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RESUME

Le cancer de la prostate est le 4° cancer le plus diagnostiqué au Canada. Il est dit qu’un
homme sur 8 recevra un diagnostic de cancer de la prostate au cours de sa vie et qu’au
Québec, 20% de ces hommes en succomberont, selon la fédération québécoise du
cancer. Un probléme majeur dans le traitement de ce cancer est ’action proliférative
qu’exercent les androgenes sur les tissus cancéreux. Ce projet consiste a synthétiser des
dimeres de la testostérone pouvant agir comme bloqueurs hormonaux vis-a-vis les
hormones androgéniques telles que la testostérone et la dihydrotestostérone. Ce type
de bloqueur hormonal fut déja synthétisé par le laboratoire dans le passé et I'un des
candidats présenta des résultats biologiques tres intéressants, il s’est avéré étre 1,4 fois
plus actif que I’acétate de cyprotérone sur les cellules de la lignée LNCaP (RA+). Le
motif structural de ce candidat consiste en deux unités testostérone reliées ensemble a
la position 7a par une chaine but-2-éne. Le présent projet de recherche consiste a
¢laborer une deuxiéme génération de ce type de dimére, ou les unités stéroides sont
reliées entre elles par une chaine moléculaire de type triéne, en position 7a. Un objectif
secondaire du projet porte sur I’¢laboration d’une nouvelle série de dimeres
d’androgenes, cette derniére comportant une chaine liante alcénique en position 17a.
Ce document présente le design des nouvelles molécules, le détail chimique de leurs
conceptions ainsi que les résultats in vitro concernant leurs activités biologiques.
L’interaction des diméres avec le cytochrome P450 3A4 est également discutée.

Mots-clés : Cancer de la prostate, hormonothérapie, diméres stéroidiens, testostérone,
récepteurs des androgenes.



INTRODUCTION

Dans I’histoire de la médecine moderne, le potentiel 1étal du cancer est bien établi et
documenté. A eux seuls, les cancers sont le type de trouble de la santé le plus mortel
du monde entier avec 9,6 millions de morts en 2018 selon I’OMS, ce qui rend cette
maladie plus fatale que I’insuffisance coronarienne et I’accident vasculaire cérébral.
Au Canada, la Société canadienne du cancer estime qu’a chaque heure qui passait en
2021, 10 Canadiens mouraient des suites d’un cancer. Elle note que ce sont les cancers
du poumon, le cancer colorectal, le cancer du sein ainsi que le cancer de la prostate qui
sont les plus fréquents chez les Canadiens. C’est d’ailleurs le cancer de la prostate qui
serait le plus fréquent chez I’homme, représentant environ un cinquiéme de tous les
nouveaux cas de cancer masculin diagnostiqués. Bien que les ressources médicales
modernes sont de plus en plus raffinées pour traiter ce type de cancer, le National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) rappelle que les difficultés thérapeutiques
liées au traitement du cancer de la prostate surviennent généralement lors de
I’apparition de métastases cancéreuses pour les cancers de stade 3 et 4. Une de ces
complications est entre autres la stimulation de la croissance des tissus cancéreux par
I’intermédiaire d’hormones présentes dans le corps, telle que la testostérone qui est
susceptible d’accroitre dramatiquement la vitesse de développement d’un cancer de la
prostate. Une avenue thérapeutique pour contrer ce probléme implique 1’utilisation de
bloqueurs hormonaux qui inhibent I’action des androgenes, ce qui permet de diminuer
la vitesse d’accroissement des tissus cancéreux. Ce projet de maitrise consiste a
synthétiser une série de molécules possédant la propriété de limiter le développement
du cancer de la prostate en perturbant I’effet des androgenes dans le corps de I’homme.

Accessoirement, les molécules synthétisées ont pu étre utilisées en tant que sondes



moléculaires afin d’étudier la conformation du site actif du cytochrome P450 3A4.

L’ensemble des résultats entourant cette problématique sera également discuté.

La premiére partie de ce mémoire expose les principales notions théoriques utiles pour
comprendre la biologie générale et le développement du cancer de la prostate. La
deuxieme partie expliquera quant a elle le role et le mécanisme d’action des stéroides
dimériques dans une perspective hormonothérapeutique contre le cancer de la prostate.
La partie suivante présentera clairement la question de recherche du projet et fera état
des travaux précédemment effectués dans le domaine. La rationalisation du design
moléculaire des nouveaux candidats sera discutée en détail. Ensuite, les chapitres IV et
V contiendront les résultats sur la synthese des nouvelles molécules, leurs potentiels
biologiques et leur affinité pour le cytochrome P450 3A4. Les résultats du chapitre IV
sont tirés d’un article scientifique ayant été publié¢ dans le cadre de ce projet de maitrise.
Enfin, les principaux constats ayant ét¢ dégagés de la recherche ci-présente seront mis
en exergue dans une conclusion qui émettra également des pistes quant aux futurs

travaux qui pourraient découler des résultats contenus dans ce mémoire.



CHAPITRE I

ASPECTS BIOLOGIQUES ET MOLECULAIRES DU CANCER DE LA
PROSTATE

1.1 Anatomie et physiologie de la prostate

La prostate est une glande exocrine masculine se trouvant en plein ceeur de la cavité
pelvienne [1]. Située sous la vessie et devant le rectum, cette glande de forme conique

est composée de deux lobes principaux (droit et gauche) et de 5 faces : la face basale,

antérieure, postérieure, inférolatérale gauche et inférolatérale droite. La prostate fait

¢galement le lien entre les vésicules séminales et ’urétre (Figure 1.1).

Lymph nodes |

, || Bladder \ / \
{ { / Seminal

e

vesicle

Rectum
Prostate gland
Urethra

Testicle

Figure 1.1 Localisation de la prostate dans le corps de I’homme (Tiré de

https://www.cancer.gov/types/prostate/understanding-prostate-

changes).
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D’un point de vue urologique, la prostate est une glande possédant de multiples roles.
De par sa localisation dans I’organisme, elle participe d’abord au contrdle du débit de
I’excrétion de 1'urine et de I’¢jection du sperme lors de I’¢jaculation [2]. La prostate
participe également a la composition du sperme puisqu’elle sécréte le fluide
prostatique, un liquide représentant 20 a 30% du volume final du sperme [3]. Ce fluide
contient du zinc(Il), du citrate, du glucose, des kallicréines, des phosphatases et des

polyamines.

Le citrate du fluide prostatique permet d’alcaliniser le pH de I'uretre, et donc de
minimiser la dégradation des spermatozoides lors de [I’¢jaculation [2]. Les
phosphatases permettent d’hydrolyser la phosphorylcholine en choline, qui peut alors
nourrir les spermatozoides, tout comme le glucose. Les polyamines, quant a elles,
jouent un role dans la mobilité des spermatozoides [4]. Les kallicréines sont un groupe
de protéases a sérine jouant un role dans la liquéfaction du sperme. Apres 1’¢jaculation,
les séménogélines, originellement produites par la vésicule séminale, coagulent avec
les fibronectines présentes dans la matrice extracellulaire. Les kallicréines, notamment
I’antigéne prostatique spécifique (PSA), participent a la protéolyse de ces agrégats,
permettant aux spermatozoides de poursuivre leurs chemins vers les trompes de
Fallope. Aussi, le réle du zinc(Il) dans le liquide prostatique est double : il permet
d’inhiber la conversion du citrate en isocitrate par le cycle de Krebs et il permet de
moduler I’action liquéfactrice des kallicréines. En effet, le zinc(II) peut se lier de
manilre réversible sur des sites allostériques du PSA et des autres kallicréines, ce qui
les inactive. Toutefois, le zinc(Il) a une plus grande affinité pour les séménogélines.
Ainsi, une fois le liquide prostatique et le liquide séminal mélangés lors de
I’¢jaculation, le zinc(II) se lie aux séménogélines, ce qui permet au PSA de dégrader
les amas protéiques et de libérer les spermatozoides [3]. Les peptides résultants de la
dégradation de ces agrégats et le zinc(Il) résiduel peuvent par la suite jouer certains

roles dans la survie des spermatozoides, notamment en tuant les bactéries se trouvant



dans le vagin [5]. La prostate joue donc un réle important dans la composition du

sperme, dans la mobilité des spermatozoides ainsi que dans leurs maturations.

1.1.1 Structures histologiques

La prostate possede trois zones histologiques principales: la zone centrale, la zone

périphérique et la zone transitionnelle (Figure 1.2).

Vas Deferens

Seminal Vesicles

b Verumontanum

Sagittal Coronal

Figure 1.2 Coupes sagittale et coronale de la prostate représentant la zone centrale
(CZ), la zone périphérique (PZ) et la zone transitionnelle (TZ) (Tiré de
https://sperlingprostatecenter.com/prostate-zone-anatomy-prostate-

cancer-and-imaging/).

Ces trois sections possédent des compositions et des fonctions différentes. La zone
centrale représente environ 25% de la masse totale de la prostate et est située autour du

conduit séminal [6]. Durant ’'urination, les muscles de la zone centrale se contractent,
2



empéchant ainsi I'urine de monter dans les vésicules séminales. Cette zone est
essentiellement composée d’un stroma fibromusculaire, de cellules sécrétoires
arrangées de manieére éparse et de quelques cellules basales. La zone périphérique,
quant a elle, est la zone la plus importante de la prostate, représentant pres de 70% de
la masse de cette derni¢re [6]. Cette zone recouvre presque totalement les deux autres
et englobe la plupart des canaux biologiques. Il s’agit de la zone possédant le plus de
tissu glandulaire. La zone transitionnelle entoure la partie de 1'urétre qui traverse la
prostate. Cette zone possede une activité glandulaire beaucoup moins importante que
les zones centrales et périphériques [7]. Hors de ces trois zones existe ¢galement le
stroma fibromusculaire antérieur, un amas de tissus musculaires et conjonctifs
entourant I’apex de la prostate. Cette formation musculaire ne contient aucune glande
[8]. Enfin, il existe également la région des glandes périurétrales, située au cceur du
sphincter pré prostatique [6]. Cette section est notamment responsable de la synthese

du PSA [9].

1.2 Cancer de la prostate

Un cancer est un amas de cellules ayant subi une ou plusieurs mutations entrainant une
croissance rapide et anarchique de ces derniéres [10]. Lorsque ce phénomeéne se
produit, les cellules cancéreuses ne font plus leurs fonctions biologiques normales et
entrainent des complications médicales, voire le décés du patient, par plusieurs
mécanismes tels que: blocage de certains canaux biologiques, obstruction des
vaisseaux sanguins et dommages aux tissus entrainant des infections. Les cancers ne
répondent pas non plus aux signaux du corps devant entralner la mort cellulaire
programmeée (1’apoptose), ce qui pousse les tumeurs a croitre sans arrét [11]. Dans le
cas du cancer de la prostate, les problemes majeurs surviennent souvent lorsque le
cancer se répand dans I’organisme sous forme de métastase [12]. Avec plus de 160 000

nouveaux cas diagnostiqués chaque année aux Etats-Unis, le cancer de la prostate est



I’un des cancers masculins les plus fréquents au monde et ses complications en font

I’un des cancers des plus mortels [13].

1.2.1 Types de cancer

Il existe plusieurs types de cancer de la prostate, le plus courant étant ’adénocarcinome
acinaire. Un adénocarcinome est une tumeur maligne développée dans un épithélium
glandulaire. Les cellules acinaires de la prostate sont les cellules pouvant participer a
la sécrétion du fluide prostatique. Ce type de cancer entraine notamment une hausse du
taux de PSA dans la prostate [14]. La zone périphérique étant la zone possédant la plus
importante activité glandulaire, environ 70% des adénocarcinomes acinaires se
retrouvent dans cette zone [15]. Il est a noter que ce cancer représente entre 90% et

95% de tous les cancers de la prostate diagnostiqués [16].

Bien qu’ils soient plus rares, il existe plusieurs autres types de cancer de la prostate.
L’adénocarcinome prostatique ductal de la prostate est une forme plus rare et plus
agressive de I’adénocarcinome acinaire. Cette maladie se forme a partir des cellules
situées en périphéries des divers canaux qui traversent la prostate. L’adénocarcinome
prostatique ductal n’entraine pas nécessairement une hausse du PSA et est plus
difficilement détectable [14]. Il est également possible de retrouver certains types de
tumeurs neuroendocrines. Ces tumeurs se forment a partir des glandes neuroendocrines
présentes dans la prostate. Une des formes les plus agressives de ce type de cancer est
le carcinome a petites cellules de la prostate. Ce type de cancer se développe a partir
des petites cellules rondes du systéme neuroendocrinien et représente entre 0,5% a 1%
de tous les cas de cancer de la prostate [17]. Un autre genre de cancer est le carcinome
des cellules transitionnelles. Il s’agit d’un carcinome originaire de la vessie ou de
I’urétre qui peut s’étendre aprés un certain temps aux tissus de la prostate. Cette
affection peut également débuter dans la prostate et s’étendre par la suite au systeme

urinaire [18].



Une autre classe de tumeur pouvant atteindre la prostate est le carcinome squameux,
un cancer se répandant dans les cellules plates se trouvant autour de la prostate. Ce type
de cancer croit rapidement et est connu pour générer des métastases aux os, au foie et
aux poumons [19]. Aussi, une autre forme rare de tumeur est le sarcome prostatique.
Les sarcomes naissent dans les tissus mous ou osseux. Les sarcomes de la prostate se
développent dans les muscles et les tissus nerveux entourant la prostate ou directement
dans le mésenchyme non épithélial du stroma prostatique. Ce type de cancer est tres
agressif bien que tres rare, il représenterait environ 0,1% de tous les cas de cancers de
la prostate [20]. Enfin, un des cas les plus rares de cancer de la prostate est le mélanome
primaire de la prostate. Un mélanome provient des cellules produisant les pigments de
la peau (les mélanocytes). Les mélanomes primaires de la prostate prendraient
naissance dans 1’épithélium de la zone transitionnelle de la prostate. En 2015,

seulement 5 cas de ce cancer étaient rapportés dans la littérature [21].

1.2.2 Classification et gradation

Les adénocarcinomes étant le principal type de cancer de la prostate, une classification
du stade évolutif fut mise en place pour cette maladie. La médecine compte
présentement 4 stades pour classifier ces cancers, le stade 1 étant le stade le plus bénin
et le stade 4 le plus mortel. Au premier stade (T1), la tumeur est indétectable par
palpation. Au deuxiéme stade (T2), la tumeur est palpable ou visible par imagerie. Elle
peut également s’étendre et affecter les deux lobes principaux de la prostate. Au
troisieme stade (T3), le cancer atteint maintenant le col de la vessie, les vésicules
séminales ou tout autre tissus adjacent. Finalement, au quatrieme stade (T4), des
métastases ont atteint des endroits ¢loignés du corps [22]. Chacun de ces stades possede

plusieurs sous-stades (Tableau 1.1).



Stades et sous-stades évolutifs des adénocarcinomes de la prostate

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4
Sous-stade Définition Sous-stade Définition Sous-stade Définition Sous-stade Définition
La tumeur Métastases
Tumeur atteint la Extension aux
TO non- T2a moitié d'un T3a du cancer hors N1 ganglions
détectable lobe ou de la prostate lymphatiques
moins régionaux
5% de tissus La tumeur Métastases
cancéreux atteint Invasion des aux
Tla lors d'une T2b plus de la T3b vésicules M1la ganglions
résection moitié d'un séminales lymphatiques
transurétrale lobe non régionaux
>5% de tissus
cancéreux La tumeur Métastases
Tlb lors d'une T2c atteint les M1b aux
résection deux lobes os
transurétrale
Tumeur Autres sites
identifiable ossédant
Tic ADIE M1c P
par une aiguille des
a biopsie métastases
Tableau 1.1 Nomenclature et description des sous-stades du cancer de la prostate

(Adapté de [22]).

I1 est également possible de déterminer le grade d’un cancer de la prostate a I’aide de

la classification de Gleason. Cette gradation unique pour le cancer de la prostate est

utilisée dans le cas d’un adénocarcinome. Elle sert a illustrer le degré de différenciation

des cellules cancéreuses et la fagon dont ces cellules croissent dans la prostate [23]. La

gradation est effectuée de la maniére suivante : aprés une biopsie et un examen au
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microscope, le pathologiste identifie les deux modeles de croissance prédominants dans
le cancer du patient. Le pathologiste donne ensuite une note entre 3 et 5 pour chacun a
deux types de modéles (une cote de 2 ou moins est souvent trop difficile a évaluer
cliniquement). Cette note est basée sur la disposition de ces cellules dans la prostate.
Si les cellules sont placées dans une conformation semblable aux cellules saines, la
cote pour ce type de modele sera bas. Si ce n’est pas le cas, la cote sera plus ¢levée.
Les cotes des deux modéles sont ensuite additionnées afin de donner une note sur 10.
Si le cancer du patient possede plus de deux modeles de croissance, le modéele
possédant de grade le plus ¢levé est additionné au modele de croissance le plus courant
identifié¢ lors de I’examen histologique, ceci fait en sorte que la cote de Gleason est
toujours sur 10 (Figure 1.3). Un cancer possédant une cote de 6 ou moins est considéré
comme ¢étant bien différencié, alors qu’un cancer possédant une cote plus haute sera

plus difficile a traiter [24].

(Cote du modeéle de croissance ) (Cote du modéle de croissance

le plus courant (entre 3 et 5) le plus élevé (entre 3 et 5) ) = Cote de Gleason (sur 10)

Figure 1.3 Formule permettant de calculer la cote de Gleason d’un adénocarcinome

de la prostate.

La cote de Gleason qui fut calculée pour un cancer de la prostate donne de 1’information
sur le pronostic de la maladie, mais également sur les motifs spécifiques de répartitions
des cellules cancéreuses et des complications que ces derniers peuvent entrainer pour
le patient. Selon la fagon dont la cote de Gleason fut calculée, il est possible d’assigner
un grade a cette derniere et ainsi de classifier d’une maniere plus précise le cancer d’un
patient et d’identifier les risques et les contraintes médicales qui y sont associés

(Tableau 1.2).
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Classification de la cote de Gleason

Groupe Cote de Grade Description
de grade Gleason
1 3+3=6 bas Les cellules cancéreuses sont bien différenciées, ce qui signifie que
ou moins de 6 leur apparence, leur comportement et leur disposition ressemblent

beaucoup a ceux des cellules normales de la prostate. Les glandes
de la prostate sont visibles.

Le cancer se développe trés lentement et ne nécessite souvent
aucun traitement.

2 3+4=7 Intermédiaire Les cellules cancéreuses sont modérément différenciées, ce qui
bas signifie qu’elles sont différentes des cellules normales, mais
gu’elles ne sont pas aussi anormales que les cellules peu
différenciées ou indifférenciées.

Le cancer peut se développer tres lentement et ne nécessite parfois
aucun traitement.

3 4+43=7 Intermédiaire Les cellules cancéreuses sont modérément différenciées, ce qui
élevé signifie qu’elles sont différentes des cellules normales, mais qu'elles
ne sont pas aussi anormales que les cellules peu différenciées ou
indifférenciées.

Le cancer se développe a un rythme modéré et doit habituellement
étre traité.

4 4+4=8 élevé Les cellules cancéreuses sont peu différenciées. Leur apparence,
leur comportement et leur disposition sont trés différents de ceux
des cellules normales de la prostate. Les glandes de la prostate ne
sont pas visibles ou sont difficiles a bien voir.

Le cancer se développe rapidement et risque davantage de se
propager.

5 90ul0 tres élevé  Les cellules cancéreuses sont indifférenciées, ce qui signifie qu'elles
sont trés anormales. Leur apparence, leur comportement et leur
disposition sont trés différents de ceux des cellules normales de la
prostate. Les glandes de la prostate ne sont pas visibles ou sont
difficiles a bien voir.

Le cancer se développe tres rapidement et risque davantage de se
propager. Le pronostic est sombre.




12

Tableau 1.2  Grades et groupes de grade associés a la classification de Gleason pour
les adénocarcinomes de la prostate (Adapté de https://www.cancer.ca/ft-

ca/cancer-information/cancer-type/prostate/grading/?region=pe).

1.3 Causes, développement et croissance cellulaire du cancer

Plusieurs altérations de I’ADN peuvent entrainer des mutations cellulaires qui
résulteront en un cancer de la prostate. Deux familles de génes sont principalement en
cause lors des cas de mutation menant a un adénocarcinome de la prostate : les génes
oncogenes et les genes suppresseurs de tumeurs. Les geénes oncogenes sont des genes
renfermant de I’information qui permet aux cellules de se diviser, de se maintenir en
vie et de croitre, alors que les genes suppresseurs de tumeurs sont des genes participant
au bon contrdle du développement cellulaire, a la réparation des cellules possédant de
I’ADN endommagé ou a I’apoptose des cellules mutantes [25]. Il est aisé de concevoir
que si des mutations entrainent une suractivation des oncogenes et une suppression des
genes suppresseurs de tumeurs, il est probable que des cellules commencent a se

multiplier de maniére chaotique, causant ainsi un cancer.

1.3.1 Principales anomalies génétiques associ€es au cancer de la prostate

Il est d’abord a noter que les quatre types de mutations ponctuelles, soit I’inversion, la
délétion, I’insertion et la substitution de nucléotides, peuvent tous participer a la
mutation d’un géne qui est susceptible de causer un adénocarcinome de la prostate. Des
mutations chromosomiques, impliquant des modifications génomiques par
I’intermédiaire d’une ou de plusieurs irrégularités dans une série de nucléotides situ¢e
sur un chromosome, peuvent également étre impliquées dans le développement du
cancer [26]. Les mutations génétiques peuvent étre héréditaires ou causées par des
facteurs exogenes ou endogenes. Il est estimé que seulement entre 5% et 10% des

cancers de la prostate ont une mutation héréditaire comme cause majeure [27]. Les
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mutations de I’ADN sont plus souvent acquises. Aussi, il existe d’autres facteurs
épigénétiques pouvant mener a un cancer de la prostate, tel que la méthylation de
I’ADN et la régulation de I’'impression génomique, c’est-a-dire 1’activation ou

I’inactivation sélective des genes provenant de la mére ou du pére [26].

Il existe certains génes qui sont reconnus pour leur implication dans la gencse et le
développement d’un adénocarcinome de la prostate. Par exemple, le gene ATBF1 est
un géne situ¢ sur la bande 22 du chromosome 16 qui participe a la suppression
tumorale. Or, ce gene est fréquemment sujet a de la délétion. 11 a été¢ démontré qu’une
délétion de 21 ou 24 nucléotides a été détectée dans la région codante de lignées
germinales de patients aux prises avec un cancer de la prostate [28]. Ce gene serait
donc impliqué dans le développement de ce cancer. Des erreurs ponctuelles dans les
genes suppresseurs de tumeurs BRCA1, BRCA2, CDKNIB, CHEK2, ANXA7 et
EPHB2 sont également associ¢s au développement d’un adénocarcinome de la prostate
[29-34]. Du co6té des oncogenes, MYC est un des geénes les plus impliqués dans
I’évolution du cancer de la prostate. Ce géne proto-oncogene est souvent amplifié et
surexprimé dans ce type de cancer, notamment a cause de gains dans certaines régions
du bras long du chromosome 8, tels que 8q24 et 8q21 [35]. Les trois oncogeénes RAS
(HRAS, KRAS et NRAS) sont également sujets a des mutations ponctuelles qui
entrainent la prolifération incontrolée des cellules [36]. Plusieurs autres mutations de
genes suppresseurs de tumeurs ou d’oncogenes sont connues pour avoir un impact dans

la croissance tumorale [26].

D’autres mutations génétiques ont un impact plus ou moins direct dans 1’évolution d’un
adénocarcinome de la prostate. Par exemple, des altérations sur les genes CYP17,
CYPIB1 et CYP3A4 peuvent entrainer des changements dans I’expression de ces
genes qui auront des conséquences sur I’évolution de la maladie [37]. Les genes CYP
codent des protéines appartenant a la superfamille des cytochromes P450, des

hémoprotéines participant a des réactions d’oxydoréduction dans 1’organisme. Une
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surexpression ou une sous-expression de ces protéines peut avoir une certaine
incidence sur le cancer de la prostate, car ces derniéres interviennent dans le
métabolisme des androgenes, qui ont un impact direct sur 1’évolution des cellules de la
prostate hormonodépendantes. Par exemple, le cytochrome P450c17 alpha régit
I’hydroxylation du C-17 et la lyase des C-17 et C-20 dans la biosynthese des
androgenes, alors que le cytochrome P4503A4 est responsable de 1’oxydation de la
testostérone. Un changement dans I’expression de ces protéines peut donc avoir un
impact considérable sur la progression du cancer de la prostate [38,39]. Aussi, les génes
encodant les glutathion S-transférases, tels que GSTP1, GSTMI1 et GSTTI, sont
susceptibles de causer le cancer s’ils mutent. En effet, les glutathion S-transférases
jouent un role important dans la stabilisation des especes réactives de I’oxygene (ERO).
Si I’expression de ces enzymes est modifiée, ’organisme peut étre davantage sujet a
du stress oxydatif qui peut mener a des altérations génomiques, causant un cancer de
la prostate [40]. Finalement, des mutations dans des régions codantes de I’ADN
mitochondrial peuvent avoir des impacts sur le cancer de la prostate. En effet, le peu
d’histones et la faible capacité de réparation de I’ADN mitochondrial rendent cet ADN
susceptible de muter avec le temps, ce qui peut avoir des impacts sur le métabolisme
énergétique et ultimement sur le cancer de la prostate. Ces mutations ponctuelles
peuvent entrainer une inhibition de la phosphorylation oxydative, ce qui stimule la
production des ERO, provoquant ainsi un environnement oxydant propice a causer des
mutations ponctuelles de I’ADN pouvant mener a un adénocarcinome de la prostate

[41].
1.3.2 Epidémiologie

Outre les altérations génomiques, plusieurs facteurs épidémiologiques démontrent que
certaines populations sont plus a risques de développer un cancer de la prostate. Tout
d’abord, la vieillesse semble étre un facteur important. Il a été démontré que les

hommes américains caucasiens agés de 75 a 79 ans ont 130 fois plus de chance d’étre
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atteint d’un cancer de la prostate que les hommes agés de 45 a 49 ans [42]. L’origine
ethnique est également un facteur épidémiologique bien établi. Aux Etats-Unis
d’ Amérique, le cancer de la prostate est 66% plus commun et deux fois plus meurtrier
chez les hommes noirs que chez les hommes blancs [43]. Or, les hommes noirs en
Afrique affichent des taux tres bas de cancers de la prostate, de méme que les hommes
chinois et japonais [42,44]. Aussi, les hommes avec un historique familial ou un parent
au premier degré (pere, frére ou fils) ayant subit un cancer de la prostate sont plus

susceptibles d’en développer un eux-mémes au cours de leur vie [45].

La di¢te semble également avoir une certaine importance par rapport au risque de
développer un cancer de la prostate. Il a été démontré qu’une diete riche en produits
laitiers, en viande rouge, en gras animal et qu’une grande consommation de calcium
(900 mg/jour) accroitrait le risque de développer ce cancer, alors qu’un apport
quotidien en vitamine D, en vitamine E, en fructose et en sélénium diminuerait ce
risque [46]. Aussi, une consommation suffisante en lycopéne, en caroténoides et en
rétinol pourrait ¢galement diminuer ce risque [47,48]. Par ailleurs, deux études de cas
démontrent un risque accru de ce type de cancer lorsqu’une concentration élevée en
IGF-I (somatomédine C) circule dans le sang [49,50]. Enfin, le poids, la morphologie,
la consommation de tabac et le niveau d’activité physique d’un individu auraient tous
une incidence sur la genese, la croissance et le potentiel 1étal d’un cancer de la prostate

[51-53].
1.3.3 Androgenes et hormonodépendance

Les cellules cancéreuses, comme les cellules saines, peuvent recevoir des signaux qui
stimulent leur différenciation et leur croissance. Bien qu’une panoplie de ces signaux
existent, les hormones constituent I’'un des types de molécules le plus souvent utilisés
dans la signalisation intercellulaire. Par définition, les hormones sont des substances

chimiques sécrétées dans le sang afin d’agir sur des tissus plus ou moins ¢éloignés,
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souvent dans une perspective régulatoire [54]. Les cellules de la prostate sont trés
sensibles aux hormones sexuelles masculines, aussi appelées androgenes. Les
androgenes sont des composés stéroidiens qui envoient des signaux a différents tissus
de l'organisme. Dans la prostate, les androgeénes participent au développement
embryonnaire, a la croissance, a la maturation et a la maintenance structurelle et
fonctionnelle des cellules [55]. Les principaux androgénes présents dans le corps de

I’homme sont la testostérone et la dihydrotestostérone [56] (Figure 1.4).

12 OH

Testostérone Dihydrotestosterone

Figure 1.4 Structures moléculaires de la testostérone et de la dihydrotestostérone

avec numérotation des carbones.

En ce qui a trait a la synthése des androgénes, la testostérone est d’abord produite dans
les testicules. Des réactions enzymatiques ayant lieu dans le cytoplasme des cellules de
Leydig permettent de synthétiser la testostérone a partir du cholestérol. Ces réactions
enzymatiques sont réalisées par 'intermédiaire des enzymes P450scc (CYP11A1),
P450c17 (CYP17A1), 17B-hydroxystéroide déhydrogénase et du complexe 3p-
hydroxystéroide déhydrogénase/A**isomérase. D’autres protéines peuvent également
intervenir dans la séquence enzymatique afin de générer plusieurs hormones

stéroidiennes [57] (Figure 1.5).
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Figure 1.5 Schéma de la conversion du cholestérol en hormones stéroidiennes dans

les cellules de Leydig (Tiré de [57]).

Une fois la testostérone synthétisée, cette derniere peut se déplacer librement ou se lier
a une protéine de transport telle que I’albumine sérique ou la globuline liant les
hormones sexuelles (SHBG) afin de se déplacer dans 1’organisme [58]. Une fois dans
la prostate, la testostérone peut entrer dans les cellules par transport passif. Elle peut
ensuite se lier au récepteur des androgénes (RA) en déplagant une protéine de choc
thermique. Le RA est un récepteur nucléaire, il s’agit d’une protéine de 110 kDa
possédant 5 zones principales: le domaine de régulation transcriptionnel N-terminal, le
domaine de liaison a ’ADN (DBD), une région charni¢re, le domaine de liaison du

ligand (LBD) et le domaine de régulation transcriptionnel C-terminal [59] (Figure 1.6).
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Figure 1.6  Représentation des domaines principaux du récepteur des androgenes

(Tiré de [59]).

Le complexe androgene-récepteur va ensuite subir une phosphorylation et se lier avec
un autre complexe androgene-récepteur afin de générer un homodimere. C’est cette
espece qui, en passant par les pores nucléaires, va transloquer dans le noyau cellulaire
pour se lier sur I’¢lément de réponse des androgenes de ’ADN. Ceci va stimuler le
recrutement des coactivateurs et entrainera les effets biologiques propres aux
androgenes, tel que la stimulation de la syntheése du PSA, la survie cellulaire et bien

entendu, la croissance des cellules [60] (Figure 1.7).
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Figure 1.7 Meécanisme d’action des androgenes (Tiré de [60]).
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Le cancer de la prostate est donc trés souvent hormonodépendant, ¢’est-a-dire que la
croissance cellulaire induite par les hormones androgéniques a un impact considérable
sur le développement de ce cancer. Or, bien que la plupart des cancers sont initialement
hormonodépendants, la quasi-totalit¢ finissent par muter pour devenir
hormonoindépendants, devenant ainsi des cancers de la prostate résistant a la castration
(CPRC). Dans ces cancers, les cellules cancéreuses continuent de se différencier
indépendamment de I’action ou du taux d’androgénes dans le sang. Cette forme
avancée de la maladie est souvent liée a ’apparition de métastases et les pronostics
sont souvent plus sombres pour les patients [60]. Plusieurs phénomenes expliquent
pourquoi les cancers de la prostate mutent en CPRC, a commencer par des mutations
ponctuelles du RA. La plupart de ces mutations se produisent dans le LBD, ce qui
modifie la facon dont le RA interagit avec les androgenes et toutes les molécules
éventuellement aptes a se lier au RA [61]. Une panoplie de nouvelles molécules sont
ainsi susceptibles de devenir des agonistes de ce récepteur, pouvant désormais stimuler
la croissance cellulaire. Aussi, une amplification du RA dans les cellules cancéreuses
et une apparition de certains variants de cette protéine contribuent grandement au
développement d’un CPRC [61]. D’autres ¢tudes ont démontré que la signalisation
induite par le récepteur des glucocorticoides, 1’augmentation des populations de
cellules souches, la différenciation des cellules neuroendocrines et certaines voies de
signalisation oncogenes seraient toutes liées a la transformation d’un cancer

hormonodépendant en CPRC [61].

1.4 Thérapies et traitements contre le cancer de la prostate

Plusieurs types de traitement existent aujourd’hui afin de contrer le cancer de la
prostate. L’un de ces traitements est la chirurgie. Bien que trés invasive, la chirurgie
peut se montrer trés efficace dans le traitement de la maladie. La chirurgie la plus
courante est la prostatectomie radicale, soit ’ablation entiere de la prostate et des

vésicules séminales. Cette chirurgie peut aujourd’hui étre réalisée avec une assistance
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robotique. Cette technique permet de contenir le cancer et de 1I’éliminer avant qu’il ne
se propage dans l'organisme. Par contre, plusieurs inconvénients découlent de ce type
d’intervention, notamment des problémes d’incontinence urinaire et des troubles
d’ordre sexuels. Toutefois, le haut taux de succés de cette chirurgie fait en sorte que
cette méthode est I’'une des plus communément choisies pour le traitement d’un cancer
de la prostate localis¢ [62]. L’autre forme de chirurgie la plus utilisée est
I’orchidectomie bilatérale, c’est-a-dire ’amputation chirurgicale des testicules. Cette
opération a pour but de diminuer drastiquement I’apport en androgene aux cellules
cancéreuses, ce qui diminue la vitesse de croissance d’un adénocarcinome de la
prostate hormonodépendant. En plus de se montrer efficaces, les patients ayant subi
cette chirurgie peuvent généralement retrouver une bonne santé¢ psychologique et
sexuelle s’ils entreprennent une thérapie de remplacement des androgenes, une fois

qu’ils sont en rémission [63].

Une autre stratégie médicale dans le traitement d’un cancer de la prostate est la
radiothérapie, une forme de traitement consistant a utiliser des ondes plus ou moins
énergétiques afin de détruire les cellules cancéreuses [64]. Il existe deux types
principaux de radiothérapie: la radiothérapie externe et la curiethérapie. En
radiothérapie externe, des faisceaux de rayons X sont focalisés directement sur la
tumeur du patient, ce qui permet de détruire les cellules cancéreuses. En curiethérapie,
des sources radioactives telles que de I’iode 125 ou de I’iridium 192 sont placées a
I’intérieur de la prostate du patient. Ces sources émettent des rayonnements qui
détruisent les cellules cancéreuses. La radiothérapie est souvent combinée a d’autres
formes de traitement et elle augmente substantiellement les chances de survie des

patients [64].

L’un des traitements les plus utilisés dans la lutte contre le cancer de la prostate est la
chimiothérapie. Cette thérapie utilise des drogues afin d’entrainer la mort des cellules

cancéreuses. Plusieurs types d’agents chimiothérapeutiques sont utilisés dans le
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traitement de ce cancer, & commencer par les agents alkylants. Ces composés
introduisent généralement des groupes alkyles sur les guanines de I’ADN, ce qui
empéche 1’assemblage correct des doubles brins de ’ADN, causant des bris qui
perturbent la division des cellules et entrainent éventuellement la mort cellulaire [65].
Certaines de ces molécules peuvent également lier des brins d’ADN ensemble par
I’intermédiaire des guanines, ce qui perturbe la conformation de ’ADN et mene a
I’apoptose. Les agents alkylants les plus utilisés dans le traitement du cancer de la
prostate sont le cisplatine, le carboplatine, le satraplatine, la cyclophosphamide et
I’estramustine, un dérivé de moutarde azotée [65]. Les antimétabolites sont une autre
classe d’agents chimiothérapeutiques couramment employés. Ces médicaments
inhibent une voie métabolique qui entraine directement ou indirectement la mort
cellulaire. Dans le cas du cancer de la prostate, le 5-fluorouracil et le capécitabine sont
particulierement utilisés. Ces médicaments sont des inhibiteurs de la thymidylate
synthase, une enzyme impliquée dans la synthése de la thymidine. Son inhibition
affecte ainsi la réplication de I’ADN. Un autre antimétabolite utilisé est le

méthotrexate, un inhibiteur compétitif de la dihydrofolate réductase [66].

Parmi les autres types d’agents anticancéreux on retrouve les agents intercalants, qui
sont des molécules capables de s’insérer de fagon quasi irréversible entre deux paires
de bases de ’ADN [65]. Ces molécules induisent des distorsions menant a I’apoptose.
La doxorubicine est un agent intercalant particulierement utilisé dans le traitement de
I’adénocarcinome de la prostate [67]. De plus, les inhibiteurs de la topoisomérase
constituent également une classe de composé régulicrement employés en clinique. Ces
molécules inhibent I’action de la topoisomérase I ou de la topoisomérase II, des
enzymes qui régissent la topologie de ’ADN. La mitoxantrone est un inhibiteur de la
topoisomérase I qui améliore grandement les chances de survies des patients. La
mitoxantrone est souvent administrée avec de la prednisone, un corticostéroide
possédant une action anti-inflammatoire. Il est a noter que les inhibiteurs des

topoisomérases possedent souvent des propriétés intercalantes [68]. Enfin, un autre
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type d’agent anticancéreux trés pris¢ en chimiothérapie est les inhibiteurs des
microtubules [65]. Les microtubules sont des polyméres de tubulines formant le
cytosquelette. En inhibant les fonctions normales des microtubules, certaines
molécules peuvent prévenir la mitose des cellules, et donc 1’évolution d’un cancer. Le
docétaxel et le paclitaxel sont des diterpenes de la famille des taxanes et ils constituent
les inhibiteurs des microtubules les plus utilisés dans le combat contre le cancer de la

prostate [69].

La thérapie ciblée est aussi une forme de traitement tres efficace du cancer de la prostate
[70]. Cette forme de thérapie s’intéresse aux mécanismes moléculaires propres au
cancer de chaque patient. Une fois qu’un mécanisme moléculaire influengant le
développement du cancer est identifi¢, il est sélectivement inhibé a 1’aide d’un
médicament. Les mécanismes problématiques peuvent étre d’origine génétique,
protéique ou ils peuvent €également provenir de I’environnement tissulaire de la tumeur.
Par exemple, si une équipe médicale identifie que des mutations ponctuelles dans les
genes BRCA1 et BRCA2 sont en grande partie responsable du cancer d’un patient, il
est possible d’administrer au patient de ’olaparib. Il s’agit d’un inhibiteur des
poly(ADN-ribose) polymérase (PARP). Il a été¢ démontré que les cancers impliquant
des mutations aux geénes BRCA1 et BRCA2 sont trés sensibles aux inhibiteurs des
PARP, ces derniers étant souvent indispensables a un bon fonctionnement de la
division cellulaire et a la réparation de ’ADN [70]. La rucaparib peut également étre

utilisée a cet effet [71].

L’immunothérapie, aussi appelée thérapie biologique, est une forme de traitement
consistant a stimuler les défenses immunitaires du corps afin de combattre la maladie
[72]. Dans le cadre d’un cancer de la prostate métastatique, le vaccin sipuleucel-T peut
étre une option de traitement. Ce vaccin est personnalisable pour chaque patient. Des
cellules dendritiques du patient, qui sont des cellules du systéme immunitaire, sont

obtenues a partir de cellules souches récoltées lors d’une prise de sang. Ces cellules
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sont modifiées in vitro afin de présenter des caractéristiques du cancer du patient avant
d’étre réinjectées dans son corps. Cette opération a pour but de stimuler le systéme

immunitaire a reconnaitre les antigénes tumoraux [72].

Enfin, 'une des avenues thérapeutiques les plus importantes dans le traitement du
cancer de la prostate est I’hormonothérapie, un type de thérapie cherchant a minimiser
I’impact des androgénes sur le cancer [73]. Etant donné que les androgénes sont les
hormones stimulant le plus intensément le développement d’un cancer de la prostate,
I’hormonothérapie est tres utilisée en clinique. Outre I’orchidectomie bilatérale, dont
les effets sont permanents, il existe d’autres fagons de minimiser 1’effet des androgenes
sur un adénocarcinome de la prostate. L’une de ces facons est d’utiliser des
médicaments tels que D’acétate d’abiratérone et le kétoconazole. Ces molécules
perturbent la stéroidogenese en inhibant I’activité du CYP17A1, empéchant ainsi la
production de testostérone. Sinon, il a été¢ prouvé que des agonistes de ’hormone de
libération des gonadotrophines hypophysaires (GnRH) possedent des propriétés
thérapeutiques dans le traitement du cancer de la prostate hormonodépendant [74]. Ces
agonistes bloquent les signaux nécessaires a la production de la testostérone dans le
corps de ’homme, bien que cette derni¢ére est généralement stimulée au début de la
prise des agonistes. Les principaux agonistes de la GnRH sont la leupropéline, la
goséréline et la triptoréline [73]. Il est aussi possible d’utiliser des antagonistes de la
GnRH afin d’amoindrir le taux de testostérone dans le corps. L’avantage des
antagonistes est qu’ils ne causent pas de hausse du taux de testostérone dans les débuts
du traitement, en plus d’étre généralement plus efficaces. Le dégarélix et le rélugolix

sont souvent utilisés a cet effet [75].

Au lieu de s’attaquer a la synthese des androgenes, il est possible d’amoindrir I’effet
des androgenes sur le cancer en perturbant I’action du RA. Certaines molécules peuvent
se lier fortement au RA sans déclencher de réponses biologiques. Leur liaison au RA

empéche les androgénes de s’y lier, prévenant ainsi ces derniers de stimuler la
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croissance des cellules cancéreuses. Pour cette raison, ces médicaments sont souvent
désignés comme étant des bloqueurs hormonaux ou des antiandrogenes. Les plus
populaires sont 1’acétate de cyprotérone, le bicalutamide, le flutamide, I’apalutamide,

le nilutamide, le darolutamide et I’enzalutamide [75] (Figure 1.8).
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Figure 1.8 Représentation des principaux antiandrogenes utilisés en clinique [75].

Des agents permettant une dégradation du RA sont présentement en cours de
développement [76]. Il est a noter que bien que les bloqueurs hormonaux soient une
forme efficace de thérapie, ces médicaments ne sont plus d’aucune utilité lorsque le
cancer de la prostate mute pour devenir résistant a la castration. C’est précisément ce
probléme qui pousse la communauté scientifique a développer des bloqueurs
hormonaux plus agressifs, permettant ainsi d’endiguer rapidement le cancer avant que

celui-ci ne devienne trop compliqué a traiter.



CHAPITRE II

PROPRIETES ANTIANDROGENIQUES DES DIMERES STEROIDIENS

2.1 Généralités sur les dimeéres

Le terme dimere vient du terme grec dimeres signifiant « en deux parties ». Par
définition, un dimere est une molécule composée de deux unités semblables reliées

ensemble de maniere covalente [77] (Figure 2.1).

Connecteur
moléculaire

Unité 1 Unité 2

Figure 2.1 Représentation des principales composantes d’une molécule dimérique.

Les deux unités sont reliées ensemble par un connecteur moléculaire, également

appelé « linker ». Le connecteur moléculaire est une suite d’atomes liés ensemble de
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maniére covalente. Ce connecteur est généralement assez solide et résiste a la

dégradation, bien qu’il puisse étre flexible.

Les dimeéres sont assez présents dans la nature puisqu’il est aisé pour la nature de
complexifier des molécules existantes en les dimérisant. Ce faisant, de nouvelles
molécules distinctes, possédant maintenant un plan de symétrie, sont créées et ces
derniéres peuvent exécuter des actions plus spécifiques que leurs précurseurs. La
propension pour la nature a dimériser des molécules est méme visible au niveau
macroscopique. En effet, bon nombre de structures biologiques exhibent une symétrie
provenant directement de la stratégie de dimérisation employée par la nature au niveau
microscopique. Il ne s’agit que d’observer la structure du corps humain, de certains
végétaux, fruits et animaux pour s’apercevoir que la symétrie est bien présente tout

autour de nous.

2.2 Eléments de symétrie

Bien que la symétrie soit extrémement présente au niveau moléculaire, il est important
de noter que plusieurs types de symétries existent, puisque les molécules sont
susceptibles de posséder plusieurs plans de symétrie différents. Ces types de symétries
sont tous décrits selon la théorie des groupes. Cette théorie appartient a une branche de
I’algebre abstraite s’intéressant a I’étude et a la manipulation des concepts impliquant
la symétrie [78]. Le but de la théorie des groupes est de catégoriser les molécules en
plusieurs groupes, dépendamment des éléments de symétries que présentent les
molécules. Ceci est effectué afin de faire des rapprochements entre les différentes
molécules possédant des ¢léments de symétries similaires, car ces molécules sont

susceptibles de posséder des propriétés semblables.

Afin de classer les molécules dans les différents groupes, il faut d’abord définir les

types d’opérations géométriques que peut subir une molécule avant de retrouver une
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position identique a sa conformation initiale. Par exemple, si une molécule n’est pas
symétrique, la seule opération géométrique que cette derniére peut effectuer est
I’identité (E), c’est-a-dire qu’elle ne peut effectuer qu’une rotation de 360° sur elle-
méme avant de reprendre sa position initiale. Une autre opération géométrique possible
est I’opération C,, désignant I’opération permettant a une molécule de procéder a une
rotation de (360/n)° autour d’un axe avant de retrouver une position identique a sa
position initiale. L’opération de réflexion ¢ indique si une molécule possede un plan de
réflexion vertical (ov), horizontal (o) ou selon un plan diedre (oq), alors que ’opération
d’inversion i s’applique si chaque point d’une molécule peut €tre représenté dans un
plan en trois dimensions et inversé par rapport au centre de la molécule afin de
retrouver la molécule de départ. Enfin, ’opération de rotation impropre S, s’applique
a une molécule s’il est possible d’appliquer I’opération C, suivis d’une réflexion selon

un plan perpendiculaire a 1’axe de rotation.

Il existe deux types de classifications pour les molécules symétriques. Le premier est
le systéeme de Schoenflies, qui permet de classer les molécules dans leurs groupes

respectifs selon un diagramme de flux (Figure 2.2).
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Figure 2.2 Diagramme de flux indiquant les groupes des molécules symétriques

selon le systeéme de Schoenflies (Tiré de [79]).

L’autre systeme permettant de classer les molécules en différents groupes est le
systtme d’Hermann-Mauguin, aussi connu sous le nom de Systéme international

(Tableau 2.1).
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Groupes de symétrie selon le Systeme international

G ]

Cs m

C G 2 Cs 3 Cs 4 Ce 6
Cov 2mm Cav 3m Cav 4dmm Cev 6mm
Can 2m Can 6 Can 4/m Cen 6/m
D, 222 Ds 32 Da 422 Ds 622
Dan mmm Dsn 62m Dan 4/mmm  Den 6/mmm
Dad 42m Dag 3m S4 4/m Se 3

T 23 T 43m Th m3

o 432 Oy m3m

Tableau 2.1 Nomenclature des principaux groupes de symétrie selon la classification

d’Hermann-Mauguin (Adapté de [79]).

Dans le systéme international, la dénomination des groupes de symétries est légérement
différente du systeme de Schoenflies. Ici, le nom du groupe désigne exactement la suite
d’opérations la plus complexe qu’une molécule peut effectuer avant de revenir a sa
position originale. La terminologie des opérations est aussi différente : un nombre n
dénote la présence de n axes de symétries alors que la lettre m représente un miroir
plan. Une barre oblique / désigne que le miroir plan est perpendiculaire a ’axe de
symétrie et une barre au-dessus d’un nombre indique que cet élément est combiné a

une opération d’inversion. Mais peu importe quel systéme est employ¢, les conclusions
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qu’il est possible de tirer par rapport aux propriétés des molécules finissent par se

recoupcer.

2.2.1 Symétrie moléculaire dans la nature

Etant donné que la nature dimérise des molécules naturelles afin de gagner en
complexité, il est normal qu’une certaine proportion des produits naturels possede
certains ¢léments de symétrie. En fait, il est estimé que 7% des produits naturels
possedent une symétrie bilatérale [80]. Ce type de symétrie est définie comme étant la
propriété d’une entité a pouvoir étre divis€ée en deux parties identiques se retrouvant
chacune de chaque c6té d’un plan unique. Selon la théorie des groupes, les molécules
possédant une symétrie bilatérale se retrouvent dans les groupes C,, Cs et Coy (Figure

2.3).

Co-axis Cs Coy

Figure 2.3 Représentation des principaux types de symétrie présents dans la nature

(Tiré de [80]).

Les molécules possédant une symétrie bilatérale sont réparties dans la nature parmi les
plantes (65%), les animaux (22%), les bactéries (8%) et les champignons (4%) [80].
Parmi les 3 types de symétrie composant la symétrie bilatérale, la symétrie de type C>
est la plus retrouvée dans la nature, notamment a cause de la facilité pour la nature de

produire des molécules possédant ce genre de symétrie (Figure 2.4).
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Figure 2.4 Répartition des principaux types de symétrie retrouvés dans la nature

(Tiré de [80]).

La symétrie bilatérale est présente dans a peu pres toutes les classes de molécules, mais
certains types de molécules présentent une plus grande proportion de molécules
symétriques. Par exemple, les protéines sont I'une des classes de molécules ou la
symétrie bilatérale est la plus présente. Il est estimé qu’entre 10% et 15% de tous les
domaines protéiques sont symétriques [81]. Plusieurs facteurs viennent expliquer cela.
Tout d’abord, les protéines ont avantage a avoir une taille plus importante, et un moyen
facile d’augmenter la taille d’une molécule est de la dimériser ou de I’oligomériser. En
possédant une taille plus importante, les protéines peuvent acquérir des fonctions plus
complexes, elles peuvent moduler leur action biologique en induisant de nouveaux sites
allostériques dans leurs structures, elles acquiérent une stabilité plus accrue vis-a-vis la
dégradation et elles parviennent a réduire leur surface de contact, ce qui minimise
I’impact que les solvants peuvent avoir sur la conformation de ces dernicres, tout en

diminuant la quantité de solvant requise afin de les hydrater [82].

Par ailleurs, les protéines tirent avantage a étre composées de sous-unités, notamment
car le controle des erreurs de traduction génétiques est amélioré: les sous-unités

défectueuses pouvant simplement étre rejetées. Aussi, [’efficacité codante est
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améliorée, car il est possible de créer de larges structures en utilisant le minimum
d’espace génétique, étant donné que chaque sous-unité provient de la méme section de
I’ADN. La régulation de I’assemblage est également facilitée puisque les diméres et

les oligomeéres sont sujets a des transitions de phase plus sensibles [82].

Enfin, plusieurs raisons viennent expliquer pourquoi les protéines dimériques et
oligomériques sont souvent symétriques. Il est d’abord établi que généralement, les
assemblages symétriques sont plus bas en énergie [83]. Etant donné que la nature
choisit souvent le chemin le moins énergétique afin d’arriver a ses fins, il est normal
que s’il est avantageux pour des organismes de posséder de grosses protéines, ces
derniéres adoptent une conformation €nergétiquement stable. Ensuite, les protéines
dimériques ou oligomériques symétriques offrent ’avantage de posséder un
assemblage fini. Bien qu’il soit théoriquement possible pour la nature de fabriquer de
protéines volumineuses possédant une symétrie hélicoidale ou appartenant a d’autres
groupes de symétrie, les oligomeres possédant quelques sous-unités offrent I’avantage
de posséder des mécanismes de croissance et de maturation beaucoup plus simples
[80]. Enfin, les protéines symétriques posseédent souvent une cinétique de repliement
plus avantageuse que les protéines asymétriques. Les protéines symétriques requierent

donc souvent moins d’énergie afin d’adopter leurs conformations finales [84].

2.3 Antiandrogenes dimériques

Les antiandrogénes dimériques sont des composés inhibiteurs des androgenes formés
de deux sous-unités. L’action antiandrogénique de ces dimeéres provient de leur

capacité a perturber la conformation symétrique du complexe RA-DHT (Figure 2.5)
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Figure 2.5 Cliché cristallographique et représentation du complexe dimérique RA-

DHT (Tiré de [85]).

Comme décrit a la section 1.3.3, la DHT se lie d’abord au RA dans la voie de
signalisation des androgénes et ce complexe dimérise sur lui-méme afin de générer un
homodimere de symétrie C,. La bonne conformation de cet homodimére est capitale
pour I’obtention de I’activité biologique des androgenes. C’est le bon repliement de ce
complexe qui permet la phosphorylation et la translocation du RA dans le noyau
cellulaire. La stratégie de la thérapie par les diméres est de perturber la conformation
du complexe symétrique des RA en traitant un patient avec un dimére composé de deux
ligands du RA reliés ensemble par une chaine moléculaire. L’idée est que le dimere
remplace les deux molécules de DHT dans le complexe final. Dans ce cas, la chaine
moléculaire reliant les deux ligands perturberait le repliement spontané de ce
complexe, empéchant ainsi sa translocation dans le noyau cellulaire et inhibant les
effets biologiques habituellement déclenchés par les hormones androgéniques.
L’avantage est que les ligands du dimere peuvent également Etre a base d'androgenes,
qui sont les ligands naturels congus pour se lier fortement au RA. Toutefois, étant donné
que le corps continue a produire des androgenes, il s’agit ici d’une inhibition

compétitrice entre les dimeres et les androgenes libres (Figure 2.6).
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Figure 2.6 Mode¢le d’interaction des androgeénes dimériques et des androgeénes

libres avec le RA (Adapté de [86]).

C’est donc le connecteur moléculaire reliant les deux ligands qui entraine des
modifications structurales empéchant la translocation du complexe dans le noyau
cellulaire. Bien que les diméres doivent compétitionner avec les androgénes libres, il
est prouvé qu’un complexe li¢ a un dimere est thermodynamiquement plus stable qu’un
complexe li¢ a deux ligands libres [87]. Ce phénomene est dii aux interactions
polyvalentes entre un ligand et son récepteur. Ces interactions se produisent entre de
multiples sites entre un ligand et son récepteur. Plus il y a d’interactions polyvalentes
lors de I’ancrage d’un ligand a un récepteur, plus le ligand est susceptible de se lier
fortement et donc d’avoir une constante de dissociation plus faible. Dans le cas d’un
ligand qui serait dimérisé, les interactions polyvalentes du ligand de base sont doublées.
Ainsi, le dimeére se lie plus fortement aux deux sites actifs du récepteur que deux
monomeres libres [88]. L’équilibre de liaison au RA entre les androgenes et les diméres

d’androgene est donc déplacé vers les dimeres.
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2.3.1 Avantages et inconvénients de la thérapie a base de ligands dimériques

La thérapie des dimeéres antiandrogéniques posséde plusieurs avantages et
inconvénients pour le traitement d’un adénocarcinome de la prostate. Le premier
avantage est bien entendu le fait qu’il puisse s’agir d’une thérapie a base de produits
naturels; les androgenes. Ces produits ont grandement été étudiés et leurs impacts sur
le corps sont connus. Il y a donc moins de risque d’activer certaines voies métaboliques
par la liaison du dimere a des protéines insoupgonnées, un probléme qui peut
malheureusement subvenir avec des drogues completement synthétiques. La spécificité
de I’action biologique est également un grand avantage des drogues faites a bases de
produits naturels endogeénes. Aussi, les parametres pharmacocinétiques tels que la
biodisponibilité, le volume de distribution, la clairance et le temps de demi-vie sont
beaucoup plus faciles a optimiser pour une molécule a base de produit naturel animal,
puisque la nature a déja congu le dit produit afin d’étre compatible avec 1’organisme.
Le produit devrait donc déja posséder une certaine stabilit¢ dans les conditions
biologiques, un probléme qui complique bien souvent le développement des drogues

complétement synthétiques.

Un autre avantage est I’efficacité de cette approche. Les composés dimériques sont
étudiés depuis tres longtemps et sont aujourd’hui utilisés dans I’¢laboration de
nombreuses drogues expérimentales [89]. Egalement, il est assez facile de développer
un dimere de produit naturel, car la rationalisation des effets biologiques est aisée. En
effet, si 'on connait la fagon dont le produit naturel de base interagit avec son
récepteur, il est plutot facile de concevoir un médicament efficace a base de ce produit.
Enfin, une synthése chimique partant d’un produit naturel comme point de départ peut
étre plus rapide et efficace que la synthése d’une molécule complétement synthétique.
Si le produit final est un dimére symétrique, la voie de synthese peut étre trés efficace,
car une réaction de couplage comme la métathése d’oléfines peut terminer cette

derniére.
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La thérapie par les diméres antiandrogéniques posséde toutefois certains inconvénients.
D’abord, les diméres sont toujours en compétition avec les androgénes libres dans
I’organisme. Méme si 1’équilibre thermodynamique favorise la liaison du RA aux
diméres, cela fait en sorte qu’il ne peut jamais y avoir une inhibition totale de la
croissance des cellules cancéreuses induite par les androgenes. Aussi, étant donné que
les cancers de la prostate hormonodépendants finissent par muter en CPRC, toute forme
d’hormonothérapie ne peut constituer une solution a long terme. Egalement,
I’utilisation d’antiandrogenes peut présenter des effets secondaires indésirables pour le
patient, tels que 1’ostéoporose, ’anémie et des troubles d’ordre sexuels [90]. Enfin, un
dimere d’androgenes ne se comporte pas exactement de la méme maniére qu’un
androgene libre, I’interaction avec certaines protéines peut €tre altérée. Par exemple,
les unités de testostérone sur un dimere peuvent avoir plus de mal a étre réduites en

DHT par I’enzyme Sa-réductase comparativement a la testostérone libre. Les

interactions des dimeres avec certaines protéines restent donc a étudier.



CHAPITRE III

DESCRIPTION ET FONDEMENTS DU PROJET DE RECHERCHE

Le présent projet de recherche porte sur le développement de diméres d’androgenes
dans une perspective hormonothérapeutique vis-a-vis le cancer de la prostate. Le travail
effectué au cours du projet comprend I’¢élaboration et le design des molécules cibles, la
synthése de ces dernicres, leur purification et leur évaluation biologique par le biais de
plusieurs tests in vitro. Au cours du projet, il a été possible de fabriquer deux séries de

dimeres d’androgenes, possédant toutes deux des structures de base distinctes.

Accessoirement, les diméres d’androgeénes ont pu étre utilisés par une équipe de
chercheur a I’Université de la Californie a Irvine afin d’aider a obtenir un cliché de
diffraction par rayons X du site actif du cytochrome P450 3A4, une enzyme
monooxygénase trés impliquée dans le métabolisme des substances xénobiotiques [91].
Puisqu’il est difficile de cristalliser une protéine afin d’obtenir un solide cristallin
pouvant diffracter les rayons X, en raison de la taille et de la flexibilité des peptides,
une stratégie est de fixer une région de la protéine a ’aide d’un ligand, ce qui stabilise
cette dernicre et peut mener a la formation d’un co-cristal. Puisque le centre catalytique
du cytochrome P450 3A4 est sensible aux androgenes, un moyen d’obtenir un co-cristal
du site actif est de le lier a des antiandrogenes, qui sont dans ce cas-ci les dimeres
¢élaborés au cours de ce projet. Les résultats pour chacune des séries de dimeres seront

abordés dans les chapitres IV et V.
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3.1 Travaux antérieurs

Des diméres de la testostérone possédant des vertus antiandrogéniques ont déja été
synthétisés au laboratoire dans le passé. Les premiers dimeres furent synthétisés en
2010 par M. Dominic Bastien. Les unités testostérones de ces dimeres sont reliées par
un connecteur moléculaire alcénique de 4 carbones en position 7a sur le noyau des
stéroides (Figure 3.1). Ici, 7 référe au numéro du carbone et a signifie la stéréochimie

du lien formé (un lien a entre dans le plan alors qu’un lien B en sort).

1R=H 3R=H
2R=Ac 4R =Ac

Figure 3.1 Premiére génération de diméres de la testostérone possédant un

connecteur moléculaire carboné en position 7a

Les dimeres 2 et 4 ont pu étre synthétisés en 4 étapes a partir de la testostérone. Un
traitement acide permet de déprotéger les groupements acétyles afin de générer les
diméres 1 et 3. Des analyses cristallographiques ont permis de différencier la

stéréochimie de I’alcéne central de ces deux dimeres (Figure 3.2).
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Figure 3.2 Cliché de diffraction des rayons X du dimeére 4.

Des 4 dimeres synthétisés, les composés 1 et 3 devraient théoriquement €tre ceux qui
possedent les effets biologiques les plus intéressants, car la testostérone est un ligand
plus naturel vis-a-vis le RA que I’acétyltestostérone. Des tests biologiques ont été
réalisés sur les dimeres 1 et 3 et il a été¢ découvert que ce dernier posséde une activité
antiproliférative semblable a 1’acétate de cyprotérone (CPA), un médicament

antiandrogénique vendu en pharmacie (Tableau 3.1).

Activité antiproliférative du CPA et des
dimeéres 1 et 3 évalués par un test MTT.

Composé LNCaP PC3
(AR+) (AR-)
1Csp (IJM) 1Cso (MM)
CPA 43,0+ 2,5 32,3+3,7
1 > 200 35,7+3,7
3 30,30,7 27,7+1,5

Tableau 3.1 Evaluation de D’activité antiproliférative des diméres 1 et 3 sur les

lignées cellulaires LNCaP et PC3 (Adapté de [92]).

L’activité antiproliférative des dimeres 1 et 3 a été évaluée vis-a-vis les lignées
cellulaires LNCaP et PC3 a I’aide d’un test MTT. Ces lignées cellulaires sont des types

de cellules fréquemment utilisées dans [’évaluation in vitro des composés
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potentiellement actifs contre le cancer de la prostate. Les cellules LNCaP possedent le
RA alors que les cellules PC3 ne le possédent pas. En testant ces deux types de cellules,
on peut discriminer ’importance du RA dans D’activité biologique des composés.
L’activité antiproliférative est d’ailleurs exprimée sous forme d’ICso, c’est-a-dire la
concentration minimale requise pour inhiber la croissance de la moitié d’une

population cellulaire.

Dans le tableau 3.1, il est possible de constater que le dimere 3, correspondant au
dimere de testostérone en conformation cis, semble légerement plus actif que le CPA.
Le dimere 1, quant a lui, semble inactif sur les cellules LNCaP, mais est relativement
toxique pour les cellules PC3. Ceci démontre que la géométrie de I’alcéne centrale est
trés importante pour I’interaction avec le RA. Ceci dit, le dimére 3, bien qu’étant le
compos¢ le plus actif de cette étude, ne parait pas posséder une toxicité sélective pour
les cellules possédant le RA. Idéalement, il faudrait que les molécules soient actives
par rapport aux cellules possédant le RA et inactives contre les cellules ne le possédant
pas, ceci indiquerait que les composés sont sélectivement capables de perturber les
fonctions biologiques des cellules possédant le RA, comme les cellules cancéreuses de

la prostate. Néanmoins, ces résultats sont somme toute assez prometteurs.

Une deuxiéme série de dimeres d’androgene fut élaborée dans le laboratoire par Mme
Anne-Rose Vesper. Au cours de ses travaux, madame Vesper a pu synthétiser des
dimeéres a base de testostérone possédant des connecteurs moléculaires de types diesters

(Figure 3.3).
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Figure 3.3 Séries de diméres de la testostérone possédant des connecteurs

moléculaires de types diesters.

Les dimeéres Sa-d possedent tous des motifs structuraux semblables, mais varient selon
la taille du connecteur moléculaire. Pour les molécules 6a-c, c’est la régiochimie sur
les noyaux aromatiques qui distingue chaque composé. Comme il sera possible de le
constater, chacun de ces parametres peut affecter drastiquement ’activité biologique

(Tableau 3.2).
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Activité antiproliférative du CPA et des diméres 5a-d
évaluée par un essai SRB.

Composé LNCaP DU-145 PC3
(AR+) (AR-) (AR-)
ICs0 (LM) ICs0 (LM) ICs0 (LM)

CPA 44 98 85

5a 3,8 1,4 1,8

5b 17 >200 >200

5c 76 >196 >200

5d 29 >200 >200

Tableau 3.2 Evaluation de la cytotoxicité des diméres 5a a 5d sur les lignées

cellulaires LNCaP, DU-145 et PC3 (Adapté de [93]).

Un essai a la sulforhodamine B (SRB), un essai colorimétrique permettant de mesurer
la densité cellulaire d’une culture, a permis de tester les propriétés cytotoxiques des
molécules 5a a 5d. 1l est intéressant d’observer que la molécule 5a est bien plus active
que le CPA sur toutes les lignées cellulaires testées. Par contre, le composé Sb présente
une toxicité sélective pour la lignée cellulaire possédant le RA. Ainsi, la molécule Sb
serait potentiellement la molécule la plus prometteuse pour la suite des tests
biologiques, car la taille du connecteur moléculaire semble étre idéale pour perturber
la conformation du complexe homodimérique des RA. On remarque d’ailleurs que
lorsqu’on augmente la taille du connecteur moléculaire, les composés deviennent
compleétement inactifs par rapport aux cellules DU-145 et PC3. La toxicité est

également amoindrie pour la lignée cellulaire LNCaP.

Or, bien que les résultats in vitro se montrent intéressants, les dimeéres d’androgénes
possédant un connecteur moléculaire de type diester ne seraient pas de bons candidats
pour I’élaboration d’une drogue. En effet, les esters sont beaucoup trop sensibles aux
conditions physiologiques, non seulement a cause du pH de I’organisme, mais aussi a
cause de la présence d’estérases qui hydrolysent rapidement les composés contenant

des fonctionnalités esters. Ainsi, les diméres contenant des esters ne possederaient
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possiblement pas une action prolongée dans I’organisme. De ce probléme nait la
volonté de concevoir des dimeres possédant une activité cytotoxique sélective visant
les cellules exprimant le RA et possédant également une structure compatible avec les

conditions physiologiques.

3.2 Objectifs du projet de recherche

Le projet de recherche consiste a synthétiser deux nouvelles séries de dimeres
d’androgenes, une série possédant un connecteur moléculaire en position 7a et I’autre
en position 17a sur le noyau stéroide. Chaque série de dimeres sera congue pour exhiber
une toxicité sélective vis-a-vis les cellules possédant les €léments de réponse des
androgenes et pour posséder une certaine stabilité dans I’organisme en vue de futurs
essais in vivo. Par ailleurs, les dimeres les plus intéressants seront évalués pour leurs
affinités avec le site actif du cytochrome P450 3A4. Siun dimere peut se lier de manicre
assez forte au site actif, des essais de co-cristallisation seront réalisés afin d’obtenir un
cliché de diffraction des rayons X du site catalytique de ’enzyme. Ces tests seront

réalisés par une équipe de recherche basée a I’Université de la Californie a Irvine.

3.2.1 Conception d’une série de dimeres d’androgeénes fonctionnalisée en position 7a

La premicre série de dimeres congue lors de ce projet est une série de dimeres
d’androgénes possédant un connecteur moléculaire en position 7a. Le rationnel
biologique concernant cette série de dimeres est la méme que pour les autres dimeres
d’androgénes : construire des dimeres qui iront se lier a deux RA afin de produire un
complexe dimérique possédant une géométrie ne permettant pas la translocation dans
le noyau cellulaire. Les dimeres 1 et 3, possédant un connecteur moléculaire alcénique
en position 7a, ont démontré un certain potentiel biologique. Un des objectifs du projet
de recherche est de produire une deuxieéme génération de dimeres fonctionnalisés en

position 7a afin d’obtenir de meilleurs résultats in vitro. Pour ce faire, il a fallu réviser
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le design de la premiére génération afin d’arriver a une série de dimeres possédant un

motif structural plus intéressant au niveau médical (Figure 3.4).

7 X=17héta - OH

8 X = 17alpha - OH
9X=—=0
Figure 3.4  Représentation de la deuxieéme génération de dimeres androgéniques

fonctionnalisés en 7a.

En analysant les structures du dimére de la testostérone 7, du dimere d’épitestostérone
8 et du dimeére d’androsténedione 9, il est possible de prédire que ces derniers devraient
posséder un pouvoir antiandrogénique plus grand ou comparable aux dimeres 1 et 3.
La principale différence entre les deux séries de dimeres est que le connecteur
moléculaire allylique des dimeres 1 et 3 a ici été remplacé par un connecteur de type
tricne. Ce connecteur semble treés intéressant dans le contexte de dimeéres
antiandrogéniques, et ce, pour plusieurs raisons. Tout d’abord, comme pour les dimeres
de la premiere génération, ce connecteur est composé exclusivement de liaisons
carbones-carbones. Ces liaisons chimiques sont robustes et devraient résister au clivage
dans I’organisme, ce qui permettrait au composé d’avoir une action prolongée. Par
contre, une différence notable entre les deux séries de dimeres est la longueur du
connecteur moléculaire. En effet, le connecteur alcénique des diméres 1 et 3 possede 4
atomes de carbones alors que celui-ci en posséde 6. Des analyses cristallographiques

ont révélé que la distance entre les deux ligands DHT dans le complexe homodimérique
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RA-DHT est de 14 A [85]. Ainsi, I'utilisation d’un connecteur un peu plus long pourrait
permettre d’efficacement lier les deux unités du complexe plutét qu’une seule, ce qui
était fort probablement une lacune de la premiére génération de diméres. Aussi, le motif
triene est beaucoup plus rigide que le connecteur moléculaire allylique des diméres 1

et 3 (Figure 3.5).

Figure 3.5 Simulation tridimensionnelle de la structure du dimere 7.

Avec sa structure hélicoidale rigide, le connecteur de type triene pourra empécher le
bon repliement des dimeéres et des RA. En effet, un connecteur moléculaire trop flexible
pourrait permettre au complexe homodimérique d’adopter une conformation proche de
sa conformation habituelle, ce qui n’empéchera pas la translocation de ce dernier dans
le noyau cellulaire. Un connecteur rigide est impérativement requis pour induire des

changements conformationnels importants dans la structure finale de I’homodimeére.

Sinon, la position du connecteur en 7a est conservée puisque nous voulons étudier
comment la différence du type de connecteur influence I’activité biologique. En
changeant la position, il serait impossible de faire état de cette question. Il est a noter
qu’a la base, la position 7a fut choisie, car elle se situe loin de I’énone sur le carbone 3
et de I’hydroxyle sur le carbone 17, qui sont les deux sites par lesquels les stéroides se

lient au RA [85]. En fonctionnalisant trop prés de ces sites, il est possible d’affecter
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I’amarrage de ’androgene au récepteur. Un connecteur en position 7a se trouve donc
au cceur du stéroide, minimisant ces possibles problémes. La stéréochimie du lien
unissant le connecteur au squelette de I’androgéne peut avoir un impact sur 1’activité
biologique, mais le plus important est d’obtenir un produit final ou tous les centres
chiraux sont contrélés afin de ne pas avoir a déterminer quels énantiomeres ou
diastéréoisomeres possedent une activité biologique, ce qui serait tres difficile a

déterminer.

En plus du dimére de testostérone 7, un dimere d’épitestostérone 8 et un dimere
d’androsténedione 9 pourront étre synthétisés. L’idée de fabriquer ces deux analogues
est de comparer I’'impact de la stéréochimie de I’hydroxyle du carbone 17 et le niveau
d’oxydation sur I’activité biologique des diméres. Il faut noter que I’épitestostérone et
I’androsténedione possedent toutes deux des effets biologiques intéressants, dont
I’habilité de se lier au RA [94,95]. Théoriquement, le dimere de testostérone naturelle
7 devrait étre celui qui posséde I’activité biologique la plus importante, car il peut
potentiellement se lier plus fortement au RA que les dimeres 8 et 9. Ceci pourra

toutefois étre évalué par des tests in vitro.

L’analyse rétrosynthétique des dimeres Aj-3 est présentée a la Figure 3.6. On constate
que les dimeres peuvent €tre assemblés en couplant les précurseurs appropriés Biz a
I’aide d’une réaction de métathése d’oléfines. Cette stratégie a pour avantage d’étre un
moyen efficace de terminer la synthése, puisque seulement un précurseur est requis
pour la derniere réaction. Aussi, la métathese d’oléfines est un outil de synthese utile
pour construite un dimere symétrique dont les unités ne sont reliées que par des liaisons

carbone-carbone.
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Figure 3.6  Analyse rétrosynthétique des dimeres 7, 8 et 9.

Les dérivés de testostérone Bi-3 sont porteurs d’une chaine butadiéne en position 7a.
Afin de fabriquer ces précurseurs, il est possible de procéder a une réaction

d’élimination E2’ sur le chlorure correspondant dont 1’hydroxyle sur le carbone 17 peut
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¢galement étre protégé sous forme d’acétate. Cet hydroxyle pourra étre oxydé afin de
générer le précurseur Bs. Le chlorure C peut étre obtenu par I'intermédiaire d’une
métathese d’oléfine croisée entre le chlorure d’allyle et I’acétate de 7a-allyltestostérone
D. La molécule D est un composé phare de notre laboratoire, car il s’agit d’un
intermédiaire tres utile afin de fabriquer des stéroides fonctionnalisés en position 7a.
L’acétate de 7a-allyltestostérone peut €tre obtenu par une réaction d’Hosomi-Sakurai
a I’aide de I’allyltriméthylsilane sur la diénone E, qui elle-méme peut étre générée en
diacétylant la testostérone puis en procédant a une séquence d’addition-élimination a

I’aide du N-bromosuccinimide et du carbonate de césium.

3.2.2 Conception d’une série de dimeres d’androgenes fonctionnalisée en position

170

Le deuxieme objectif du projet de recherche est de concevoir une série de dimeres
d’androgenes possédants un connecteur moléculaire a la position 17a. Bien qu’il soit
risqué de fonctionnaliser un stéroide pres des sites ou ce dernier se lie au RA, plusieurs
inhibiteurs hormonaux connus sont fonctionnalisés a cette position, ce qui la rend
attrayante pour I’¢laboration de drogues antiandrogéniques [96,97]. Le carbone 17 peut

donc étre utilis€ pour fabriquer des dimeres.

Les connecteurs moléculaires de cette série seront de type alcénique, comme pour les
dimeéres de Dominic Bastien. Bien que ces diméres puissent étre flexibles, la voie de
syntheése employée permettra de fabriquer des analogues de longueurs variables, afin
d’évaluer I’effet de la taille du connecteur moléculaire sur I’activité antiandrogénique

(Figure 3.7).
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Analyse rétrosynthétique des dimeres possédant un connecteur

moléculaire alcénique en position 17a.

Le motif général de cette série de dimeres est représenté par la structure An de la Figure

3.7. Comme pour la voie de synthése de la premiere série de dimeres, il sera possible

de compléter cette dernicre a 1’aide d’une réaction de métathése d’oléfines a partir des

molécules By. Ce faisant, la voie de synthése sera symétrique. Un avantage de cette

voie synthétique est que la molécule By est connue sous le nom d’allyltestostérone et

posséde des propriétés antiandrogéniques [98]. En plus de 1’étude sur les dimeres, il

sera intéressant d’évaluer I'impact de la longueur de la chaine latérale sur I’effet

biologique des précurseurs. Afin de construire les molécules By, il est possible de

simplement procéder a une réaction d’addition avec 1’halogénoalceéne correspondant

sur le stéroide protégé D. Cette molécule peut étre générée en oxydant la molécule E,
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qui elle-méme peut étre produite en protégeant 1’énone sur le carbone 3 de la

testostérone sous forme d’acétal.

Un objectif secondaire du projet sera d’évaluer I’impact de la réduction des unités
testostérones en unités DHT sur I’activité biologique des diméres. En effet, le ligand
ayant la plus grande affinité avec le RA étant la DHT, il est fort probable qu’une fois
dans I’organisme, ’enzyme Soa-réductase vient réduire les unités testostérones des
dimeres avant que ces derniers ne se lient aux RA. Or, il nous est présentement
impossible d’évaluer a quel point cet enzyme est capable de réagir avec les dimeres et
si cela affecte le potentiel antiandrogénique de ces derniers. Afin d’évaluer cela, il sera
possible de construire un dimére de DHT en employant la voie de syntheses illustrée a
la Figure 3.7. Il s’agira simplement d’utiliser la DHT comme produit de départ de la
synthése au lieu de la testostérone. Seul ’analogue du dimere A sera fabriqué étant
donné que c’est celui qui devrait théoriquement avoir le plus de difficulté a réagir avec
I’enzyme Sa-réductase, en raison de I’encombrement occasionné par la proximité des
deux unités stéroidiennes. A partir de ces résultats, il sera possible de tirer des
conclusions sur la capacité qu’a I’enzyme Sa-réductase de réduire des dimeres de la

testostérone.

3.2.3 Evaluation des propriétés biologiques et de 1’affinité avec le cytochrome P450

3A4 des nouveaux composés

Une fois les nouvelles molécules synthétisées, des tests in vitro seront réalisés sur ces
dernieres afin d’évaluer certains parametres biologiques tels que [Dactivité
antiproliférative et la capacité antiandrogénique. Les résultats de ces tests indiqueront
si les molécules pourraient avoir une quelconque application hormonothérapeutique
vis-a-vis le cancer de la prostate. Les résultats seront également comparés a 1’acétate
de cyprotérone, un médicament stéroidien antiandrogénique utilisé en clinique. Cette

comparaison permettra de déterminer le pouvoir thérapeutique in vitro des nouveaux
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composés par rapport a une référence connue. Par ailleurs, certains composés seront
testés pour leur affinité avec le site actif du cytochrome P450 3A4. Des tests de co-
cristallisation seront réalisés sur les molécules les plus prometteuses, ce qui pourrait
éventuellement mener a I’obtention d’un cliché de diffraction des rayons X du site
catalytique de ce cytochrome. Les conditions et les protocoles des tests biologiques et

des tests avec le cytochrome P450 3A4 seront décrits dans les chapitres IV et V.



CHAPITRE IV

RESULTATS - PARTIE I

4.1 Avant-Propos

Les résultats présentés dans ce chapitre sont présentés dans 1’article scientifique ayant
pour titre : « Innovative C2-symmetric testosterone and androstenedione dimers:
Design, synthesis, biological evaluation on prostate cancer cell lines and binding study
to recombinant CYP3A44 ». Ce travail rapporte la conception, la synthése, I’évaluation
biologique et 1’évaluation de D’affinité pour le cytochrome P450 3A4 d’une série
d’androgeénes dimériques. Ces travaux sont publiés dans le journal scientifique
European Journal of Medicinal Chemistry, 220, 2021, 113496.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113496
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4.2 Résumé

Les dimeres d’androgénes possédent la propriété de se lier au RA dans les cytoplasmes
des cellules hormonodépendantes et d’inhiber la croissance cellulaire. Continuant dans
la méme veine que des travaux précédemment réalisés dans le groupe de recherche,
nous avons entrepris de concevoir une deuxieme génération de dimeres d’androgenes
possédant un connecteur moléculaire en position 7a, dans le but de s’en servir comme
bloqueur hormonal pour le traitement du cancer de la prostate hormonodépendant. La
deuxieme génération de dimeres compte un dimere de testostérone, un dimere
d’épitestostérone et un dimere d’androsténedione possédant chacun un connecteur
moléculaire de type tricne. Ce type de connecteur est plus rigide que le connecteur
alcénique de la premiére génération, ce qui bonifie les propriétés biologiques des
nouveaux dimeres. En effet, ’activité antiproliférative des dimeres sur les cellules
LNCaP est passée de 30,3 = 0,7 uM pour le dimere le plus actif de la premicre
génération a 12,0 £ 0,5 uM pour le dimere a base de testostérone de la deuxieme
génération. Ce composé possede d’ailleurs une activité antiproliférative environ 5 fois
supérieure au CPA et peut inhiber totalement la croissance des cellules stimulées par
la testostérone a seulement 0,5 puM. Les tests d’affinité entre les diméres et le
cytochrome P450 3A4 dénotent une constate de dissociation allant de 1,4 a 5,5 uM. De
plus, un stéroide possédant un cyclohexéne porteur d’une fonction anhydride en
position 7a fut également synthétisé et testé pour son activité antiproliférative. Il a été
découvert que ce composé possede une cytotoxicité modeste avec un ICso de 130,6 =

0,5 uM sur les cellules LNCaP.
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Innovative Cz>-symmetric testosterone and androstenedione dimers:
Design, synthesis, biological evaluation on prostate cancer cell lines

and binding study to recombinant

4.3 Abstract

The synthesis of two isomeric testosterone dimers and an androstenedione dimer is
reported. The design takes advantage of an efficient transformation of testosterone
leading to the synthesis of the key diene, 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17p3-0l-3-
one, through an elimination reaction. It was found that in some instances the same
reaction led to partial epimerization of the 17B-hydroxyl group into the 17a-hydroxyl
group. The specific orientation of the hydroxyl function was confirmed by NMR
spectroscopy. Capitalizing on this unforeseen side reaction, several dimers were
assembled using an olefin metathesis reaction with Hoveyda-Grubbs catalyst. This led
to the formation of two isomeric testosterone dimers with 17a-OH or 17p-OH (14a and
14P) as well as an androstenedione dimer (14). The new dimers and their respective
precursors were tested on androgen-dependent (LNCaP) and androgen independent
(PC3 and DU145) prostate cancer cells. It was discovered that the most active dimer
was made of the natural hormone testosterone (14f) with an average ICso of 13.3 uM.
In LNCaP cells, 14p was ~5 times more active than the antiandrogen drug cyproterone
acetate (ICso of 12.0 uM vs. 59.6 uM, respectively). At low concentrations (0.25-0.5
uM), 14a and 14p were able to completely inhibit LNCaP cell growth induced by
testosterone or dihydrotestosterone. Furthermore, cross-reactivity of androgen-based
dimers with sterol-metabolizing cytochrome P450 3A4 was explored and the results

are disclosed herein.
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4.4 Introduction

Modern chemistry along with the refinement of modern analytic methods and
development of sensitive spectroscopic tools led to the discovery of important new
chemical entities and medicines [1]. Hence, researchers continue to be captivated by
ever more complex molecules. Amongst them, hybrid and dimeric molecules are
subject to significant scrutiny by scientists [2-9]. This manuscript reports the design
and synthesis of steroid dimers as prospective “natural antiandrogens” for the treatment
of prostate cancer (PCa). It is well known that steroid receptors dimerize upon
interaction with their cognate hormones. This biological response occurs for the
androgen receptor (AR) upon its binding with the androgens, testosterone (TS) and
dihydrotestosterone (DHT). Dimerization of AR was shown to proceed via the ligand-
binding domain and is induced by receptor agonists but not antagonists [10]. Hence,
the design of a steroid-based antiandrogen might be key for the discovery of new
therapeutics and for studying the AR, as well as other important biological
macromolecules involved in sterol metabolism, such as cytochrome P450 3A4

(CYP3A4) [11,12].
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Figure 4.1 TS (1) and androstenedione (2) with diverse examples of known dimers

linked by a silyl ether (3,4), diester (5-7) or sulfur bridge (8,9).

Several examples of TS (1) and androstenedione (2) dimers are already described in
the literature (Figure 4.1). Some compounds, such as the dimeric silyl ethers 3 and 4
and the oxalate dimer 5, were designed to act as prodrugs of TS in animal models
[13,14]. Alternatively, dimers 6a-d and 7a-c linked by the aliphatic or aromatic chains,

respectively, were made to work as possible antiandrogens [15]. Androstenedione (2)
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was also derivatized to the thioether dimer 8 and the trithiolane dimer 9 [16]. The latter

compound exhibited antifungal activity against Saccharomyces cerevisi [17].

cis-10 {Cis-T4) trans-10 (Trans-T-)

HO

Figure 4.2 Structure of known isomeric TS dimers (cis-10 and trans-10) linked by

a but-2-ene carbon atom chain.

We have also investigated the synthesis and biological potential of two isomeric TS
dimers, cis-10 and trans-10 (Figure 4.2) [11]. The MTT antiproliferative assay showed
that the cis isomer was as active as CPA, with ICso 0f30.3 uM and 24.7 uM on LNCaP
(AR+) and PC3 (AR-) PCa cells, respectively. In addition, these two molecules were
used to study allosteric effects in substrate binding to CYP3A4 by spectroscopic
methods [12]. It was discovered that cis-10 binds to CYP3A4 stronger and causes more

pronounced conformational changes in the ferric and Fe*-CO states.

In Canada, the lung, breast, colorectal and prostate cancers are most prevalent, with
roughly 107,700 new cases estimated in 2020 [18]. This is ~48% of all new cancer
cases, where PCa alone represents one fifth. Among the estimated 23,300 new cases in
men, 18% will be lethal. Thus, PCa is still the most common cancer in men [18] and
can be cured successfully only if detected at an early stage. Nevertheless, new
therapeutics are persistently sought by many research teams to fight this disease. The
vast majority of malignancies are detected at stage I or II and classified as
hormonedependent [18,19]. Hence, it is conceivable to use the AR as a biological target

to design site-specific antiandrogens for treatment of PCa. Herein, we report the
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synthesis and properties of three new androgen-based dimers linked by an o,w-
hexatrienyl chain at carbon 7 of the steroid nucleus. We also report on their binging

interactions with CYP3A4.

4.5 Design and chemistry

TS and DHT are natural substrates for the AR [10]. Hence, if transformed adequately,
they can be used as carrier molecules to target prostate tissue via AR activation or
inactivation. Capitalizing on our earlier work, the 7a position of TS was selected for
dimer linkage, as it is suitably located away from the important binding sites, namely
the 3-C=0 and 17-OH groups, crucial for hydrogen bonding with AR [11,15]. These
two key functional groups must remain intact to promote strong interactions with the

receptor [11].
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Scheme 4.1 Preparation of TS dimers and their precursors. Reagents and
conditions: (a) [Ru(CsMes)(MeCN)s] [PFs], Cs2CO3, CH3CN, N», 48h
(13B, 66%); or (b) [Ru(CsMes)(MeCN)3] [PFes] (lot #MKCK1977),
Cs2CO3, CH3CN, N2, 48 h (13, 17% and 13a, 18%); (c) Mixture of 13a
and 13, pyridinium chlorochromate, Al,O3, CH2Cl, 2.5 h (13, 63%);
(d) Relevant diene, Hoveyda-Grubb’s catalyst 2nd generation, CH>Cla,
N2, 36 h (13 /148, 63%; 13a. /140, 34%; 13 /14, 77%).

The synthetic methodology for the preparation of new dimers is described in Scheme
4.1. As reported earlier, TS was efficiently modified by a five-step reaction sequence
into the intermediate 7a-allyl-4-androstene-17-0l-3-one acetate (11) [11]. The 7a-(4-
chloro-but-2-enyl)-4-androsten-17f-ol-3-one intermediate (12) was obtained from TS
using the Hoveyda-Grubbs metathesis reaction with allyl chloride, giving 41% overall
yield [20]. Afterwards, treatment of 12 with a mixture of cesium carbonate and the

ruthenium catalyst led to formation of the key intermediate, 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-
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androsten-17f-ol-3-one (13B), with 66% yield [21]. Upon treatment with the Hoveyda-
Grubbs catalyst, the latter derivative gave 63% of the TS dimer 14f. Similarly, using a
different lot of the ruthenium catalyst, a mixture of 13p and 13a isomeric dienes was
obtained in 17% and 18% yield, respectively. Stereochemistry of 13 (a TS derivative)
and 13a (an epitestosterone (epiTS) derivative) was easily confirmed by comparison
of the 13C NMR chemical shift of the angular 18-CH3 group on the estrogenic steroid
nucleus. It is reported that the angular 18-CH3 chemical shift for 17p- and 17a-estradiol
molecules is 11.68 ppm and 17.61 ppm, respectively [22]. Similarly, we observed the
angular 18-CH3 chemical shifts of 11.0 ppm and 16.9 ppm for 13f and 13a,
respectively, confirming the stereochemistry of the 17-OH group on the TS nucleus.
Also by '3C NMR, the 17-C was located at 81.3 ppm and at 79.5 ppm for the 13p and
130 isomers, respectively. The 1H NMR 17-CH signal appears at 3.62 ppm as a triplet
for 13p and at 3.73 ppm as a doublet for 13a, further confirming the stereochemistry
at 17-C.

13p

Scheme 4.2  Preparation of the 4-(17p-hydroxy-4-androsten-3-one-7a-yl)-3a,4,7,7a-
tetrahydro-isobenzofuran-1,3-dione 15. Reagents and conditions: (a)

Diene 13, maleic anhydride, toluene, 3 h at 110°C (19% yield).

Even though the epimerization was a surprising side reaction, it was decided to take
advantage of this result and produce the epiTS dimer 14 for comparative analysis with
the “natural” TS dimer 14f and the androstenedione dimer 14. The precursor 13 for the

synthesis of androstenedione dimer was obtained by oxidation of the 7a-(buta-1,3-
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dienyl)-4-androsten-17B-o0l-3-one  (13a/P) isomer mixture with pyridinium
chlorochromate on alumina in dichloromethane with 63% yield [23]. Again, the
synthesis of dimers 14a and 14 was performed using a metathesis reaction condition
and the 2" generation Hoveyda-Grubbs catalyst with 34% and 77% yield, respectively
[24,25]. In order to further characterize the diene 13f, a Diels-Alder reaction was
performed with maleic anhydride in toluene at reflux to yield 19% of the adduct 15
(Scheme 4.2) [26]. All new molecules were fully characterized by infrared (IR) and
nuclear magnetic resonance ('H and '*C NMR) spectroscopy and by high resolution

mass spectrometry (HRMS) analyses.

4.6 Results and discussion

4.6.1 Antiproliferative activity of the new compounds

The antiproliferative activity of compounds 13, 13a, 138, 14, 140, 14p and 15 was
measured using the MTT assay on three PCa cell lines: LNCaP (AR+), PC3 (AR-) and
DU145 (AR-) [27,28]. The antiandrogen drug cyproterone acetate (CPA) was used as
a positive control to better contrast the biological activity of new steroid dimers and
their respective precursors. The results from the antiproliferative activity assay are
presented in Table 4.1, where ICso is the compound concentration inhibiting cell
growth by 50%. The results show that the diene precursors 13, 13a, 13 were generally
more active than CPA on all tested PCa cells. For instance, their ICso was in the 16.6-
33.5 uM range vs. 59.6 uM for CPA on LNCaP (AR+) cells. On PC3 (AR-) cells, ICsos
varied from 31.5 uM to 51.7 uM relative to 56.9 uM for the reference drug, and from
21.3 pM to 29.0 uM vs. 50.7 uM on the AR- DU145 cells (Table 4.1).



ICs0 (uM)*
Compound
LNCaP (AR") PC3 (AR") DU145 (AR’
130 16.6 31.5 23.8
138 28.8 34.1 29.0
13 33.5 51.7 21.3
14a 37.1 44 .5 21.4
14 12.0 13.6 14.4
14 72.7 29.0 53.6
15 130.6 62.5 86.5
*CPA 59.6 56.9 50.7

63

! Inhibitory concentration (IC, ) is concentration of drug inhibiting cell growth by 50%.

*Cyproterone acetate

Table 4.1

Antiproliferative activity of novel TS dimers (compound 140 and 14p)

and androstenedione dimer (compounds 14), their respective precursors
(13a, 13p and 13), the Diels-Alder adduct 15 and CPA on androgen-
sensitive (LNCaP) and androgen-insensitive (PC3 and DU145) human

prostate adenocarcinoma cell lines.

The best diene precursor was 13a with ICso of 16.6 M, which is about 4 times lower

than that for CPA on the LNCaP (AR+) cells. The two TS dimers, 140 and 14,

displayed most interesting biological results. The 14f dimer was the most potent

inhibitor on all cells tested, with ICso of 12.0, 13.6 and 14.4 uM on LNCaP, PC3 and
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DU145 cell lines, respectively. Moreover, 14p was about 5 times more active than CPA
on LNCaP cells. The epiTS dimer 14a was less active than 14, with ICso varying from
21.4 uM to 44.5 uM on different cell lines. Likewise, the androstenedione dimer 14
had ICso in the 29.0-72.7 uM range. The Diels-Alder adduct 15 was the least active
compound, with ICso ranging from 62.5 uM to 130.6 uM on all PCa cells tested. We
were surprised to observe no obvious selective activity of the best dimer 14p on the
AR+ PCa cells (Table 1). Nevertheless, it is known that there are often some
discrepancies between in vitro and in vivo experiments [29,30], so 14 could

potentially show better selectivity in in vivo settings.

4.6.2 Antiandrogenic potential of testosterone dimer (14p) and epitestosterone dimer

(14a)

The antiandrogenic potential of 14p and 14a was evaluated in vitro by monitoring the
inhibition of cell proliferation induced by TS and DHT in LNCaP (AR+) PCa cells.

The results are shown in Figures 4.3 and 4.4.



Figure 4.3
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Inhibition of TS-induced growth of LNCaP PCa cells by 14a and 14
dimers. Cells were cultured for 48 h in DMSO 0.1% (control), TS 0.1
nM alone, or TS 0.1 nM in combination with 140, and 14 dimers at
different concentrations. Data is expressed as fold induction of cell
proliferation compared to control (0.1% DMSO in culture media). Error
bars represent + SEM (n = 3). Statistical analysis: *p < 0.05 by two-way
ANOVA, Bonferroni’s post-test compared to TS.
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Figure 4.4 Inhibition of DHT-induced growth of LNCaP PCa cells by 14a and 14
dimers. Cells were cultured for 48 h in DMSO 0.1% (control), DHT 0.1
nM alone, or DHT 0.1 nM in combination with 14a and 14f dimers at
different concentrations. Data is expressed as fold induction of cell
proliferation compared to control (0.1% DMSO in culture media). Error
bars represent + SEM (n = 3). Statistical analysis: *p < 0.05 by two-way
ANOVA, Bonferroni’s post-test compared to DHT.

We were able to demonstrate in a competitive assay that both the TS dimer 14§ and the
epiTS dimer 14a were able to fully inhibit the proliferative effect induced by 0.1 nM
TS or DHT on LNCaP (AR+) PCa cells (Figures 4.3 and 4.4). Cell growth stimulation
by TS and DHT alone (black bars) led to about 1.39 and 1.41 fold induction,

respectively, compared to the control cells treated with 0.1% dimethyl sulfoxide
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(DMSO) in culture media (relative cell proliferation = 1). For the TS-induced cell
proliferation, the dimers 140 and 14p were 100% effective at a concentration of 0.25
uM and 0.5 uM, respectively (Figure 4.3). Of note, at 1 upM concentration, 14a and
14p reduced TS-induced cell proliferation to 84% and 98% of the initial (non-
stimulated) level, respectively (Figure 4.3). Relative to the proliferative response

induced by 0.1 nM TS, the reduction was ~141% and 104%, respectively.

In contrast, for the DHT-induced cell proliferation, both dimers were 100% effective
at a concentration of 1 uM (Figure 4.4). It is important to indicate that (i) even at 0.125
UM concentration both dimers were able to inhibit at least 45% of the growth induced
by TS and DHT; (ii) under these conditions 14a inhibited 82% of LNCaP cell growth
induced by TS; and (ii1) the effective concentration levels (0.125 uM - 1 uM) were well
below the 1Csos of the dimers on LNCaP cells (see Table 4.1). However, it should be
mentioned that the pronounced inhibitory effect of 14a and 14p observed at 1 uM
concentration might be due to their dual anti-proliferative and anti-androgenic actions.
As Figure 4.5 shows, 140 and, to a larger extent, 14§ display higher cytocidal activity

on LNCaP cells than CPA within a wide concentration range.
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Figure 4.5 Comparative effects of CPA versus 14a or 14p dimers on the growth of
LNCaP PCa cells. Cells were cultured for 48 h in the presence of DMSO
0.1% (control), and different concentrations of either CPA, 14a or 14§
dimers. Relative cell viability data is presented as percent of control
(0.1% DMSO in culture media; color coding indicated). Error bars
represent = SEM (n = 3). Statistical analysis: *p < 0.05 by two-way

ANOVA, Bonferroni’s post-test compared to each CPA concentration.

4.6.3 Interaction of steroid dimers with recombinant CYP3A4

Androgens and androgen receptor signaling regulate prostate growth/homeostasis and
play a crucial role in prostate cancer pathogenesis. Systemic androgen levels are
maintained through de novo synthesis and metabolism. One important enzyme
participating in steroid metabolism is CYP3A4, which oxidizes TS, androstenedione
and DHT to biologically less active derivatives [31,32]. Moreover, there is
experimental evidence that CYP3A4 can simultaneously bind multiple sterol molecules
[12,33]. Therefore, it was of interest to investigate whether the TS dimers (14a and
14p) and androstenedione dimer (14) can bind to and alter the functional activity of

CYP3A4.
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A-C, Spectral changes in CYP3A4 induced by TS dimers 140, 14p and
14, respectively. Absorbance spectra of 2 uM CYP3A4 at different
ligand concentrations were recorded in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4,
at room temperature. Left insets are the difference spectra; right insets

are titration plots with hyperbolic fittings. The derived K4 values are

given in Table 4.2.
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Compound Kq? high spin ICs0”
uM % uM
14a 1.6+0.3 4613 2242
148 5.5+£0.7 4943 1.2+0.2
14 1.440.2 3612 3.6£0.4
cis-10¢ 0.37+0.3 99+1 0.8+0.1
trans-10° 7.1£0.5 65+4 6.5+0.5

 Spectral dissociation constant.
P Half-inhibitory concentration for the BFC debenzylase activity of CYP3A4.
¢ Described previously [11,12].

All values represent an average of three measurements with a standard deviation.

Table 4.2 Interaction of new TS dimers (14a and 14f), androstenedione dimer
(14) and previously produced cis-10 and trans-10 with isolated
recombinant CYP3A4.

Spectral measurements showed that all three compounds could approach the heme and
cause a partial blue shift in the Soret band (type I spectral change), indicative of a low-
to-high spin transition (Figure 4.6). The estimated dissociation constant (Kq4) for 14a
and 14 was similar (1.6 and 1.4 pM, respectively) and ~4-fold lower than for 14
(Table 4.2). The dimers also inhibited the functional activity of CYP3A4, albeit to a
different extent. The ICso values for the 7-benzyloxy-4-(trifluoromethyl)coumarin
(BFC) debenzylase activity measured in a soluble reconstituted system varied by an
order of magnitude: from 1.2 uM for 14§ to 22 uM for 140, with no correlation with
the respective Kq values. This is in contrast to the previously reported cis-10 and trans-
10 dimers, whose ICso and Ky correlated well (Table 4.2). As observed for the
nanodiscincorporated CYP3A4 [12], cis-10 was found to bind tightly and induced a
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nearly complete high spin shift in isolated CYP3A4. The high spin content in trans-10
bound CYP3 A4 was only 65%, which is still considerably higher than in the 14a-, 14p-
and 14-bound forms (Table 4.2). It should be noted that the K4 values for cis-10 and
trans-10 derived for the soluble and membranous CYP3A4 [12] were highly similar,
meaning that the lipid bilayer had no feasible effect on the binding affinity. Overall,
cis-10 was the strongest binder and inhibitor of CYP3A4. 14p had a comparable 1Cso,
whereas 14 and 14a displayed the intermediate and the lowest inhibitory potency,
respectively. This implies that 14a should have the lowest impact on CYP3A4-
dependent androgen metabolism in cellulo and in vivo. In addition to the adult liver and
intestines, where CYP3A4 is predominantly expressed, it has been detected at a
transcript and protein level in prostate tissue, where decreased expression of CYP3 A4
is associated with poorer cancer-specific survival [34,35]. None of the tested PCa cell
lines appreciably express CYP3A4 and, thus, the inhibitory ability of sterol dimers is
unlikely to interfere with the cell proliferation assays (Figures 4.3 and 4.4). However,
because the dimer concentrations used in the latter assays (up to 1 uM) and some of
the ICso values for CYP3A4 (Table 4.2) are comparable, the possibility that the dimers
could cross-react with CYP3A4 and alter androgen metabolism exists and should be

taken into account during further evaluation.



Figure 4.7
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Crystal structure of CYP3A4 bound to the TS dimer cis-10 (shown in
cyan sticks). Sterol ring closest to the heme is well-defined and H-bonds
via the hydroxyl group to the carbonyl oxygen of Ala305. Carbon atoms
closest to the heme iron are labeled. The catalytic cavity is more open
and, in addition to the substrate channel, can be accessed through the
opening created by disorder in the F-F’ loop (indicated by arrows).

Green mesh is polder omit map contoured at 3 ¢ level.
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Figure 4.8 Conformational changes in CYP3A4 induced by cis-10. A and B, Top
and side views at the active site of ligand-free (413Q structure; in black)
and cis-10 bound CYP3A4 (in beige and orange), respectively.
Association of cis-10 triggers displacement of the I-helix and the heme
plane (by 1.2 and 0.7 A, respectively), rotameric switch in Phe304,
positional shift in the Phe108-centered loop (by 2.9 A), and disorder in
the F-F’ fragment (residues 211-215). Movements of structural elements

are indicated by arrows.

Crystal structure of CYP3A4 bound to cis-10 - To obtain direct insights on the
interaction of CYP3A4 with sterol dimers, we attempted to crystallize various
complexes but succeeded only in solving the CYP3A4-cis-10 structure to 2.75 A
resolution. In the crystal structure, cis-10 is bound to the active site above the cofactor
(Figure 4.7). The sterol moiety closest to the heme is well defined and H-bonds to
Ala305 carbonyl via the hydroxyl group, while the opposite keto group forms weak
electrostatic interactions with the Glu374 side chain. Comparison with the water-bound
CYP3A4 structure (413Q; 2.6 A) showed that the binding of cis-10 imposes spatial
constraints, forcing the I-helix to move aside and the heme plane tilt to downside by

1.2 and 0.7 A, respectively (Figure 4.8). In addition to the vertical shift, the heme
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cofactor has a slightly altered conformation of the vinyl groups (Figure 4.8B). This
supports the resonance Raman spectroscopy results, which also indicate that
association of CYP3A4 with cis-10 leads to conformational changes in the porphyrin
side chains [12]. The second sterol ring is poorly defined, possibly due to multiple
conformations, and imposes steric hindrance with the Phel08-centered loop, shifting
aside by 2.9 A, and with the F-F’ connecting fragment, part of which (residues 211-
215) becomes disordered. As a result, the active site expands and becomes more solvent
accessible. Importantly, the proximal sterol faces the heme with the D ring (B-side) and
its two carbon atoms, C16 and C18, are only 4.1 and 3.9 A away from the heme iron
(Figure 4.7). This suggests that cis-10 binds in a productive mode and could undergo
oxidation. In contrast, TS approaches the heme with the A ring (B-side) of the steroid
nucleus and undergoes oxidation primarily at C6 and C2f [36] and at the minor C1f
and C11 sites [37,38], all of which are too far from the catalytic center in the crystal

structure.

The main difference between cis-10 and other dimer analogues is in the length and/or
stereo configuration of the aliphatic linker, defining the relative positioning of sterol
rings. Taking into account the big spread in Kg¢ and ICso (Table 4.2) and the
crystallographic binding mode of cis-10 (Figure 4.7), it is evident that both
stereochemistry of the 17-OH and 3-C=O groups and spatial orientation of the distal
sterol are important for the binding and inhibition of CYP3A4. The 17-OH and 3-C=0
functionalities establish polar interactions that anchor the dimer to the active site,
whereas the distal sterol could control the overall conformation and the access to the
active site. As this study demonstrates, one way to modulate the inhibitory strength is
to vary the linker length, which in turn, alters the dimer binding manner. Thus, the
CYP3A4-cis-10 complex provides the first insights on how monomeric and dimeric
sterols can be oriented in the active site, supports the current and previous experimental
findings, and helps better understand the underlying mechanism for the dimers’

inhibitory action.
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4.7 Conclusion

In this study, we prepared and characterized several androgen-based dimers designed
for the treatment of PCa. The new molecules were tested on both AR+ and AR- PCa
cells. It was discovered that the dimer made of the natural hormone TS, compound 14,
was ~5 times more active than the antiandrogen drug CPA and, along with the 17-OH
stereoisomer 14a, could completely inhibit TS or DHT stimulated LNCaP PCa cell
growth at low concentrations. Both 14a and 14 could also bind and inhibit CYP3 A4,
the major androgen-metabolizing enzyme. Thus, further tests will be necessary to
assess the potential impact of cross-reactivity with CYP3A4 and possible utilization of

140 and 14 as “natural antiandrogens” for PCa treatment.

5. Experimental protocols

5.1 Biological Methods

The antiproliferative activity of all compounds was assessed using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) assay [27,28]. LNCaP
androgen-sensitive human prostate adenocarcinoma, PC3 androgen-insensitive human
prostate adenocarcinoma and DUI145 androgen-insensitive human prostate
adenocarcinoma cells were purchased from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA). LNCap and PC3 were cultured in RPMI medium (Hyclone, Logan,
UT) supplemented with 10% of calf serum and Penicillin-Streptomycin-Glutamine.
The cells were maintained at 37 °C in a moisture saturated atmosphere containing 5%

CO:a.
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5.1.1 Antiproliferative activity assay

Cell viability of compounds 13, 13a, 133, 14, 14a, 14, 15 and CPA was determined
by the MTT assay [99,100]. Briefly, 8x10° cells/well were seeded into 96-well plate
and incubated overnight. After culturing for 48 h in fresh medium containing various
concentrations of TS dimers, the cells were stained with MTT solution (0.5 mg/mL;
Sigma-Aldrich) for 3 h at cell culture condition followed by dissolving with 10%
Triton-X 100 in acidic isopropanol (0.1N HCI). The cell growth was determined by
measuring optical density (OD) value at 590 nm using the Synergy HT Microplate
Reader (from Bio-Tek). Readings obtained from treated cells were compared with
measurements of control cells plates fixed on the treatment day, and the percentage of
cell growth inhibition was then calculated for each compound. Each condition included

three replicate wells with three independent repeats.

5.1.2 Inhibition of testosterone- and dihydrotestosterone-induced cell proliferation of

LNCaP PCa cells by dimers 143 and 14a.

LNCaP cells were seeded at 8x10° cells/well into 96 well plates in medium as above
supplemented with 10% FBS. After incubation for 48 h, the cells of the control group
were treated with vehicle (DMSO, 0.1% in culture media), whereas the TS and DHT
groups were treated at a concentration of 0.1 nM. The combination groups were also
treated with 0.1 nM TS or DHT along with different concentrations of the dimers 140
and 14 (0.125, 0.25, 0.5 and 1 uM). After 48 hours, the OD of the wells at 590 nm
was measured using a microplate reader after incubation with MTT solution at 37 °C
for 3 h as described above. Each condition included three replicate wells with three

independent repeats.
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5.2 Spectral and structural studies on CYP3A4

Codon-optimized full-length and A3-22 human CYP3A4 were produced as reported
previously [39] and used for assays and crystallization, respectively. Equilibrium
ligand binding to CYP3A4 was monitored in a Cary 300 spectrophotometer at ambient
temperature in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, supplemented with 20% glycerol and
1 mM dithiothreitol. Sterol dimers were dissolved in DMSO and added to a 2 uM
protein solution in small aliquots, with the final solvent concentration <2%. Spectral
dissociation constant (Kq) was determined from hyperbolic or quadratic fits to titration
plots. Inhibitory potency of sterol dimers for the BFC debenzylation activity of
CYP3A4 was measured in a soluble reconstituted system as described in detail
elsewhere [40]. CYP3A4 bound to cis-10 was crystallized using a sitting drop vapor
diffusion method. Prior to crystallization setup, CYP3A4 (60 mg/mL in 50 mM
phosphate, pH 7.4) was incubated with a 5-fold excess of cis-10 and centrifuged to
remove the precipitate. The supernatant (0.5 plL) was mixed with 0.4 pL of
crystallization solution containing 10% polyethylene glycol 3350 and 80 mM sodium
malonate, pH 7.0. Crystals were grown at room temperature within 2 days and
cryoprotected with Paratone-N before freezing in liquid nitrogen. X-ray diffraction data
were collected at the Stanford Synchrotron Radiation Lightsource beamline 12-2.
Crystal structure was solved by molecular replacement with PHASER [41] and SVCC
as a search model. The ligand was built with eLBOW [42] and manually fit into the
density with COOT [43]. The initial model was rebuilt and refined with COOT and
PHENIX. Polder omit electron density map was calculated with PHENIX. Data
collection and refinement statistics are summarized in Table S1. The atomic
coordinates and structure factors for the cis-10-CYP3A4 complex were deposited in

the Protein Data Bank with the ID code 7LXL.
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5.3 Chemistry

Anhydrous reactions were performed under an inert atmosphere of nitrogen. The
starting material, reactant and solvents were obtained commercially and used as such
or purified and dried by standard means [44]. Organic solutions were dried over
magnesium sulfate (MgSQs), filtered and evaporated on a rotary evaporator under
reduced pressure. All reactions were monitored by UV fluorescence. Commercial TLC
plates were Sigma T 6145 (polyester silica gel 601&, 0.25 mm). Flash column
chromatography was performed according to the method of Still et al. on Merck grade
60 silica gel, 230-400 mesh [45]. All solvents used in chromatography were distilled

prior to use.

The infrared spectra were taken on a Nicolet Impact 420 FT-IR spectrophotometer.
Mass spectral assays were obtained using a MS model 6210, Agilent technology
instrument. The high resolution mass spectra (HRMS) were obtained by TOF (time of
flight) using ESI (electrospray ionization) using the positive mode (ESI+) (Université
du Québec a Montréal and at Université Laval). Nuclear magnetic resonance (NMR)
spectra were recorded on a Varian 200 MHz NMR apparatus. Samples were dissolved
in deuterated chloroform (CDCIl3) for data acquisition using the residual solvent signal
as internal standard (chloroform § 7.26 ppm for '"H NMR and & 77.23 ppm for 13C
NMR). Chemical shifts (0) are expressed in parts per million (ppm), the coupling
constants (J) are expressed in hertz (Hz). Multiplicities are described by the following
abbreviations: s for singlet, d for doublet, t for triplet and m for multiplet, and bs for

broad singlet.

Note: The nomenclature of the TS derivatives described herein was based on the
androgen skeleton (4-androsten-17[3-o0l-3-one) for clarity to the readers and to simplify

the visualization of the molecules prepared in this manuscript.
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5.3.1 Synthesis of testosterone and androstenedione dimers

5.3.1.1 Preparation of 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17f3-o0l-3-one (13f)

The precursor steroid 7a-(4-chloro-but-2-enyl)-4-androsten-17f3-ol-3-one (12) (109
mg, 0.29 mmol) was dissolved in acetonitrile (3 mL) under a nitrogen atmosphere. To
this solution was added cesium carbonate (375 mg, 1.15 mmol) and the ruthenium
catalyst Ru(Cp*)(MeCN)3] [PF6] (10.2 mg, 7% mol). The resulting mixture was stirred
vigorously for two days at room temperature and in the dark (the reaction vessel was
wrapped with aluminum paper). Afterwards, the reaction mixture was diluted with
ether (100 mL), transferred into a separatory funnel and washed three times with water
(3 x 75 mL). The organic phase was dried with anhydrous magnesium sulfate, filtered
and evaporated under reduced pressure. The crude material was purified by flash
chromatography (hexane/acetone, 9/1) to give 64.3 mg (66%) of the desired material.
mp: 99 - 101°C; IR v (cm™): 3420 (O-H), 1651 (C=0), 1614 (C=C), 1238 (C-0); 'H
NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 6.32 — 6.02 (2H, m, 21-CH and 22-CH), 5.72
(1H, s, 4-CH), 5.67 — 5.55 (1H, m, 20-CH) 5.17 — 5.00 (2H, m, 23-CHz2), 3.62
(1H, t, J=8.6 Hz, 17-CH), 1.23 (3H, s, 19-CHs), 0.79 (3H, s, 18-CHs); 1*C NMR
(200 MHz, CDCl3, & ppm): 199.1 (C-3), 169.0 (C-5), 137.0 (C-20), 133.0 (C-22), 132.9
(C-21), 125.8 (C-4), 116.2 (C-23), 81.3 (C-17), 52.5,47.1,42.9,41.1, 39.3, 39.0, 38.8,
36.0, 35.9, 34.0, 30.3, 22.7, 20.6, 17.8, 11.0; HRMS (ESI+): (M+H)" calculated for
C23H3302 = 341.2475; found = 341.2475.
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5.3.1.2 Preparation of 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17f3-0l-3-one (133) and 7a-
(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17a-o0l-3-one (13a1)

As described above, the precursor steroid 7a-(4-chloro-but-2-enyl)-4-androsten-17f3-
ol-3-one (12) (499 mg, 1.32 mmol) was dissolved in acetonitrile (15 mL) under a
nitrogen atmosphere. To this solution was added cesium (1.73 g, 5.29 mmol) and the
ruthenium catalyst Ru(Cp*)(MeCN)3] [PF6] (47 mg, 7% mol). The resulting mixture
was stirred vigorously for two days at room temperature and in the dark (the reaction
vessel was wrapped with aluminum paper). Afterwards, the reaction mixture was
diluted with ether (500 mL), transferred into a separatory funnel and washed three times
with water (3 x 375 mL). The organic phase was dried with anhydrous magnesium
sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude material was
purified by flash chromatography (hexane/acetone, 9/1) to give 78.1 mg of 138 (17%)
along with 78.8 mg (18%) of the 17o-hydroxy isomer (13a). It is noteworthy to
indicate that the latter product was usually not observed with this reaction. The
epimerization of the hydroxyl function occurred only when a newly purchased
ruthenium catalyst was used (lot #MKCK1977). 17p-hydroxy isomer 13f3: see section
4.2.1.1 for spectral data. 17a-hydroxy isomer 13o.: mp: 129 - 131°C; IR v (cm™): 3428
(0O-H), 1660 (C=0), 1614 (C=C), 1225 (C-0). 'H NMR (200 MHz, CDCls, § ppm):
6.36 — 6.03 (2H, m, 21-CH and 22-CH), 5.72 (1H, s, 4-CH), 5,68 — 5,60 (1H, m, 20-
CH) 5.14 — 497 (2H, m, 23-CH>»), 3,73 (1H, d, J=5.9 Hz, 17-CH), 1.23 (3H, s, 19-
CHs), 0.70 (3H, s, 18-CHs3); 3*C NMR (200 MHz, CDCls, § ppm): 199.1 (C-3), 169.2
(C-5), 137.2 (C-20), 133.1 (C-22), 132.9 (C-21), 125.7 (C-4), 116.0 (C-23), 79.5 (C-
17), 46.9, 45.3, 45.1, 41.8, 39.4, 39.3, 38.7, 35.9, 34.0, 32.4, 30.9, 24.0, 20.6, 17.8,
16.9; HRMS (ESI+): (M+H)" calculated for C23H3302 = 341.2475; found = 341.2472.
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5.3.1.3 Preparation of 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-3,17-dione (13)

The steroid 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17p3-o0l-3-one (13a/B) (18 mg, 0.05
mmol) was dissolved in methylene chloride (I mL) and treated with pyridinium
chlorochromate on alumina (33.8 mg, 0.16 mmol). The mixture was stirred at room
temperature for 2.5 h. Afterwards, the reaction mixture was filtered on silica gel with
methylene chloride as the eluent (30 mL) The organic phase was dried, filtered and
evaporated to a brownish solid. The crude material was purified by flash
chromatography (hexane/acetone, 9/1) to give 11.4 mg (65%) of the oxidized product
13. mp: Decomposition begins at 163°C; IR v (cm™): 1734 (C=0), 1664 (C=0 enone),
1615 (C=C); '"H NMR (200 MHz, CDCls, & ppm): 6.31 — 6.08 (2H, m, 21-CH and 22-
CH), 5.75 (1H, s, 4-CH), 5.74 — 5.64 (1H, m, 20-CH) 5.18 — 5.01 (2H, m, 23-CH>),
1.24 (3H, s, 19-CH3), 0.91 (3H, s, 18-CH3); *C NMR (200 MHz, CDCl3, § ppm): 220.0
(C-17), 198.9 (C-3), 168.1 (C-5), 136.7 (C-20), 133.4 (C-22), 132.2 (C-21), 126.0 (C-
4), 116.7 (C-23), 47.6, 47.5, 47.1, 40.6, 39.3, 38.7, 38.5, 35.9, 35.5, 34.0, 30.9, 21.2,
20.3,17.7, 13.7; HRMS (ESI+): (M+H)" calculated for C23H3;02 = 339.2319; found =
339.2318.
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5.3.1.4 Preparation of trans,trans,trans-1,6-bis-(17p-hydroxy-4-androsten-3-one-7a-

yl)hexatriene (14)

The steroid 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17p-o0l-3-one (13B) (23.0 mg, 0.07
mmol) was dissolved in methylene chloride (0.5 mL). Under an inert atmosphere of
nitrogen, a solution of 2" generation Hoveyda-Grubbs catalyst (5.7 mg, 10% mol) in
methylene chloride (0.5 mL) was added to the reaction mixture. The solution was
stirred for 48 h in the dark. The nitrogen atmosphere was constantly purged during the
first two hours of the reaction, and if evaporation occurs the loss of the solvent was
maintained throughout the reaction. Then, the reaction flask was regularly purged with
nitrogen during the remaining course of the reaction. Afterwards, the solvent was
evaporated and the crude material immediately purified by flash chromatography
(hexane/acetone, 70/30) to give 13.9 mg (63%) of the desired TS dimer 144. mp:
Decomposition begins at 189°C; IR v (cm™): 3423 (O-H), 1662 (C=0), 1615 (C=C),
1234 (C-0O); '"H NMR (200 MHz, CDCls, § ppm): 6.15 — 6.06 (4H, m, 21-CH and 22-
CH), 5.71 (2H, s, 4-CH), 5.74 — 5.61 (2H, m, 20-CH), 3.70 — 3.55 (2H, m, 17-CH),
1.25 (3H, s, 19-CH3), 0.78 (3H, s, 18-CH3); '*C NMR (200 MHz, CDCI3, § ppm):
199.1 (C-3), 169.4 (C-5), 132.9 (C-20), 132.2 (C-21), 131.6 (C-22), 125.8 (C-4), 81.3
(C-17),47.2,47.0,46.9,42.9, 41.2, 39.5, 39.2, 38.8, 35.9, 34.0, 30.3, 22.8, 20.6, 17.8,
11.0; HRMS (ESI+): (M+H)" calculated for C44He104 = 653.4564; found = 653.4561.
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5.3.1.5 Preparation of trans,trans,trans-1,6-bis-(170-hydroxy-4-androsten-3-one-7a-

yl)hexatriene (14a)

Following the procedure described for the preparation of dimer 14 using 7a-(buta-
1,3-dienyl)-4-androsten-17a-o0l-3-one (13a.) (22.4 mg, 0.07 mmol) instead of its 17f3-
hydroxy epimer (13B) the titled dimer was obtained with 34% yield (7.2 mg).
Purification of the crude material by flash chromatography using a mixture of
hexane/acetone, 7/3 gave the desired dimer 14a. mp: Decomposition begins at
163.8°C; IR v (cm™): 3432 (O-H), 1660 (C=0), 1615 (C=C), 1235 (C-0); '"H NMR
(200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 6.11 — 6.06 (4H, m, 21-CH and 22-CH), 5.71 (2H, s, 4-
CH), 5.71-5.57 (2H, m, 20-CH), 3.72 (2H, d, J=5,9 Hz, 17-CH), 1.25 (3H, s, 19-CH3),
0.70 (3H, s, 18-CH3); 1*C NMR (200 MHz, CDCls, § ppm): 199.1 (C-3), 169.2 (C-5),
132.6 (C-20), 132.2 (C-21), 131.7 (C-22), 125.7 (C-4), 79.5 (C-17), 53.8, 47,0, 45.3,
43.2, 42.2, 39.6, 39.4, 38.7, 35.9, 34.0, 30.9, 23.9, 20.6, 17.8, 16.9; HRMS (ESI+):
(M+H)" calculated for C44He1O4 = 653.4564; found = 653.4562.
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5.3.1.6 Preparation of trans,trans,trans-1,6-bis-(4-androsten-3,17-dione-7a-

yl)hexatriene (14)

Following the procedure described for the preparation of dimer 14 using the oxidized
derivative 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-3,17-dione (13) (41.5 mg, 0.12 mmol) the
titled dimer 14 was obtained with 77% yield (30.8 mg). This dimer was purified by
flash chromatography using a mixture of hexane/acetone, 7/3. mp: Decomposition
begins at 175°C; IR v (cm™): 1734 (C=0), 1663 (C=0 enone), 1614 (C=C); 'H NMR
(200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 6.15 — 6.09 (4H, m, 21-CH and 22-CH), 5.73 (2H, s, 4-
CH), 5.78 — 5.63 (2H, m, 20-CH), 1.25 (3H, s, 19-CH3), 0.91 (3H, s, 18-CH3); °C
NMR (200 MHz, CDCls, 6 ppm): 219.9 (C-17), 198.8 (C-3), 168.1 (C-5), 132.5 (C-
20), 132.3 (C-21), 131.7 (C-22), 126.0 (C-4), 47.6, 47.5, 47.1, 40.7, 39.4, 38.8, 38.6,
35.9, 35.5, 34.0, 30.9, 21.3, 20.3, 17.7, 13.7; HRMS (ESI+): (M+H)" calculated for
C44Hs704 = 649.4251; found = 649.4253.
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5.3.1.7 Preparation of 4-(17p-hydroxy-4-androsten-3-one-7a-yl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-
isobenzofuran-1,3-dione (15)

The steroid derivative 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17f-ol-3-one (138) (22.3 mg,
0.06 mmol) was dissolved in toluene (0.5 mL) and maleic anhydride was added (31.6
mg, 0.32 mmol). The solution was stirred at reflux for three hours. Afterwards, the
reaction mixture was cooled down and evaporated under reduced pressure. The crude
material was purified by flash chromatography (hexane/acetone 7/3) to give 5.2 mg of
pure Diels-Alder adduct 15 with 19% yield. mp: 152 - 154°C; IR (cm™) : 3415 (O-H),
1845 and 1771 (C=0, anhydride), 1663 (C=0), 1613 (C=C), 1242 (C-0); 'H NMR
(200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 6.03 (2H, br s, 20-CH and 21-CH), 5.77 (1H, s, 4-CH),
3.65 —3.50 (2H, m, 17-CH and 25-CH), 3.39 (1H, t, J=7.8 Hz, 22-CH), 1.30 (3H, s,
19-CH3), 0.81 (3H, s, 18-CH3); '3C NMR (200 MHz, CDCls, & ppm): 198.7 (C-3),
173.9 (C-23), 172.0 (C-24), 169.8 (C-5), 134.0 (C-21), 128.1 (C-20), 125.6 (C-4), 81.0
(C-17), 46.0, 45.3, 43.4,42.0, 41.4, 40.9, 39.0, 38.2, 36.1, 35.7, 35.5, 34.5, 34.1, 30.0,
25.2, 24.6, 20.6, 19.0 10.8; HRMS (ESI+): (M+H)" calculated for C7H3s0s =
439.2479; found = 439.2477.
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CHAPITRE V

RESULTATS - PARTIE II

Ce chapitre présente les diverses étapes de synthése des dimeres d’androgeénes
fonctionnalisés en 17a et discute des résultats obtenus concernant ’activité biologique
et 'interaction avec le cytochrome P450 3A4.

5.1 Synthése des dimeres de la testostérone fonctionnalisés en 17a

5.1.1 Protection et oxydation de la testostérone

Les premiceres étapes de la synthése des dimeres sont la protection et ’oxydation de la

testostérone (Figure 5.1).

OH
" Ethyléne glycol,
p-TsOH, benzene, PCC, alumine,
reflux, 12h DCM, 3h
—®» 0 —»
309 %
& <,o 5% <,O

Testostérone 1

Schéma 5.1  Protection et oxydation de la testostérone.

L’énone de la testostérone fut d’abord protégée sous forme de cétal a I’aide d’un
traitement a ’éthyléne glycol en condition acide. L’énone est protégée afin d’éviter

qu’elle ne réagisse avec un réactif organométallique qui sera employé plus tard dans la
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synthése. Le groupement cétal fut choisi comme groupement protecteur pour la facilité
avec laquelle il peut étre préparé et enlevé. Ce groupement est également capable de
tolérer des conditions oxydantes nécessaires pour obtenir le composé 2. Le composé 1
est obtenu avec un rendement de 43%. Le rendement obtenu est supérieur au rendement

littéraire de 30% [101].

L’hydroxyle sur le carbone 17 du composé protégé 1 peut maintenant étre oxydé en
cétone. L oxydation fut réalisée avec un mélange de chlorochromate de pyridintum
(PCC) et d’alumine. Le PCC est un oxydant a base de chrome VI tres efficace pour
I’oxydation des alcools. Il est aussi connu que le PCC peut oxyder les alcools sans
affecter la fonction cétal, ce qui motive également le choix de cet agent oxydant dans
la voie de synthése [102]. L’alumine a ici une double fonction : elle sert a tamponner
le milieu afin d’éviter que ce dernier ne devienne trop acide et elle sert de support solide
qui permet l’adsorption des composés présents en solution, facilitant ainsi la
récupération de ces derniers. Apres la réaction, le produit brut est récupéré aprés une
simple filtration sur gel de silice et posseéde une excellente pureté. Un rendement de
95% est observé pour cette réaction. Le produit 2 porte le nom d’androst-4-én-17-one

spiro-(1,3)dioxolane.

5.1.2 Addition d’un réactif organométallique sur 1’androst-4-én-17-one spiro-

(1,3)dioxolane et déprotection

L’addition d’un réactif organométallique approprié sur la cétone 2 va se faire
stéréospécifiquement en 17a compte tenu de I’encombrement stérique de la face  du
stéroide, particulierement causé par la présence du méthyle angulaire 18. Une série
d’o-halogénoalcenes fut sélectionnée pour donner un produit d’addition porteur d’un
alcene terminal nécessaire a la réaction de métatheése d’oléfines menant aux dimeres

cibles.
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1. Mg®, Et,0, N,

Br
% HO{M

2. 2, THF, 0°C L
3. HCI 10%, 16h

ou
1. Li°, Et,0,
N,, 0°C 3n
R SEN n=12a6
n
2.2, THF, - 40°C
3. HCI 10%, 16h

Schéma 5.2  Addition d’un organométallique et déprotection de 1’androst-4-¢n-17-

one spiro-(1,3)dioxolane.

La Figure 5.2 illustre les deux conditions réactionnelles qui ont été employées pour
transformer le composé 2 en précurseurs 3,. L’une des deux voies utilise un réactif de

Grignard alors que 1’autre utilise un organolithien.

Pour la premiére voie de synthese, le réactif de Grignard est formé en mélangeant du
magnésium métallique avec un bromoalcéne dans I’éther diéthylique. Dans ces
conditions, le magnésium métallique peut réaliser une addition oxydante dans le lien
brome-carbone du bromoalcéne, inversant ainsi la polarité¢ de ce lien, générant une
charge partielle négative sur le carbone [103]. La solution est gardée sous atmosphere
inerte afin d’éviter que de I’eau ou de ’humidité ne soit introduit dans le mélange
réactionnel, ce qui pourrait nuire au bon déroulement de la réaction puisque I’eau peut
détruire le réactif de Grignard. La réaction est réalisée dans 1’éther diéthylique, car les
paires d’électrons libres sur 1’oxygéne de I’éther aident a solubiliser
I’organomagnésien. Une fois ce dernier formé, il peut étre ajouté goutte a goutte a une
solution du composé 2 dissous dans le THF. L’ajout goutte a goutte est réalisé afin de

ne pas provoquer une ¢lévation trop brusque de la température du milieu réactionnel.
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Une fois le réactif de Grignard ajouté au composé 2, I’addition au carbonyle est
instantanée, générant ainsi 1’alcoxyde de bromure de magnésium. L’attaque est
stéréosélective, car la stéréochimie du groupement méthyle situé¢ sur le carbone 18
entraine de I’encombrement stérique sur la face béta du stéroide. Une attaque
nucléophile sur le carbone 17 se fait nécessairement de la face alpha. Une fois
I’addition réalisée, I’alcoxyde de bromure de magnésium sera par la suite hydrolysé
par un traitement acide. En laissant le produit d’addition dans une solution acide toute
la nuit, on arrive aussi a déprotéger le groupement cétal pour régénérer 1’énone sur le

carbone 3. On forme ainsi les produits 31.6.

Rendements des réactions de Grignard

Bromoalcene Rendement

employé (%)
Bromure d'allyle 74
4-bromo-1-buténe 6
5-bromo-1-penténe 6
6-bromo-1-hexéne 10
7-bromo-1-hepténe 11
8-bromo-1-octéne 6

Tableau 5.1 Rendements des réactions de Grignard exécutées avec divers

bromoalceénes.

Le produit d’addition 3¢ fut formé avec un rendement de 74% alors que les produits 3.-
¢ furent synthétisés avec des rendements variant entre 6% et 11% (Tableau 5.1). La
principale raison pour laquelle ’organomagnésien allylique donne un rendement
d’addition particulierement élevé est que ce dernier est plus réactif que ses homologues
supérieurs. La réactivité accrue du réactif allylique vient du fait qu’en plus du
mécanisme classique d’addition 1,2 passant par un état de transition a 4 membres, trois

autres états de transitions sont aussi théoriquement possibles [104] (Figure 5.3).
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Figure 5.1 Etats de transition possibles pour un réactif de Grignard allylique

(Adapté de [104]).

En plus de I’état de transition classique A, les états de transition a 6 membres B et C
sont aussi possibles pour un réactif de Grignard allylique. Ces deux états de transitions
sont surtout présents pour les carbonyles et les systémes allyliques présentant peu
d’encombrement stérique. Etant donné que les états de transitions & 6 membres sont
souvent faibles en énergie a cause de leurs arrangements spatiaux minimisant les
contraintes stériques et énergétiques, la possibilité pour un réactif de Grignard allylique
de passer par ces états de transitions augmente substanticllement le rendement
d’addition. L’état de transition ouvert de type substitution ¢€lectrophile aliphatique
bimoléculaire prime (Sg2’) D est aussi théoriquement réalisable, bien que certaines
études révelent qu’il ne serait pas I’état de transition le plus optimal pour ce genre de

réaction [105,106].
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Les réactifs de Grignard formés a partir des bromoalcénes plus longs ne peuvent que
passer par 1’état de transition A. Cet état de transition étant plus énergétique que les
¢tats B et C, les réactifs de Grignard non allyliques sont donc moins prompts a
s’additionner rapidement aux carbonyles. Cette baisse de réactivité vis-a-vis I’addition
entraine une compétition entre la réaction d’addition et des réactions d’énolisation et
de réduction illustrés a la Figure 5.4.

1. Mg°, Et,0, N, OMgBr
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Schéma 5.3  Phénomeénes d’énolisation et de réduction possibles lors d’une réaction

entre 2 et des réactifs de Grignard plus long.

Bien que les réactifs de Grignard fabriqués a partir des bromoalcenes supérieurs soient
moins réactifs vis-a-vis les réactions d’addition que les réactifs de Grignard allylique,
ils posseédent tout de méme un caractére basique et peuvent participer a des réactions
d’énolisation. Dans ces réactions, le réactif organomagnésien vient arracher un proton
en alpha du carbonyle afin de former I’énolate de bromure de magnésium [107]. Cet
énolate sera par la suite hydrolysé en énol lors d’un lavage acide, puis 1’énol se
tautomérisera en cétone, générant ainsi I’androsténedione comme produit (apres la

déprotection de 1’énone sur le carbone 3).

OH
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Les réactifs de Grignard possédant des hydrogénes sur un carbone sp’ en béta du
magnésium peuvent aussi participer a des réactions de réduction. Lorsque cela se
produit, le magnésium du réactif vient se complexer a I’oxygeéne du carbonyle, donnant
lieu & un état de transition & 6 membres dans lequel I’hydrogéne en béta du magnésium
est transféré sur le carbone du carbonyle [108]. Cet état de transition pour le bromure
de but-3-én-1-ylmagnésium est illustré a la Figure 5.4. Le retour des é€lectrons forme
un lien entre I’oxygene et le bromure de magnésium, ce qui entraine 1’élimination de
ce dernier du réactif de base, formant une insaturation supplémentaire sur I’alcéne. La
stéréochimie de la réduction est orientée par la position du méthyle 18. Seule la
réduction sur la face alpha du stéroide fut observée, régénérant la testostérone comme

produit apres la déprotection de 1’énone.

L’androsténedione et la testostérone furent les principaux produits observés dans la
préparation des molécules 32.6. Afin de bonifier le rendement d’addition, plusieurs
techniques furent tentées. Tout d’abord, les concentrations des réactifs et la température
furent modifiées a plusieurs reprises afin de favoriser la réaction d’addition. Ensuite,
des acides de Lewis comme le chlorure de zinc (II) et le chlorure de cérium (I1I) furent
¢galement employés. Ces acides peuvent se complexer a la cétone afin de polariser le
carbonyle et de faciliter les attaques nucléophiles [109]. En se complexant au
carbonyle, ils peuvent également perturber 1’état de transition a 6 membres impliqué

dans la réaction de réduction.

Ces deux méthodes furent malheureusement sans succes. Nous avons donc opté pour
I’utilisation d’organolithiens. Puisque la charge négative est plus vive sur le carbone
des organolithiens que sur les organomagnésiens, ils sont plus réactifs. Ces derniers
sont formés en réduisant le lien carbone — brome d’un bromoalcéne a I’aide de lithium
métallique. La réaction est réalisée dans 1’éther diéthylique a 0°C. Une fois le réactif
formé, ce dernier est ajouté goutte a goutte a une solution du composé 2 dans le THF a

-40°C. L’organolithien est ajouté lentement afin de ne pas provoquer une élévation trop
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brusque de la température. Une température basse permet a la fois d’éviter que la
réaction ne s’emballe et de minimiser les réactions secondaires [110]. Une fois I’ajout
complété, la réaction est laissée sous agitation pendant 30 minutes avant d’étre amenée
a la température ambiante. Aprés un lavage acide et une agitation pendant 16 heures
dans un meélange THF: HCI 10% (1: 1), le produit peut étre purifié par
chromatographie sur colonne. Cette voie de synthese fut employée et optimisée avec le
5-bromo-1-penténe et le rendement fut de 38%. Dans ce cas-ci, les réactifs
organolithiens semblent promouvoir davantage 1’addition au carbonyle par rapport aux

réactifs de Grignard.

5.1.3 Dimérisation des précurseurs 316

Les précurseurs 31.6¢ possedent maintenant un groupement fonctionnel alcéne terminal
qui peut réagir dans une réaction de métathése d’oléfines. Ce type de réaction
organométallique permet de coupler deux alcénes entre eux par I’intermédiaire d’un
mécanisme catalytique impliquant une suite de cycloaddition [2+2] et de rétro [2+2]

[111] (Figure 5.5).



98

__ =
R/ L, M= 1
;
Complexation

Rétro[2+2]
L. M=
LM Jj( n ¢
R, R2 Ry
[2+2]
[2+2]
LnM"!|
ol 0
Ri R4
Complexation L"T"q Rétro[2+2]
R
”///‘:\\RZ —

Schéma 5.4  Schéma général d’une réaction de métathese d’oléfines.

Le mécanisme général d’une réaction de métathese d’oléfines est illustré a la Figure
5.5. L’une des forces motrices de la réaction est la formation d’éthéne, qui peut étre
¢jecté du mélange réactionnel en raison de son faible point d’ébullition et ainsi déplacer
I’équilibre de la réaction vers les produits, en vertu du principe de Le Chatelier. Aussi,
ce genre de réaction mene a la formation d’alcénes frans puisque ces derniers sont
thermodynamiquement plus stables que leurs homologues cis. Il est aussi a noter que

les alcénes terminaux ont plus de chances de réagir facilement dans une réaction de
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métathese, étant moins stériquement encombrés et par le fait méme plus accessible pour
le catalyseur. La complexation au métal en est donc facilitée, de méme que les
cycloadditions [2+2]. Cela limite donc la possibilité que le catalyseur réagisse avec un
produit de la réaction, car ces derniers possedent une chaine porteuse d’un groupement

alcéne non terminal.

Plusieurs types de complexes organométalliques peuvent €tre utilisés afin de faire des
réactions de métathese d’oléfines, comme des complexes a base de tungstene, de
molybdene et de titane [112-114]. Toutefois, les complexes a base de ruthénium(II)
sont souvent employés étant donné leur grande stabilité et leur capacité a tolérer
I’humidité, I’oxygene et une vaste gamme de groupements fonctionnels [115] (Figure

5.6).
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Figure 5.2 Représentations de certains catalyseurs a base de ruthénium(Il) utilisés

pour des réactions de métathése d’oléfines.
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L’un des catalyseurs de ruthénium(II) actuellement les plus en vogue est le catalyseur
d’Hoveyda-Grubbs 2°™ génération. Le design du catalyseur permet de peser ce dernier
a I’air libre et de ne pas craindre qu’il y aille des traces d’eau dans la réaction, car ce
catalyseur posseéde une tolérance remarquable a I’eau, a ’humidité et a ’oxygeéne. De
plus, il possede une activité catalytique remarquable vis-a-vis la réaction de métathese
d’oléfines. C’est donc ce catalyseur qui fut utilisé afin de générer les dimeres 41-6

(Figure 5.7).

7
n HO ¥
Cat. H.-G. Il gén. -{\W n OH
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Schéma 5.5 Synthése des dimeres de testostérone fonctionnalisés en 17a.

A I’aide de la réaction de métathése d’oléfines, il a été possible de générer tous les
dimeres 41.6. Toutefois, bien que les analyses spectrales initiales semblaient indiquer
que les produits isolés étaient purs, des analyses HRMS et LC-MS réalisées a la fin des
synthéses ont révélé que les produits obtenus furent, pour la plupart, isolés avec des
analogues possédant des masses variant d’une unité méthyléne ou éthyléne (Tableau

5.2).
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Rendements des réactions de dimérisation
et proportion des homologues obtenus

rendement Proportion Proportion Proportion Proportion
Précurseurs dela du produit du produit du produit du produit
réaction (%)  4n (%) "4,-CHy;" (%) "4n-CoHa" (%) "4n+CHy" (%)
3 41 100,0 0,0 0,0 0,0
3 24 7,5 21,9 70,6 0,0
33 29 38,3 30,9 30,8 0,0
34 43 43,5 35,5 0,0 21,0
35 47 46,8 53,2 0,0 0,0
36 50 11,1 40,0 48,9 0,0

Tableau 5.2 Rendements des réactions de dimérisation et proportion des homologues

obtenus.

Les rendements des réactions de dimérisations varient entre 24% et 50%. Hormis, le
dimere 44, tous les autres dimeres furent obtenus sous forme de mélanges inséparables
par chromatographie. Les analyses spectrométriques réveélent que les squelettes
stéroides semblent intacts. Les pertes de masses (ou le gain de masse dans le cas du
dimere 44) semblent venir d’une variation d’unités méthylénes dans les connecteurs
moléculaires reliant les deux unités testostérone. Une telle perte est indiscernable par
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN). Puisque tous les produits de
départ étaient purs, les causes entrainant la formation des homologues sont uniquement
liées a la réaction de dimérisation. L’hypothese la plus probable est que le catalyseur
isomérise le précurseur de départ avant la réaction de dimérisation, ce qui permet
d’obtenir un éventail de produits lors de la réaction subséquente. Certaines études ont
permis d’élucider le mécanisme de ces réactions secondaires se produisant lors des

réactions de métatheses d’oléfine [116] (Figure 5.8).
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Schéma 5.6 Mécanisme probable d’isomérisation des précurseurs 3.6 (Adapté de

[116]).

Afin d’isomériser les alcénes de départs, le catalyseur complexe d’abord 1’alcéne puis
réalise une addition oxydante entre 1’hydrogene situ¢ sur le carbone en alpha de
I’alcéne et de reste de la chaine de carbone. Le ruthénium passe donc a un degré
d’oxydation +IV (qui est un état d’oxydation possible pour ce dernier) et cette
transformation génére un complexe m-allyle sur la chaine carbonée. La raison pour
laquelle le précurseur 3; est épargné par cette réaction est justement parce que le
complexe de ruthénium(Il) ne peut pas faire d’addition oxydante dans ce cas a cause
de ’encombrement stérique généré par la proximité de 1’unité stéroide. Une fois
I’addition oxydante complétée, une élimination réductrice peut envoyer I’hydrogene
li¢ au ruthénium(IV) sur le carbone terminal de la chaine de carbone, formant ainsi un
alcéne disubstitué. Cet alcéne pourra ensuite réagir dans une réaction de métathese,
¢jectant ainsi du propene et menant a des produits possédant des unités méthylénes de
moins que les produits attendus. Aussi, étant donné que ces réactions sont réversibles,

il est possible de réisomériser les précurseurs afin de faire migrer I’alcéne encore plus



103

loin dans la chaine de carbone. D’ailleurs, puisque toutes les réactions impliquées ici
sont a I’équilibre, il est important de noter que les produits qui sont les plus stables au
niveau thermodynamique seront favorisé€s, ce qui justifie I’isomérisation d’alcénes
terminaux en alcénes disubstitués. Toutefois, dans le cas du dimere 44, le gain d’une
unité¢ méthyléne est plus difficilement explicable. L une des pistes est qu’une suite de
réactions dans le milieu aille entrainer un dégagement de propene, qui aurait ensuite pu
faire une métatheése croisée sur le dimere 44. Cela provoquerait ainsi le gain d’un
groupement méthyle sur I’alcene central du dimere, augmentant la masse de ce dernier
d’une unit¢é méthyléne. Les analyses spectrales ne permettent toutefois pas de
corroborer cette hypothese étant donné les recouvrements de signaux importants dans

les spectres RMN et les spectres de masse des composés stéroidiens.

5.2 Synthése du dimere de DHT fonctionnalisé en 17a

En empruntant la voie de synthése utilisée pour générer les dimeres de la testostérone,
il a été possible de fabriquer un dimére de DHT possédant une chaine but-2-éne en

position 17a (Figure 5.9).
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Schéma 5.7 Schéma de synthése du dimére de DHT 8.

La premiére étape de la synthése est bien entendu la protection de la cétone sur le
carbone 3. La réaction donne le produit 5 avec un rendement 98%, une nette
amélioration par rapport a la protection de la testostérone qui se déroulait avec un
rendement de 43%. Cela vient prouver que 1’énone est plus difficile a protéger sous
forme d’acétal que la cétone, potenticllement a cause de la plus faible ¢lectrophilicité
du carbonyle de I’énone et de la fragilit¢ du composé 2 vis-a-vis I’acidité¢ [117].
Ensuite, ’oxydation et la réaction de Grignard (incluant la déprotection de la cétone)
se sont déroulées avec des rendements de 93% et 84%, respectivement pour les produits
6 et 7. Le réactif de Grignard fut employé pour I’addition de la chaine allyle au
carbonyle 17, car il s’est avéré efficace lors de la formation du produit 3. Aussi, il sera

possible de comparer les propriétés biologiques du précurseur 7, dérivée 17a-
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allyldihydrotestostérone, a I’analogue a base de testostérone 3, un antiandrogene

connu [118].

Enfin, le dimére 8 a pu étre synthétisé a 1’aide d’une réaction de métathése d’oléfines
avec un rendement de 49%. Etant donné que la chaine du précurseur 7 est une chaine
allylique, aucune réaction secondaire ne fut observée lors de la formation de ce dimere.

Le produit 8 fut isolé sous forme de produit pur et homogene.

5.3 Activité biologique des composés 31-6, 41.4,5, 7, 8 et du CPA

Jusqu’a présent, seuls des tests préliminaires ont été réalisés concernant 1’activité
antiproliférative des nouvelles molécules. Bien que les dimeres 4.6 ne furent qu’isolés
sous forme de mélange, des tests préliminaires ont €té entrepris sur certains de ces
dimeres, car il est quand méme possible de constater I’influence de la longueur du

connecteur moléculaire sur I’activité biologique des dimeres (Tableau 5.3).
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Activités antiprolifératives des composés vis-a-vis la lignée
cellulaire LNCaP (RA+) évaluées par un test MTT

composés ICs0 (LM)

CPA 151,7*
3 65,2+2,6
3, 122,2+1,3
33 66,61
34 50,3%6,2
35 349+2,9
36 33,6+5,8
4 76,31
4, 289,71
45 N/A?
7 59,9+2,0
8 N/A?

! Pas assez de réplicats afin de calculer un intervalle statistique
2 Non évalué car les composés n’étaient pas assez solubles

Tableau 5.3  Activités antiprolifératives des composés vis-a-vis la lignée cellulaire

LNCaP (RA+) évaluées par un test MTT.

Les composés n’ont été testés que sur les cellules LNCaP qui exprime le RA. Il est
donc impossible pour I’instant de commenter si les nouvelles molécules présentent une
activité cytotoxique sélective envers les cellules dépendantes des androgenes.
Toutefois, plusieurs observations intéressantes émanent de ces résultats. Tout d’abord,
on peut constater qu’a peu pres toutes les molécules sont plus actives que le CPA. Ceci
n’est pas si étonnant, car le CPA est connu pour étre surtout actif in vivo, mais cela
témoigne toutefois que les nouveaux composés possedent un certain intérét médical

[119].

Sil’on observe ’activité des précurseurs 316, on remarque que la longueur idéale de la
chaine terminale semble étre de 7 ou 8 carbones. Alors que I’allyltestostérone, un
antiandrogeéne connu, posséde un ICso de 65,2 = 2,6 uM, les composés 35 et 36

possédent des concentrations inhibitrices de 34,9 = 2,9 uM et de 33,6 £ 5,8 uM,
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respectivement. Ces composés sont donc environ 2 fois plus actifs in vitro que
I’allyltestostérone et 5 fois plus actifs que le CPA. Il semble donc qu’une chaine plus

longue puisse améliorer 1’activité biologique de I’allyltestostérone.

Les résultats sur la dimérisation ne sont toutefois pas trés concluants. Seul le dimére de
testostérone pur 41 et les dimeres 44 et 4s furent testés pour leurs activités biologiques.
Il est inutile de tester tous les dimeres étant donné que la plupart furent isolés sous
forme de mélange, I’idée est donc de tester seulement quelques dimeres plus longs afin
de déterminer I’influence générale de la longueur de la chaine sur I’activité biologique.
Tout d’abord, on remarque que le dimere 45 n’a pas pu étre testé, étant donné qu’il
n’était pas soluble dans les conditions du test MTT. Les dimeres possédant de longues
chaines sont moins solubles en milieux aqueux, ce qui les rend moins intéressants pour
des applications in vivo. Par ailleurs, le dimere 44 démontre un ICso de 289,7 uM. Ce
dimere est pratiquement inactif, alors que le dimere d’allyltestostérone 41, possede une
activité antiproliférative de 76,3 uM. Les dimeres plus longs semblent donc moins
actifs, ce qui est cohérent avec la théorie des dimeres, puisqu’un connecteur
moléculaire trop long pourrait permettre le repliement naturel du complexe
homodimérique ligand-RA, n’empéchant pas la réponse biologique normale des
cellules. Ainsi, le dimere le plus actif qui ait été testé ici est le dimére de testostérone
41, mais ce dimére posseéde une activit¢é un peu moindre que le précurseur
d’allyltestostérone. Il semble donc ici que la stratégie de dimérisation n’ait pas porté
fruit en ce qui concerne I’amélioration de I’activité biologique sur les cellules
hormonodépendantes. Il faudra comparer avec une lignée cellulaire ne possédant pas
le RA afin de déterminer si le dimére 41 posséde une toxicité plus ou moins sélective

que son précurseur.

Finalement, il a été¢ impossible de tester le dimére de DHT 8 puisqu’il n’était pas
soluble dans les conditions du test MTT. Par contre, le composé¢ précurseur de DHT 7

posséde un ICso de 59,9 £ 2,0 uM, ce qui est légérement supérieur a I’activité de
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I’allyltestostérone 31. Ce résultat n’est pas surprenant puisque la DHT est le ligand
naturel du RA. Bien que la testostérone soit convertie en DHT dans la cellule par
I’enzyme Sa-réductase, ce résultat prouve que de fabriquer une drogue a base de DHT
peut faciliter le mode d’action des composés stéroidiens, puisqu’aucune interaction
initiale avec I’enzyme Sa-réductase n’est requise. Etant donné que les dérivés de
stéroides ne sont pas les substrats naturels de I’enzyme, il est logique que les molécules
a base de DHT interagissent plus facilement avec le RA et exhibent de meilleures

activités antiprolifératives. Cette tendance devrait se maintenir in vivo.

5.4 Etude de I’affinité avec le cytochrome P450 3A4

Il a été possible de tester I’affinité des précurseurs 31 et 7 ainsi que leurs dimeres
correspondants 4; et 8 sur le site catalytique du cytochrome P450 3A4. Ces dimeres et
leurs précurseurs furent sélectionnés puisqu’ils sont de grande pureté. De plus, il sera
possible de comparer les résultats obtenus avec ceux des composés trans-9 et cis-9, des
dimeres possédant la méme chaine but-2-éne en position 7a et dont les deux unités
testostérones ont démontré la capacité d’entrer dans la poche catalytique du

cytochrome et de s’y lier [120] (Figure 5.10).
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Figure 5.3 Représentation des diméres trans-9 et cis-9.

L’affinité des monomeres 31 et 7 fut d’abord testée afin de déterminer si le squelette de
base de la série est intéressant au point de vue de I’amarrage au centre catalytique du
cytochrome. Il sera également possible de comparer les résultats des constantes de
dissociation aux résultats des dimeres. Tout d’abord, on constate que les constantes de
dissociation spectrales des composés 31 et 7 sont dans I’ordre du micromolaire, ce qui
signifie que ces molécules peuvent se lier de manicre assez solide au centre actif du
cytochrome (Tableau 5.4). Une constante de dissociation spectrale est une constante de
dissociation mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre. En fait, le centre catalytique
possede une bande d’absorption a 417 nm causée par la présence d’un groupement
héme. Lorsqu’un substrat se lie au centre actif, I’environnement du groupement héme
est déstabilisé et la longueur d’absorption est décalée a 386 nm. Il est donc possible de
déterminer la constante de dissociation spectrale en faisant varier la concentration du
ligand. Cette constante est égale a la concentration de substrat requise afin d’obtenir
une absorbance a 386 nm qui est égale a la moiti¢ de ’absorbance maximum, c’est-a-
dire quand le centre actif est enticrement lié¢ a des ligands [121]. Le précurseur de DHT
7 semble légérement plus actif que le précurseur de testostérone 3. Etant donné que la
DHT est généralement un meilleur ligand dans I’organisme que la testostérone, du

moins pour le RA, ces résultats concordent avec les prédictions théoriques.
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Affinité des monomeres 3; et 7
envers le cytochrome P450 3A4

Constante de dissociation Coefficient

composeés )
spectrale (uM) de Hill

3 22 1,52

7 17 1,76

Tableau 5.4  Affinité des monomeres 31 et 7 envers le cytochrome P450 3A4.

Le coefticient de Hill fut également mesuré. Ce coefficient renseigne sur la sensibilité
de la courbe dose-réponse et sur le mode de liaison des molécules de substrats au site
de liaison [122]. Un coefficient de Hill supérieur a 1 indique un mode de liaison
coopératif, c’est-a-dire qu’une fois qu’un ligand s’est li¢ au récepteur, ce dernier exhibe
une affinité accrue vis-a-vis d’autres molécules de ligand, qui peuvent donc plus
facilement se lier au récepteur. Dans le cas présent, les deux molécules possedent des
coefficients de Hill supérieur a 1, ce qui indique que les précurseurs des dimeres
semblent posséder une affinité¢ relativement bonne envers le centre catalytique du

cytochrome P450 3A4.

Le tableau 5.5 présente les résultats relatifs a I’affinité des diméres par rapport au site
catalytique du cytochrome P450 3A4. Il est d’abord possible de constater que chacun
des nouveaux dimeres se lie plus fortement au récepteur que son précurseur respectif,
étant donné que les constantes de dissociation spectrale sont plus faibles. Ici, le dimére
se liant le plus fortement au cytochrome est le dimere de testostérone 41, qui possede
une constante de dissociation spectrale de 0,24 uM. Ce résultat est environ 40 fois
supérieur a I’affinité du dimeére de DHT 8. La testostérone est connue pour se lier au
cytochrome P450 3A4, mais il avait été prédit que le dimeére de DHT pourrait
possiblement étre plus actif étant donné que dans le métabolisme sexuel, la DHT est le
meilleur ligand du RA. Il est toutefois clair que c’est bel et bien le dimére de

testostérone qui se lie le plus fortement au récepteur. D’ailleurs, cette théorie semble
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étre corroborée par le décalage haut spin. Le décalage haut spin est directement lié a la
constante de dissociation spectrale, il indique de maniére spécifique I’intensité avec
laquelle un ligand vient perturber I’environnement électronique du groupement héme
[123]. On constate que les molécules cis-9 et 41 exhibent des décalages de 99% et 92%,
respectivement. Cela signifie que ces molécules n’ont pratiquement aucun probléme a
s’approcher du centre catalytique de I’enzyme. Toutefois, le composé 8 démontre un
décalage haut-spin de 33%, ce qui est conséquent avec la faible constante de

dissociation spectrale de cette molécule.

Affinité des dimeéres 44, 8 et 9 envers le cytochrome P450 3A4

, Constante de dissociation décalage haut
composés _ ICso (LM)
spectrale (uM) spin (%)
trans-9 >10 N/A N/A
cis-9 0,37 99 0,8
4, 0,24 92 0,6
8 9,6 33 >10

Tableau 5.5  Affinité des dimeres 44, 8 et 9 envers le cytochrome P450 3A4.

L’ICso, c’est-a-dire la concentration requise pour inhiber 50% de l’activité du
cytochrome fut également mesurée. Théoriquement, les résultats obtenus devraient étre
proportionnels aux constantes de dissociation des composés. Le cytochrome P450 3A4
possede plusieurs activités biologiques, mais I’activité qui fut étudiée ici est I’activité
de la débenzylase. Le 7-benzyloxy-4-trifluorométhylcoumarin (BFC) fut employé
comme substrat pour la débenzylation [124]. Sans grande surprise, le composé 8
présenta une ICso supérieure a 10 uM, ce qui va de pair avec son affinité modeste vis-
a-vis le cytochrome. Les résultats des composés cis-9 et 41 furent toutefois excellents.
Le composé cis-9 a pu perturber la débenzylation du BFC avec un ICso de 0,8 pM.
Cette perturbation est encore meilleure pour la molécule 41 qui exhibe un ICso de 0,6
uM. Ces résultats concordent avec les constantes de dissociation spectrale et les

décalages haut spin observés pour ces deux composés.
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Trois constats émanent des résultats obtenus en ce qui a trait a I’interaction des
stéroides avec le cytochrome P450 3A4. Tout d’abord, il est possible de conclure que
la stratégie de dimérisation semble étre une approche efficace afin de moduler les
propriétés d’une molécule. Non seulement chaque dimére posséde des propriétés
différentes des monomeres, mais les dimeéres se sont liés plus fortement au site actif du
cytochrome et ont davantage modulé sa réponse biologique sur l’activit¢ de la
débenzylase, tel que prédit par la théorie. Deuxiémement, le type d’androgeéne utilisé
(testostérone vs DHT) affecte grandement I’affinit¢é du composé face au site
catalytique. En effet, bien que le monomere de DHT 7 ait légerement plus d’affinité
que le monomere de testostérone 31, nous observons totalement I’inverse lorsque ces
composés sont dimérisés. Les dimeres a base de testostérone se lient beaucoup plus
fortement au site actif que le dimeére de DHT. Cela met donc en exergue le fait que bien
que la DHT soit un meilleur ligand du RA in vivo, la testostérone peut étre un meilleur
substrat pour certaines enzymes, comme dans le cas présent. En fait, la DHT est
possiblement un moins bon substrat pour le site catalytique du cytochrome P450 3A4,
car ’absence d’une insaturation entre les carbones 4 et 5 du cycle A rend la DHT moins
planaire que la testostérone. Les molécules a base de DHT ont donc probablement plus
de difficulté a s’ insérer dans la poche catalytique du cytochrome. Elles sont donc moins
susceptibles d’affecter la conformation et I’activité catalytique du site actif. Enfin, le
troisiéme constat qu’il est possible de déduire est que le carbone sur lequel se trouve le
connecteur moléculaire impacte de manicre significative 1’activité des dimeres. La
différence entre les constantes de dissociation spectrales des diméres trans-9 et cis-9
avait déja permis de déterminer que la géométrie de I’alcéne d’un connecteur but-2-
éne ¢tait d’une importance capitale pour 1’affinité du dimére. Ici, ’excellente affinité
du dimere 41 pour le cytochrome outrepasse largement celle du dimere trans-9 et
légerement celle du dimere cis-9. Cela confirme donc que la position 17a est un bon

choix pour I’élaboration de drogues stéroidiennes.
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CHAPITRE VI

CONCLUSION

Dans le cadre de ce projet, il a été possible de synthétiser des diméres d’androgenes
possédant des propriétés biologiques intéressantes. Ces dimeres sont connus pour se
lier au RA dans les cellules possédant les ¢léments de réponses des androgenes. En se
liant, ces composés perturbent le repliement du complexe homodimérique RA-ligands
et inhibent la translocation du RA dans le noyau cellulaire. Ceci a pour effet de limiter
les effets biologiques habituellement associés aux androgenes, comme la croissance
cellulaire. De cette maniere, des diméres d’androgeénes peuvent compétitionner avec
les androgénes libres et trouver applications dans le domaine de 1’hormonothérapie

contre le cancer de la prostate.

Le premier objectif du projet fut de synthétiser une deuxi¢me génération de dimeres
d’androgeénes fonctionnalisés en position 7a sur le squelette stéroide. La premicre
génération de dimeres, synthétisée en 2010, est composée d’un connecteur moléculaire
but-2-¢ene reliant deux unités testostérone. La nouvelle génération possede quant a elle
un connecteur tricne et comprend un dimeére de testostérone 14f, un dimeére
d’épitestostérone 14a et un dimére d’androsténedione 14. Le dimére de testostérone
naturel 14 s’est avéré étre le meilleur candidat in vitro, outrepassant largement les
résultats de Dactivité antiproliférative compilés pour les diméres de la premiére
génération. Ce nouveau composé possede une activité antiproliférative environ 5 fois

supérieure au CPA et peut inhiber totalement la croissance cellulaire des cellules
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LNCaP induite par la testostérone a seulement 0,5 pM. Cette activité antiandrogénique
est de 0,25 uM pour le dimére 14a. Ces concentrations étant largement en dega des
seuils de toxicité observés pour ces molécules, ceci démontre que la deuxiéme
génération de dimere peut efficacement faire compétition a la testostérone tout en

demeurant a des concentrations non toxiques.

Les dimeres ont également été testés pour leurs affinités sur le site actif du cytochrome
P450 3A4. Aucun des dimeres n’a malheureusement pu démontrer autant d’affinité
pour le site catalytique du cytochrome que les dimeres de la premiére génération. Ceci
est possiblement dii au fait que la structure rigide et la taille un peu plus importante des
dimeres de la deuxieme génération les empéchent d’accéder a la poche catalytique du
cytochrome. Ceci est corroboré par le faible décalage haut spin des dimeres, qui varie
entre 36 £ 2% et 49 + 3%. Toutefois, ¢’est probablement cette rigidité qui leur permet

d’exhiber une si formidable activité antiandrogénique.

La prochaine étape sera de tester le potentiel biologique des molécules dans un contexte
in vivo, a I’aide d’un modele murin. Les résultats in vivo varient souvent par rapport
aux résultats in vitro, mais le design des diméres devrait leur permettre de bien tolérer
les conditions de I’organisme. Par ailleurs, il sera intéressant d’observer comment le
dimere d’androsténedione 14 se comportera in vivo, puisque 1’androsténedione est un
précurseur de plusieurs composés stéroidiens dans 1I’organisme [125]. Le métabolisme
de ce dimére pourrait donc entrainer des transformations qui généreront des résultats

surprenants.

Le deuxieme objectif du projet de recherche fut de concevoir une série de dimeres
d’androgénes fonctionnalisés a la position 17a, une position qui fut choisie puisqu’il
s’agit du site de fonctionnalisation de nombreuses drogues stéroidiennes connues et
déja sur le marché. Il a été possible de synthétiser les dimeres 41.¢ en générant d’abord
les composés alkylés 31.6. Ces composés comprennent une unité testostérone possédant

des chaines alceéne terminal plus ou moins longues, en position 17a. En utilisant des
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réactions de métathéses d’oléfines sur ces deniers, il a été possible de fabriquer les
dimeéres 41.6. Malheureusement, des réactions d’isomérisation secondaires ont entrainé
des complications au niveau de la synthése des diméres. Les composés 426 n’ont été
isolés que sous forme de mélange avec des analogues possédant des connecteurs
moléculaires plus ou moins longs. Afin de pallier a ce probleme, un temps de réaction
plus court lors de la réaction de dimérisation pourrait étre employé. Sinon, une autre

réaction de couplage ou une autre voie réactionnelle pourrait €tre utilisée.

Certains résultats biologiques intéressants ont pu étre observés. Tout d’abord, les
précurseurs 3s et 3¢ sont environ deux fois plus actifs in vitro que le précurseur
allyltestostérone 31, qui est un antiandrogéne connu. Bien que la capacité
antiandrogénique de ces composés ne se base pas sur le principe des dimeres, il est
intéressant d’observer qu’une variation de la chaine terminale semble améliorer les
propriétés biologiques de ce genre de molécule. Toutefois, la dimérisation des
composés possédant une longue chaine latérale ne semble pas améliorer les propriétés
biologiques des précurseurs. Le dimere d’allyltestostérone 41 posséde une activité
antiproliférative de 76,3 uM vis-a-vis les cellules LNCaP, ce qui est environ 2 fois
supérieures au CPA (151,7 uM), mais un peu inférieur a I’allyltestostérone, qui possede
une activité antiproliférative de 65,2 = 2,6 uM. Il sera intéressant dans le futur de tester
les composés sur des lignées cellulaires ne possédant pas le RA, comme les lignées
humaines PC3 et DU-145. Il sera ainsi possible de déterminer si ces composés
possedent une toxicité sélective pour les cellules possédant le RA, ce qui serait
théoriquement plausible pour le dimere 4;. Il serait aussi intéressant d’analyser les
effets prolifératifs en mesurant 1’apoptose afin de mieux supporter les résultats obtenus
par MTT. Il est toutefois possible de constater que les dimeres plus longs semblent
inactifs, étant donné que la longueur de la chaine est fort probablement inadéquate pour
perturber la conformation des complexes RA-ligand dans la cellule. Un constat du
travail de recherche est que les dimeres possédant des connecteurs moléculaires

relativement courts et rigides semblent étre les plus intéressants au niveau biologique.
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Enfin, des analogues a base de DHT du précurseur 31 et du dimére 44 furent préparés.
Le précurseur allyl-DHT 7 fut testé pour son activité¢ antiproliférative vis-a-vis les
cellules LNCaP et semble 1égerement plus actif que I’allyltestostérone 31, ce qui est
normal puisque la DHT est le ligand le plus puissant du RA. Malheureusement, le
dimere de DHT 8 n’a pas pu étre testé, car il n’¢était pas soluble dans les conditions du
test MTT. Les dimeres 44 et 8 furent toutefois testés pour leurs affinités vis-a-vis le site
actif du cytochrome P450 3A4. Le dimere de testostérone 41 est beaucoup plus actif
que son homologue a base de DHT, fort possiblement parce que la testostérone est un
meilleur substrat pour cet enzyme et qu’il peut s’insérer plus facilement dans la poche
catalytique. Le dimere 4; semble méme étre plus actif que la premiere génération de
dimeres fonctionnalisés en 7a, ce qui témoigne du fait que la position 17a est un site
de fonctionnalisation intéressant. Ces composés pourraient éventuellement mener a la

co-cristallisation du site actif de ce cytochrome.

En conclusion, les travaux de recherche présentés dans ce mémoire démontrent que la
stratégie de dimérisation est une avenue intéressante dans I’¢laboration de composés
médicamenteux possédant des actions biologiques spécifiques. Dans le cas des diméres
d’androgeénes, ce sont le site de fonctionnalisation, la rigidit¢é du connecteur
moléculaire, sa taille et la compatibilité des composés avec les conditions biologiques
qui semblent étre les facteurs principaux déterminant le potentiel thérapeutique des
dimeres. Avec ces constats, les découvertes engendrées par ce travail et la recherche
préalable dans ce domaine, il sera possible dans le futur de se baser sur des fondements
théoriques solides afin de concevoir des diméres encore plus intéressants. Dans
I’avenir, il serait pertinent de fabriquer des diméres possédant des connecteurs
moléculaires pouvant faire des ponts hydrogenes. Des connecteurs moléculaires
contenant des hétérocycles, comme le motif 1,2,3-triazole, pourraient étre tres
intéressants, car ces fonctionnalités peuvent grandement faire varier le métabolisme
d’une drogue ainsi que son profil pharmacocinétique. Bien que les dimeéres présentés

dans ce mémoire soient trés attrayants, les connecteurs moléculaires faits uniquement
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de chaines de carbone pourraient éventuellement nuire a I’absorption et a la distribution
des composés dans I’organisme. Dans un souci d’applicabilité médical, des designs
alternatifs devraient étre testés, sans toutefois perdre de vue les avantages offerts par

les nouveaux composés rapportés dans ce mémoire.

En somme, on ne peut qu’espérer que le fruit du labeur des gens qui ont travaillé sur
ces questions de recherches meénera éventuellement a la commercialisation de solutions
hormonothérapeutiques efficaces et spécifiques contre le cancer de la prostate, un réel

fléau de notre époque.



ANNEXE A

PARTIE EXPERIMENTALE

A.1 Remarques générales

Les produits achetés commercialement ont été utilisés sans purification. Les solvants
ont été utilisés directement ou ont été préalablement distillés et séchés selon les
méthodes standards [126]. Les réactions anhydres ont été réalisées sous atmosphere
d’azote avec de la verrerie séchée au bec Bunsen. Les parachévements des réactions
ont été réalisés au moyen d’extractions aqueuses. Les phases organiques furent séchées
sur du sulfate de magnésium anhydre, filtrées et les solvant furent évaporées par un

évaporateur rotatif et par une pompe sous pression réduite.

Le suivi des réactions a été effectué par chromatographie sur couche mince (CCM).
Les chromatographies ont été réalisées sur des plaques en verre recouvertes d’une
couche de 0,25 mm d’épaisseur de gel de silice (Sigma T 6145, 60 A). A la suite de
I’¢lution, les plaques ont été révélées a I’aide d’une lampe a rayonnement ultraviolet
(UV) et d’une solution aqueuse contenant 5% d’acide phosphomolybdique (PMA), 6%
d’acide sulfurique concentrée et 0,2% de molybdate de cérium et d’ammonium. Les
purifications des composés ont été effectuées par chromatographie éclair sur colonne
selon la méthode de Still ef al. [127]. La phase stationnaire fut constituée d’un gel de
silice de maille 40-63 microns et tous les solvants utilisés pour I’élution ont été

préalablement distillés avant leur utilisation.
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Les molécules synthétisées ont ¢été analysées par spectrométric de résonance
magnétique nucléaire (RMN). Les spectres de proton (RMN 'H) et de carbone (RMN
13C) ont été obtenus a I’aide d’un appareil RMN Varian 200 MHz et d’un appareil
RMN Bruker Neo Avance 400 MHz. Les échantillons ont été dissous dans le
chloroforme deutéré (CDCl3). Les déplacements chimiques (3) des différents signaux
sont exprimés en ppm par rapport au déplacement théorique du tétraméthylsilane
(TMS). La multiplicité des signaux est exprimée par les abréviations suivantes : s
(singulet), sl (singulet large), d (doublet), dd (doublet de doublet), dt (doublet de
triplet), t (triplet), q (quadruplet) et m (multiplet).

Les spectres infrarouges (IR) des molécules ont été obtenus avec un spectrophotometre
Nicolet Impact 420 FT-IR en déposant les produits directement sur la pointe de diamant

du spectrophotométre. Les bandes d’absorption sont exprimées en cm™.

Les points de fusion ont été mesurés avec un appareil de type Electrothermal IA9100

et n’ont pas été corrigés. Les valeurs sont exprimées en degré Celsius.

Les analyses de masse de haute résolution des molécules ont été réalisées avec un
spectrometre de masse Time-of-Flight Agilent 6210 (Agilent Technologies, CA, USA)
utilisant une source electrospray en mode positif. Entre 5 & 20 microlitres ont été
infusés dans la source d’ions. Avant les analyses, le spectrométre de masse a été

¢talonné avec un standard du manufacturier couvrant la plage de masse d’intérét.

A.2 Protocoles expérimentaux

I1 est a noter que les protocoles et les caractérisations des molécules 13, 13a., 133, 14,
14a, 148 et 15 du chapitre I'V sont répertoriés dans ce chapitre et sont rapportés tel que
publiés. Toutes les informations rapportées dans cette annexe concernent les molécules

du chapitre V.
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Synthése de ’androst-4-én-17p-ol spiro-(1,3)dioxolane (1)

18 OH

O
3
<,D456T

La testostérone (3,80 g, 13,2 mmol) fut dissoute dans le benzene (40 mL), puis de
I’éthyléne glycol (1,8 mL, 32,2 mmol) et de I’acide paratoluénesulfonique (136,0 mg,
0,79 mmol) furent ajoutés. Le ballon réactionnel fut surmonté d’un appareil Dean-Stark
et la solution fut chauffée a reflux pendant 12 heures. Apreés un refroidissement a
temperature piece, le mélange réactionnel fut dilué dans I’éther (40 mL), transféré dans
une ampoule a extraction puis lavé trois fois avec de 1’eau (3 x 30 mL). La phase
organique fut séchée sur du sulfate de magnésium anhydre, filtrée et évaporée sous
pression réduite. Le produit brut fut purifi€é par chromatographie éclair

(hexane/acétone, 90/10) afin de donner 1,90 g (43%) de produit pur.

43% (1,90 g), solide blanc léger

Point de fusion: 156 - 157°C

IR v (em™): 3224 (O-H), 1252 (C-0), 1098 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, § ppm): 5,36 — 5,33, (1H, m, 4-CH), 3,94 (4H, s, O-CH,-
CH:-0), 3,64 (1H, t, J=8,6 Hz, 17-CH), 2,61 — 2,53 (1H, m, 2-CH; ax.), 1,04 (3H, s,
19-CHz), 0,76 (3H, s, 18-CH3).

3C NMR (200 MHz, CDCls, § ppm): 140,2 (C-4), 121,9 (C-5), 109,4 (C-3), 81,9 (C-
17), 64,4, 64,2 (O-CH>-CH»-0), 51,3, 49,8, 42,7, 41,8, 36,7, 36,6, 36,3, 32,0, 31,3,
31,0, 30,5, 23,4, 20,6, 18,9, 11,0.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour C»1H303 = 332,2351; masse trouvée =
332,2353.
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Synthése de I’androst-4-én-17-one spiro-(1,3)dioxolane (2)

18 Q

O
3
&045&1?

Le cétal 1 (1,19 g, 3,58 mmol) fut dissout dans le dichlorométhane (15 mL) et traité
avec du chlorochromate de pyridinium (1.86 g, 8.62 mmol) et de I’alumine (5,79 g,
56,76 mmol). Le mélange réactionnel fut agité a température picce pendant 3 heures.
Ensuite, la solution fut filtrée sut un gel de silice avec du dichlorométhane comme
¢luant (130 mL). La phase organique fut ensuite séchée, filtrée et évaporée afin de

générer 1,125 g (95%) du produit oxyde 2.

95% (1,125 g), solide blanc poudreux

Point de fusion: 181 - 183°C

IR v (em™): 1736 (C=0), 1092 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,28 — 5,38 c.5, (1H, m, 4-CH), 3,93 (4H, s, O-
CH:-CH:-0), 2,61 — 2,38 (2H, m, 2-CH> ax., 16-CH: pseudo-ax.), 1,04 (3H, s, 19-
CHs), 0,87 (3H, s, 18-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 221,1 (C-17), 140,4 (C-4), 121,4 (C-5), 109,3
(C-3), 64,4, 64,2 (O-CH>-CH2-0), 51,7, 49,8, 47,5, 41,8, 36,7, 36,2, 35,8, 31,5, 31,4,
31,0, 30,6, 21,9, 20,3, 18,9, 13,5.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour C»iH3O3 = 330,2195; masse trouvée =
330,2194.
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Procédure générale pour la réaction de Grignard et la déprotection du cétal (31-)

Le stéroide oxydé 2 (1,0 éq.) fut dissout dans du THF fraichement distillé sous
atmosphére inerte et le ballon réactionnel fut placé dans un bain de glace.
Parallelement, des granules de magnésium (3,5 €q.) furent immergées dans de 1’éther
diéthylique sec dans un ballon a deux cols surmontés par un condensateur et le montage
est purgé a ’azote. Le bromure allylique (3,5 €q.) fut ensuite ajouté au mélange sous
agitation rapide. Apres approximativement 2 minutes d’agitation, la solution
commence a bouillir. Une fois que le reflux a cessé et que les granules de magnésium
ont disparues, le mélange fut transféré au ballon contenant le stéroide 2 a 1’aide d’une
seringue. La solution fut agitée a 0°C pendant 30 minutes puis a température piece
pendant 1 h. Ensuite, le mélange réactionnel fut dilu¢ dans de I’éther diéthylique,
transféré dans une ampoule a extraction puis lavé une fois avec une solution de HCI
10% et trois fois avec de I’eau. La phase organique fut ensuite séchée avec du sulfate
de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le produit brut fut ensuite
dissout dans un mélange 2:1 de THF et d’une solution aqueuse de HC1 10%. La solution
fut agitée pendant 16 h avant d’étre diluée avec de I’éther diéthylique, transférée dans
une ampoule a extraction puis lavée trois fois avec de 1’eau. La phase organique fut
ensuite séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite.
Le produit brut fut purifi¢ par chromatographie sur colonne (hexane/acétone, 90/10).

Le rendement moyen de la réaction est de 20%.
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Caractérisation du 17a-allyl-androst-4-én-3-one-17§-o0l (31)

18y} S

74%, solide blanc poudreux

Point de fusion: 53 - 55°C

IR v (em™): 3440 (O-H), 1662 (C=0 énone), 1614 (C=C), 1231 (C-O).

"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 6,04 — 5,90 (1H, m, CH,-CH=CH>), 5,72 (1H,
s, 4-CH), 5,22 — 5,10 (2H, m, CH.-CH=CH>), 1,20 (3H, s, 19-CH3), 0,93 (3H, s, 18-
CHs3).

3C NMR (200 MHz, CDCl;, & ppm): 199,5 (C-3), 171,2 (C-5), 134,6 (CHa-
CH=CH,), 123,9 (C-4), 119,4 (CH,-CH=CH>), 82,2 (C-17), 53,7, 50,0, 46,0, 41,7,
38,7, 36,4, 35,8, 34,9, 34,0, 32,8, 31,7, 31,6, 23,7, 20,7, 17,4, 14,3.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CoH30, = 328,2402; masse trouvée =
328,2404.
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Caractérisation du 17a-(but-3-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17-ol (32)

181] =

6%, huile transparente

IR v (em™): 3450 (O-H), 1662 (C=0 énone), 1614 (C=C), 1230 (C-O).

"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,94 — 5,72 (1H, m, CH,-CH=CH>), 5,72 (1H,
s, 4-CH), 5,10 — 4,92 (2H, m, CH.-CH=CH>), 1,19 (3H, s, 19-CH3), 0,91 (3H, s, 18-
CHs3).

13C NMR (200 MHz, CDCl;, & ppm): 199,5 (C-3), 171,2 (C-5), 139,4 (CHa-
CH=CH,), 123,9 (C-4), 114,4 (CH,-CH=CH>), 83,2 (C-17), 53,8, 49,9, 46,3, 38,7,
36,5, 35,9, 35,7, 34,3, 34,0, 32,8, 31,7, 31,3, 28,1, 23,7, 20,7, 17,4, 14,3.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour Ca3H34O0, = 342,2559; masse trouvée =
342,2560.
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Caractérisation du 170-(pent-4-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17-ol (33)

Vs
g HO \/\/

10%, huile transparente

IR v (em™): 3453 (O-H), 1661 (C=0 énone), 1614 (C=C), 1230 (C-O).

"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,92 — 5,72 (1H, m, CH,-CH=CH>), 5,72 (1H,
s, 4-CH), 5,06 — 4,93 (2H, m, CH.-CH=CH>), 1,19 (3H, s, 19-CH3), 0,91 (3H, s, 18-
CHs3).

13C NMR (200 MHz, CDCl;, & ppm): 199,6 (C-3), 171,3 (C-5), 138,8 (CHa-
CH=CH,), 123,9 (C-4), 114,6 (CH,-CH=CH>), 83,2 (C-17), 53,7, 49,9, 46,3, 38,7,
36,5, 36,1, 35,7, 34,4, 34,3, 34,0, 32,8, 31,7, 31,3, 23,6, 22,9, 20,7, 17,4, 14,3.
SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CasH3cO2 = 356,2715; masse trouvée =
356,2716.
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Caractérisation du 17a-(hex-5-¢én-1-yl)-androst-4-en-3-one-17p-ol (34)

10%, huile transparente

IR v (em™): 3441 (O-H), 1663 (C=0 énone), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,88 — 5,72 (1H, m, CH,-CH=CH>), 5,72 (1H,
s, 4-CH), 5,05 — 4,90 (2H, m, CH.-CH=CH>), 1,19 (3H, s, 19-CH3), 0,90 (3H, s, 18-
CHs3).

3C NMR (200 MHz, CDCl;, & ppm): 199,6 (C-3), 171,3 (C-5), 138,9 (CHa-
CH=CH,), 123,8 (C-4), 114,4 (CH,-CH=CH>), 83,3 (C-17), 53,8, 49,9, 46,2, 38,7,
36,5, 35,7, 34,3, 34,0, 33,9, 32,9, 31,8, 31,6, 31,3, 29,7, 23,6, 23,1, 20,7, 17,4, 14,4.
SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CasH3sO, = 370,2872; masse trouvée =
370,2879.
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Caractérisation du 17a-(hept-6-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (3s)

11%, huile transparente

IR v (em™): 3447 (O-H), 1672 (C=0 énone), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,91 — 5,71 (1H, m, CH,-CH=CH>), 5,72 (1H,
s, 4-CH), 5,05 — 4,90 (2H, m, CH.-CH=CH>), 1,20 (3H, s, 19-CH3), 0,91 (3H, s, 18-
CHs3).

13C NMR (200 MHz, CDCl;, & ppm): 199,6 (C-3), 171,3 (C-5), 139,1 (CHa-
CH=CH,), 123,8 (C-4), 114,2 (CH,-CH=CH>), 83,3 (C-17), 53,8, 49,9, 46,2, 38,7,
36,7, 36,5, 35,7, 34,3, 34,0, 33,8, 32,9, 31,8, 31,3, 30,0, 29,0, 23,6, 23,4, 20,7, 17,4,
14,4.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CasHioO, = 384,3028; masse trouvée =
384,3032.
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Caractérisation du 17a-(oct-7-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-178-ol (3¢)

6%, huile transparente

IR v (em™): 3454 (O-H), 1672 (C=0 énone), 1616 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,87 — 5,70 (1H, m, CH,-CH=CH>), 5,71 (1H,
s, 4-CH), 5,04 — 4,89 (2H, m, CH>-CH=CH>), 1,19 (3H, s, 19-CH3), 0,90 (3H, s, 18-
CHs3).

13C NMR (200 MHz, CDCl;, & ppm): 199,6 (C-3), 171,3 (C-5), 138,2 (CHa-
CH=CH,), 123,8 (C-4), 114,2 (CH,-CH=CH>), 83,3 (C-17), 53,8, 49,9, 46,2, 38,7,
36,7, 35,7, 34,3, 34,0, 33,8, 32,9, 31,4, 30,3, 29,2, 28,9, 27,8, 27,0, 25,6, 23,5, 20,7,
17,5, 14,4.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour Cr7Hs0, = 398,3185; masse trouvée =
398,3184.
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Procédure alternative pour la préparation du composé 33

Le stéroide 3 (50 mg, 0,15 mmol) fut dissout dans du THF fraichement distill¢ (0,5
mL) sous atmosphére inerte et refroidi a -40°C dans un bain d’acétone et d’azote
liquide. Parallelement, des morceaux de lithium métallique (5 mg, 0,76 mmol) furent
placés dans un ballon et immergés dans de I’éther diéthylique sec (0,5 mL). Le mélange
fut agité et amené a 0°C a I’aide d’un bain de glace. Du 5-bromopentene (0,05 mL, 0,46
mmol) fut dilué dans 0,2 mL d’éther diéthylique sec et cette solution fut ajouté goutte-
a-goutte au ballon contenant le lithium. Apres deux heures sous agitation, la solution
d’organolithien fut transférée rapidement a la solution de stéroide au moyen d’une
seringue. Le mélange fut agité a -40°C pendant 30 minutes et fut ensuite ramené a
température piece. Ensuite, le mélange réactionnel fut dilu¢ dans de I’éther dié¢thylique
(20 mL), transféré dans une ampoule a extraction et lavé une fois avec une solution
aqueuse d’acide chlorhydrique (15 mL) et trois fois avec de 1’eau (15 mL). La phase
organique fut ensuite séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous
pression réduite. Le produit brut fut dissout dans du THF (2 mL) auquel fut ajouté une
solution aqueuse d’acide chlorhydrique (1 mL). Le mélange fut agité pendant 16 heures
avant d’étre dilué avec de I’éther diéthylique (20 mL), transféré dans une ampoule a
extraction et lavé trois fois avec de 1’eau (15 mL). La phase organique fut ensuite
séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le
produit brut fut purifi¢ par chromatographie éclair (hexane/acétone, 90/10) afin

d’obtenir le produit 43 avec un rendement de 38%.
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Procédure générale pour la préparation des dimeéres d’androgénes (41-)

Le précurseur de testostérone 170-w-alcényl pertinent fut dissout dans du
dichlorométhane sec. Sous atmosphére d’azote, une solution de catalyseur d’Hoveyda-
Grubbs 2°™¢ génération (10% mol) dans le dichlorométhane fut ajoutée au mélange
réactionnel. La solution fut agitée pendant 48 h a 1’abris de la lumicére. L’atmosphere
d’azote fut constamment purgée lors des deux premicres heures de la réaction et du
dichlorométhane fut ajouté afin de maintenir le niveau du solvant. Apres les deux
premieres heures, le milieu réactionnel fut purgé a I’azote réguliérement tout au cours
de la réaction. Ensuite, le solvant fut évapor¢ et le produit brut purifi¢ immédiatement
par chromatographie éclair (hexane/acétone, 85/15). Le rendement moyen de la

réaction de dimérisation est de 39%.

NB. - Etant donné que les diméres 42.6 ont été isolés sous forme de mélange, aucun
point de fusion n’est rapporté pour ces composés. Les pics décrits en RMN 3C sont les

principaux signaux.
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Caractérisation du ((E)-17,17'-(but-2-éne-1,4-diyl))bis(androst-4-én-3-one-17f-

ol) (41)

41%, solide blanc poudreux

Point de fusion: Décomposition a partir de 232°C

IR v (em™): 3440 (O-H), 1661 (C=0), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'H NMR (200 MHz, CDCls, & ppm): 5,79 — 5,48 (4H, s large, 4,4’-CH et CH,-
CH=CH-CH»), 1,20 (6H, s, 19,19°-CH3), 0,92 (6H, s, 18,18’-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 199,6 (C-3,3"), 171,2 (C-5,5"), 130,7 (CH,-
CH=CH-CH>), 123,9(C-4,4°), 82,4 (C-17,17"), 53,8, 50,1, 46,0, 40,5, 38,7, 36,4, 35,7,
35,0, 34,0, 32,8, 31,7, 31,6, 23,7, 20,7, 17,4, 14,4.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CsHeoOs = 628,4492; masse trouvée =
628,4491.
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Caractérisation du ((E)-17,17'-(hex-3-éne-1,6-diyl))bis(androst-4-én-3-one-17f-

ol) (42)

24%, solide blanc poudreux

Point de fusion: -

IR v (em™): 3433 (O-H), 1661 (C=0), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 4 ppm): 5,72 — 5,30 (4H, m, 4,4’-CH et CH,-CH=CH-
CH»), 1,20 (6H, s, 19,19°-CHs), 0,92 (6H, s, 18,18°-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, & ppm): 199,5 (C-3,3"), 171,1 (C-5,5"), 130,8 (CH,-
CH=CH-CH>), 123,9 (C-4,4’), 82,4 (C-17,17"), 53,8, 50,0, 46,0, 40,5, 38,7, 36,4, 35,8,
35,0, 34,0, 32,8, 31,8, 31,6, 29,7, 23,7, 20,7, 17,4, 14,3.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CisHesOs = 656,4805; masse trouvée =
656,4879.

Note: le composé fut isolé avec un analogue possédant la formule brute Cs3Hs204
(642,4648 g/mol) et un analogue possédant la formule brute CiHs0Os (628,4492
g/mol).
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Caractérisation du ((E)-17,17'-(oct-4-éne-1,8-diyl))bis(androst-4-én-3-one-17p-ol)

(43)

29%, solide blanc poudreux

Point de fusion: -

IR v (em™): 3442 (O-H), 1664 (C=0), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCls, 4 ppm): 5,72 — 5,41 (4H, m, 4,4’-CH et CH,-CH=CH-
CH»), 1,20 (6H, s, 19,19’-CHs), 0,90 (6H, s, 18,18°-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl, & ppm): 199,5 (C-3,3"), 171,2 (C-5,5"), 130,5 (CH,-
CH=CH-CH>), 123,8 (C-4,4°), 83,2 (C-17,17"), 53,8, 50,0, 46,3, 38,7, 36,5, 36,2, 35,8,
34,3, 34,0, 32,8, 31,8, 31,3, 29,7, 23,7, 23,6, 20,7, 17,4, 14,3.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CscHesOs = 684,5188; masse trouvée =
684,5188.

Note: le composé fut isolé avec un analogue possédant la formule brute CisHesO4
(670,4960 g/mol) et un analogue possédant la formule brute CasHesO4 (656,4803
g/mol).
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Caractérisation du ((E)-17,17'-(déca-5-éne-1,10-diyl))bis(androst-4-én-3-one-17f-

ol) (4)

43%, solide blanc poudreux

Point de fusion: -

IR v (em™): 3440 (O-H), 1662 (C=0), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCL, 8 ppm): 5,72 (2H, s, 4,4’-CH), 5,55 — 5,36 (2H, m, CH,-
CH=CH-CH»), 1,19 (6H, s, 19,19°-CH3), 0,90 (6H, s, 18,18’-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, & ppm): 199,6 (C-3,3"), 171,3 (C-5,5"), 130,4 (CH,-
CH=CH-CH>), 123,8 (C-4,4’), 83,3 (C-17,17"), 53,8, 49,9, 46,2, 38,7, 36,5, 35,7, 34,2,
34,0, 32,8, 32,6, 31,8, 31,3, 30,3, 29,7, 23,6, 22,9, 20,7, 17,4, 14,4.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CasH720s4 = 712,5431; masse trouvée =
712,5426.

Note: le composé fut isolé avec un analogue possédant la formule brute Cs7H7004
(698,5266 g/mol) et un analogue possédant la formule brute CsoH7404 (726,5577
g/mol).



135

Caractérisation du ((E)-17,17'-(dodéca-6-éne-1,12-diyl))bis(androst-4-én-3-one-

17B-ol) (4s)

03 5

47%, solide blanc poudreux

Point de fusion: -

IR v (em™): 3441 (O-H), 1663 (C=0), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCL, 8 ppm): 5,72 (2H, s, 4,4’-CH), 5,40 — 5,36 (2H, m, CH,-
CH=CH-CH»), 1,19 (6H, s, 19,19°-CH3), 0,90 (6H, s, 18,18’-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, & ppm): 199,6 (C-3,3"), 171,3 (C-5,5"), 130,3 (CH,-
CH=CH-CH>), 123,8 (C-4,4°), 83,3 (C-17,17"), 53,8, 50,0, 46,2, 38,7, 36,7, 36,5, 35,7,
34,3, 34,0, 32,9, 32,6, 31,8, 31,3, 30,0, 29,7, 23,6, 23,4, 20,7, 17,4, 14,4.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CsoH7604 = 740,5744; masse trouvée =
740,5741.

Note: le composé fut isolé avec un analogue possédant la formule brute CioH7404

(726,5588 g/mol).
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Caractérisation du ((E)-17,17'-(tétradéca-7-éne-1,14-diyl))bis(androst-4-én-3-

one-17p-ol) (4¢)

50%, solide blanc poudreux

Point de fusion: -

IR v (em™): 3435 (O-H), 1662 (C=0), 1615 (C=C), 1231 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,72 (2H, s, 4,4’-CH), 5,41 — 5.36 (2H, s broad,
CH,-CH=CH-CH>»), 1,19 (6H, s, 19,19°-CH3), 0,90 (6H, s, 18,18’-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, & ppm): 199,6 (C-3,3"), 171,3 (C-5,5"), 130,3 (CH,-
CH=CH-CH>), 123,8 (C-4,4°), 83,3 (C-17,17"), 53,8, 49,9, 46,2, 38,7, 36,7, 36,5, 35,7,
34,3, 34,0, 32,9, 32,6, 31,8, 31,3, 30,3, 30,0, 29,7, 23,6, 23,4, 20,7, 17,4, 14,4.
SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour Cs;HsoOs = 768,6057; masse trouvée =
768,6025.

Note: le composé fut isolé avec un analogue possédant la formule brute CsiH7804
(754,5898 g/mol) et un analogue possédant la formule brute CsoH7604 (740,5738
g/mol).
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Préparation de I’androst-17§-ol spiro-(1,3)dioxolane (5)

18 OH

O
<103455

Le protocole est le méme que pour la préparation de 1’androst-5-én-17B-ol spiro-
(1,3)dioxolane (1). Le produit brut fut purifié par chromatographie éclair
(hexane/acétone, 90/10).

98%, solide blanc léger

Point de fusion: 158 - 159°C

IR v (em™): 3383 (O-H), 1258 (C-0), 1100 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCls, 8 ppm): 3,93 (4H, s, O-CH,-CH>-0), 3,63 (1H, t, ]=8,6
Hz, 17-CH), 2,13 — 2,02 (1H, m, 2-CH; ax.), 0,82 (3H, s, 19-CH3), 0,73 (3H, s, 18-
CHs3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 109,4 (C-3), 82,0 (C-17), 64,15 (O-CH>-CH,-
0), 54,2,51,0, 43,8, 43,0, 38,0, 36,8, 36,1, 35,6, 35,5, 31,5, 31,2, 30,6, 28,5, 23,4, 20,8,
11,4, 11,2.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CziH3403 = 334,2508; masse trouvée =
334,2493.
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Préparation de I’androst-17-one spiro-(1,3)dioxolane (6)

18 0O

O
3 5
CET™
Le protocole est le méme que pour la préparation de 1’androst-5-én-17-one spiro-

(1,3)dioxolane (2).

93%, solide blanc poudreux

Point de fusion: 151 - 152°C

IR v (em™): 1740 (C=0), 1096 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3,  ppm): 3,92 (4H, s, O-CH,-CH,-0), 2,45 — 2,38 (1H,
dd, J=19,2 Hz et 8,12 Hz, 16-CH> pseudo-ax.), 2,09 — 2,00 (1H, m, 4-CH: ax.), 0,84
(3H, s, 19-CH3), 0,82 (3H, s, 18-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 221,4 (C-17), 109,2 (C-3), 64,2 (O-CH>-CH,-
0),54,2,51,4,47,8,43,7, 38,0, 36,0, 35,9, 35,7, 35,1, 31,6, 31,1, 30,8, 28,3, 21,8, 20,5,
13,8, 11.4.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour Ca3H330, = 332,2351; masse trouvée =
332,2338.
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Préparation du 17a-allyl-androst-3-one-17f-ol (7)

18 HGQ \\\.\///

T

Ce composé¢ fut préparé selon la procédure générale pour la réaction de Grignard et la

déprotection du cétal.

84%, solide blanc poudreux

Point de fusion: 117 - 118°C

IR v (em™): 3446 (O-H), 1701 (C=0 cétone), 1645 (C=C), 1253 (C-0O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 6,04 — 5,90 (1H, m, CH,-CH=CH2>), 5,21 — 5,13
(2H, m, CH,-CH=CH2), 1,03 (3H, s, 19-CH3), 0,91 (3H, s, 18-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, & ppm): 212,0 (C-3), 134,8 (CH.-CH=CH>), 119.4
(CH;-CH=CH»), 82,4 (C-17), 53,8, 50,4, 46,8, 46,3, 44,7, 41,8, 38,6, 38,2, 36,2, 35,8,
35,0,31,8, 31,5, 28,9, 23,8, 21,1, 14,5, 11,5.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour C2H340» = 330,2559; masse trouvée =
330,2545.
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Caractérisation du ((E)-17,17'-(but-2-¢ne-1,4-diyl))bis(androst-3-one-17p-ol) (8)

O

Ce dimere fut préparé selon la procédure générale pour la préparation des diméres

d’androgenes.

49%, solide blanc poudreux

Point de fusion: Décomposition a partir de 243°C

IR v (em™): 3480 (O-H), 1709 (C=0), 1607 (C=C), 1221 (C-O).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3, 6 ppm): 5,70 (2H, s, CH-CH=CH-CH>), 1,03 (6H, s,
19,19°-CH3), 0,89 (6H, s, 18,18°-CH3).

13C NMR (200 MHz, CDCl3, 8 ppm): 212,0 (C-3,3’), 130,8 (CH,-CH=CH-CH>), 82,6
(C-17,17), 53,8, 50,4, 46,8, 46,2, 44,7, 40,6, 38,6, 38,2, 36,2, 35,8, 35,1, 31,8, 31,5,
28,9,23,8, 21,1, 14,5, 11,5.

SMRH (ESI+): (M+H)" calculée pour CsHesOs = 632,4805; masse trouvée =
632,4796.



ANNEXE Bl1

FIGURE S1, TABLE S1 et SPECTRES RMN 'H et '*C DES COMPOSES DU
CHAPITRE IV

Les spectres RMN 'H et '3C sont présentés selon la numérotation respective des
molécules contenues dans le corps du texte. La figure, la table et les spectres sont
présentés tels que publiés dans le matériel supplémentaire de I’article Innovative C>-
symmetric testosterone and androstenedione dimers: Design, synthesis, biological
evaluation on prostate cancer cell lines and binding study to recombinant. La langue
utilisée pour nommer les composés est celle de I’article d’origine. Les intermédiaires
réactionnels menant a la synthése des nouveaux composés sont connus et leurs spectres

RMN sont déja rapportés dans la littérature [128].
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A and B, Spectral changes in recombinant CYP3A4 induced by TS
dimers cis-10 and trans-10, respectively. Absorbance spectra of 2 uM
CYP3A4 at different ligand concentrations were recorded in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4, at room temperature. Left insets are the
difference spectra; right insets are titration plots with quadratic (A) and
hyperbolic (B) fitting. The derived Kq values are given in Table 2 of the

main text.
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Table S1. X-ray data collection and refinement statistics for the cis-10 bound CYP3 A4

Data statistics
Space group

Unit cell parameters

Molecules per asymmetric unit

Resolution range (A)
Total reflections
Unique reflections
Redundancy
Completeness
Average I/ ol

Rmerge
Rpim
CC %

Refinement statistics
R/ Rfreeb

Number of atoms:
Protein
Solvent

R.m.s. deviations:
Bond lengths, A
Bond angles, °

Ramachandran plot® (residues; %)

Preferred
Allowed
Outliers

1222

a=78A,b=102 A, c=128 A; 0, B, y = 90°

79.54 - 2.75 (2.90 — 2.75)?
77,987 (10741)

13,107 (1895)

6.0 (5.7)

97.3 (98.2)

6.9 (1.0)

0.129 (1.839)

0.057 (0.835)
0.994 (0.390)

24.3/27.7

3643

0.002
0.576

410 (92.1%)
33 (7.4%)
2 (0.5%)

?Values in brackets are for the highest resolution shell.
" Rpec was calculated from a subset of 5% of the data that were excluded during refinement.

“Analyzed with PROCHECK.
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RMN 'H du 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17p-o0l-3-one (13p)
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Spectre B1.2 RMN "*C du 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17B-o0l-3-one (13p)
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Spectre B1.3 RMN 'H du 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17a-o0l-3-one (13a)
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Spectre B1.4 RMN 3C du 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-17a-0l-3-one (13a)
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Spectre B1.5

RMN 'H du 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-3,17-dione (13)
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Spectre B1.6 RMN *C du 7a-(buta-1,3-dienyl)-4-androsten-3,17-dione (13)
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Spectre B1.7 RMN 'H du trans,trans,trans-1,6-bis-(17p-hydroxy-4-androsten-3-
one-7a-yl)hexatriene (14p)
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Spectre B1.8 RMN 3C du trans,trans,trans-1,6-bis-(17p-hydroxy-4-androsten-3-
one-7a-yl)hexatriene (14p)
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Spectre B1.9 RMN 'H du trans,trans,trans-1,6-bis-(17a-hydroxy-4-androsten-3-

one-7a-yl)hexatriene (14a)
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Spectre B1.10 RMN BC du transtrans,trans-1,6-bis-(17a-hydroxy-4-

androsten-3-one-7a-yl)hexatriene (14a)
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Spectre B1.11 RMN 'H du trans,trans,trans-1,6-bis-(4-androsten-3,17-dione-7a-
yl)hexatriene (14)
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Spectre B1.12 RMN 3C du trans,trans,trans-1,6-bis-(4-androsten-3,17-dione-70-
yl)hexatriene (14)
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Spectre B1.13 RMN 'H du 4-(17B-hydroxy-4-androsten-3-one-7a-yl)-3a,4,7,7a-
tetrahydro-isobenzofuran-1,3-dione (15)
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Spectre B1.14 RMN '*C du 4-(17B-hydroxy-4-androsten-3-one-70-yl)-3a,4,7,7a-
tetrahydro-isobenzofuran-1,3-dione (15)
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ANNEXE B2

SPECTRES RMN 'H et '3C DES COMPOSES DU CHAPITRE V

Les spectres RMN 'H et '3C sont présentés selon la numérotation respective des

molécules contenues dans le corps du texte.

NB. — Les spectres des dimeres 42.6 contiennent des mélanges avec des analogues

possédant des longueurs de chaines différentes.
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Spectre B2.1 RMN 'H de I’androst-4-én-17pB-ol spiro-(1,3)dioxolane (1)
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Spectre B2.2 RMN 3C de I’androst-4-én-17pB-ol spiro-(1,3)dioxolane (1)
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Spectre B2.3 RMN 'H de I’androst-4-én-17-one spiro-(1,3)dioxolane (2)
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Spectre B2.4 RMN 3C de I’androst-4-én-17-one spiro-(1,3)dioxolane (2)
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Spectre B2.5 RMN 'H du 17a-allyl-androst-4-én-3-one-17f-o0l (31)
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Spectre B2.6 RMN 3C du 17a-allyl-androst-4-én-3-one-17B-ol (31)
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Spectre B2.7 RMN 'H du 17a-(but-3-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-o01 (32)
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Spectre B2.8 RMN 3C du 17a-(but-3-&n-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (32)
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Spectre B2.9 RMN 'H du 17a-(pent-4-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (33)
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Spectre B2.10 RMN 3C du 17a-(pent-4-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (33)
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Spectre B2.11 RMN 'H du 17a-(hex-5-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (34)
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Spectre B2.12 RMN 3C du 17a-(hex-5-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (34)

0 ppm

20

40

&0

a0

100

120

HO
180 160 140

200

220




171

Spectre B2.13 RMN 'H du 17a-(hept-6-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (3s)
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Spectre B2.14 RMN 3C du 17a-(hept-6-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (3s)
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Spectre B2.15 RMN 'H du 17a-(oct-7-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (36)
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Spectre B2.16 RMN *C du 17a-(oct-7-én-1-yl)-androst-4-én-3-one-17p-ol (36)
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Spectre B2.17 RMN 'H du ((E)-17,17'-(but-2-éne-1,4-diyl))bis(androst-4-&n-3-one-
17B-0l) (41)

B
-
(N
e— - i }58'&
_“r..—i.. [
— I .
_ L Tere
=
-
_;3- L
= | o
_
e i
=
— ™
— =
L




176

Spectre B2.18 RMN 3C du ((E)-17,17'-(but-2-éne-1,4-diyl))bis(androst-4-&n-3-one-
17B-ol) (41)
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Spectre B2.19 RMN 'H du ((E)-17,17"-(hex-3-éne-1,6-diyl))bis(androst-4-&n-3-one-
17B-0l) (42)
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Spectre B2.20 RMN 3C du ((E)-17,17"-(hex-3-éne-1,6-diyl))bis(androst-4-&n-3-one-
17B-ol) (42)
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Spectre B2.21 RMN 'H du ((E)-17,17'-(oct-4-éne-1,8-diyl))bis(androst-4-&n-3-one-
17B-0l) (43)
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Spectre B2.22 RMN 3C du ((E)-17,17'-(oct-4-éne-1,8-diyl))bis(androst-4-&n-3-one-
17B-ol) (43)
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Spectre B2.23 RMN 'H du ((E)-17,17'-(déca-5-éne-1,10-diyl))bis(androst-4-én-3-
one-17p-ol) (44)
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Spectre B2.24 RMN *C du ((E)-17,17'-(déca-5-éne-1,10-diyl))bis(androst-4-én-3-
one-17p-ol) (44)
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Spectre B2.25 RMN 'H du ((E)-17,17'-(dodéca-6-éne-1,12-diyl))bis(androst-4-én-3-
one-17p-ol) (4s)
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Spectre B2.26 RMN 3C du ((E)-17,17'-(dodéca-6-éne-1,12-diyl))bis(androst-4-én-3-
one-17B-ol) (4s)
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Spectre B2.27 RMN 'H du ((E)-17,17'-(tétradéca-7-éne-1,14-diyl))bis(androst-4-én-
3-one-17p-ol) (4¢)
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Spectre B2.28 RMN 3C du ((E)-17,17'-(tétradéca-7-éne-1,14-diyl))bis(androst-4-én-
3-one-17p-ol) (4¢)
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Spectre B2.29 RMN 'H de I’androst-17pB-ol spiro-(1,3)dioxolane (5)
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Spectre B2.30 RMN *C de I’androst-17pB-ol spiro-(1,3)dioxolane (5)
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Spectre B2.31 RMN 'H de I’androst-17-one spiro-(1,3)dioxolane (6)
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Spectre B2.32 RMN 3C de I’androst-17-one spiro-(1,3)dioxolane (6)
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Spectre B2.33 RMN 'H du 17a-allyl-androst-3-one-17B-ol (7)
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Spectre B2.34 RMN 3C du 17a-allyl-androst-3-one-17p-ol (7)
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Spectre B2.35 RMN 'H du ((E)-17,17'-(but-2-éne-1,4-diyl))bis(androst-3-one-17B-ol)
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Spectre B2.36 RMN *C du ((E)-17,17'-(but-2-éne-1,4-diyl))bis(androst-3-one-17p-
ol) (8)
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APPENDICE A

ARTICLE COMPLEMENTAIRE

Cet appendice contient un article complémentaire découlant des travaux réalisés dans
le cadre de mon projet de maitrise. L’article s’intitule : « Recent Advances in the Use
of the Dimerization Strategy as a Means to Increase the Biological Potential of Natural
or Synthetic Molecules ». 11 s’agit d’un article de revue explicitant les avancées
réalisées dans le domaine de I’études des molécules dimériques au cours des 10
derniéres années. Ces travaux sont publiés dans le journal scientifique Molecules, 26,
2021, 2340.

https://doi.org/10.3390/molecules26082340
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Abstract: The design of Cp-symmetric biologically active molecules is a subject of interest to the scien-
tific community. It provides the possibility of discovering medicine with higher biological potential
than the parent drugs. Such molecules are generally produced by classic chemistry, considering the
shortness of reaction sequence and the efficacy for each step. This review describes and analyzes
recent advances in the field and emphasizes selected Co-symmetric molecules (or axial symmetric
molecules) made during the last 10 years. However, the description of the dimers is contextualized
by prior work allowing its development, and they are categorized by their structure and/or by their
properties. Hence, this review presents dimers composed of steroids, sugars, and nucleosides; known
and synthetic anticancer agents; polyphenol compounds; terpenes, known and synthetic antibacterial
agents; and natural products. A special focus on the anticancer potential of the dimers transpires
throughout the review, notwithstanding their structure and /or primary biological properties.

Keywords: antitumor agents; biological activity; C-symmetry; dimers; drug design; synthesis

1. Introduction

The synthesis of dimeric molecules has attracted considerable attention over the years.
Dimers of biologically active molecules quite often show higher activity than the monomeric
unit [1]. Many biological receptors or targets, once activated, dimerize upon an initial
interaction with a drug. Thus, a dimer that could interact with such targets was imagined
to be able to produce a stronger biological response than the parent drug. A dimeric drug
could accommodate two independent binding sites on a receptor molecule, leading to
a thermodynamically stronger interaction than that obtained by the attachment of two
monomeric drugs (Figure 1a) [2,3]. Hence, this strategy was exploited for the construction
of many types of drugs for the discovery of cutting-edge and innovative therapeutics.

The motivation for the design of dimers evolves from the fact that in natural products,
molecular bilateral symmetry is found in about 7% of all isolated molecules, which rep-
resents a higher number than that estimated on coincidence [4]. Particularly, the Cp-axis
represents 69% of the total number of naturally occurring dimers. Generally, the biosyn-
thesis of dimeric natural molecules occurs by a head-on approach of two identical units.
So once again, Mother Nature inspires researchers to construct symmetrical therapeutic
molecules [4]. Figure 1b displays this particular type of C, symmetry (sigma plane or axis)
that is often utilized by researchers to construct dimeric molecules. This topic was the
subject of several reviews in the field of anticancer drugs [5], in the field of steroids [6], and
recently as bioactive oligovalent symmetrical molecules [7].

Molecules 2021, 26, 2340. https:/ /doi.org/10.3390/molecules26082340

https://www.mdpi.com/journal /molecules

196




Molecules 2021, 26, 2340

2of 31

Free £ " Protein
ligand(s) ‘ folding _ pgijglogical
2 . response
oy, Dimerc D;g}gfged
rotei ligan L | Altered
—— = or Idlng biological
L P response
(a)
; &
! : : :
5 @ . .. =
O - / "
H™ ' "H & :
1 . \.. .
:
Cg—axis
(b)

Figure 1. (a) Schematic representation of a dimeric molecule interacting with its receptor and
biological outcome. (b) Schematic representations of Cp-sigma plane or Cy-axis symmetry using
small molecules.

Herein, we describe the most recent advances in this rich and vast research domain
with a focus on the last decade (2010-2020). This review is divided into important types
of biologically active molecules and emphasis on the earlier work that allowed the de-
velopment of the reported dimers. The selection of the topics was based on recently
reported studies in the literature. This review is divided into the following sections:
steroids dimers and non-steroidal analogues, sugars and nucleoside-based dimers, dimers
of known and synthetic anticancer agents, polyphenol dimers, terpenoid dimers, dimers of
known and synthetic antibacterial agents, and recently isolated dimeric natural products.
The molecules are categorized by their respective types to contrast the original medicinal
properties with that of the corresponding dimers. Furthermore, the different sections were
also selected as the authors of the studies express the need for designing a dimer to improve
the activity of the basic molecules. The selection of compounds was also guided by the
relevance of the described biological data.

It is important to specify that dimeric drugs are mainly intended to link two receptors,
inhibiting the usual response to a ligand and frequently synergizing this response. Some
dimeric molecules can be made to alkylate DNA inhibiting cell growth. The design of
dimers will be guided by the intended molecular target. Most often, dimeric drugs are
not released (or cleaved) within the cellular component of the cell, so they can act as a
completely new molecular unit inside the targeted cells. Furthermore, such dimers are not
meant to follow Lipinski’s rule of five, which applies to small molecular entities.

2. Steroids Dimers and Non-Steroidal Analogs

Steroids play an important biological role in nature. Hence, the dimerization strategy
was applied to steroids with the goal of improving their biological potential. Several dimers
were fabricated by reaction of steroidal compounds (1a—d) with Lawesson’s catalyst [8].
According to the reaction conditions, different proportions of the dimers 2, 3, and 4 with
distinct linkers were isolated and characterized (Figure 2). These dimers were tested for
their biological activity and the results showed the dimer with a sulfur ether bridge, the
bis(cholesta-3,5-dien-3-yl) sulfide 2, was the most active compound [9]. The doses having
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antiproliferative activity of this particular sulfide on cervical cancer (HeLa), breast cancers
(MDA-MB-453 and MDA-MB-361), and leukemia (K562) human cell lines ranged from 14.9
to 27.1 uM in comparison to cisplatin, ranging from 2.1 to 17.1 uM. The dimeric compounds
showed no antimicrobial activity; however, those linked with trithiolane ring system 3
exhibited antifungal activity against Saccharomyces cerevisiae. Despite the fact that the
dimers are interesting molecules, the synthesis is rather difficult as it leads to a complex
mixture of compounds.

Ry . Rq
Y : R
R 2
2
R
2 <
R Lawesson's catalyst R R Pz
Toluene, CHoCly
o]
1
Ry
a.R= CHQv Ry = CgHﬂy'Rg = H (Cholestane) -
b. R = CHz R4 Rz = O (Androstenedione) Rz
c. R = H, Ry Ry = O (19-nor-Androstenedione)
d. R=CHgz Ry = COCHjz Rz = H (Progesterone)

Figure 2. Synthesis of symmetric (3,4) and asymmetric (4) steroid dimers with a sulfur-based bridge.

In another study, Vesper et al. reported the synthesis of novel Cp-symmetric testos-
terone dimers were linked at position 7o of the steroid nucleus [10]. Two series of dimers
were constructed from testosterone (5) using either a «,w-aliphatic diol or an aromatic
regioisomeric diol (ortho, meta, or para) as tether chains to produce dimers 6a-d and 7a—c,
respectively (Figure 3). The dimers were constructed in a stepwise manner via the corre-
sponding ester units 8a—d and 9a—c, allowing comparison of the antiproliferative activity
with the final dimers. The most active dimer 6a (n = 1) showed an ICs; of 3.8, 1.4, and
1.8 uM on LNCaP (AR+), DU-145 (AR—), and PC3 (AR—) prostate cancer cell lines, re-
spectively. This level of activity is about 12, 70, and 40 times more powerful than that of
cyproterone acetate, a known antiandrogen used as the control drug. Interestingly, the
Pprecursor 8a was also active with an ICsg of 57 uM for LNCaP cells, 120 uM for DU-145 cells,
and 132 pM for the PC3 cells. Dimers 6c-d were less active than dimer 6a but displayed
selectivity on androgen-dependent LNCaP prostate cancer cells. Unfortunately, dimers
7a—c were not tested in this study.

Comparative investigations of testosterone dimers 6b and 7a with similar chain
lengths were recently performed in our laboratory [11-15]. The interactions with sev-
eral bio-macromolecules were studied using various spectroscopic methods, transmis-
sion electron microscopy (TEM), as well as molecular modeling. The first study showed
that beta-lactoglobulin was able to encapsulate testosterone readily in comparison with
the dimers 6b and 7a. The binding affinity for beta-lactoglobulin was higher for testos-
terone with a binding constant of 5.6 x 10* M~! than 7a with 2.9 x 10* M~! and 6b with
4.8 x 10° M~ [11]. These dimers can also bind human serum albumin (HSA) and bovine
serum albumin (BSA), proteins able to transport biological substrates and drugs [12,13].
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The dimers could also alter DNA and tRNA morphology [14,15]. These investigations
provide further insight into the nature of steroid-biological macromolecule interactions
and demonstrate the value of designer dimers.

OAc

OH

Seven Steps

_ =
B ——
—

0

Seven Steps
\ n=2(a), 4 (b), 6 (c)or8(d)

a=para

OAc

(0]
.r,,/\)LONnOH g N

8a-d 9a-c

Figure 3. Synthesis of C,-symmetric testosterone dimers 6a—d and 7a—c by esterification reaction and their precursor’s 8a-d

and 9a—c.

Bastien et al. reported the synthesis of two testosterone dimers [16]. They are readily
available from testosterone (5) through an efficient five-step synthetic path with an overall
yield of 36% (trans-11, 24% and cis-11, 12%) (Figure 4). The key dimerization step involved
an olefin metathesis reaction of 7x-allyltestosterone acetate (10) with the Hoveyda—Grubbs
second-generation catalyst. The isomeric dimers were easily separable by flash chromatog-
raphy (trans and cis, 2:1). X-ray diffraction crystallography confirmed the structure of the
minor cis isomer and indirectly proved the structure of the major trans isomer. MTT assays
showed that the cis dimer had the best activity against human prostate cancer cell lines.
cis-11 with an ICsj of 30.3 uM and 24.7 uM on LNCaP prostate cancer cells (AR+) and
PC3 (AR—), respectively, displayed similar activity to that of the known antiandrogen
cyproterone acetate. Interestingly, the frans-11 was active only on androgen-independent
PC3 cancer cells.

In Denisov et al., the dimers were used to study allosteric effects in substrate binding
to cytochrome P450 CYP3A4 by resonance Raman and UV-Vis spectroscopy [17]. This
work shows that both dimers bind to the catalytic binding site of CYP3A4, which is
known to be sufficiently flexible to accommodate structurally different substrates. It was
discovered that the cis-11 binds more tightly and induces about 100% spin shift due to its
compact structure. In comparison, the trans-11 is a larger molecule that binds similarly
to two monomeric testosterone as it exhibits comparable spectral (resonance Raman (rR)
spectroscopy) properties and binding affinity. This study provided the first direct evidence
for an allosteric effect of the peripheral binding site at the protein-membrane interface on
the functional properties of CPY3A4.
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OH

(a) 2nd generation Hoveyda—Grubb's catalyst, CHoCls (75%)
(b) 10% aqueous HCI, MeOH, (95%)

trans-11
24% overall

Three steps

10

cis-11
12% overall OH

Figure 4. Synthesis of 7x-allyl testosterone acetate (10) and testosterone dimers trans-11 and cis-11 via an olefin metathe-

sis reaction.

In order to modulate estrogen receptor alpha (ERx)-mediated transcription events,
Wendlant et al. developed a series of symmetric estrogen dimers linked at position C-
17 [18]. The first series of dimers, comprised of compounds 14 to 17, was fabricated through
the use of oxime chemistry [19] by starting from estrone 12 or estrone 3-methyl ether 13
(Figure 5). A stability analysis was conducted and proved that the dimers were robust
under various conditions. However, all compounds were analyzed for their agonist affinity
for ERx and none of them showed a superior affinity to that of 173-estradiol. In response
to those results, dimers 18, 19, and 20 were synthesized in the hope of increasing ER«
affinity. Those compounds were fabricated via the use of a Girard-based linker, which
increases the hydrophilicity of the targets. Of all these compounds, the dimer 19 showed
the best results with a binding efficacy to ERx of about 125% compared with that of
estrogen at optimal concentration. This dimer was also evaluated for its binding specificity
and was found to link strongly to ERx whereas it was inactive against the three steroid
hormone receptors, which include progesterone receptors (PR), androgen receptors (AR),
and glucocorticoid receptors (GR). In vivo studies are still needed to evaluate the drug
potential of this new candidate.

With the aim of modulating the activity of the estrogen receptor (ER), a recent ap-
proach consisted of designing Co-symmetric dimers to bridge both ligand binding sites
of a dimeric ER [20]. In order to exploit this strategy, Knox et al. developed a series of
cyclophenylacrylic acid dimers, which can downregulate the activity of ER [21]. The choice
of structure for those dimers was based on crystallographic and theoretical studies [22,23].
The synthetic route to form those dimers is shown in Figure 6. Starting from the relevant
acyl chloride 21, a Friedel-Crafts acylation with anisole followed by a Grignard reaction
with 4-bromobenzaldehyde protected as acetal results in a compound that can be treated
with acid to deprotect the acetal and dehydrate the hydroxyl group, which forms the
diphenyl core. Then, a Wittig-Horner reaction with trimethyl- /triethylphosphonoacetate
and hydrolysis allows the formation of compound 22. The anisole ring is then converted
to phenol and a treatment of the resulting compound with DIPEA, PyBOP, and the corre-
sponding diamine spacer results in the formation of 23. Of all the derivatives formed in
the study, two principal series can be distinguished: the first corresponds to a derivative
of GW7604 [23], where R; is a phenyl group and R; is an ethyl group; the second series
is composed of cyclofenil derivatives [24], where R; and R; are linked by a cyclohexyl
ring. In both these series, the number of carbons of the diamine spacer varies between one
and five.
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Figure 5. Synthesis of estrogen dimers (18-20) possessing amide linkers at the C-17 position.
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(b) Relevant diamine, DIPEA, PyBOP, DMF, CH.Cl»

Figure 6. Synthesis pathway of the estrogen receptors antagonist (23) with corresponding starting
materials (21).

All compounds were tested in vitro for biological activity [21]. A transactivation
assay showed that all compounds possess full antagonistic potency against ERec/ 3. The
downregulative potential of the dimers was tested on the basis of ERe activity expressed
in the MCE-7 cells and the results ranged from low to medium, every molecule being

less potent than the reference drug fulvestrant, a known estrogen receptor antagonist.

None of these compounds stimulated ER expression. The most active compound was the
cyclofenil derivative that possesses a spacer containing four carbon atoms. Not only did
this compound show the highest binding affinity to ERa with a relative binding affinity
of 79.2% compared with fulvestrant, it also showed a downregulation efficacy of 38%
at 1 uM against the ER content of the MCF-7 cells, as determined by an in-cell Western
immunoassay. These results showed once again that the strategy of dimerization as an
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antagonist of a particular receptor may be an interesting method to synthesize novel
medicinal compounds.

3. Sugars and Nucleoside-Based Dimers

Sugars are essential to life, not only as a source of energy, but also as a building block
for several bio-macromolecules. An interesting enzymatic synthesis of several C-6-acylated
derivatives of NAG-thiazoline 24 (2’-methyl-aD-glucopyrano-[2,1-d]-A2’-thiazoline) was
reported, and the products were tested for their inhibitory activities toward fungal 3-N-
acetylhexosamididase [25]. Amongst the products fabricated, two dimers were prepared
by enzymatic transesterification of a suitable bis-vinylester and 24 using Novosym 435,
a lipase from Candida antarctica immobilized on acrylic resin (Figure 7). The dimers 25
and 26 were obtained with 28% and 53% yield, respectively. The dimers were tested for
their inhibitory activity on a fungal 3-N-acetylhexosaminidase, and unlike the parent
compound 24, a well-known competitive inhibitor of the enzyme, both dimers displayed
mixed inhibitory effects.

o 0 (o] (6]
OH OJJ\/M
P W N 0
HO o (6] n O o n
HO HO HO o]
N S Novosym 435, acetone HO N HO 0
LS \-S
n=1,8 o 7
25, n=1
24 26,n=8

Figure 7. Enzymatic synthesis of NAG-thiazoline dimers 25 and 26.

In a series of three recent publications, Barianiak et al. reported several nucleoside
dimers analogues composed of floxuridine and thymidine linked by a 1,2,3-triazole ring
system [26-28]. The target dimers are not symmetric but were designed as hybrid drugs
with highly active antimetabolic building blocks. This research aimed at discovering
compounds with enhanced biological activities. Particularly, the dimers could be used
as nucleoside drugs, either by their chemical properties enabling them to terminate DNA
synthesis or by their physical properties by disrupting the DNA helix. Overall, new
anticancer drugs are sought by these researchers [26].

Two types of dimers were formed: in the first type, the dinucleosides are linked at
3'-3' position (30a-d); and the second type are connected at the 5'-5' position (34a—d)
(Figure 8a,b). Hence, the relevant azides (27a,b or 31a,b) and propargyl ethers (either
28a,b or 32a,b) are reacted together using the Huisgen cycloaddition reaction to produce
excellent yields (70-90%) for the dimers (29a—d and 33a-d) bearing a 1,2,3-triazole ring
system. Treatment with ammonium fluoride produce the final dimers 30a-d and 34a—d
with 75-95% yields. The triazole ring replaces the natural internucleotide phosphodiester
linkage, leading to greater stability by increasing resistance to nuclease enzymes. In
comparison with the phosphodiester bond, the triazole ring is neutral, allowing increased
cell penetration and interactions with DNA and RNA due to the lack of electrostatic
repulsion [26].

The impact on cell viability of dimers and precursors was tested on three types of
human cancer cells; KB (carcinoma nasopharynx), HeLa (cervical cancer), and MCF-7
(breast cancer) using the colorimetric MTT assay. The results were compared with the
nucleoside drug cytarabine (ara-C), with an internal standard 5-fluoro-2’-deoxyuridine
(5-FdU), and with 3/-azido-3'-deoxythymidine (AZT) as a control drug. It was discovered
that dimer 34d was the most active dimer with an ICsp of 3.10 uM on KB cells, 3.46 uM
on MCF-7 cells, and 3.76 uM on HeLa cells. Dimer 34d was twice as active as 5-FdU and
displayed equipotent activity to that of ara-C. Dimer 34a was also interesting with an ICsg
of 3.40, 4.11, and 5.06 uM against HeLa, MCF-7, and KB cell lines, respectively. The 3'-3'
connection was less effective in producing active dimers than the 5’5’ connection.
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Figure 8. (a) Click chemistry synthesis of dimers 30a-d by combination of 3'-azido-nucleosides and 3/-O-propargyl-
nucleosides. AZT, 3'-azido-3'-deoxythymidine (27a); AddFU, 3'-azido-2',3'-dideoxy-5-fluorouridine (27b). (b) Click
chemistry synthesis of dimers 34a-d by combination of 5’-azido-nucleosides and 5'-O-propargyl-nucleosides; 5'-AZT,
5'-azido-5'-deoxythymidine (31a); 5'-AddFU, 5'-azido-2',5'-dideoxy-5-fluorouridine (31b).

4. Dimers of Known and Synthetic Anticancer Agents

This section analyzes dimers formed with the goal of improving the anticancer ef-
fects of the monomeric unit. Simple small molecules such as cantharidin (CAN) and
demethylcantharidin (DMC) are protein phosphatase inhibitors that have been used for
centuries (since 1264) as anticancer agents against various cancer types [29], and the ref-
erences cited there (Figure 9). These compounds are effective against multidrug-resistant
cells; however, cantharidin is toxic to normal cells, primarily of the gastrointestinal tract,
urethra, and kidney. So, many analogues were synthesized to improve its activity while
reducing its toxic side effects on normal cells. Cheng et al. reported the synthesis and
antiproliferative activity of four unsaturated bis-norcantharimides and the corresponding
saturated molecules [29]. The synthesis is easy and consists of an initial Diels—Alder re-
action between maleic anhydride (35) and furane (36) to give 37, which is reacted with
1,4-diaminobutane, 1,6-diaminohexane, diethylenetriamine, and triethylenetetramine to
obtain the final derivatives 38 (n = 2, 4) and 39 (n = 1, 2) (Figure 9). Catalytic hydrogena-
tion provides the corresponding saturated dimeric analogues, but unfortunately, all these
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dimers were inactive on human lung cancer cells (A549) when tested by the cell viability

MTT assay.
Relevant diamine
toluene /H\
(0]
toluene/acetone
O + C 0
5 n= 2, 4
o}

Relevant amine
o toluene

(o]
—_— H
35 36 37 N
Dot 'ec)
: 2 9
: m=1,2
y 0 O
- O o

Cantharidin (CAN) Norcantharidin or
Demethylcantharidin (DMC)

Figure 9. Synthesis of four unsaturated bis-norcantharimides: dimers 38 and 39.

Furutachi et al. were interested in the design and biological evaluation of dimeric

hydantoin dimers [30], and as seen in Figure 10a, the synthesis is straightforward [31,32].

These authors also reported previous work on symmetrical hydantoin derivatives [33]. In
the most recent publication, the synthesis consists of reacting aminoester 40 with a relevant
diisocyanide, providing a variety of hydantoin dimers 41 (Figure 10a) [30]. The target
molecules are illustrated in Figure 10b. Two types of dimers were fabricated that are linked
together either by an aromatic chain 42 or by an aliphatic chain 43 (Figure 10b), and the
dimers were obtained as a mixture of stereoisomers. As a first screening, the authors tested
the dimers on two types of human cancer cells: U251 (brain glioma cells) and KB3-1 human
carcinoma cells [30], and if positive results are obtained, it is planned by the research group
to separate the stereoisomers to more precisely study their biological potential.

0]
)K(\ a) OCN—Linker—NCO @ Q
HsCO NQ _— 1( W
NH, (Mg b) HCI, Conc. 77/ Lunker j{ 2HCI

40 Linker = aliphatic or aromatic chain 41

n=1or2

(a)

@:h" \\r,( ) C;}\( WQ

n=1or2 m=4,6,8,12
42 43

Mixture of isomers: two symmetric (S,S and R,R) plus a meso derivative (S,R)
(b)

Figure 10. (a) General scheme for the synthesis of hydantoin dimers 41. (b) Target dimeric molecules
of symmetric hydantoin dimers 42 and 43.
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The antiproliferative activity of the dimers was evaluated using the colorimetric MTT
assay, which revealed that dimer 42 (n = 1) displayed the best activity with an IC5q of 0.46
and 5.21 uM on U251 and KB3-1 cell lines, respectively. This particular C;-symmetric dimer
is connected by a biphenylmethane bridge. The ICsp of cisplatin, the reference drug, was
3.06 and 6.90 uM against these two cells, respectively. Generally, the hydantoin dimers were
more active in U251 cancer cells with an ICsy ranging from 0.46 to 7.0 pM in comparison
with an ICsp ranging from 5.21 to 26.08 uM on the KB3-1 cells. Notably, amongst the dimers
linked by a methylene chain, dimer 43 (m = 8) showed the best antiproliferative activity on
brain glioma cells (U251) with an ICs of 1.05 uM. There was no clear relationship between
the length of the aliphatic chain and the observed antiproliferative activities.

A different research project from Furutachi et al. described the synthesis of Cp-
symmetric phenyl boronic acid pinacol esters with different linkers and reported their
biological potential as antiviral and antibacterial agents [34], and more recently, as anti-
cancer agents [35]. The general structure 45 is illustrated in Figure 11a. These dimers are
easily prepared by reacting amino-phenyl boronic acid pinacol esters 44 with relevant
dicarboxylic acid dichlorides in the presence of triethylamine (for example, leading to 46)
or with diisocyanide to obtain 49 (Figure 11b). Dimer 47 was synthesized by reacting the
precursor bis-amide with Lawesson’s catalyst with 55% yield. A unique symmetric com-
pound 50 was obtained with 35% yield from 2,5-diphenylhydroquinone reacted with BCl;
and AICl3. The same research team also described several dimeric pinacol acids [36,37].

O\ CloC mke (el0]e]] O\ O
44

Linker = aliphatic or aromatic chain

(a)

Figure 11. (a) Preparation of the phenyl boronic acid pinacol esters 45. (b) Symmetric phenyl boronic acids (48, n=4, 6, 7,
8), pinacol esters (46, 47, 49), and compound 50.

These molecules were tested for their anti-herpes simplex virus activities [34,36,37].
Interestingly, the phenyl boronic acid pinacol esters 46 showed anti-HSV-1 activity with
an ECsj of 8 uM, while the corresponding phenyl boronic acid 48 (n = 7) was inactive
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(ECsp > 100 uM). The bis-thioamide 47 was twice as active as 46, with an EC5j of 4 uM;
also dimer 50 with an ECsp of 5.5 uM is an interesting anti-H5V-1 compound.

The new dimers were also tested for their anticancer activities on human brain glioma
cells (U251) and human carcinoma cells (KB3-1) using the MTT assay [35]. The symmetric
dimer 48 (n = 8) was the most active compound, displaying an ICsp of 19 and 3.78 uM on
U251 and KB3-1 cancer cells, respectively. Of note, the antiproliferative activity of dimer
48 (n = 8) was greater than that of cisplatin (ICsp of 6.9 uM) on KB3-1 cells. Dimer 49 has
a different linker chain and showed activity only on KB3-1 cells with an ICs5j of 44.4 uM.
Finally, dimer 48 (n = 7) showed moderate activity with an ICsp of 39.6 and 32.5 uM on
U251 and KB3-1 cancer cells, respectively. There was no clear relationship between the
length and nature of the linker with the observed antiproliferative activities. Overall, the
synthesis of this type of dimer is easy and some of the compounds present interesting
activity that could guide future development.

The antitumor properties of pyrrolo[2,1—c][1,4]benzodiazepine (PBD) compounds
have been studied since 1963, when they were first isolated from the fermentation broth of
the thermophilic actinomycete Streptomyces refuineus [38]. An initial biological screening of
the extract showed a specific activity against Gram-positive organisms and an antitumor
activity against sarcoma 180 and adenocarcinoma 755 mouse tumor systems [38]. It was
later understood that the molecular structure of PBD compounds allows them to fitin DNA
minor grooves and the electrophilic carbon of the imine group reacts with the amine of
guanine bases, revealing the alkylating properties of PBDs [39]. In order to enhance their
cross-linking properties, synthetic PBD dimers linked by their phenolic C8-positions via
flexible ether bridge were investigated, since molecular modeling and NMR studies showed
that this type of linkage could allow both PBD units to perform intrastrand or interstrand
DNA cross-links, a hypothesis that was later reinforced by DNA-binding studies [39].
To that end, Howard et al. synthesized interesting PBD dimers in a nine-step synthesis
(Figure 12a) by starting from the known 2-nitrobenzoic acid dimeric core (51) [40]. The
key steps of this synthesis are the tetralactam formation, which was achieved with Raney
nickel and hydrazine followed by a Suzuki coupling reaction. The resulting dimer 5G2202
(52) was then tested in vitro, where it exhibited significantly higher cytotoxicity than other
known PBD dimers [40]; however, the lack of hydrosolubility of S5G2202 limited the in vivo
assay. In order to resolve this problem, the prodrug SG2285 (53) was also synthesized by
adding a bisulfite moiety at the C11 and C11’ positions. Both of these dimers were then
tested on ten human tumor cell lines via an Alamar Blue assay. Although the prodrug
5G2285 was slightly less effective than SG2202, both dimers showed a cytotoxic activity
in the picomolar range for all cell lines tested, the best results being observed for the T
lymphoblast cell lines CCRF-CEM, with an ICsy of 0.1 pM for 5G2202 and 1.4 pM for
S5G2285 [40]. Further studies also demonstrated the cross-linking activity of SG2202 and
SG2285 [41].

The biological potential of SG2285 (53) has sparked the attention of the scientific
community in the last few years and its intellectual property has been acquired by Spirogen
Ltd., London, UK. Following the outstanding results of 5G2285, Spirogen developed other
PBD dimers such as SG3249, also named Tesirine (57), a dimer first synthesized in 2012 [42]
(Figure 12b).

Tesirine was designed to act as a warhead in the domain of antibody-drug conjugates
(ADCs). In Tesirine, the PBD dimer acts as an antitumoral agent, whereas a valine-alanine
linker is designed to be cleaved by Cathepsin B in order to release the chemotherapeutic
drug in the body. Tesirine also has a polyethylene glycol (PEG) spacer and a maleimide
designed to allow the conjugation of various antibodies via a Michael addition.

In 2016, Tiberghien et al. developed a scale-up synthetic route to Tesirine (Figure 12b) [43].
Key steps in their synthesis involve the nitration of benzylvanillin (54), followed by a
Pinnick oxidation in order to form the carboxylic acid that can react with the hydroxyproline
derivative to yield the corresponding amide. The hydroxyl group on the molecule is then
oxidized with a TEMPO/TCCA combination, which results in the molecule 56. Afterward,
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this compound is treated with triflic anhydride followed by a Suzuki coupling reaction
to induce the methyl group at the C2 position. The nitro group was then reduced with
zinc and dilute formic acid before being treated with allyl chloroformate to yield the
corresponding carbamate (allyloxycarbonyl or alloc group). A deprotection of the hydroxyl
group on the 2-pyrroline ring and a ring-closing Swern oxidation allowed the formation of
the lactam, which was modified to form molecule 57. This molecule was then subjected
to Williamson ether chemistry via 1,5-diiodopentane in order to produce the PBD dimer.
Prior to dimerization, one unit was linked with alloc-Val-Ala-para-amino-benzylalcohol.
After the dimerization, the nitrogen bearing the alloc group was deprotected and the free
amine was coupled with Mal-dPEGg-Acid to form Tesirine (57). With over 30 steps in total,
it was possible for the authors to achieve this synthesis with a total yield of 0.54% [43].

HO,C : e MeO : COzH
iu Nine steps

OMe
NaHSO;3 IPA, Hy0, rt, 45 min, 82% (118,118" - diastereoisomer)
or NaHS03 DCM, H,0, i, 25 h, 62% (11S,11R’ - diasterecisomer)

H SOaNa
MeO OMe
(a)
T8SQ Alloc  oTBS
Slxsteps TIPSO E|ghtsteps HO N~ H
IZT & ~o N
(0]
56

(0] (0]
HO,
H N O ~~_0 N= H Tesirine (57)
/d Tp[o/ \Oﬁrﬁ
o] 0
(b)

Figure 12. (a) SG2202 (52) and its prodrug SG2285 (53), two synthetic pyrrolo[2,1—c][1,4]benzodiazepine (PBD) dimers
synthesized from the 2-nitrobenzoic acid dimer (51). (b) Scale-up synthesis of Tesirine (57) starting from benzylvanillin (54).
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Figure 13. Reaction scheme
and 59.

The activity of Tesirine was studied and it was found that it exhibits cytotoxic effects in
the ng/mL range against HER2 expressive human breast cancer cell line SKBR3 [43]. After
more intensive biological studies [44], linkage of Tesirine with antibodies was tested and
the antibody rovalpituzumab was chosen for its ability to bind to Delta-like ligand 3 (DLL3),
an inhibitory Notch ligand expressed on the cellular surface of small-cell lung cancer and
large-cell neuroendocrine tumors but expressed minimally in healthy tissues [45]. The
drug candidate Rovalpituzumab Tesirine (Rova-T) was tested on small-cell lung cancer and
demonstrated excellent cytotoxic activity [45]. Rova-T even progressed to clinical trials,
but the developer AbbVie announced in 2019 that the Rova-T research and development
program was ended in phase III clinical study due to a lack of survival benefit for the
patients [46].

Compounds containing Schiff base are known to often exhibit biological activity [47],
and some drugs containing an imidazole motif that possess anticancer [48], hypnotic [49],
and anxiolytic [50] properties are currently marketed. A series of Schiff-base dimers was
developed in order to study the impact of dimerization on the biological activity of such
compounds [51]. In this study, 30 dimers were synthesized and their effect was studied in
three types of cancer cell lines. Of all the novel compounds, the dimers 58 (Figure 13) and 59
showed the best cytotoxic activity. These two compounds bear an imidazo[1,2—a]pyridine
skeleton and were fabricated by a one-pot synthesis, where 2-aminopyridine reacts first
with the corresponding dialdehyde to form the amidine, which is then heated in the
presence of phenylacetylene, CuSQy, and D-glucose to yield the desirable compound [52].

N~y 1. Terephthalaldehyde 1. Isophthalaldehyde N O N
N_ - Ethanol @ Ethanol y & 5 \
2. Phenylacetylene N™ “NH, 2. g:esrglagﬁiycl;ene - M N -
CuS04.5H,0 D-gluctse
D-glucose Bt O Q
Reflux 2-aminopyridine
59

of the transformation of 2-aminopyridine into the symmetric imidazo[1,2—a]pyridine dimers 58

Although many of the dimers appear to exhibit no significant cytotoxicity, compounds
58 and 59 showed high activity against the three cell lines tested: cervical (HeLa), breast
(MDA-MB-231), and renal cancer cell lines (ACHN). In all cases, these dimers were found
to possess an ICsq below 1 pM. In vivo studies were conducted with compounds 58 and 59
on mammary carcinoma rats and the parameters evaluated were hemoglobin, packed cell
volume, red blood cells, standard deviation, and white blood cells. The results showed that
these two compounds had similar activity to the tamoxifen reference, which highlights the
therapeutic potential of symmetric imidazo[1,2—a]pyridine dimers.

5. Polyphenol Dimers

It is now established that flavonoids provide several health benefits, including anti-
oxidative, anti-inflammatory, anti-mutagenic, and anti-carcinogenic properties, along with
being able to modulate certain enzyme functions [53]. Silybin is a flavonolignan product
extracted from the milk thistle (Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae)), also named
silymarin [54]. It is isolated as a mixture of two diastereoisomers silybin A (60a) and silybin
B (60b) (Figure 14a), and they possess antioxidant and hepatoprotective activities. Inter-
estingly, 2,3-dehydrosilybin 61 displays higher antioxidant and anticancer activities than
silybin [55,56]. Generally, dimerization of these products (60a, 60b) produces compounds
with higher biological potential [54].
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Figure 14. (a) Structure of silybin 60a and 60b, of 2,3-dehydrosilybin 61 and their dimers. (b) Silybin A and B dimers (62)
with different combination linked at C-7 by a diether spacers. (¢) Synthesis of symmetric flanovolignan dimers 64aa, 64bb,
and 65 via oxidative coupling involving laccase from Trametes versicolor. (d) Synthesis of phosphate-linked silybin dimers
66—68 synthesized from silybin A/B 60a/60b.

The Cp-symmetric dimers 60aa and 60bb were prepared using a transesterification
reaction with Novozym 435 and the divinyl ester of dodecanedioic acid in the presence
of silybin 60a or 60b with 24% and 44% yields, respectively (Figure 14a). The novel
dimers are linked at C-23 via a diester spacer and they are assembled by a lipase-mediated
method [57]. Shorter divinyl ester did not provide any dimers but only monemeric esters.
The asymmetric dimer was obtained in a stepwise manner via the monoester product of
60a, which was then combined with 60b to produce 60ab in a 26% yield.

Another series of flavonolignans dimers was also developed that were linked by
diether linkers either using 1,3-bis(bromomethyl)benzene or 1,4-bis(bromomethyl)benzene
(Figure 14b). So, upon treatment of silybin A (60a) or silybin B (60b) with the relevant
bis(bromomethyl)benzene and potassium carbonate in acetone at reflux, the dimers para-
62aa, para-62bb, para-62ab, and meta-62ab were obtained as a diether linked at position C-7
(Figure 14b).

In order to evaluate antioxidant ability of the dimers, a 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) assay was performed. The radical scavenging ability of the silybin dimers 60aa,
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60bb, and 60ab, and para-62aa, para-62bb, para-62ab, and meta-62ab (inhibition values
varying between 7.1% and 10.7%) was superior to the inhibition value measured for silybin
A (60a) (6.6%). However, the value determined for 2,3-dehydrosilybin 61 (83%) was much
higher than the inhibition value of its corresponding dimer (see 61 dimer) (33.4%). The
same trend in the results was observed in an inhibition of microsomal lipoperoxidation
assay. The cytotoxic potential of silybin A 60a and its dimer 60aa, and 2,3-dehydrosilybin 61
and its dimer (61 dimer) was tested on HUVEC vascular cells, NAK skin cells, BALB/c 3T3
fibroblasts, and HepG2 transformed hepatoma epithelial cells. Although all compounds
were ineffective on the NAK cell line, silybin A (60a) was found to be less active than its
dimer 60aa on every other cell, and 2,3-dehydrosilybin 61 was more active than its dimer
(61 dimer). The authors rationalized the finding that dimerization of 2,3-dehydrosilybin
61 reduces its biological potential, whereas it enhances the potential of silybin A (60a),
by the planarity of the flavonoid moiety of the 2,3-dehydrosilybin (61), which is much
greater than that of silybin A. This planarity favors m-electron delocalization, leading
to m-stacking within the dimeric molecule. Hence, the two flavonoid cores of the 2,3-
dehydrosilybin dimer (61 dimer) are much more prone to stacking than the monomeric
units of dimer 60aa, which can block some hydroxyl groups that are key components in the
reactivity and antioxidant activity of these compounds, such as the resonance stabilization
they can induce. Nonetheless, more assays are needed to grasp the importance of the
stereochemistry of these flavonolignans dimers on their biological activity.

In another study, Gavezzotti et al. proceeded to dimerize the flanovolignans silybin A
(60a), silybin B (60b), and silydianin (63) [56-60] at position C-21. In each case, the key step
of the dimerization (Figure 14c) involves an enzymatic oxidative coupling using laccase
from Trametes versicolor. The DPPH scavenging activity of the three dimers 64aa, 64bb,
and 65 was tested, along with their corresponding precursors [60]. All the dimers show a
better DPPH scavenging activity than their precursors, the most active compound being
the dimer 65 with an ICsj of 7.92 4 0.05 uM, a significant improvement compared with the
substrate 63, which showed an activity of 27.4 & 0.7 uM. However, none of the activities of
the compounds tested in this study surpassed the DPPH scavenging activity of the known
antioxidant Trolox, which displays an ICsy of 4.18 4= 0.1 uM [61].

In order to enhance the solubility of silybin while retaining the properties of flavono-
lignans dimers, a series of three silybin dimers with phosphate linkers was developed [62].
The dimers were fabricated independently using a five-step reaction sequence involving
phosphoramidite chemistry (Figure 14d) [63]. Three dimers, 66, 67, and 68, were tested for
antioxidant activity by DPPH tests. Every dimer was more active than the silybin 60a/60b
(ICsp of 1.40 £ 0.06 mM), the best one being dimer 68 with an ICsq of 0.34 &+ 0.07 mM. How-
ever, all of the silybin derivatives were less active than the reference drug quercetin (ICsq
of 0.18 £ 0.01 mM). Furthermore, the novel compounds were found to be non-cytotoxic
against HepG2 cells and the solubility of the dimers was found to be around 20 mg/L at
circumneutral pH values, which is a considerable improvement compared with silybin
60a/60b that possesses a solubility around 0.4 mg/L. These results prove that polyphenol
dimers are promising compounds in the field of synthetic antioxidants.

Curcumin (69) has been proven to be one of the best antioxidants discovered in
nature [64] but is known to decompose under physiological conditions [65]. Its degradation
products mainly consist of vanillin (70a), dehydrozingerone (70b), and ferulic acid (73)
(Figure 15) [65]. Following this discovery, a new research avenue was undertaken that
involves the modification of these degradation products to create new antioxidants stable
under physiological conditions [66]. These compounds are shown in Figure 15. Note that
the dehydrozingerone dimer 74 was fabricated from dehydrodivanillin that was treated
with an aqueous solution of LiOH in acetone [66], and that ferulic acid (73) and its dimer
77 were extracted from saponified maize bran and grass samples [67,68].

The curcumin derivatives were evaluated for their antioxidant properties [68]. The
kinetic study of the autoxidation of triacylglycerols of sunflower oil showed that curcumin
(69) and the C;-symmetric dimers 74 and 75 displayed stronger antioxidant efficiency and
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inhibition degrees than the other compounds and were more active than their correspond-
ing monomers. However, an oxygen radical absorbance capacity assay with fluorescein
was also performed, and with this model, dimers and monomers presented similar activity.
Nonetheless, the monomers and dimers (74-77) showed superior activity to the reference
Trolox at a similar concentration (0.63 uM). This assay was performed in water, which
can greatly impact the results, since hydrogen bonding may affect the radical scaveng-
ing potential of the molecules. Structure-activity studies showed that the presence of an
o, 3-unsaturated chain seems to be a key component in the chain-breaking antioxidant
activity of the compounds, since this moiety can scavenge the generated radicals. This
effect also seems to be stronger when the o, f-unsaturated chain is located in para-position
to a hydroxyl group on an aromatic ring. The authors concluded that since curcumin
(69) and the compound 74 are two dimers originating from the monomer 70b, the type of
linkage that unites both phenolic units of these dimers does not change the reactivity or
antioxidant efficiency of this type of molecule.
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70a;R=H 71 72 73
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1. EtONa
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Diethyl oxalate

2. HCI 10%

76

Figure 15. Representation of curcumin (69) and related compounds 70-77.

6. Terpenoid Dimers

Terpenoids are an important class of natural products with diverse biological proper-
ties (e.g., anti-inflammatory, antioxidant, and anticancer) and are often used in traditional
herbal medicine. Several dimers of ursolic and oleanolic acid (78a and 79a) were recently re-
ported by Hoenke et al. [69]. They were formed with the goal of improving their anticancer
potential. The symmetric dimers were linked by an «,w-diaminoalkyl chain of various
lengths leading to derivatives 80b and 81b (Figure 16). The acids were initially acetylated
(78b and 79b, R = Ac), linked with relevant diamine chain to produce 80a and 81a (R = Ac)
and hydrolyzed to the final dimers 80b and 81b (R = H). Despite acelytated ursolic and
oleanolic acid as well as some carboxamides showing better cytotoxic activity than the
parent acids [70-72], none of the dimers were active when tested on human cancer cell
lines (A375, HT29, SW1736, MCF-77, A2780, FaDu, and A549) and nonmalignant mouse
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fibroblasts (NIH 3T3). The authors are now investigating skin penetration, stability, and
bioavailability of the dimers to be used as slow-release system for transdermal applications.

78a (R = H) 80a (R = Ac)
78b (R = Ac) 80b (R = H)

a

79a (R = H) 81a (R =Ac)
79b (R = Ac) n=2734,567 81b(R=H)

(a) i. oxalyl| chloride, triethylamine, dichloromethane, cat. DMF ii. CH,Cly, 1,n-diamine
Figure 16. Ursolic acid (78a), oleanolic acid (79a), and dimers 80b and 81b.

Limonoids are categorized as highly oxidized tetranortriterpenoids, which mainly
come from the plant families Meliaceae, Rutaceae, and Creoraceae [73]. These compounds
are also well-known for their important biological activity [74]. In 2017, Li et al. re-
ported the discovery of the first limonoid dimer, named krishnadimer A (87’) (Figure 17),
a Cp-symmetric dimer linked by an axially chiral C15-C15’ central bond possessing an
M-configuration. This compound was isolated from the mangrove Xylocarpus moluc-
censis [75]. Following this discovery, Li et al. synthesized a series of limonoid dimers,
analogues of krishnadimer A (87”) [76]. Starting from moluccensin A (82’) [77] and 6R-
hydroxymoluccensin A (82), the dimers 83, 83/, 84, 84/, 85, 85, 86, 86’, and 87 were formed
via oxidative carbon—carbon radical coupling. Krishnadimer A (87’) was also synthesized
in order to obtain a sufficient quantity for biological assays.

Of all the dimers studied, only the compounds 83, 83/, 87, and 87’ possess Ca-
symmetry. Every molecule was tested for cytotoxic activity against several human breast
cancer cell lines. Compounds 84, 84/, 85, 85/, 86, and 87 were found to be inactive on all
cell lines and compounds 83 and 83’ were poorly soluble in DMSO and therefore could not
be tested. Compound 82’ and 86" were tested during a previous study and they showed
no cytotoxic activity against eight human tumor cell lines [75]. Derivative 87’ was further
tested on seven human breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCE-7,
MCEF-7/ADR, MT-1, SK-BR-3, and ZR-75-1) [76]. Although it showed no activity on the
last four cell lines, it displayed weak cytotoxic activity against MCF-7 cells (with an IC5q of
34.05 £ 7.35 uM) and showed potent activity against MDA-MB-231 (IC5q of 5.57 4- 1.48 uM)
and MDA-MB- 453 cells (ICsj of 3.93 & 0.75 uM), slightly exceeding the activity of cisplatin
for this cell line (ICsg of 4.37 & 0.32). The mechanism of action of 87 was studied and it was
discovered that this dimer induces cell-cycle arrest at G2/M phase and apoptosis. More-
over, an accumulation of reactive oxygen species (ROS) in MDA-MB-231 and MDA-MB-453
cell was measured. In vivo studies involving the transplantation of MDA-MB-453 cells
into nude mice were conducted and 87" successfully inhibited the growth of MDA-MB-453
tumors by 21.17% and 61.83% at doses of 10 and 30 mg/kg, respectively. It appears that
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C, symmetry and the stable M-configuration of the C15-C15’ central axis are of utmost
importance for the medicinal activity of 87"

83 Ry =0H Rx=A
83 Ri=H Rx=A

84 Ry=OH Ry=A
84' Ry =H Ry=A

86 R{=OH Ry =A
DDQ Q 86' Ri=H Rp=A

DD
ACOH,rt.  VeOH. rV

Ag,0
\DMSO. rt.

82 Ri=OH Rp=A
82 Ry=H Ro=A

o]

A :;_OJH,Me

Me

85 R{=OH Ry=A 87 Ry=OH Rp=A
85 Ry=H Rp= A 87 Ry=H Rp=A

Figure 17. Formation of the limonoid dimers 83, 83/, 84, 84/, 85, 85, 86, 867, 87, and 87’ along with their corresponding
starting compounds 6R-hydroxymoluccensin A (82) and moluccensin A (82”).

7. Dimers of Known and Synthetic Antibacterial Agents

Salinomycin (88) is a polyether ionophore with a wide range of biological activities,
primarily used in veterinary medicine as a coccidiostatic agent and growth promoter [78].
It was discovered that this natural product shows selective targeting of breast cancer stem
cells [79] and anticancer potential against several human cancer cell lines [80]. These
reports caught the interest of researchers and numerous semi-synthetic analogues were
fabricated with the goal of obtaining compounds with better biological activity. Amongst
this work, an early report of salinomycin dimers, linked by a triazole linker, displayed
higher cytotoxicity against breast cancer cells than the corresponding monomer [81]. Hence,
Antoszczak et al. prepared two different types of Cp-symmetric salinomycin dimers by
a rather expeditious and efficient method [82]. Four different salinomycin dimers were
formed using a copper(I)-catalyzed Glaser-type reaction (general structure 89) (Figure 18).
These dimers were fabricated via the propargyl ester or amide of salinomycin with 83% and
88% yield, respectively, before the dimerization step using copper (I) chloride (CuCl). The
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C20 alcohol was either left intact or was protected as a carbamate using ethyl isocyanate
as the reagent leading to two additional dimers. The C20-O-terephthalate dimer 90 was
produced by a three-step reaction sequence with 36% overall yield. Of note, the Glaser
reaction was achieved simultaneously in the presence of ethyl isocyanate used for the
carbamoylation reaction.

Two or Three steps

88

a,b

89, linked at C1

90, linked at C20

(a) TMSEtOH, TCFH, DIPEA, CH.Cl>
(b) i. Terephthaloyl chloride, EtsN, DMAP, CHxCly; ii. TBAF, THF; iii. Na»,CO3 (aq.)

Figure 18. Synthesis of C;-symmetric salinomycin dimers 89 linked at C-1 and 90 linked at C-20 by a diyne chain and a
terephthalate ester, respectively.

The anti-proliferative activity of the dimers was evaluated using the SRB assay on
human colon carcinoma (LoVo, doxorubicin-sensitive LoVo/DX, and doxorubicin-resistant)
on three breast cancer cell lines (JIMT-1, MCE-7, and SKBR-3) and on the normal-like breast
epithelial cell line (MCF-10A). Unfortunately, the four dimers (see 89) were essentially
inactive. However, dimer 90 displayed activity similar to that of salinomycin (88) and was
more active than cisplatin. To illustrate its activity, the IC5y reported for MCF-7 breast
cancer cells are: salinomycin, 1.5 pM; 90, 1.8 uM; cisplatin, 7.7 pM; and doxorubicin,
0.26 pM. Interestingly, the dimer 90, with an ICsj of 21 pM, was much less toxic than
doxorubicin with an ICsq of 0.58 pM on normal-like breast epithelial cell line MCF-10A.
Furthermore, 90 displays an ICsj of 2.8 uM in comparison with 10 uM for doxorubicin on
LoVo/DX.

In the aim of enhancing the antibacterial properties of hydantoin type drugs [83],
Furutachi et al. synthesized a series of seven hydantoin derivatives (42, 95-100), with
three of these compounds possessing a Co-symmetry axis (42, 95, 96) [84] (Figure 19). The
compounds were all produced by the reaction of a 3-aminoalanine derivative 91 with
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various aryl isocyanates 92 leading to general structures 93 and 94 (Figure 19) [31]. The
new compounds were tested on a Gram-positive (S. aureus) and a Gram-negative (E. coli)
strain for antibacterial activity. Of all these compounds, the three most potent candidates
are the Cy-symmetric dimers (42, 95, and 96), the best one being compound 42, which
exhibited a minimum inhibitory concentration of 24 nM against S. aureus and 95 nM against
E. coli. Furthermore, every compound tested was more active against the Gram-positive
strain S. aureus than the Gram-negative E. coli, for reasons that remain to be elucidated.
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Figure 19. Reaction scheme of the synthesis of the hydantoin motif and representation of the various hydantoin derivatives.

Compounds containing the p-lactam ring, such as penicillin or cephalosporin, are
known to possess antibacterial activity due to their capacity to inhibit the synthesis of
bacterial cell walls [85]. More recently, these compounds were also proven to possess
certain antitumor activity [86]. A series of symmetric -lactam dimers were produced
by reaction of an aromatic dialdehyde with various amines 101 to yield a series of Schiff
bases 102 (Figure 20) [87]. These imines were then treated with chloroacetyl chloride,
or the corresponding acyl chloride, in order to form compounds 103 to 114, illustrated
in Figure 20. Those novel molecules were exposed to nine different bacterial strains to
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examine their antibacterial activities. The results varied from low to medium, the most
active dimer being molecule 109, which notably showed an inhibition zone of 26 mm for
the strains Proteus vulgaris, Salmonella typhi, and Staphylococcus aureus. However, some
intermediate compounds involved in the formation of dimers 113 and 114 were more active
than the dimers, and none of the novel compounds were more active than the reference
drugs amoxicillin and ceftriaxone, which had an inhibition zone of 30 mm in every tested
strain. Tested for their in vitro anticancer activity, the compounds showed variable results.
The best results was obtained with dimer 104 with ICs; values of 0.41, 0.42, and 0.45 M
against cervical HeLa, breast MDA-MB-231, and renal ACHN cell lines, respectively. These
results are even higher than that obtained for doxorubicin, which highlights the biological
potential of p-lactam dimers in the discovery of new anticancer drugs.

Reflux, 3h 0°C to RT, 10h
101 102

oHc— H-cHo NQ
y . N N
R e - % Et;N, DCM
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104, 109; R = CH3 @

105, 110: R = OCH3

106, 111: R = CI 3;

CH3HaC
113 114

Figure 20. General scheme of the synthesis of C;-symmetric f-lactam dimers and representation of novel compounds 103
to 114.

8. Recently Isolated Dimeric Natural Products

Three natural products possessing two trans-epoxyamide were isolated from the deep-
sea fungus penicillium chrysogenum (115-117) [88]. The structures of the compounds were
characterized by IR, 'H-, and 13C-NMR spectroscopy and by mass spectrometry. X-ray
diffraction analysis of compounds 115 and 116 was performed, confirming the spectral
analysis. Interestingly, two of the dimers (115 and 116) feature a center of symmetry
(Figure 21).

The compounds were tested for their anticancer activity against K562, A549, and
HUHY cancer cell lines and were inactive at 30 uM. They were also tested for their antibac-
terial activity against three bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Salmonella
sp.) and were inactive. Interestingly, compound 117 showed anti-inflammatory activity,
inhibiting the production of pro-inflammatory cytokine IL-17, with an inhibitory rate of
40% at 1 uM. Compounds 115 and 116 did not display any inhibitory effects at 50 uM.
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NO,

Figure 21. Natural products with two nitrophenyl trans-epoxyamides, chrysamides A—C (115-117)
isolated from the deep-sea fungus Penicillium chrysogenum.

Although the medicinal properties of diketopiperazine produced by marine microor-
ganisms have been extensively studied in the past few years [89,90], the biological and
biochemical interest in diketopiperazine dimers (Figure 22) produced by those same mi-
croorganisms is lacking. One of such compounds is WIN 64821 (118), a molecule that can
be extracted from Aspergillus sp. [91]. Even though WIN 64821 presents a certain cytotoxic
activity on 37 human cancer cell lines [92], the biological interest in this molecule is because
it exhibits the capacity to compete with Substance P (SP) to act as an antagonist of NK-1
receptor with an ICsq of 0.24 uM [93]. Derivatives of WIN 64821 were also synthesized by
Barrow et al. before being tested for binding activity with the NK-1 receptor, and none of
them showed affinity for the receptor nearly as potent as WIN 64821, which shows that the
symmetry of this molecule is a key component in its biological activity [93].

H
119 Ry = CHg Ry = GHg Rg = OH, Ry = OH
120 Ry = CHy Ry =CHy R3=H, Ry =H

Figure 22. Representation of biologically active diketopiperazine dimers produced by marine mi-
croorganisms.

Another pair of interesting dimers are Verticillin A (119) and 11,11'-dideoxyverticillin
A (120). Both of these compounds are found in Penicillium sp., a marine-derived fun-
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gus [94]. Both of these dimers exhibit a diketopiperazine moiety along with an interesting
disulfide bridge inside the piperazine skeleton. Although both of these dimers share
a similar structure, they do not possess the same biological activity. Verticillin A (119)
demonstrates an interesting anticancer activity against pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) and colon carcinoma due to its ability to inhibit the following histone methyl-
transferases (HMTases): SUV39H1, SUV39H2, G9a, GLP, NSD2, and MLL1 [95,96]. Fur-
thermore, in vitro and in vivo assays demonstrated that Verticillin A has the capacity to
suppress metastatic colon carcinoma that displays chemoresistance to 5-fluorouracil [95].
The same study showed that Verticillin A also has the potential to overcome colon carci-
noma that expresses resistance to FasL-induced apoptosis and can increase death receptor
5 (DR5), which leads to an effective suppression of resistance to DR5 agonist drozitumab-
induced apoptosis [95]. The cell-free ELISA tyrosine kinase assay demonstrated that
11,11’-dideoxyverticillin A (120) has the capacity to inhibit the activity of vascular endothe-
lial growth factor receptor-1 (VEGFR-1) and epidermal growth factor receptor (EGFR)
with an ICsj of 1.645 + 0.885 nM and 0.136 4 0.109 nM, respectively [97]. Those results
demonstrate that 11,11 -dideoxyverticillin A has potent antitumor activity.

Another molecule of interest is chaetocin (121). Although its structure is similar to
those of Verticillin A and 11,11’-dideoxyverticillin A, chaetocin is from marine-derived
fungus Nectria inventa [98]. A unique property of this mycotoxin is its ability to act as a
competitive inhibitor of S-adenosylmethionine by inhibiting SU(VAR)3-9 with an ICsy of
0.6 pM [99]. Chaetocin also has the ability to inhibit SUV39H1, which has led some research
teams to combine chaetocin with other epigenetic drugs to develop new therapeutic
strategies against certain types of cancer, notably leukemia [100]. Moreover, it was also
proved that chaetocin may induce cellular oxidative stress, mainly by inhibiting the redox
enzyme thioredoxin reductase. An NCI-60 screening demonstrated that chaetocin can
effectively inhibit cellular proliferation in solid tumor along with inducing apoptosis in
every solid tumor tested by an oxidative damage mechanism [101].

The medicinal properties of naphthylisoquinoline alkaloid compounds extracted
from Central African plants have already been well-studied. [102]. Li et al. reported the
discovery of novel naphthylisoquinoline dimers extracted from the roots of the Congolese
plant Ancistrocladus ileboensis (Figure 23) [103]. These dimers are jozilebomines A (122)
and jozilebomines B (123). They were extracted along with the already known dimer
jozimine A, (124), a Cp-symmetric dimer that was isolated in 2013 from a Congolese
Ancistrodadus species, which was the only known dioncophyllaceous dimer discovered
in nature prior to the discovery of jozilebomines A and B [104]. The elucidation of the
structure of jozilebomines A and B was achieved by 1D and 2D NMR, HRESIMS, oxidative
degradation, and ECD data. All three dimers were tested for their cytotoxic activity against
HeLa human cervical cancer cell line. The most potent compound is jozimine A, (124,
ICsg of 0.22 uM), followed by jozilebomines B (123, ICsq, 0.68 uM) and jozilebomines A
(122, ICsq, 1.08 uM). The dimers were also tested for their activity against the PANC-1
human pancreatic cancer cell line and again, jozimine A; (124) was found to be the most
effective compound (ICsp of 0.10 uM), better than jozilebomines B (123, ICsp, 0.87 uM)
and jozilebomines A (122, ICsq, 2.24 uM). In this case, the activity of jozimine A; was
even stronger than that of the reference drug arctigenin (ICsq of 0.83 uM). Finally, the
antiplasmodial activity of the dimers was studied on a small series of protozoan parasites
and all the dimers displayed some antiplasmodial activity. The most active molecules were
Jozilebomines A and Jozilebomines B with an ICs; of 0.043 uM and 0.102 pM, respectively.
However, these results are less promising than the antiplasmodial activity of jozimine A,
(ICsp of 1.4 nM), which was evaluated on the strain NF54 of Plasmodium falciparum. These
results demonstrate that C; symmetry is a key component in the biological activity of these
compounds. With jozimine A; (124) being the naphthylisoquinoline alkaloids with the best
antiplasmodial activity, its mechanism of action is currently under investigation [105].
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123

Figure 23. Representation of the naphthylisoquinoline dimers jozilebomines A (122), jozilebomines B (123), and jozimine

A, (124).

9. Summary and Conclusions

This review presented recent advances in the design of C;-symmetric biologically
active molecules, which is a topic currently attracting the attention of many scientists. The
main goal of designing dimeric drugs is the discovery of a compound with enhanced biolog-
ical activity. A dimer may induce strong biological activity such as the silybin A dimer 60aa,
which was more active than the parent molecule 60a on all cells tested, with the exception of
skin cells (NAK) [54]. In addition, the testosterone dimer 6a tested on three prostate cancer
cell lines displayed activity 12 to 70 times stronger than that of the reference drug, cypro-
terone acetate [10]. Another interesting example is the pyrrolo[2,1—c][14]benzodiazepine
dimers 52 and 53, which displayed cytotoxic activity in the picomolar range for all cancer
cell lines tested [41]. Nevertheless, in some cases, dimerization leads to poor activity, such
as for the unsaturated bis-norcantharimides dimers 38 and 39 [29] and for the ursolic and
oleanolic acid dimers 80b and 81b [69]. The main cause for low biological activity is gener-
ally due to low solubility and bioavailability of the resulting compounds; hence, dimers of
highly soluble drugs should be first considered as strong candidates for the likely outcome
of potent new medicine. In this regard, natural products are a good source of hydrophilic
biologically active molecules. Notably, isolation of marine natural products has led to
the discovery of unique dimeric compounds such as the nitrophenyl trans-epoxyamides
and the diketopiperazine [88,93]. Dimers extracted from plants can also lead to promising
compounds, as is the case for jozimine A, (124) [104,105].

Another important consideration for designing dimeric drugs should be ease of
synthesis. This can be achieved by classic reactions such the formation of ether bonds by
Sn2/Snl reactions, ester or amide formation, anhydride chemistry, isocyanate chemistry,
click chemistry, oxidative coupling of aromatic ring systems, etc. There is no doubt that
a dimeric drug can produce higher biological activity, but the synthetic path should be
short, efficient, and readily translated to the pharmaceutical industry. Otherwise, as we
saw in this review, the goal of discovering a potent drug might simply not be attained.
In summary, future developments in this field must be based on (i) careful selection of
monomers, (ii) knowledge of mechanisms of action, and (iii) efficient synthesis leading to
the desired dimeric molecules.
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