 16¢,5-[8'-(2”-pyridyléthylamino)octyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,17 3-
diol dichloroplatine(ll) (17b) :

L’amine (30b) (0,26 g, 0,52 mmol) est dissout dans 4 mL de N,N-diméthylformamide
(DMF) a température ambiante (23°C). Ensuite, le tétrachloroplatinate(ll) de
potassium (0,23 g, 0,54 mmol) préalablement dissout dans un mélange DMF : eau
(3,0 mL: 2,5 mL) est ajouté a la solution d'amine. Le pH du mélange est de 9.
Aprés agitation pendant 7 jours a 'obscurité, le pH passe a 4-5. Une fois la réaction
terminée, 5 gouttes de diméthylsulfoxide (DMSO) sont ajoutées a la solution et le
tout est agité durant 3 heures. Ensuite, 6 mL d’une solution de chlorure de
potassium (KCI) saturée sont ajoutés ainsi que 1 g de KCI solide. Le mélange est
agité trés vigoureusement pendant la nuit aprés quoi la solution est filtrée avec un
filtre en verre fritté de porosité fine (F) et lavé a 'eau. Le solide brun-vert est séché

au dessicateur, adsobé sur silice et purifié par chromatographie éclair avec un
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mélange de solvants hexanes : acétone (50 : 50). Le complexe de platine (17b),
sous forme de cristaux jaune, est obtenu avec un rendement de 58% (0,23 g).

IR (NaCl, Viax, cm™) : 3600-3100 (O-H et N-H), 1624 (C=C), 1250 et 1076 (C-O).
RMN-'H (Acétone-ds, 5§ ppm) : 9,15 (1H, dd, J = 1,2 Hz et J = 5,9 Hz, t), 8,02 (1H,
td, J=16HzetJ=78Hzr), 7,90 (1H, sl, I), 7,53 (1H, d, J = 7,8 Hz, q), 7,43 (1H,
td, J=1,6 Hzet J=7,4Hz, s), 7,08 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,58 (1H, dd, J = 2,7 Hz et
J =8,2 Hz, b), 6,53 (1H, d apparent, J = 2,7 Hz, d), 6,11-6,06 (1H, sl, u), 3,83-.3,70
(1H, m, i, 160), 3,45-2,81 (7TH, #m, m, n, o et i, 16q), 2,75 (2H, m, f), 2,40-0,97 (27H,
#m, 4 x CH, 11 x CH, et k), 0,80 et 0,77 (3H, 2s, j, 16,5 (1 : 14)).

RMN-"C (Acétone-ds, § ppm) : 160,0 (p), 155,2 (t), 153,7 (c), 139,5 (r), 137,8 (e),
131,5 (@), 126,4 (a), 124,9 (q), 123,9 (s), 115,3 (d), 112,9 (b), 81,7 (i, 163), 56,6,
54,4, 48,9, 45,9, 44,3, 39,9, 38,9, 38,1, 32,8, 32,1, 29,90, 29,76, 29,51, 29,37, 29,00,
27,97, 27,77, 26,71, 26,63, 12,6 (j), (1 signal masqué par l'acétone-ds). Certains
signaux sont attribuables uniquement a 'isomére 164 majoritaire, ceux distincts de

I'isomere 16a, en plus petite proportion, n'ont pas été énonceés.

Formation du 16q,4-[11-(2"”-pyridyléthylamino)undécyi]-1,3,5(10)-estratrién-
3,175-diol dichloroplatine(ll) (17c) :

L'amine (30c) (0,090 g, 0,16 mmol) est dissout dans 1 mL de NN-
diméthylformamide (DMF) & température ambiante (23°C). Ensuite, le
tétrachloroplatinate(ll) de potassium (0,070 g, 0,17 mmol) préalablement dissout
dans un mélange DMF : eau (1,0 mL : 1,0 mL) est ajouté a la solution d’amine. Le

pH du mélange est de 8-9. Apres agitation pendant 6 jours a I'obscurité, le pH
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passe a 4-5. Une fois la réaction terminée, 3 gouttes de diméthyisulfoxide (DMSO)
sont ajoutées a la solution et le tout est agité durant 3 heures. Ensuite, 10 mL d’'une
solution de chlorure de potassium (KCI) saturée sont ajoutés ainsi que 1 g de KCI
solide. Le mélange est agité trés vigoureusement pendant la nuit aprés quoi la
solution est filtrée avec un filtre en verre fritté de porosité fine (F) et lavé a I'eau. Le
solide brun-vert est séché au dessicateur, adsobé sur silice et purifié par
chromatographie éclair avec un mélange de solvants hexanes : acétone (50 : 50).
Le complexe de platine (17¢), sous forme de cristaux jaune, est obtenu avec un
rendement de 50% (0,63 g).

IR (NaCl, Viax, cm™): 3600-3100 (O-H et N-H), 1610 (C=C), 1211 et 1063 (C-0).
RMN-'H (Acétone-ds, § ppm) : 9,12 (1H, dd, J = 0,8 Hz et J = 5,9 Hz, t), 8,03 (1H,
td, J=16HzetJ=74Hz 1), 7,53 (1H,d, J=7,8Hz, q), 7,41 (1H, td, J = 1,6 Hz et
J=63Hzs), 7,08 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,58 (1H, dd, J =2,7 Hz et J = 8,2 Hz, b),
6,52 (1H, d apparent, J = 2,3 Hz, d), 5,99 (1H, sl, u), 3,72 (1H, d, J = 9,4 Hz i, 165),
3,68-2,80 (8H, #m, m, n, o, l et i, 16q), 2,75 (2H, m, f), 2,40-1,07 (33H, #m, 4 x CH,
14 x CH,-et k), 0,80 et 0,77 (3H, 2s, j, 16,5 (1:6,7)).

RMN-"C (Acétone-ds, § ppm) : 1598 (p), 155,3 (t), 153,7 (c), 139,4 (r), 137,8 (e),
131,5 (g), 126,3 (a), 124,9 (q), 123,8 (s), 115,3 (d), 112,9 (b), 81,7 (i, 165), 56,6,
48,9, 46,0, 44,33, 44,29, 40,7, 39,7, 38,9, 38,1, 32,7, 32,1, 30,1, 29,79, 29,70, 28,99,
27,93, 27,73, 26,6, 12,5 (j), (5 signaux masqués par 'acétone-ds). Certains signaux
sont attribuables uniquement a I'isomere 164 majoritaire, ceux distincts de I'isomere

16¢, en plus petite proportion, n‘ont pas été énonces.
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Formation du 16¢,5-[14’-(2”-pyridyléthylamino)tétradécyl]-1,3,5(10)-estratrien-
3,17 5-diol dichloroplatine(ll) (17d) :

L’amine (30d) (0,20 g, 0,33 mmol) est dissout dans 5 mL de N,N-diméthyiformamide
(DMF) a température ambiante (23°C). Ensuite, le tétrachloroplatinate(ll) de
potassium (0,14 g, 0,35 mmol) préalablement dissout dans un mélange DMF : eau
(4,0 mL: 5,0 mL) est ajouté a la solution d'amine. Le pH du mélange est de 9.
Aprés agitation pendant 6 jours a I'obscurité, le pH passe a 4-5. Une fois la réaction
terminée, 6- gouttes de diméthylsulfoxide (DMSO) sont ajoutées a la solution et le
tout est agité durant 3 heures. Ensuite, 7 mL d'une solution de chlorure de
potassium (KCI) saturée sont ajoutés ainsi que 2 g de KCI solide. Le mélange est
agité tres vigoureusement pendant la nuit aprés quoi la solution est filtrée avec un
filtre en verre fritté de porosité fine (F) et lavé a I'eau. Le solide brun-vert est séché
au dessicateur, adsobé sur silice et purifié par chromatographie éclair avec un
mélange de solvants hexanes : acétone (50: 50). Le complexe de platine (17d),
sous forme de cristaux jaune, est obtenu avec un rendement de 39% (0,11 g).

IR (NaCl, Vinax, cm™) 1 3600-3100 (O-H et N-H), 1600 (C=C), 1212 et 1076 (C-O).
RMN-'H (Acétone-ds, 6 ppm) : 9,14 (1H, dd, J = 0,8 Hz et J = 5,9 Hz, t), 8,03 (1H,
td, J=16HzetJ=78Hz, ), 791 (1H, s, 1), 7,54 (1H,d, J =78 Hz, q), 7,42 (1H,
td, J=1,6HzetJ=59Hzs), 7,09 (1H, d, J = 8,6 Hz, a), 6,59 (1H, dd, J = 2,7 Hz et
J =82 Hz, b), 6,54 (1H, d apparent, J = 2,7 Hz, d), 6,04 (1H, sl, u), 3,84-2,80 (8H,
#m, m, n, oeti, 16a et 164), 2,76 (2H, m, f), 2,31-1,08 (39H, #m, 4 x CH, 17 x CH,
et k), 0,80 et 0,77 (3H, 2s, j, 16,5 (1 : 15)).

RMN-C (Acétone-d;, & ppm) : 159,9 (p), 155,3 (t), 153,7 (c), 139,4 (r), 137,8 (e),
131,5 (g), 126,4 (a), 124,9 (q), 123,8 (s), 115,3 (d), 112,9 (b), 81,7 (i, 16/), 56,6,
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49,0, 45,9, 44,34, 44,30, 40,7, 39,8, 38,9, 38,1, 32,8, 32,1, 30,1, 29,85, 29,76 (4C),
29,34, 29,02, 27,96, 27,75, 26,67, 26,62, 12,5 (j), (3 signaux masqués par |'acétone-
ds). Certains signaux sont attribuables uniquement a l'isomere 164 majoritaire, ceux

distincts de l'isomere 16¢, en plus petite proportion, n‘ont pas été énoncés.
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Appendice

Les spectres RMN-'"H et RMN-"°C relatifs a la molécule hybride porteuse d'une
chaine alkyle de six carbones sont présentés dans cette section. Les spectres de la
chaine sont présentés en premier, ensuite les spectres de I'estrone protégee (24) et
activée (25) , et ainsi de suite, les spectres de chacune des molécules de la série en
question (chaine a six atomes de carbone). Pour chaque cas, la molécule

attribuable au spectre est schematisée sur ce dernier.
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RMN-"C Estrone alkylée, (6 carbones)
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RMN-'H Estrone décarboalkoxylée, (6 carbones)
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RMN-"*C Estrone décarboalkoxylée, (6 carbones)
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RMN-"C Estrone réduite, (6 carbones)
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RMN-"H Estrone bromée, (6 carbones)
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RMN-"C Estrone bromée, (6 carbones)
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RMN-"C Estrone aminée, (6 carbones)
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RMN-"3C E,-Pt(II), (6 carbones)
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