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Abréviations

Abréviation

Définition

RBA Relative Binding Affinity
AR Androgen Receptor
DHT Dihydrotestostérone
HSD Hydroxystéroide Deshydrogénase
DHEA Déhydroépiandrostérone
LH Luteinising Hormone
GnRH Gonadotropine Releasing Hormone
BPH Benign Prostate Hypertrophy
ER Estrogen Receptor
NTD N-Terminal Domain
DBD DNA Binding Domain
LBD Ligand Binding Domain
AF Activation Function
NLS Nuclear Localisation Signal
LBP Ligand Binding Pocket
HSP Heat Shock Protein
ARE Androgen Response Element
PSA Prostate Specific Antigen
DIMP N-[(3,5-dimethyl)-4-isoxazolyl) methyl] phthalimide
SARM Selective Androgen Receptor Modulator
t.a. Température ambiante
TBAF Fluorure de Tétrabutylammonium
HPLC High Pressure Liquid Chromatography
THF Tétrahydrofurane
DMF N,N-Diméthylformamide
DMA N,N-Diméthylacétamide
Ry Rapport frontal
Mp Point de fusion
CCM Chromatographie sur Couche Mince
DMSO Diméthylsulfoxyde
Cp Cyclopentadiényle
Ts para-Toluenesulfonyl
TBDMS tert-butyl-diméthyl-silyl
NFP N-Formylpipéridine
APTS Acide para-toluénesulfonique

tert ou sec-Bu

tert ou sec-butyl
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Introduction Générale

Notre laboratoire s’intéresse depuis de nombreaseges a l'utilisation de composés
organométalliques dans le cadre de la recherch@deelles approches thérapeutiques. En
effet, leur potentiel cytotoxique ou radioactif,upettre bénéfigue dans la lutte contre de
nombreuses maladies. Le laboratoire s’inscrit géuent dans le domaine de la chimie bio-
organométallique utilisée a des fins thérapeutigu@sn objectif est de synthétiser des
analogues de molécules d'intérét biologique congmbdrtun groupe organométallique
cytotoxique tel que le ferrocéne, les complexesndeganése, de rhénium, de technétium ou
de rhodium. Ces molécules seraient susceptiblesraier plusieurs formes de cancers
hormono-dépendants ou non. Les cancers auxquédddeatoire s’intéresse sont parmi les
plus répandus, tels le cancer du sein et de ldgteos

Dans le cas des cancers du sein hormono-dépsndde nombreux travaux ont été
effectués et publiés dans la littérature. Par exenhgptamoxiféne et son métabolite actif, le 4-
hydroxytamoxiféne (Figure 1), ont été découvertsHzrper et Walpofe Ce sont des ligands
de récepteurs a oestrogenes possédant un effaiemttbgénique dans les seins. Des études
ont montré leur efficacité pour le traitement dnazr du seifi: ® Partant de cette découverte,
le laboratoire s’est intéressé a la synthése deé&deferrocéniques de ces molécules. En effet,
leur utilisation en chimie bio-organométallique mpet d’envisager des molécules plus
actives, le ferrocéne entrant via des mécanismesremal connus, menant a la destruction
de cellules cancéreuses. L’ion ferricinium est plement responsable de cette activité
cytotoxique®®

De nombreux travaux ont été réalisés au labweapour exalter cette propriété. En effet,
différentes molécules organométalliques, telleslgadydroxyferrocifénés ou les dérivés

! Harper M.J., Walpole A.LNature 1966 212, 87.

2 Dhingra K.,Invest. New Drugsl999 17, 285.

3 McGregor J.I., Jordan V.CPharmacol. Rey1998 50, 151.

* Kopf-Maier P.Eur. J. Clin. Pharmaco) 1994 47, 1.

> Kopf-Maier P., Képf H.Chem Rey1987 87, 1137.

® Mason R.W., McGrouther K., Ranatunge-BandarageR,RRobinson B.H., Simpson J.,
Appl. Organomet. Chenil999 13, 163.

"Top S., Tang J., Vessiéres A., Carrez D., Provpd&uen GChem. Commun1996 955.

8 Top S., Vessiéres A., Leclercq G., Quivy J., Tang/aissermann J., Huché M., Jaouen G.,
Chem. Eur. J.2003 9, 5223.

® Jaouen G., Top S., Vessiéres A., Pigeon P., laglér, Laios |.Chem. Commun2001,
383.



organométalliques de I'éthynyloestradfoi® ont récemment été développées (Figure 1). Les
hydroxyferrocifenes sont des analogues trés acfifs miment le comportement du 4-
hydroxytamoxifene, mais vont au dela. lls ont ménsur des cellules vitro, des résultats
prometteurs contre le cancer du sein tant horma@peiudant qu’'indépendant.

O\/f\)ﬁll\l/
Tamoxifene 4-hydroxytamoxifene Hydroxyferrocifénes

OH

OH OH o

"‘IIIS "uui CHO S Q

\<_7 o MLn
MLn
HO HO HO
Ethynyloestradiol MLn = FeCp, Mn(CO)3, Re(CO); MLn = FeCp, Re(CO)3, ™ Tc¢(CO),

Figure 1 : Exemples d'antioestrogénes et d'analogue s organométalliques développés au laboratoire

Concernant les cancers de la prostate hormépertiants, des travaux préalables ont été
entrepris au sein du laboratoire sur des stéraidegplexés par le groupe organométallique
CpRe(CO).* **Cette stratégie consistant a introduire des grmopganométalliques adaptés
a eté appliquée. On peut, par conséquent, élatleraouvelles molécules organométalliques,
en l'occurrence ferrocéniques, qui sont des anaegdianti-androgénes. Ces composés
seraient susceptibles d’agir contre le cancer gedstate, mais surtout d’'améliorer les effets.

Ce rapport présente la synthese de quelqudsgaes, dont quelques exemples sont
présentés sur la Figure 2. Dans un premier tenqpss nous intéresserons a la synthése de
dérivés ferrocéniques d’anti-androgenes non sté@mdd connus tels que la flutamide,
I'hydroxyflutamide et la bicalutamide. Nous avomgns un deuxieme temps, envisageé la
synthese de dérivés ferrocéniques d’'un autre aieggéne non stéroidien connu, la

9 Masi S., Top S., Boubeker L., Jaouen G., MundwdlerSpingler B., Alberto REur. J.
Inorg. Chem.2004 2013.

1 Ferber B., Top S., Jaouen G. Organomet. Chen2004 689, 4872.

2 Ferber B., Top S., Welter R., JaouenGhem. Eur. J.2006 12, 2081.

13 Ferber B, Top S., Vessiéres A., Welter R., Jadbe®rganometallics2006 25, 5730.

4 Le Bideau F., El Bachir K., Haquette P., Kernbath Marrot J., Stéphan E., Top S.,
Vessieres A., Jaouen @hem. Commun200Q 211.

5 Le Bideau F., Perez-Luna A., Marrot J., Rager M.Stéphan E., Top S., Jaouen G.,
Tetrahedron2001, 57, 3939.



nilutamide. Dans un troisieme temps, nous avonseldppé une synthese d’analogues
ferrocéniques comportant un ferrocene 1,2-disulgstit

Chy ||/©
F4C N FoC
H R" “CH,

H HC  OH[ i N CH3
R=H :Flutamide O H
R = OH : 2-hydroxyflutamide Bicalutamide Nilutamide
H3C OH
R
R=CN R=CN N R= H
NO, :d}; NO, &) CH,0OCHj
CH,OH
Figure 2 : Objectifs de synthése Fe
Exemples d'analogues ferrocéniques d'anti-androgene S Q

Une fois synthétisées, ces molécules sont smsna une série de tests biologiques
entrepris au sein du laboratoire. Ces tests sombedpart, des tests d’affinité relative de
liaison (RBA) au récepteur a androgenes (AR) efiestsur des recepteurs AR purifiés et,
d’autre part, une série de tests anti-prolifératéalisésin vitro sur des lignées cellulaires
tumorales prostatiques hormono-dépendantes (LN€a)rmono-indépendantes (PC3). Ces
tests nous permettront de définir si ces molécptessedent un intérét particulier dans le
cadre de la lutte contre le cancer de la pros@at@bno-dépendant ou indépendant.
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l. Généralités sur les stéroides

Dans cette partie d’introduction, nous présenterdifférentes notions nécessaires a la
compréhension du sujet. Ainsi, nous définirons que$ éléments incontournables de
biologie et de biochimie pour justifier le sujet decherche abordé dans ce travail. Ces
généralités traiteront, dans un premier temps, atebogenes et de leur influence sur les
cancers de la prostate hormono-dépendants, déms tEintroduire le concept de chimie bio-
organométallique. Nous traiterons ensuite des amtrogénes et les études de relation
structure/activité qui ont été démontrées sur despteurs a androgenes AR.

I.1. Stéroides et androgénes

.1.a. Les stéroides

En 1905, William M. Bayliss et Ernest H. Stagi® ont défini pour la premiére fois le
concept d’hormones. Les hormones sont des messelgiengques de I'organisme, agissant
sur un organe ou un tissu cible situé a distand®dgne émetteur. Cette définition regroupe
un trés grand nombre de molécules, certaines pigt&s, d’'autres peptidiques, des amines et
bien d’autres molécules, parmi lesquelles les &lés

Le terme générique « stéroide » rend comptecdesctéristiques physico-chimiques des
premiers représentants de cette famille, isolésladdraction insaponifiable d’extraits
lipidiques animaux. Il s’agissait, en effet, d’abt® secondaires se singularisant par leur état
solide cristallisé et fondant a des températurpgrseures a 100°C. Le nom « stérol », issu du
mot grec stéréos (= solide) et de la désinence —ol, spécifique diE®ols, traduit ces
propriétés. Le premier de ces composés fut isels, 1770, de calculs biliaires, par Poulletier
de la Salle, puis trouvé aussi, en 1816, dansrissgs animales, par M. E. ChevrEul.fut
nommeé « cholestérine » (du gridwole = bile etstéréos= solide) en souvenir de la source ou
il avait été découvert initialement. En 1859, MrtBelot, prenant en considération I'alcool,
modifia le nom en cholestérol. Depuis lors, d’asitemposés voisins ont été isolés.

A partir de 1936, le terme générique « stéroidest donné a tous les corps chimiques
possédant un noyau de type gonane (Figure 3),dgdenbu proche de celui des stérols, alors

HO
Figure 3 : Le noyau de type gonane et le cholestéro |

16 Starling E.H.Lancet 1905 2, 339.
7 Chevreul M.E.Ann. Chim. Phys1816 2, 339.
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que la dénomination « stérol » est réservée auls sSuhydroxystéroides porteurs d’une
chaine en position 17 et de deux méthyles en paosli®d et 13.

Enfin, les nombreuses propriétés thérapeutigessstéroides hormonaux et des molécules
apparentées ont rendu nécessaires leur productidostrielle. Celle-ci est effectuée
principalement par synthese chimique. Depuis pa$@ ans, I'industrie pharmaceutique les
prépare, soit par hémi-synthése a partir de stésaidturels, soit par synthése totale.

La famille des stéroides a été divisée pasddantifigues en cingq grandes classes, suivant
la réponse biologique gu’ils entrainent. Quelquesgles de ces stéroides ont été présentés
sur la Figure 4.

* les glucocorticoides(ex : Cortisol): ils sont synthétisés par la den
corticosurrénale et interviennent dans les mécarsdottant contre le stress et les
inflammations.

* les minéralocorticoideqex : Aldostérone) : ils sont synthétisés par lande
corticosurrénale ; ils régulent I'activité des et sont employés par la médecine
comme des anesthésiants locaux.

* les hormones progestativésx : Progestérone) : elles sont sécrétées pavhises
ou le placenta chez la femme et régulent le cyaastuel.

* les oestrogenegex : Oestradiol) : ils sont sécrétés par les desale cerveau
(hypothalamus) et les tissus adipeux (seins). @es\dnes sont nécessaires a la
sexualité de la femme adulte et provoquent I'ossfruphase de I'ovulation).

* les androgénegex : Testostérone,odihydrotestostérone ouwSDHT) : ce sont
des hormones sexuelles males sécrétées par ledegortles interviennent dans
le processus de la puberté et sont nécessaireseaualité de ’'homme adulte.

o OH o ©OH o
HO Ho OHC
X"OH
o o o ,
Cortisol Aldostérone Progestérone
OH
OH OH { ;
HO 0235 O 0
Oestradiol Testostérone 5a-dihydrotestostérone (5a-DHT)

Figure 4 : Exemple de stéroides



I.1.b. Les Androgénes

Comme le montre la Figure 4, les androgenesquient des caractéristigues communes aux
autres classes, a I'exception des oestrogenesff@n le cycle A se présente sous la forme
d’'un cyclohexénone, tandis qu’il se présente sau$oime d’'un phénol dans le cas des
oestrogénes. Cette famille comprend principalemknttestostérone, la dBDHT et
I'androsténedione. L'androsténedione est sécréédes glandes surrénales. La testostérone
est sécrétée a 95% par les testicules (celluldsyeig) et a 5% par les glandes surrénales.
Elle existe aussi chez la femme ou c’est la matiépeemiéere utilisée dans I'ovaire pour
fabriquer I'oestradiol. L’identification chimiqueedces androgénes remonte a la deuxiéme
moitié des annéek20 et aux années 1930. lIs ont été isolés a partiudass humaines ou
animales (Butenandt, 1934 ; Fieser, 1959). L’anérexdione est convertie en testostérone
par la 1PB-hydroxystéroide deshydrogénase {-HSD). La testostérone est ensuite
transformée, par lacbréductase, encbDHT qui est le métabolite actif de la testostérone

I.1.c. Synthese et métabolisme de la testostéron

La testostérone est synthétisée a partir dlest@ol, suivant le Schéma 1, dans les cellules

Hoo?f m@é*

Cholestérol Progestérone

P450scc,

pUIS P450 c17 P450 c17
Dehydroeplandrosterone (DHEA) Androstenedione

173-HSD 173-HSD

OH
3p-HSD
HO
Androstenediol Testostérone

Schéma 1 : Synthése de la testostérone



de Leydig situées dans les testicufeElle est aussi synthétisée dans le foie et dansire
chez la femme. L'étape limitante de cette synthestele clivage de la chaine latérale du
cholestérol par I'intermédiaire d’'une enzyme, léochrome P450scc. Elle est régulée par
I’'hnormone lutéinique (LH). Cette hormone est praeluians la glande pituitaire et sa sécrétion
est contr6lée par la gonado-libérine (GnRH), chtiemone peptidique étant produite dans
I'hypothalamus. La sécrétion de LH est égalemegtlée par la testostérone elle-méme au
niveau de la glande pituitaire et de I'hypothalanidss stéroides précurseurs inactifs, tels que
la déhydroépiandrostérone (DHEA) et I'androsteneelicsont convertis en androgénes actifs
dans de nombreux tissus, incluant la prostate.

Le métabolisme de la testostérone est présamtde Schéma 2. La testostérone est
métabolisée soit dans ses organes cibles, soitlddn®?°?* Dans la glande prostatique, la
peau et le foie, elle est réduite endSDHT par la ®-réductase en présence d’un cofacteur,
le NADPH?2* D'autre part, une petite quantité (0,2%) peut aése convertie en oestradiol
par une enzyme, la P450 aromatase. Elle permévége du groupe méthyle C19 et

OH OH o 0
P450
aromataw 17B-HSDJ/1\/6>% 3a-HSD
W
HO o o HOY ™7
Oestradiol Testostérone Androsténedione Etiocholanolone
5a-réductase OH 5a-réductase 0 o
17B-HSD 3a-HSD
- = HOY ™=
o H © H H
5a-dihydrotestostérone (DHT) Androstanedione Androstérone

Schéma 2 : Métabolisme de la testostérone
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%1 Dorfman R.I., Ungar FMetabolism of steroid hormoneg™ ed., Academic Press: New
York, 1965

22 \Verderame M.CRC handbook of hormones, vitamins and radiopaqO&C Press: Boca
Raton, FL,1986

3 Thigpen A.E., Silver R.1., Guileyardo J.M., Cad¢yL., McConnell J.D., Russell D.WJ,
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I'aromatisation du cycle A, principalement dans tissus adipeux chez I’'homme et dans les
ovaires chez la femme. Ces deux processus somelisiBles. Aprés administration de
testostérone radioactive, environ 90% de la radim&e se retrouve dans l'urine et 6% dans le
féces®® Les principaux métabolites retrouvés dans l'uramnprennent I'androstérone et
I'étiocholanolone et sont inactifs. Aprés admiraisn orale, la demi vie de la testostérone est
de moins de 30 minutes. En effet, 90% de la teftmsé est métabolisée dans le foie, avant
d’atteindre la circulation systémique.

Chez les hommes adultes, il a été clairemeattliefue les androgenes jouent un role
majeur dans les désordres prostatiques, tels hyeditrophie bénigne de la prostate (BPH) et
le cancer de la prostat®lls jouent aussi un role majeur dans les malacliésnées, telles que
I'acné, I'hirsutisme (ou hyperpilosité féminine) ltlopécie androgénique (ou calviti€).?®
En effet, il a été montré qu’ils permettaient larééion de la glande sébacée pour stimuler la
croissance pilaire chez les femmes hirsutes. Ils deux effets principaux : un effet
anabolisant exprimé dans les muscles et les o% effat androgénique exprimé dans les
organes reproducteurs (prostate, vésicule sémitedticules). Ces effets sont consécutifs a
leur liaison sur un récepteur spécifique appeléptaur a androgenes (AR).

1.2. Les récepteurs a androgenes

.2.a. Généralités

Le récepteur a androgenes AR appartient a parfamille des récepteurs stéroidiens et
nucléaire$> 3! Parmi ces récepteurs, seuls cing sont connuslesazertébrés : les récepteurs
a oestrogenes (ER), a progestérone, gluco- et atgéorticoidiens, et le récepteur AR.
Comme tous ces récepteurs, AR est une protéinbleajui fonctionne comme un facteur de
transcription intracellulaire. AR est particulieremd exprimé dans les tissus cibles des
androgénes, tels que la prostate, les musclesjdeet le systeme nerveux central, avec un
niveau d’expression trés élevé observé dans lagiedé |l est aussi localisé dans la peau,

% Goodman L.S., Hardman J.G., Limbird L.E., GilmarGA Goodman and Gilman’s the
pharmacological basis of therapeutickd" ed., McGraw-Hill Medical Pub. Division: New
York, 2001

%6 Sciarra F., Toscano G., Concolino G., Di SilvefioJ. Steroid Biochem. Mol. Bipl199Q
37, 349.

27 Cunliffe W.J., Simpson N.BPercutaneous Absorption of Stergidsademic Press, New
York, 1980

2 Dorfman R.l, Shipley R.A.,Androgens: Biochemistry, Physiology and Clinical
Significance John Wiley and Sons, New York956

9 Evans R.M.Science198§ 240, 889.

% Rosen J., Day A., Jones T.K., Jones E.T., Nadzavh,/Stein R.B.,J. Med. Chem1995
38, 4855.

31 Freedman L.PMolecular Biology of steroid and nuclear hormoneeptors Birkhauser:
Boston, MA,1998

32 Johansen K.LSemin. Dial.2004 17, 202.
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notamment dans les glandes sébacées. Physiologqtieia récepteur AR activé par la
lisison d’androgénes est responsable de la diféémtion sexuelle et des changements
morphologiques observés lors de la puberté.

[.2.b. Structure du gene et de la protéine AR

En 1981, Migeon a localisé pour la premiéres fiei géne AR situé sur le chromosome
humain X*® En 1988, Lubahn a cloné 'ADN génomique humainastdpour le récepteur
AR, en utilisant une séquence consensus a partiothaine de liaison a ’ADN de la famille
des récepteurs nucléairfd.a méme année, plusieurs groupes ont cloné descAihains
codant pour le récepteur AR3" A ce jour, un seul géne codant pour le récepteRirapété
identifié chez 'homme.

Le gene codant pour le récepteur AR a une lemgde 90 kb et code une protéine de 919
acides aminés possédant trois principaux domamedibnnels (Figure 5). Le domaine N-
terminal (NTD), codé par I'exon 1 (1586 bp), a doection modulatoire. Le domaine de

xl

Figure 5 : Structure du géne et de la protéine AR
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liaison & 'ADN (DBD) est codé par les exons 2 etl82 et 117 bp respectivemefit)Le
domaine de liaison au ligand (LBD) C-terminal esdi& par cinq exons (4-8) variant de 131 a
288 bp en longueur. Il existe également une pedgen charniére entre le domaine de liaison
a 'ADN et le domaine de liaison au ligand. Deuxdtions de transactivation ont aussi été
identifiées. La fonction d’activation 1 N-termingl&F1) est active dans un récepteur tronqué
qui ne contient pas de LBD et n'est pas consenades da séquence, alors que la fonction
d’activation 2 C-terminale (AF2) fonctionne d’unemniere dépendante du ligand et est mieux
conservée dans la séquefitéln signal de localisation nucléaire (NLS) se t®ulans une
région comprise entre le DBD et la région charniere

Les structures cristallographiques des domauntediaison au ligand et a 'ADN de
différents récepteurs nucléaires ont été résolugganmoins, aucune structure
cristallographique d’'un récepteur entier n'est eacdisponible a ce jour. La premiere
structure tridimensionnelle du LBD du récepteur ARté résolue en 2000 par Mafla€e
domaine partage une structure tridimensionnellelaim aux autres récepteurs stéroidiens,
comme le récepteur a oestrogénes ER. La struatigtallographique du domaine de liaison

xl

Figure 6 : Structures cristallographiques du domair de liaison au ligand de AR avec
DHT. (A) vue de devant ; (B) vue du ligand. Les atordescarbone et d’oxygene sont
coloriés en noir et en rouge. La région AF2 (h&lie8, H4 et H12) est coloriée en vétt.

3 McEwan 1.J.Endocr. Relat. Cance2004 11, 281.

39 Chawnshang CAndrogens and androgen receptor: mechanisms, fomstand clinical
applications Kluwer Academic Publishers: Boston, M2)02
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du récepteur AR sauvage a été résolue avec urdigiénoidien, le&DHT, et a été proposée
par Gao (Figure 6

La protéine comprend onze héliaeqH) et deux courts coudds (), qui sont arrangés
selon trois couches pour former un « sandwich @dbgl » antiparalléle. Il faut noter que
I'nélice H2 n'est pas présente dans le LBD, ce djfférencie AR des autres récepteurs
stéroidiens. Les hélices H1 et H3 forment une thceBD, pendant que les hélices H4 et H5,
le premier coud@l, et les hélices H8 et H9 constituent la coucherake de la structure, et
que les hélices H6, H7, H10 et H11 forment la deand face. H5, la région N-terminale de
H3 ainsi que la région C-terminale des hélices EtlB11 constituent la majeure partie de la
poche hydrophobe de liaison au ligand (LBP)orsqu’un androgéne se lie & AR, I'hélice
H12 [Isert de « couvercle » recouvrant la LBRfin de stabiliser le ligand. La fin de la
région C-terminale du LBD forme le deuxieme coudp2 qui fonctionne comme un
« verrou » afin de stabiliser la conformation deowvercle » H12.

[.2.c. Conformation et fonction du récepteur AR

Comme les autres récepteurs stéroidiens, ARriesipalement localisé dans le cytoplasme
et est associé avec un complexe de protéines arep@iSP pour Heat Shock Protein) par
lintermédiaire d'interactions avec le LB Lorsque AR est lié & un agoniste, il se passe une
série de changements conformationnels provoquartisisociation des HSPs. Ainsi, ces
changements de conformation déclenchent des precdssdimeérisation, de phosphorylation
et la translocation de AR dans le noyau qui estedébée par le signal de localisation
nucléaire (NLS). Ensuite, le récepteur se lie treent de réponse aux androgenes (ARE),
caractérisé par une séquence consensus de siotes5’- TGTTCT -3’ et localisé dans la
région « enhancer » des cibles du gene codantlpagcepteur AR. Le recrutement d’autres
co-régulateurs de transcription (co-activateurc@tépresseurs) et de la machinerie de
transcriptiofi* assure I'activation de I'expression du géne régaiéAR.

Tous ces processus sont initiés par les chamggsnde conformation de AR induits par
I'association d’un ligand sur le LBD. Ainsi, cesatlygements permettent la formation d’'une
région de fonction d’activation (AF2) située suslaface du LBD. Cette région est cruciale a
la fois pour l'interaction de type N/C-terminale/@Y du récepteur AR et pour le recrutement
de co-régulateurs durant la transcription. La négh#-2 est un sillon hydrophobe constitué
par la région C-terminale de H3, H4 et HYElle serait essentielle pour le recrutement de
co-régulateurs car le motif « LXXLL*$(X = un acide aminé quelconque) qui se trouvez che

*1 Gao W., Bohl C.E., Dalton J.TChem. Rey2005 105, 3352.

“2 pratt W.B., Toft D.O.Endocr. Rey.1997, 18, 306.

*3Heinlein C.A., Chang CEndocr. Rey.2002 23, 175.

“4Shang Y., Myers M., Brown MMol. Cell, 2002 9, 601.

“>Wurtz J.M., Bourguet W., Renaud J.P., Vivat V.a@lbon P., Moras D., Gronemeyer H.,
Nat. Struct. Biol.1996 3, 87.

“® Heery D.M., Kalkhoven E., Hoare S., Parker M Xafure 1997, 387, 733.
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des co-activateurs, dans un domaine interagissactun récepteur nucléaire (NID) se lierait
spécifiguement sur AFZ. De plus, d’autres motifs sur le domaine N-termidal AR,
ZEXXLF? et **3WXXLF*' pourraient aussi interagir avec Af2Ainsi, ces deux
interactions pourraient entrer en compétition geunéme site de liaison vis-a-vis de AF2.

Les changements de conformation de AR induéts yn ligand fournissent une base
structurale pour le recrutement de cofacteurs ¢a deachinerie de transcription. En effet, il a
été montré que la formation d’'un complexe d’actvatimpligue AR, des co-activateurs, et
'’ARN polymérase Il qui sont liés sur les régionenrhancer » et promotrices du gene codant
pour l'antigéne spécifique a la prostate (P&A)a formation d’'un complexe de répression
implique des facteurs qui sont seulement liésrédgon promotrice. Puisque la formation de
la région AF2 fonctionnelle fournit une base stmalte pour I'interaction protéine/protéine, le
recrutement de co-régulateurs pourrait étre crymal I'activité agoniste ou antagoniste des
ligands du récepteur AR.

La liaison a 'ADN est aussi requise pour I'eagsion du géne régulé par le récepteur AR.
La séquence de I'élément de réponse aux androd@&ids) peut étre arrangée selon des
répétitions, soit inversées, soit direct®s® Le récepteur AR reconnait et se lie au site de
I'ARE par I'intermédiaire de deux doigts de zincz{rc fingers ») localisés dans le domaine
de liaison a I'ADN. Tout comme les autres récemeustéroidiens, AR forme des
homodiméres et semble former des diméres « tétefrecdétes 3¢ La reconnaissance
sélective de séquences spécifiques de I'ARE pduétaé régulée, soit par la liaison au
ligand>® soit par la présence d'autres facteurs de trast&mmiqui se lient & leurs propres sites
de liaison & I’ADN, ou bien par les deux mécanisifies

En conclusion, les changements de conformat®mha poche de liaison de AR dus a la
liaison d’'un antagoniste n'ont pas encore été éagch ce jour. On a vu précédemment que
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“Shang Y., Myers M., Brown MMol. Cell, 2002 9, 601.

9 Hodgson M.C., Astapova l., Cheng S., Lee L.J.,hderven M.C., Choi E., Balk S.P.,
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AR joue un rdle critique dans de nombreux procesphgsiologiques, incluant le
développement des caractéristiques sexuelles rsétEmdaires telles que les muscles, les
cheveux, la masse osseuse et la spermatogenéseesfRaussi impliqué dans le
développement de cancers de la prostate hormorendépts.

. Les cancers de la prostate hormono-dépendants

I1.L1. Généralités sur le canceralprbstate

[I.1.a. Quelques chiffres

Avec plus de 40000 nouveaux cas par an en Erdmcancer de la prostate est le premier
cancer diagnostiqué chez 'homme, aussi bien encErgue dans les pays occidentaux en
général. C'est également la deuxiéme cause de ¢écesancer chez 'homme, derriére le
cancer du poumon. Il s’agit d'une maladie évolutimt le risque augmente avec I'age. En
effet, prés de 85% des cas sont diagnostiquéslesdrommes de plus de 60 ans. Le cancer
de la prostate peut étre dépendant ou indépendartiaimones males, mais la plupart d’entre
eux sont hormono-dépendants. Les causes sont emabreonnues, mais l'influence d’'une
alimentation riche en graisses semblerait étre actetir prédominant. Par ailleurs, une
influence génétique semblerait également étre ciedia de risques, méme si cela n’a pas été
clairement mis en évidence.

II.1.b. Les différents traitements utilisés cerie cancer de la prostate

Les principaux moyens développés par la médgoiur lutter contre ce probléme de santé
publique sont les suivants :

» Prostatectomie radicale : C'est la premiere méthuditisée pour traiter le cancer de la
prostate. Elle a été concue par Huggins en 29&lle consiste en une ablation de la
glande prostatique et des vésicules séminalesgiarchirurgicale. Il s’agit encore du
traitement de référence pour les patients jeunesglie le cancer est localisé. C’est un
traitement efficace; cependant, il comporte defetefindésirables qui sont
essentiellement I'impuissance sexuelle et I'inaoetice urinaire.

» Traitement par radiothérapie : Ce traitement esp@s€ aux patients atteints d'un
cancer localisé qui ne peuvent pas subir d’opératiorurgicale. Il consiste a exposer
la prostate a des irradiations qui créent des nésdaans ’ADN. C’est un traitement
efficace qui, cependant, présente des inconvéntefgsque le risque d'impuissance
sexuelle.

II.1.c. Les traitements hormonaux

Le traitement hormonal, encore appelé hormaratiie, est basé sur la notion d’hormono-

" Huggins C., Hodges C.\Gancer Res1941, 1, 293.
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dépendance de la prostate. En effet, le cancen qedstate est largement dépendant des
androgénes. Ce traitement n’est pas curatif plugdt une action palliative choisie lorsque le
patient est agé, lorsque le cancer est déja aadle stvancé, ou lorsqu’il n’est plus limité a la
prostate. Ce traitement est en général prescriagsociation avec les traitements locaux
(prostatectomie, radiothérapie). L'objectif esselntie 'hormonothérapie est de ralentir la
progression du cancer, en s'opposant a la faboitagt/ou a I'action des androgénes, et
d’accroitre la survie du patient tout en lui coafér une qualité de vie décente.
L’hormonothérapie peut étre de trois types :

» Castration chirurgicale : Ce traitement, encoreeipprchidectomie vraie, consiste en
une ablation des testicules afin de prévenir laidabion de la testostérone. Elle assure
une diminution d’environ 95% du taux d’androgenasgle sang.

» Castration médicale ou chimique : Encore appel@hidectomie, elle consiste en
I'utilisation de médicaments hormonaux actifs afile diminuer le niveau de
testostérone dans le sang. Les médicaments uslisédes suivants :

- Oestrogénes (exemple : le DiéthylstilbestrolDastilbéné’) : Ce traitement a été
découvert en 1941 par Huggitfslls agissent en réduisant la sécrétion de LH et
réduisent ainsi la sécrétion de testostérone. dissant avérés efficaces ; ils
présentent, cependant, des risques cardio-vasslaiméme a faible dose. Par
conséquent, ce traitement a été abandonné depuasmees 1980.

OH
i
HO

Diéthylstilbestrol (Distilbén®)

- Agonistes de la LHRH (ou gonado-libérine) : La LHRHKtraine une stimulation
de I'hypophyse avec une augmentation de la séoréte LH et donc de la
testostérone. Cependant, une administration cantindes taux élevés de LHRH
entraine un épuisement rapide de la productionHleedonc une suppression
guasi complete de la fabrication de testostérometr&ltement est couramment
utilisé depuis 1980, car il permet de réaliser uastration médicale sans les
effets indésirables des oestrogenes. En revanthgresente d’autre effets
indésirables tels que les bouffées de chaleurpliissance sexuelle, la baisse de
la libido, ou la gynécomastie (= augmentation dewe de la poitrine).

* Blocage androgénique : Il consiste en l'utilisatide molécules antagonistes des
androgéenes au niveau des récepteurs AR, appeléemdrogénes. Ces molécules se
sont avérées prometteuses pour le traitement diecae la prostate ; c’est pourquoi
nous nous limiterons a I'étude de ces molécules.

" Huggins C., Hodges C.\Gancer Res1941, 1, 293.
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I1.2. Généralités sur les anti-anghnoes

[1.2.a. Définition

Nous avons vu précédemment que les médicarokdgsetaient efficaces mais présentaient
beaucoup trop d’inconvénients. Par conséquentait @écessaire de trouver une autre
stratégie pour combattre le cancer de la prostatem¢no-dépendant. Dans le cas de tels
cancers, la présence d’androgenes liés au récepfeunduit la multiplication des cellules
tumorales de facon continue, sans moyen de réstricCependant, les scientifiques ont
constaté que certaines molécules pouvaient étegamistes des androgenes pour AR. Ces
molécules sont appelées anti-androgénes. Leur ipaineffet est d’'inhiber de maniere
compétitive les effets de la testostérone et d®®HT, au niveau du site de liaison de AR.
De tels composés ont, par conséquent, un potetitédapeutique intéressant dans le
traitement des maladies androgéno-dépendantes] bies cutanées (acné, alopécie,
hirsutisme) chez les femmes que prostatiques (caBB#l) chez les hommes.

I1.2.b. Classification

Ces molécules sont classées en deux catégeeks leur structure chimique : les anti-
androgénes stéroidiens et non stéroidiéns.

Acétate de cyprotérone (Andro&ir

Parmi les anti-androgénes stéroidiens, le raéwkat le plus utilisé est l'acétate de
cyprotérone (ou Androcfi).>® ®° C’est le premier anti-androgéne & avoir été étibs tant
que médicamerft: Or, il avait été concu, & la base, pour d’autrastements. En effet,
'acétate de cyprotérone est une molécule posséderet double activité. Elle a une faible
activité anti-androgénique, méme si elle se lieRaaec une bonne affinité Elle a aussi une
activité progestative en supprimant la libératiom gbnadotrophine, entrainant ainsi une
diminution de la sécrétion de LH et donc de ladststrone Or, du fait qu’elle interagit aussi
avec d’autres récepteurs que AR, tels que les réaespdes glucocorticoides et de la

*8 Singh S.M., Gauthier S., Labrie Eurr. Med. Chem200Q 7, 211.
%9 Neumann F.Horm. Metab. Res1977, 9, 1.
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®1 McLeod D.G,Cancer 1993 71, 1046.

®2Fang S., Liao SMol. Pharmacol. 1969 5, 428.

% Neri R.O.,Adv. Sex Horm. Red.976 2, 233.
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progestéron&® ce médicament est & l'origine de nombreux effat¥sirables, comme la
thrombose, la perte de libido ou la gynécomdstien conséquence, son utilisation en tant
que drogue contre le cancer de la prostate a éggusivement abandonnée, voire totalement
comme aux Etats-Unis. Ce médicament s’est avéa afficace contre I'acné et I'hirsutisme
chez la femme ; mais il doit étre utilisé en asstomn avec un contraceptif oral car un risque
de féminisation de faetus masculins a été démohee les femmes enceint®s.

En conclusion, I'utilisation d’anti-androgersgroidiens est limitée a cause de leur pauvre
biodisponibilité orale, de leur hépatotoxicité putelle et de leur manque de spécificité
envers les récepteurs AR. En outre, leur modificatstructurale est limitée a cause du
squelette stéroidien. Donc, pour tenter de résoudre ces problémes, des homologues non
stéroidiens ont été développés pour traiter le arade la prostate. Les anti-androgénes non
stéroidiens ont pour principal avantage de seehelusivement a AR, méme si leur affinité de
liaison au récepteur est faible. C'est pourquobils été aussi appelés anti-androgénes purs.
Leur biodisponibilité orale a été considérablensmmmentée, du fait de leur demi-uevivo
variant de quelques heures a une semaine chezrileorDe méme, ces ligands permettent
d’envisager un ensemble de modifications struotsralon négligeable. Tous ces avantages
font que ces ligands sont de plus en plus utilg®s ce traitement. Par conséquent, nous
avons décidé de nous focaliser sur ces molécules.

I11.3. Les anti-androgenes non stieois

Parmi les anti-androgénes non stéroidiens tnmilécules sont commercialisées et utilisées
a des fins thérapeutiqlés la flutamid&®’! (Eulexir®) et son métabolite actif, le 2-
hydroxyflutamide, la nilutamidé "3 (Anandrof?), et la bicalutamidé’® (CasodeX). Ces
molécules sont représentées sur la Figure 7. Ingtent de préserver la sexualité,
notamment chez les patients plus jeunes. Néanmdes,effets secondaires indésirables
existent, tels les bouffées de chaleur, la gynéstimau la baisse de la libido.
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Figure 7 : Anti-androgénes non stéroidiens commerci aux
[I.3.a. Description des anti-androgenes non sidiens commerciaux

La flutamide est le premier anti-androgéene gawoir été découvert. Elle a été synthétisée
pour la premiere fois par Neri en 1967. Apres adstration orale, la flutamide est
complétement absorbée et est métabolisée en 2xyftamide, qui est le principal
métabolite, et en un produit dhydrolyse, le 3larométhyl-4-nitro-aniline. Le 2-
hydroxyflutamide est un anti-androgene plus puisgarivo avec une meilleure affinité de
liaison & AR que la flutamid€.Elle a une demi-vie d’élimination d’environ 8 hesy chez
I'homme”® L’hydrolyse de la liaison amide représente la vwiétabolique majeure pour
générer le métabolite actif qu'est le 2-hydroxydlmide’® La flutamide est utilisée & des
doses thérapeutiques de 750 mg/jour, dans le butaleser un blocage complet de AR.
Cependant, comme cette molécule est métabolisé&e gare, ce métabolisme engendre la
formation d'un grand nombre de produits d’hydrolyseotamment le 4-nitro-3-
trifluorométhyl-aniline qui pourrait &tre & l'origé de I'hépatotoxicité de ce médicam&ht.
Ainsi, son utilisation aprés une administratiomg terme est particulierement limitée.

La nilutamide est un analogue de la flutamidssgdant un noyau de type hydantoine. Tout
comme la flutamide, cette molécule est éliminéeluskeement par métabolisme, en
particulier la réduction du groupe nitro situé icycle aromatiqu®: Bien que I'hydrolyse
d’'une des deux fonctions carbonyles ait aussi dantifiee, cette molécule est moins
susceptible au métabolisme hépatique que I'hydeoles la liaison amide observée chez la
flutamide. Ceci a pour conséquence une augmentatmmsidérable de la demi-vie
d’élimination chez 'homme (2 jours). Cependantrdduction du groupe nittd 23 engendre
la formation d’un radical anion libre qui pourratre associé a I'hépatotoxicité de la
nilutamide chez I'homme. Ceci serait observé quiandose thérapeutique administrée par
voie orale nécessaire pour le blocage androgértidi300 mg/jour) est grande.

"Wakeling A.E., Furr B.J., Glen A.T., Hughes L.R.Steroid Biochem1981, 15, 355.

8 Schulz M., Schmoldt A., Donn F., Becker Hur. J. Clin. Pharmaco). 1988 34, 633.
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8 Fau D., Eugene D., Berson A., Letteron P., Frome®t Fisch C., Pessayre DJ,
Pharmacol. Exp. Therl994 269 954.

81 Creaven P.J., Pendyala L., TremblayWrglogy, 1991, 37, 13.

82 Berson A., Wolf C., Berger V., Fau D., Chachaty, Bromenty B., Pessayre DV,
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La bicalutamide a remplacé la flutamide etilatamide comme I'anti-androgene de choix
pour le traitement du cancer de la prostate. Est,efette molécule présente moins de toxicité
pour le foie et une demi-vie d’élimination proloregéhez 'lhomme (6 jours), ce qui autorise
une administration par voie orale a une dose tleétique plus faible (50 mg/jour, une fois
par jour)®® En tant qu'analogue structural de la flutamidde glartage la liaison amide.
Pourtant, I'hydrolyse de cette liaison a été seelemobservée chez le At ° et non chez
I’'homme, ce qui pourrait expliquer I'allongementldedemi-vie d’élimination chez I’homme.
La bicalutamide est principalement métaboliséehyaroxylation et par glucuronidation. En
outre, le remplacement du groupe nitro aromaticareup groupe nitrile évite la réduction du
groupe nitro qui a été observée dans le cas deldtamide et du 2- hydroxyflutamide.
Comme la structure de la molécule présente un narbbiral, elle est administrée par voie
orale en tant qu’un mélange racémique de deux iémaétes. Néanmoins, son activité anti-
androgéniquen vivo provient exclusivement de l'isomére (R) qui a @finité de liaison
d’environ 30 fois supérieure a celle de I'isomése®(

[1.3.b. Utilisation des anti-androgenes dansriatement hormonal

Le cancer de la prostate étant I'un des carlesrplus sensibles a I’hormonothérapie, les
anti-androgenes non stéroidiens sont, par consgqies composes de plus en plus utilisés
pour le traitement du cancer de la prostate. Eet,af6 permettent un blocage androgénique
plus efficace que leurs homologues stéroidiens.e@ignt, comme ce sont des anti-
androgenes purs, leur action est réduite excluswermu blocage de la testostérone et de son
métabolite actif, la &DHT, au niveau des récepteurs ARe plus, le blocage de AR au
niveau de la prostate et de la glande pituitaingoar conséquence une augmentation du
niveau de testostérone dans le plasma. Par comgédisen’empéchent pas la production
d’autres hormones, telles que la LH, qui stimule pladuction de testostérone dans
I'organisme. lls ne sont donc pas suffisammentgauits pour bloquer totalement la sécrétion
d’androgenes dans I'organisme. En conséquence, gieirefficaces, ces molécules doivent
étre associées a des traitements hormonaux tela gastration chimique. La combinaison de
ces deux traitements constitue le blocage andrggérsomplet. Le principe est d'utiliser les
anti-androgenes purs avec les analogues de la LigtRIhhibent la sécrétion de LH et donc
bloquent la production d’androgenes au niveau elggctiles et de la prostate.

De nombreuses études ont démontré le potelgtiebtte méthode par rapport a la castration
chimique seule. En effet, chez les patients atteifxin cancer a un stade avancé, ont été
observés un allongement de leur durée de vie dgepits mois, voire de plusieurs années, et
surtout une qualité de vie nettement amélioréegedraitement combiné présente moins

8 Cockshott I.D.Clin. Pharmacokinef2004 43, 855.

8 Boyle G.W., McKillop D., Phillips P.J., HardingRl, Pickford R., McCormick A.D.,
Xenobiotica1993 23, 781.

8 McKillop D., Boyle G.W., Cockshott I.D., Jones D,CPhillips P.J., Yates R.A.,
Xenobiotical1993 23, 1241.

87 Mukherjee A., Kirkovsky L., Yao X.T., Yates R.@diller D.D., Dalton J.T. Xenobiotica
1996 26, 117.
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d’'inconvénients. Tout ceci fait que ce traitemestt& ’heure actuelle une méthode de choix
pour combattre le cancer de la prostite.

[1.3.c. Autres exemples d’anti-androgéenes norogtéens

Les anti-androgenes sont de plus en plus égilimalgré la présence d’effets secondaires
indésirables, comme la gynécomastie, dds a l'autatien du taux d’androgenes dans
'organisme et a une augmentation de la converdmnestostérone en oestrogenes. Alors,
pour tenter de remédier a ces problemes, dautérgess d’anti-androgenes ont été
développées ou sont en cours de développementdbgsosés ont seulement démontré une
activité anti-androgénique potentielle dans des atesin vitro et précliniques. Quelques
exemples parmi les études récentes sont montrésceanapport.

Des modifications structurales de la nilutamisie abouti au développement d’'une série
d’analogues bicycligues de type 1H-isoindole-18B)@ione qui agissent comme des
antagonistes de AR (Figure 8). Les composés deeréfé, BMS-1 et BMS-T8, se lient avec
une grande affinité au récepteur AR sauvage. Lectsire de type 4-nitro-naphthyl favorise
également laffinité de liaison & AR, comme le ment les composés BMS-337143t
BMS-434681° Tout comme le 2-hydroxyflutamide, les dérivés BMS-BMS-337143 et

H H
o) .,,(O NC
T FsC N CHs
0 NO, 0 NO, 4\\

BMS-1 BMS-15 o) N CHs
H o
’// O RU 58841

0

@ :
NO,

BMS-434681 BMS-337143

Figure 8 : Anti-androgenes non stéroidiens - Dérivé s de type hydantoine
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J.T., Gottardis M.M., Weinmann R., Martinez Rigorg. Med. Chem. Left2005 15, 389.

% Salvati M.E., Balog A., Shan W., Wei D.D., PickeyiD., Attar R.M., Geng J., Rizzo C.A.,
Gottardis M.M., Weinmann R., Krystek S.R., SackAh, Y., Kish K., Bioorg. Med. Chem.
Lett, 2005 15, 271.

1 Balog A., Salvati M.E., Shan W., Mathur A., Leittw., Wei D.D., Attar R.M., Geng J.,
Rizzo C.A., Wang C., Krystek S.R., Tokarski J.SunHJ.T., Gottardis M.M., Weinmann R.,
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BMS-434681 sont des antagonistes du récepteur ARaga, mais agissent comme des
agonistes envers le récepteur AR mutant (T877Ape@dant, BMS-1 maintiendrait une
activité antagoniste, méme chez le récepteur ARamutEn outre, des études de
cristallographie par rayons X et de modélisationénalaire ont suggéré que I'azote du noyau
hydantoine des molécules BMS-1 et BMS-434681 sewraibccepteur de liaisons H pour
I'acide aminé N705, ce qui pourrait améliorer liaifé de liaison de tels ligands.

En plus de leur utilisation contre les maladieda prostate, les anti-androgénes sont aussi
efficaces et sont utilisés pour le traitement déadias cutanées chez les femmes, telles que
I'alopécie (ou calvitie), I'acné et I'hirsutisme yohyperpilosité féminine). Ainsi, d’autres
dérivés de la nilutamide, comme le composé RU5S58&4dure 8), ont été développés en
Europe pour traiter localement I'acné et I'alopééi€® Par exemple, RU58841 a un temps de
demi-vie court de moins de 1 heure. Son applicalbmale évite donc non seulement un
métabolisme hépatique important, mais aussi foumitraitement efficace au niveau de la
peau sans apparition d’'une activité anti-androgémiqui serait due a la formation du
métabolite actif?

Un exemple d’anti-androgenes non stéroidiensdevenir inclut les dérivés de type
phthalimide (Figure 9). Le composé de référencé\-[€3,5-diméthyl-4-isoxazolyl)-méthyl]-
phthalimide (DIMP), a été découvert en 1981 etir@stressant dans le sens ou il ne possede
gu’une activité anti-androgénique. Des annéestaluk plusieurs analogues du DIMP ont été
développés, utilisant des similarités structuradesére le DIMP et la thalidomid®. La
thalidomide est une drogue qui avait été utilisgéerpraiter le cancer de la prostate, car elle

o @&

DIMP Thalidomide

ISOP-4 ISOB

Figure 9 : Anti-androgénes non stéroidiens - Dérivé s de type phthalimide
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régulait la production de cytokines. Mais elle & igtirée du marché car ce médicament avait
des effets tératogénes importants et provoquait dies malformations chez les nouveaux-
nés. Ces ligands ont montré une bonne affinitéi@isoh envers AR ; cependant, leurs

activités anti-androgéniqués vivo n’ont pas encore été reportéés.

CF;
7 X
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@) N N
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LG120907
Figure 10 : Anti-androgene non stéroidien - Dérivé  de type quinolinone

Il s’est avéré gu'un blocage complet de AR dweau de la prostate et de la glande
pituitaire résulte en une augmentation du taux edostérone dans le plasma. Alors, des
antagonistes sélectifs de AR ont été proposés cotemeeilleurs anti-androgenes pour traiter
le cancer de la prostate. En effet, ce sont degposés agissant comme des antagonistes de
AR dans la prostate, mais pas dans la glande airlitAinsi, une série de dérivés de type
quinolinone (Figure 10), contenant une structuoydtique linéaire, se lie a AR avec une tres
bonne affinité et fonctionne comme des antagonidéeAR. En effet, il a été démontré chez
les rats que ces dérivés induisent une activitdgamiste dans la prostate et les vésicules
séminales sans augmenter le taux de LH et de tésine dans le plasniaCependant, cette
sélectivité n'a pas encore été prouvée chez 'homme

Une série de dérivés de typpans-N-aryl-2,5-diméthylpipérazine (Figure 11) a réceemin
été reporté€®°°Parmi ces dérivés, plusieurs ont montré une &etanti-androgénique plus
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Figure 11 : Anti-androgénes non stéroidiens - Dériv  és de type pipérazine
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puissante encore que la bicalutamide, a laifoigtro etin vivo. De plus, ils ont démontré une
plus grande sélectivité pour AR ainsi que poutiEsus. En effet, ils agissent essentiellement
au niveau de la prostate, sans agir au niveauhyedthalamus, ce qui fait que le taux de
testostérone dans le plasma n’'a pas augmenté.oRaéquent, ces molécules seraient de
futurs candidats pour traiter le cancer de la ptegpar monothérapie.

Enfin, une autre série de dérivés, contenantdigarbaclosododécaborane (oyp-
carborane) a la place du squelette stéroidiené aegpbrtée sur la Figure 12. Les carboranes
sont des amas de bore polyhédraux, tels une cagsnant deux atomes de carbone. lls ont
des propriétés remarquables, telles qu'une gécenéphérique, une grande stabilité
thermique et chimique et une surface moléculairérdghobe® %2 Ces caractéristiques
permettent leur application en tant que nouveltacstire hydrophobe dans des molécules
biologiquement actives. Il a été montré que cesvélersont des antagonistes de AR aussi
puissants que le 2-hydroxyflutamitfg: %4

OH OH

NO,

R
Figure 12 : Anti-androgenes non stéroidiens - Dériv  és de type carborane

lll.  Relation Structure/Activité entre les ligands etrécepteur AR

ll.1. _Les SARMSs (Selctive Androgeedeptor Modulators)

lll.1.a. Concept

Plusieurs pharmacophores possédant une gréfivdieéade liaison a AR ont été identifies
durant le développement d’anti-androgénes nonisliérs. Des modifications au niveau de la
structure des anti-androgénes ont abouti a la déctmude plusieurs classes de ligands non
stéroidiens pouvant étre agonistes ou antagorestes AR selon le type de tissus. Ainsi a
émergé le concept des SARMS Ce sont des composés qui sont antagonistes darfeht
agonistes dans la prostate ; cependant, ils samtistgs dans les muscles, les os et dans la
glande pituitaire. De plus, ils sont absorbés @ wrale avec une faible hépatotoxicite.
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Des modifications structurales de la bicalutiemont mené a la découverte de la premiére
génération de SARMs (Figure 13). Ces composés raterment se lient a AR avec une
meilleure affinité que la bicalutamide, mais aw&inontrent une grande sélectivité au niveau
des organes chez des modeles animaux. En effgiréfentent, chez des rats, une activité
antagoniste au niveau de la prostate sans ab®laflets anabolisants des androgenes dans les
muscles ou accroitre la libération de gonadotrapkiries concentrations de testostérone dans
le plasma® Ces observations suggérent que les SARMs ayanfailsie activité intrinséque
dans la prostate seraient utilisés comme une tlegfernative pour traiter I’hyperplasie
bénigne de la prostate (BPH), ou le cancer dedatate. En outre, les effets suppressifs de
cette classe de SARMs, comme il I'a été montré deszrats normaux et castrés, suggerent
gue ces composes pourraient étre utilisés pouorraception masculine. Ces deux ligands
sont aussi administrés par voie orale avec des-di@sin vivo d’environ 4 heures chez le
rat!%’ Les études concernant le métabolisme ont moneé’ydrolyse de la liaison amide
ainsi que la réduction du groupe N@omme il a été observé pour le 2-hydroxyflutanete
la nilutamide, sont les principales voies métaha observéem vivo. Ces analogues sont
éliminés dans le foie. En conclusion, c’est la pezenclasse de ligands non stéroidiens a
avoir démontré une sélectivité importante au nivi@siorganes.

H - " .;
HC ©OH O " Bn
. . R —
(R)-Bicalutamide (Casodex") R=F
NHCOCH,

Figure 13 : Exemples de Selective Androgen Receptor Modulators (SARM)
[ll.1.b. Relation Structure/Activité

Des études précédentes ont démontré le rélerteng du lien éther et de la substitution en
para de groupes plus encombrants sur le cycle B paatiVité agoniste des dérivés de la
bicalutamide'® En effet, les composés possédant un lien étherraibuadopter une
conformation plus compacte que la bicalutamide ppsséde un lien sulfone. Ceci pourrait
étre da a I'établissement d’une liaison hydrogériaimoléculaire. Ceci permettrait également
au cycle B d’éviter I'encombrement stérique avecitle aminé W741.

En résumé, des modifications au niveau derletsire des anti-androgénes peuvent aboutir
a un changement de types de ligands AR (antagsrusiegonistes). Or, on ne sait toujours
pas quel type d'interaction ligands/récepteurs ARdnine I'activité agoniste ou antagoniste
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Endocrinology 2004 145 5420.
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du ligand. Ceci est largement di a la connaisséintge concernant la conformation du
récepteur quand il se lie a un antagoniste.

I11.2. Domaine de liaison au ligand mcepteur AR lié & un androgene

La cristallographie reste le meilleur moyerilgétrer le mécanisme de liaison moléculaire
de difféerents ligands. La modélisation moléculadtevient tres utile pour prédire les
modifications structurales. Pourtant, prévoir oudélser le mécanisme de liaison de ces
ligands reste problématique. La structure cristgiphique du domaine de liaison de AR de
type & la fois sauvage et mutant a été résoluelav@ET (Figures 14A et 14C§> *

xl

Figure 14 : Structure des domaines de liaison de ARlnhteragissant avec des ligands
stéroidiens (DHT) et non stéroidiens R-bicalutamide). Le complexe AR mutant
(W741L)R-Bicalutamide (vert) et le complexe AR sauvage-Diddré) sont représentés de
profil (A, B) et au dessus (C, D) du plan stéraidiees liaisons H sont hachurées en jaife.

D’une part, les interactions hydrophobes jousntdle essentiel pour la liaison a AR car le
squelette stéroidien interagit, via des interastioydrophobes, avec la poche hydrophobe de
liaison au ligand. D’autre part, les liaisons hygioe jouent un rdle important pour la liaison
a AR. En effet, la cétone (accepteur de liaisonem)position 3 sur le noyau A forme des
liaisons H avec les deux acides aminés, Q711 e? Riifectement ou indirectement par

19 Marhefka C.A., Moore B.M., Bishop T.C., KirkovsKy,, Mukherjee A., Dalton J.T.,
Miller D.D., J. Med. Chem2001, 44, 1729.
* Gao W., Bohl C.E., Dalton J.TChem. Rey2005 105, 3352.
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I'intermédiaire d’'une molécule d’eau. Le noyau Catjuelette stéroidien est en contact avec
la chaine principale de L704 et la chaine latédalé&705. Enfin, la fonction alcool (donneur
de liaisons H) en position B&ur le noyau D interagit avec les acides aminé35Nt T877.

En conclusion, les androgénes sont des mokadestituées par un squelette stéroidien
encombrant et hydrophobe stabilisé dans la pochéad®n de AR via des interactions
hydrophobes. Ce squelette incorpore a ses deugneitfis deux groupements polaires, une
cétone en position 3 sur le noyau A et un alcogpesitiori! 173 sur le noyau D. Ces deux
fonctions permettent de stabiliser 'ensemble dgtdacture au niveau de AR, via des liaisons
H. Par conséquent, elles permettent aux ligandsa’'ane meilleure affinité pour AR.

I11.3. Domaine de liaison au ligangl AR lié a un anti-androgene

Bien que plusieurs classes de composés nooidigirs déemontrent de fortes affinités de
liaison, le mécanisme de liaison pour ces compétasinconnu jusqu’a présent. La premiére
structure cristallographique du domaine de liaislinrécepteur AR lié a un ligand non
stéroidien a été résolue. Il s'agit d'un domaingant(W741L) lié & la bicalutamide (Figures
14B et 14D)'' ' La majorité de la molécule (noyau A et liaison @g)ioccupe le plan
stéroidien mais le noyau B pointe vers le haut al@pdche de liaison ; elle a donc une
conformation courbée. De plus, le nitrile (acceptae liaisons H) empara sur le noyau A
forme des liaisons H avec les acides aminés Q7RI/82, comme la cétone dans le cas des
androgenes. L’alcool chiral forme des liaisons Haves acides aminés L704 et N705,
exactement comme l'alcool présent chez les andesgé@es liaisons sont importantes pour
I'affinité du ligand a AR. En conclusion, la plupales ligands non stéroidiens, qu’ils soient
agonistes ou antagonistes, possédent les mémestécmtagques structurales que les
androgéenes. Elles joueraient un role primordialrpaiffinité des ligands envers AR.

- Ces molécules doivent mimer le squelette stéroidemnandrogéenes pour maintenir en
place le ligand dans la poche de liaison selonrdesactions hydrophobes.

- Ces molécules doivent contenir deux groupes palaiv@ accepteur de liaisons H
imitant la cétone en position 3 et un donneur dsdins H imitant I'alcool en position
17B. Ces deux fonctions forment des liaisons H néaesspour stabiliser la structure
et donc pour une meilleure affinité envers AR.

Cependant, seuls les domaines de liaison andigle AR liés a un agoniste ont été
cristallisés a ce jour, puisque les domaines ddidd&Ra un antagoniste ont éte cristallisés avec
des AR mutants dans lesquels ils se comportent eom@s agonistes. Aucune structure
cristallographique du domaine de liaison de AR ages lié a un antagoniste n’a éte résolue.
Par conséquent, le mécanisme moléculaire expliglamtagonisme de ligands non
stéroidiens reste inexpliqué.

110 Bohl C.E., Gao W., Miller D.D., Bell C.E., DaltahT., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
2005 102 6201.
4 Gao W., Bohl C.E., Dalton J.TChem. Rey2005 105, 3352.
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Chapitre 2 : Synthese et étude de dérivés ferrocanies de la
flutamide, du 2-hydroxyflutamide et de la bicalutamde
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l. Introduction

Le but de ce travail est de synthétiser desognas organométalliques d’anti-androgenes
non stéroidiens qui présentent une grande affoietdiaison envers AR et des effets anti-
prolifératifs importants envers des cellules turfesgrostatiques. Pour cela, un groupement
organométallique possédant des propriétés cytatesigloit étre incorporé au niveau de la
structure des anti-androgenes. Le choix du comptaganométallique s’est porté sur le
ferrocene car il posseéde des propriétés cytotogiceteest beaucoup moins codteux que
d’autres complexes, tels que les complexes deuhérde manganése ou de rhodium.

Une fois le groupe organométallique choisigueestion est de savoir ou le ferrocéne doit
étre introduit dans la structure de la flutamide,2dhydroxyflutamide et de la bicalutamide.
D’aprés de nombreuses études portant sur la nelatimicture/activité de ces molécules, il
s’est avéré que plusieurs caractéristiques straletsirsont importantes pour augmenter
I'affinité de liaison envers AR. Des schémas de éhisdtion du 2-hydroxyflutamide (Figure
15) et de la bicalutamide (Figures 14B et 14D) darste de liaison de AR ont été proposés
par Marhefkd® et Boht'®. Ces caractéristiques sont les suivdfites

xl

Figure 15 : Schéma du site de liaison de AR lié &ihydroxyflutamide (blanc) et a la
testostérone (bleu)*®

19 Marhefka C.A., Moore B.M., Bishop T.C., KirkovsKy,, Mukherjee A., Dalton J.T.,
Miller D.D., J. Med. Chem2001, 44, 1729.

119 Bohl C.E., Gao W., Miller D.D., Bell C.E., DaltahT., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
2005 102 6201.
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- Présence d’'un noyau aromatique A déficient en mest car il comprend deux
groupes attracteurs d’électrons : un groupe acaepgliaison hydrogéne en position
4 (NQ ou CN) et un groupe trifluorométhyle €Rrydrophobe en position 3 (Figure
16). En effet, d’'une part, ce groupe hydrophoberagit avec une région hydrophobe
(Val746 et Met742) se trouvant a l'intérieur deplache de liaison de AR, permettant
ainsi aux anti-androgénes de se stabiliser et d’auge meilleure affinité pour AR.
D’autre part, le groupe NQOpu CN interagit par I'intermédiaire de liaisonsakec les
acides aminés GIn711 et Arg752, favorisant ainBalaon a AR.

- Présence d'un groupe donneur de liaison hydrogeied]) dans le cas du 2-
hydroxyflutamide et de la bicalutamide. Il intertaggsentiellement avec I'acide aminé
Asn705. Cette interaction est cruciale dans la meesu la perte d’affinité du ligand
vis-a-vis de AR est due en partie a I'absencealedol ena du carbonyle.

- Présence du noyau aromatique B, dans le cas dedmtamide, lié au reste de la
molécule par un lien accepteur de liaison hydrogendone SQ, thioéther ou éther).
En effet, il pourrait interagir avec I'acide amimér877. C’est une région importante
de AR, car elle défavoriserait les interactions cadkes stéroides possédant des
groupements trop encombrants en position 17, tels minéralocorticoides,
oestrogenes et progestins. La mutation T877A oBsedans les cellules LNCaP
permettrait a ces ligands de se lier & AR et proeagjt donc une diminution de la
spécificité de liaison** De plus, le noyau B se situe dans une poche higdhmp
formée par les acides aminés Met780, Cys784 et etV formerait des interactions
hydrophobes, notamment avec les deux méthionines.aCides aminés joueraient un
réle important en empéchant les substituants enantderpara de se lier a AR.

En conclusion, dans un premier temps, a été&agee la synthése du dérivé ferrocénique
de la flutamideb ou le noyau A a été substitué par le ferrocén@sen deuxieme temps, la
synthese d’analogues ferrocéniques de la flutarGiée 7, dans lesquels le noyau A a été
conserve, a été réalisée. Dans un troisieme tempdté entreprise la synthese du 2-
hydroxyflutamide8, ainsi que la synthése des analogues ferrocénipiés bicalutamidé5
et 16. Ces analogues comprennent un ferrocene, a la plamoyau B, relié au reste de la
molécule par un lien éther. Le choix du remplacendenlien sulfone par le lien éther a été
motivé par des études pharmacocinétiques antésiektkes ont permis d’identifier le lien
thioéther ou sulfone comme un site métabolique mapb, suggérant un métabolisme rapide
en métabolites actif$? En outre, I'analogue éthéré de la bicalutamides@ds une affinité de
liaison a AR deux fois supérieure a celle de lalbiamide ; toutefois, il posséde une activité
agoniste:™® Ceci pourrait s’expliquer par le fait que cettelécale adopterait une

111 veldscholte J., Berrevoets C.A., Ris-Stalperskiper G.G.J.M., Jenster G., Trapman J.,
Brinkmann A.O., Mulder E.J. Steroid Biochem. Mol. BiplLl992 41, 655.

2¥in D., Xu H., He Y., Kirkovsky L.I., Miller D.D.J. Pharmacol. Exp. Ther2003 304,
1323.

113 Marhefka C.A., Gao W., Chung K., Kim J., He Y.nYD., Bohl C., Dalton J.T., Miller
D.D.,J. Med. Chem2004 47, 993.
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conformation plus compacte que la bicalutamide.eHat, elle serait probablement due a
I'établissement d’une liaison hydrogene intramoléica entre I'alcool chiral et 'oxygene du
lien éther et a la flexibilité de ce lien. Cetteanfarmation permettrait au noyau B de se placer
dans la poche, tout en évitant la géne stérique vehaine latérale encombrante de I'acide
aminé W741, qui a été observée dans le cas dedutaimide'® Le reste de la molécule
comprend un alcool chiral endu carbonyle. Ces molécules sont présentées Biguee 16.

o8 Uik o8 P oW WY

HsC OH o
Flutamide 8 : 2-hydroxyflutamide Bicalutamide
CHs;
G ﬁ% @ M j@ Jg@
Hu,c oH w
Fe Fe

(b 6:R=CN ! 15: R =CN »
D) 7:R=NO; ((T)) 16 : R = NO, §©7

Figure 16 : Les anti-androgénes non stéroidiens et leurs analogues ferrocéniques

.  Synthése des analogues ferrocéniques de la flutamid

I1.L1. Synthése du dérivé ferrocérifu

[l.1.a. Stratégie de synthése
Dans un premier temps, a été envisagée la é&ymtldlu composé ferrocénigbe La
stratégie globale de synthese consiste en undaealt# couplage entre un chlorure d’acide

commercial, le chlorure d’isobutyryle, et 'aminafecene4 (Schéma 3). L'aminoferrocéne a
éte synthétisé a partir du ferrocene, suivantdatrén de réarrangement de Curtius.

@ jg/fcm:> i \H/\T;s +(FP3»NH2:> @COOH
O I

Schéma 3 : Stratégie de synthése de I'analogue 5
[I.1.b. Synthése de I'aminoferrocehe

La synthése dése fait a partir du ferrocene et est présentéesschéma 4. Le ferrocéne

% vin D., He Y., Perera M.A., Hong S.S., Marhefka Stourman N., Kirkovsky L., Miller
D.D., Dalton J.T.Mol. Pharmacol, 2003 63, 211.
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est utilisé pour synthétiser le précurseur de kctién qui est I'acide carboxylique du
ferrocenel. Ensuite, I'acide est activé en un chlorure d’addtectrophile qui va réagir avec
un nucléophile, I'azoture de sodium Nglgour former le dérivé acyle azide du ferroc@ne

Ce produit est le précurseur de la réaction deaggement de Curtius?

O

H
N__©O
© O e O Qr iy swe,
. 3 H
i) tert-BuLi ; -78C i) (COCI), ; CHyCIp HO™ >\~ SiMes o
Fe Fe > Fe > Fe
é ii) CO, ; -78T é ii) NaN3 ; NBu,Br (b Toluene ; A (d? aso
; / CH,CI, ; H,0 (Réarrangement de 3:98%
1:42% 2:83% Curtius)
- ach - 0970 TBAF ; THF ;
50C

Schéma 4 : Synthese de I'aminoferrocene 4 @NHZ
d';

4:98%

D

Le mécanisme de ce réarrangement est détaillle Schéma 5 et comprend deux étapes.
La premiere étape consiste en un chauffage deldazyde a reflux du toluene qui provoque
un dégagement d’azote [dour former un isocyanate. La deuxieme étape stnen une

o) B o ]
N3 \-N-——N=N | Réarrangement
Toluéne ; A de Curtius £
Fe ———— Fe ﬁ» d)e
©) O J | O
2 — — ~  intermédiaire
isocyanate

Ho/\/SlMe3
(Nucléophile)

NS oL S cH
@NHZ Ethyleéne CO, SiMesF CP NT(‘_/\OSi/ 3
|
DR o ( CHs
Fe

Fe ]
@? TBAF : THF : 50C (d? F
4 3

Schéma 5 : Mécanisme du réarrangement de Curtius et  de la déprotection de I'amine

114 Butler D.C.D., Richards C.J3rganometallics2002 21, 5433.
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addition nucléophile d'un alcool silylé, le 2-trith§lsilyl-éthanot'® sur lisocyanate
électrophile. Cette étape aboutit a la formatiordévé carbamate silylé du ferrocéhe

Le carbamate silylg est en fait un groupe protecteur des amines ¢qaséquent, la fin de
la syntheése va consister en une réaction de dépmtede la fonction amine. Cette réaction
s'effectue en présence d'un réactif nucléophildisétipour enlever les dérivés silylés, le
fluorure de tétrabutylammonium (TBAF). Cette réatientraine un dégagement gazeux
d’éthyléne et de C£) et permet ainsi la formation de I'aminoferrocéne® L’ensemble de la
synthese a été réalisé avec un rendement globallexic(81% a partir di).

[I.1.c. Fin de la synthese

L’inconvénient majeur de I'aminoferrocéne estf@rte instabilité vis-a-vis de I'air et de la
lumiere. Ce réactif ne peut pas se conserver,l & dégrade facilement, et doit étre utilisé
rapidement. La fin de la synthese consiste en aaetion de couplage effectuée en milieu
basique entre 'aminoferrocéne nucléopHilet le chlorure d'isobutyryle (Schéma’'8).Elle
a abouti a la formation de I'amide correspondaatvec un rendement moyen (43%).

CHs CHs

H
Cl . . N
@NHZ \Hﬁ\CH3 ; NEt3, CH2C|2 @ ﬁCH3
(®) H e} H

Fe Fe

@ 4 @ 5 : 43%

Schéma 6 : Synthése de I'analogue 5

I1.2. Synthése des dérivés ferrongast et 7

Dans un deuxieme temps, a été envisagee laésgmtes analoguést 7. La synthese de
ces dérivés est montrée sur le Schéma 7. Ce sentalaposés dans lesquels le noyau
aromatique contenant le groupe N@u CN a été conservé. La stratégie globale dehéget
consiste en une réaction de couplage effectuée #ieunmbasique entre une aniline
commerciale et un chlorure d’acide géni@rsitu.

Le chlorure d’acide a été engendré par la i@aentre I'acide carboxylique du ferrocéhe
et le chlorure d'oxalyle (COGI)* Le 4-cyano-3-trifluorométhyl-aniline a été synikéta
partir du 4-bromo-3-trifluorométhyl-anilin® commercial, selon la procédure décrite par

115 Capson T.L., Poulter C.DTetrahedron Let}.1984 25, 3515.

11%yvan Leusen D., Hessen Brganometallics2001, 20, 224.

17 Taylor M.J., Hoffman T.Z., Yli-Kauhaluoma J.T., iner R.A., Janda K.D.J. Am. Chem.
Soc, 1998 120 12783.

114 Butler D.C.D., Richards C.J3rganometallics2002 21, 5433.

118 Friedman L., Shechter Hl, Org. Chem.1961, 26, 2522.
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Br: . NC
D\ i) CUCN ; DMF D\
FoC NH, i) NaCNyq30% FaC NH

92%

RO

COOH

@ i) (COCI), ; CH,Cl, FaC HJL@)
Fe

Fe =
if) : NEtz ; CH,Cl, 6:R=CN 48%
Q ' 7:R=NO; 40%
F3C NH, ©)
Schéma 7 : Synthése des analogues 6 et 7

2

Jones?™® Le 4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline est un producommercial. Ces anilines
réagissent en présence du chlorure d’'acide pooreioles amide6 et 7 avec des rendements
moyens (48% pour le compo&ét 40% pour le compogg.t’

lll.  Synthése du 2-hydroxyflutamide et des analoguesdeéniques de la
bicalutamide

I1.1. Synthése du 2-hydroxyflutamiBle

Dans un premier temps, a été envisagée la &ymttiu métabolite actif de la flutamide, le
2-hydroxyflutamide8. La synthese de ce composé est présentée sunden3@. La stratégie
globale de synthese consiste en une réaction dplagmu effectuée entre le 4-nitro-3-
trifluorométhyl-aniline commercial et un chloruréacide généréin situ'® Le chlorure
d’acide a été engendré par la réaction de l'acitigd2oxyisobutyrique avec le chlorure de
thionyle SOCJ. Il réagit avec le 4-nitro-3-trifluorométhyl-anmik pour former le 2-

O,N
0 . 0
i) SOCI, : DMA ; 20 T D\
CHs CHs
FaC N
H R

HO

O,N
HO CHs ) 2 :DMA : ta. CHs
8 : R = OH (2-hydroxyflutamide) 57%
FsC NH, 9:R=Cl (2-chloroflutamide) 29%

Schéma 8 : Synthése du 2-hydroxyflutamide

119 Jones T.R., Varney M.D., Webber S.E., Lewis K.Klarzoni G.P., Palmer C.L.,
Kathardekar V., Welsh K.M., Webber S., Matthews D.Appelt K., Smith W.W., Janson
C.A., Villafranca J.E., Bacquet R.J., Howland E.Bqoth C.L.J., Herrmann S.M., Ward
R.W., White J., Moomaw E.W., Bartlett C.A., MorseéAG J. Med. Chem1996 39, 904.

"7 Taylor M.J., Hoffman T.Z., Yli-Kauhaluoma J.T., ioer R.A., Janda K.DJ. Am. Chem.

Soc, 1998 120, 12783.

120 Morris J.J., Hughes L.R., Glen A.T., Taylor PJJ.Med. Chem1991, 34, 447.
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hydroxyflutamide8. Cette réaction a été effectuée avec un rendecoerdct (environ 60%).
Néanmoins, elle a conduit a la formation d’un spreduit chloré, le 2-chloroflutamid® qui
résulte de l'action de SOLIur le 2-hydroxyflutamide formé. Il a été obtermve@ un
rendement non négligeable de 30%.

I11.2. Synthése des analogues femmpéesl5 et 16 de la bicalutamide

Dans un deuxiéme temps, a été envisagée |laesgmtes dérivékb et 16 (Figure 17). Ce
sont des dérivés ferrocéniques de la bicalutamidegriant une fonction éther a la place d’'un
sulfone un alcool chiral ea de I’amide et un noyau aromatique contenant CNN@g en

/////

PO
Hy,c oH CP
15:R=CN fe

16 : R = NO, gd)

Figure 17 : Dérivés ferrocéniques de la bicalutamid e

[ll.2.a. Stratégie de synthese

La stratégie globale de synthése est présantéle Schéma 9 et consiste en une réaction
d’addition nucléophile du ferrocénylmétharial sur un époxyde. Le ferrocénylméthanol est
synthétisé a partir du ferrocénecarboxaldéhydes aoe I'époxyde est synthétisé a partir
d’un alcéne.

Fjp\uj}gow —. :@\ )KK\ O/\OH

Fe O
15:R=CN | 12:R=CcN CHs i ] 14
16 : R = NO, Q) 13:R=NO;
0
R
F3C F CH3
R=CN; NO,

Schéma 9 : Stratégie de synthése des analogues 15e t16
[11.2.b. Les étapes de la synthese

- Synthese de l'intermédiaire époxyde : La synthe&sedpoxyded?2 et 13 est présentée
sur le Schéma 10. Elle a été effectuée en deur®tap premiére étape est la réaction
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poRURATIISY Mool
FsC F DMF anhydre )k]/ H20; ; CH.Cl F3C NJH@
O

de formation des alcéndd) et 11. Pour cela, deux stratégies de synthese ont été
utilisées. Dans un premier temps, a été envisagéedaction de couplatjé entre le
4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline et un chlorure atide généré a partir de l'acide
méthacryloigue commercial. Cette réaction a fonciio; toutefois elle a été effectuée
avec un rendement faible (autour de 20%). Cettetiokadoit donc étre optimisée.
Pour cela, une autre stratégie a été adoptée. fatlantervenir une réaction de
substitution nucléophile en milieu basique entreixxde@roduits commerciaux, le
méthacrylamide et le 4-(cyano ou nitro)-3-trifluoréthyl-fluorobenzén&* Cette
réaction a été effectuée avec des rendements t(B€®6 pour le dérivé cyarid et
88% pour le dérivé nitroll). La deuxiéme étape consiste en une réaction
d’époxydation de l'alcéne. Cette réaction a étdiséa en présence de peroxyde
d’hydrogéne HO, et d’anhydride trifluoroacétiqué! Elle a permis la formation du
dérivé époxyde avec de trés bons rendements (81#ol@aérivé cyand2 et 62%
pour le dérivé nitrd.3).

O

:NEt; ; CH,CI, ; A
O,N CI)J\]/ 3, CHCly O,N o
(0]

H
11:229% CHg

O O

HzN*% - MoK

o

3
10:R=CN 499 12:R=CN 87%
11: R =NO, 88% 13 : R = NO, 62%

Schéma 10 : Synthése des époxydes 12 et 13

Synthése du ferrocénylméthari@dl (Schéma 11) : Elle consiste en une réaction de
réduction du produit commercial, le ferrocenecadid&hyde, en présence d’hydrure
d’aluminium lithium LiAIH,.*??> Elle a été effectuée avec un rendement quantitatif

Fin de la synthese : Elle consiste en une réadtiaddition nucléophile en milieu
basique du ferrocénylmétharibt sur les époxydes2 et13 (Schéma 113 Elle a été

effectuée en milieu basique et a permis la formaties deux analogué$ et 16 avec

des rendements faibles (autour de 30%).

"7 Taylor M.J., Hoffman T.Z., Yli-Kauhaluoma J.T., ioer R.A., Janda K.DJ. Am. Chem.
Soc, 1998 120, 12783.

121 Chen B.C., Zhao R., Gove S., Wang B., Sundeen Sdvati M.E., Barrish J.CJ. Org.
Chem, 2003 68, 10181.

122 | ednicer D., Lindsay J.K., Hauser C.R.Org. Chem.1958 23, 653.
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[ll.2.c. Structure cristallographique du compdke

La structure cristallographique de la moléclfiea été déterminée par analyse structurale
aux rayons X dans le laboratoire du Professeur.NMcElinchey de I'Université de Dublin.
Cette structure est présentée sur la Figure 18 (paiyante) et correspond bien au composé
dont la synthese a été envisagée. Les donnéeallogsaphiques de cette molécule sont
indiquées en annexe.

V. Reésultats des tests biologiques

Une fois synthétisés, les analogues ferroc@sidligure 19) sont soumis a plusieurs études
biochimiques. Pour cela, ils doivent avoir une paigupérieure ou égale a 98%, déterminée
par HPLC. Les études biochimiques comprennentdsts td’affinité relative de liaison au
récepteur AR (tests RBA), des études d’activité-prdtliférative effectuées sur les lignées
cellulaires tumorales prostatiques, LNCaP et PC8eg calculs d’lgy effectués sur PC3.

O,N
2 0
CH,
FsC N
H R" “CH,

8 : R = OH (2-hydroxyflutamide)
9:R=Cl (2-chloroflutamide)

R
r 0L, O
H
o H H Hy,C oH
Fe 6:R=CN dF)e 15:R=CN N

(@7 5 7:R=N02<7 16:R=NO, (1))

Figure 19 : Liste des molécules pour les tests biol ogiques
IV.1. _Tests RBA
Ce test est appelé test RBA pour Relative BigpdAffinity et a été effectué sur des

récepteurs AR purifiés. Les valeurs de RBA ontnéésurées en % par rapport a un composé
de référence, ici la DHT, dont la valeur RBA esté a 100% par définition.
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IV.1.a. Reésultats

Les valeurs de RBA des analogues ferroceni§ués?, 15 et 16, ainsi que les valeurs du
2-hydroxyflutamide8 et du 2-chloroflutamid®, sont reportées sur le Tableau 1. Les valeurs
du log Po/w des produits sont aussi reportées esufableau 1. Le log Po/w mesure le
caractére hydrophobe de la moléciife.

Molécule RBA (%) log Po/w

DHT 100
2-hydroxyflutamide 8 0,204 + 0,010 3,75
2-chloroflutamide 9 0,010 £ 0,010 4,15

5 0,000 2,64
6 0,000 4,10
7 0,007 £ 0,050 4,42
15 0,040 £0,010 4,63
16 0,084 + 0,020 5,01

Tableau 1 : Résultats des tests RBA et log Po/w
IV.1.b. Interprétation des résultats

Il faut tout d’abord noter la faible valeur B8A trouvée pour le 2-hydroxyflutamidg; il
en est d’ailleurs de méme pour la plupart des amirogenes de synthese. Ceci est diU a la
géométrie du site actif du récepteur qui épouseigiient la forme de la testostérone,
laissant peu de place pour des modifications stralds. En outre, dans le cas du 2-
chloroflutamide9, la substitution de I'hydroxyle par le chlore faiicore baisser I'affinité. Ce
résultat confirme I'importance de I'alcool chirams la reconnaissance du récepteur AR.

En ce qui concerne le prodgijtla valeur de RBA est nulle. Par conséquent, let®nnait
pas du tout AR. Ce résultat confirme I'importance doyau aromatique A dans la
reconnaissance de AR. En outre, la molécule ne Isemdis stable, probablement par
oxydation du ferrocéne. Les analogest 7 ont des valeurs de RBA quasiment nulles, voire
nulles, confirmant que la présence du noyau arguatiA n'est pas suffisante pour
augmenter 'affinité de liaison a AR.

Enfin, les valeurs de RBA des analogues femoggs15 (0,040 + 0,010%#gt 16 (0,084 +
0,020%) sont encore plus faibles en comparaisoo eslée du 2-hydroxyflutamid@ (0,204 +
0,010%), mais sont plus grandes que celles obteposles autres dérivés ferrocéniques.
Ces résultats vérifient donc les hypothéses énsnu&Eédemment, a savoir que la présence
du noyau A, ainsi que de l'alcool, favoriseraitilson a AR. D’autre part, en comparant les
produits1l5 et16, on constate que le dérivé nitt6é a une affinité de liaison deux fois plus

123 pomper M.G., Van Brocklin H., Thieme M.M., ThomRD., Kiesewetter D.O., Carlson
K.E., Mathias C.J., Welch M.J., Katzenellenboget,Jl. Med. Chem199Q 33, 3143.
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élevée que le dérivé cyarih. Ce résultat serait di au fait que le groupe; &t plus
électroattracteur que CN?

Les valeurs de log Po/w des analogues ferrquési sont supérieures a celle du 2-
hydroxyflutamide (3,75), a I'exception du dérig (2,64). Ce résultat indique que les
composés sont hydrophobes. Il a été aussi constatéamélioration de la valeur RBA en
fonction de I'hydrophobicité de la molécule. Aink, dérivél16, qui est le plus hydrophobe
(log Po/w =5,01), a la meilleure affinité de laisenvers AR (RBA = 0,084 + 0,020%).

IV.2. Tests d'activité anti-prolifiiive sur les cellules tumorales LNCaP

Cette série de tesits vitro a été effectuée sur des lignées cellulaires LNCaPsont des
cellules prostatiques tumorales hormono-dépendamgiescontiennent des récepteurs AR
mutés au niveau d’'un seul acide aminé T877A® Ces tests nous permettront donc de
savoir si les dérivés ferrocéniques ont une aétiartti-androgénique vis-a-vis du cancer de la
prostate. Les résultats des tests d’activité, aoaed les analogues ferrocéniqies, 7, 15et
16, ainsi que le 2-hydroxyflutamid®&, la DHT et un contréle (cellules incubées sans
produits),sont présentés sur quatre graphiques.

IV.2.a. Résultats obtenus pour les analogues di@famide

Le graphigue 1 représente I'évolution de I'&tdi anti-androgénique des analogues de la
flutamideb, 6 et7 en fonction du temps d’incubation.

La dihydrotestostérone (DHT), incubée & unecentration de 1.1® M, a une faible
activité proliférative qui décroit au cours du tempt a méme tendance a inhiber la
prolifération cellulaire. Ce résultat est en cowemrce avec des études précédentes confirmant
la non-stimulation de ces cellules par des andregiéndes concentrations élevées (a partir de
1.10% M).*?" 1%Cest pourquoi on a décidé d’incuber la DHT & dose de 1.18M, lors des
études anti-prolifératives ultérieures.

D’autre part, les dérivés ferrocéniques ddutamide5, 6 et7, incubés a des doses de 1.10
> M, se manifestent par une activité anti-prolifiratfaible pour le composs, et plus
importante pour les composéset 7. Cette activité persiste au cours du temps avec un
maximum obtenu au bout de 5 jours. C’est pourqua’est par la suite focalisé sur ce temps

124 He Y., Yin D., Perera M., Kirkovsky L., Stourman,NLi W., Dalton J.T., Miller D.D.,
Eur. J. Med. Chem2002 37, 619.

125 Horoszewicz J.S., Leong S.S., Kawinski E., Kaf:. JRosenthal H., Ming Chu T., Mirand
E.A., Murphy G.P.Cancer Res1983 43, 1809.

126 Beer H.D., Florence C., Dammeier J., McGuire Lerér S., Duan D.ROncogene
1997 15, 2211.

127 Sonnenschein C., Olea N., Pasanen M.E., Soto Akhcer Res1989 49, 3474.

128 joly-Pharaboz M.O., Soave M.C., Nicolas B., MebBrkRenaud M., Foury O., Morel Y.,
Andre J.G.,). Steroid Biochem. Mol. Bigll995 55, 67.
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Evolution au cours du temps de I'effet anti-prolifé ratif des analogues de la
flutamide sur les cellules LNCaP
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Graphique 2 : Effet anti-prolifératif des analoguesde la flutamide & 1.10 M, sauf pour
DHT (1.10° M)
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pour pouvoir comparer les activités des différamsposés ferrocéniques. Les valeurs ont été
montrées sur le graphigue 2 qui représente le patage de cellules tumorales restantes par
rapport au contréle, 5 jours apres incubation dedogues ferrocéniques de la flutamide.

D’aprés le graphique 2, on remarque, d’une, pare le composb inhibe la prolifération
des cellules tumorales LNCaP d’environ 15%. L'efibservé ne peut étre attribué a un effet
anti-hormonal puisque la reconnaissance du récepiiRlest nulle Par conséquent, la nature
de I'effet pourrait étre la cytotoxicité du ferroea 1.1G M. D’autre part, les produit et7
ont une activité anti-proliférative, envers deslutes tumorales, plus importante que le
composéb, et similaire entre eux. En effet, ils inhibentpieolifération des cellules LNCaP
d’environ 30%. Ce résultat supposerait que le naumatique A serait impliqué dans la
stimulation de Il'activité anti-androgénique, mais oe peut exclure un effet cytotoxique
associé au ferrocene, puisque la reconnaissanexépteur AR est quasiment nulle.

IV.2.b. Reésultats obtenus pour les analogues téchlutamide

Le graphique 3 représente I'évolution de Datki androgénique/anti-androgénique des
composés synthétis8s15 et16 en fonction du temps d’incubation.

La dihydrotestostérone (DHT), incubée & unecentration de 1.1 M, posséde une
activité proliférative considérable qui décroitéégment au cours du temps. Ce résultat a été
confirmé par des études précédentés?°Elles démontrent, d’une part, que la stimulatien d
ces cellules par des androgenes décroit apres rg g culture. D’autre part, elle est
dépendante de la dose d’androgénes incubée edstli@ptimale pour des concentrations de
0,1-1 nM.

Comme cela a été observé par Veldséhbtle 2-hydroxyflutamide8, incubé & une dose
de 1.1¢ M, a une activité proliférative considérable, @Gigfjours, qui est maintenue au cours
du temps. Son activité agoniste pourrait étre gugle par la présence de récepteurs AR
mutants (T877A) dans les cellules LNCaP. Ainsitecehutation pourrait permettre au 2-
hydroxyflutamide d’activer les génes cibles du ptear AR (PSA = Prostate Specific
Antigene) et de stimuler la croissance tumotdlel’activation de PSA serait en outre
amplifiée en présence de ARA70, qui est un coastivade AR**!

En revanche, les dérivés ferrocéniques dedalliamidel5 et 16 ont une faible activité
anti-proliférative, & des concentrations de .M. Ce résultat suggére que la présence du
ferrocene jouerait un rdle non négligeable damedannaissance de récepteurs AR mutants,

127 Sonnenschein C., Olea N., Pasanen M.E., Soto ACkhcer Res1989 49, 3474.

129Berns E.M.J.J., de Boer W., Mulder Ehe Prostate1986 9, 247.

1 yeldscholte J., Berrevoets C.A., Ris-Stalperskdiper G.G.J.M., Jenster G., Trapman J.,
Brinkmann A.O., Mulder E.J. Steroid Biochem. Mol. Bipll992 41, 655.

130 Miyamoto H., Yeh S., Wilding G., Chang @roc. Natl. Acad. Sci. U.S.,A1998 95,
7379.

13lyeh S., Miyamoto H., Chang Cthe Lancet1997, 349, 852.
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Evolution au cours du temps de I'activité proliféra tive/anti-proliférative des
analogues de la bicalutamide et du 2-hydroxyflutami de sur des cellules
LNCaP
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Graphique 4 : Effet des composés a 1., sauf pour la DHT (1.10° M).




mais la dualité d’'un effet cytotoxique due au feemme ne peut étre écartée. La liaison a de
tels récepteurs impliquerait alors une non-praiifién des cellules cancéreuses. De plus, le
faible effet anti-prolifératif des compos#S et 16 est maintenu au cours du temps. La faible
activité anti-androgénique des compo$bst 16 a été mise en évidence sur le graphique 4
qui représente le pourcentage de cellules tumoraktantes par rapport au contréle, 4 jours
apres incubation des composés.

IV.3. Tests d'activité anti-prolifitive sur les cellules tumorales PC3

IV.3.a. Résultats

Cette série de tests vitro a été effectuée sur des lignées cellulaires P@3sdht des
cellules prostatiques tumorales hormono-indépergagtii n’expriment pas le géne codant
pour le récepteur AR sauvage. Par conséquent, redlesntiennent pas AR? Ces tests nous
permettront donc de savoir si les composés sys@gegissent ou non sur de telles cellules
et, en conséquence, si de tels analogues ont wojpaytotoxique. Les résultats de ces tests
d’activité, concernant les analogues ferrocéniqbes, 7, 15 et 16, ainsi que le 2-
hydroxyflutamide8, la DHT et un contréle (cellules incubées sans pitejjisont présentés
sur deux graphiques. Le graphique 5 représentellion de I'activité anti-androgénique des
composés synthétisés en fonction du temps d’incubat

IV.3.b. Interprétation des résultats

La dihydrotestostérone (DHT) ne possede au@gtwité proliférative. Ce résultat est
attendu puisque les cellules PC3 ne contiennentd@asdcepteurs AR.

Le 2-hydroxyflutamide8 posséde une activité anti-proliférative (envird¥@de cellules
tumorales tuées), & une dose de 2.M) qui est maintenue au cours du temps. Ce résulta
mettrait en évidence le rble joué par I'associatoire AR et le coactivateur ARA70 dans
I'expression de I'androgénicité du 2-hydroxyflutalmiqui a été constatée précédemment sur
des cellules tumorales LNCaP.

L’analogue ferrocénique de la flutamifiese caractérise par une activité anti-proliférative
comparable a celle du 2-hydroxyflutamide, pour coecentration de 1.10M. Cette activité
est constante au cours du temps, ce qui démorifiaéla cytotoxicité de cette molécule.

Les dérivés ferrocéniques cyaiet 15, incubés a des doses de I°M, ont une activité
anti-tumorale constante au cours du temps. Towefei composél5 a une activité anti-
proliférative envers les cellules cancéreuses P@8laure que celle du compogg Ce
résultat confirmerait le réle important joué par fanction alcool dans I'expression de
I'activité cytotoxique. Une conclusion similaireyroait étre déduite en comparant les

132 Ohtsu H., Xiao Z., Ishida J., Nagai M., Wang H.kokawa H., Su C.Y., Shih C., Chiang
T.,Chang E., Lee Y.F., Tsai M.Y., Chang C., LeblKJ. Med. Chem2002 45, 5037.
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Evolution au cours du temps de I'activité anti-prol iférative des composés
sur les cellules PC3
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analogues ferrocéniques niffeet 16. En effet, le composE6 a une activité anti-proliférative
envers les cellules PC3 supérieure a celle du ceéo

Parmi les analogues ferrocéniques nitret 16, la moléculel6 est intéressante au niveau
de son activité anti-tumorale. En effet, elle senifieste par une activité anti-proliférative plus
importante par rapport au 2-hydroxyflutamide etoa fomologue cyan@5, et surtout qui
augmente au cours du temps, pour une concentragidh1® M. Ces résultats démontrent
une cytotoxicité accrue des composés nitro par adpaux COmposés cyano et au 2-
hydroxyflutamide.

Le graphique 6 représente le pourcentage delexltumorales restantes par rapport au
contrdle, 5 jours aprés incubation des produitpetimet de mettre en évidence la différence
de cytotoxicité entre les produits cyaet 15 et les dérives nitr@ et16. On remarque, d’'une
part, que les composés cyahet 15 inhibent la prolifération des cellules tumoral€33Rentre
15 et 20%, pour des doses de .M. En revanche, les dérivés nitfoet 16 inhibent la
prolifération des cellules cancéreuses PC3 d’env@® a 35%, pour des doses de .M
Par conséquent, ces deux molécules sont intéress&gtte activité cytotoxique significative
serait probablement due a la présence de la fonntioo a la place du cyano. Le groupement
NO, aurait donc des propriétés cytotoxiques tresassantes.

En conclusion, les composé®t 16, qui ne reconnaissent AR qu’avec une faible aini
possédent une activité anti-tumorale considérahletout vis-a-vis des cellules tumorales
PC3. Par conséquent, ils seraient des composésaie gour I'élaboration de nouvelles
molécules plus actives contre certains cancera geoktate.
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Effet des analogues ferrocéniques sur les cellules PC3aJ5
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Graphique 6 : Effet des composés a 1.2, sauf pour DHT (1.10° M)

IV.4. Résultats des calculs d’'IC50

L’ICso d’'un produit représente la concentration d’'un produi est suffisante pour tuer
50% de cellules tumorales. Plus cette concentrasbifiaible, plus le produit est efficace. Les
valeurs d’lGo ont été évaluées sur la lignée cellulaire PC3rdwanche, les calculs d'ig
n'ont pas pu étre effectués sur les cellules LNGEaPeffet, les résultats obtenus n’ont pas pu
étre reproductibles, probablement a cause des iongatur les récepteurs AR qui rendent ces
cellules instables. Les valeurs ds@les analogues ferrocéniques synthétisés 7, 15et 16,
ainsi que celle du 2-hydroxyflutami@ ont été reportées sur le Tableau 2.

Molécule | Effet anti-prolifératif sur PC3 (%)® | ICso PC3 (tM)” | 1C5o MDA-MB231 (£M)°
8 84 - -
5 92 - -
6 87 - -
7 69 305+14 20,3+0,3
15 82 - -
16 65 16,8 +2,0 285+14

& pour une concentration de iM aprés 5 jours d’incubation.
® Les valeurs d'lg, sur PC3 et MDA-MB231 ont été déterminées lorsquaifet anti-
prolifératif significatif a été observé a u®1 sur PC3.

Tableau 2 : Résultats des Igy
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Dans un premier temps, les valeurs gbl@e ces produits obtenues sur les cellules PC3 ont
été comparées. D’'une part, on note que les vai€s, du 2-hydroxyflutamide, ainsi que
des dérivés ferrocéniqués6 et 15, sont largement supérieures auMd, ce qui démontre que
ces molécules ne sont pas efficaces envers dedesatancéreuses prostatiques.

En outre, les résultats ddgdémontrent une efficacité plus importante des aguads
ferrocéniques nitro7 et 16, par rapport aux analogues cyafiagt 15. Ceci pourrait suggérer
que la présence d'un groupe N@n positionpara serait primordiale pour augmenter
I'efficacité des anti-androgenes. Enfin, une sitmide des résultats a été observée entre les
dérivés ferrocéniques et 16, ce qui laisserait penser que la fonction alcodd dien éther ne
seraient pas indispensables pour accroitre I'efiti€éa

Comme les valeurs d’igdes analogues nitrp et 16 évaluées sur des cellules PC3 sont
intéressantes, on a deécidé, dans un deuxiéme tetepses tester sur une autre lignée
cellulaire tumorale disponible dans le laboratoles cellules MDA-MB231. Ce sont des
cellules tumorales des seins hormono-indépendafies. cellules ne contiennent pas le
récepteur nucléaire alpha des oestrogénes HRais elles contiennent BR

Les valeurs d’lgy des deux moléculeg et 16 ont donc été évaluées sur les cellules
tumorales MDA-MB231 pour évaluer la spécificité ais molécules vis-a-vis d’un tissu. Les
valeurs sont de 20,3 + OJM pour le compos€ et de 28,5 + 1,44M pour le composdeé.
Une similitude des résultats a donc été observédesudeux lignées cellulaires, ce qui
suppose que ces deux molécules auraient aussictingéacytotoxique envers des cellules
présentes dans le cancer du sein.

En résumé, les résultats dg@émontrent une efficacité des dérivés nitret 16 sur des
cellules tumorales hormono-indépendantes de lagieo@C3) et du sein (MDA-MB231) qui
ne contiennent pas AR. Ces résultats, associésahlgs valeurs de RBA de ces molécules
envers AR, suggerent que d’autres cibles protéicaoeg non seulement possibles, mais
probables.

V. Conclusion

Les premiers analogues ferrocéniques de larflide et de la bicalutamide ont été
synthétisés. Ces molécules ont été testées awnteeteur affinité relative de liaison envers
le récepteur AR, de leur activité anti-androgénigtiau niveau de leur cytotoxicité envers des
cellules tumorales prostatiques. Les tests biolegggont montré I'existence de deux
molécules prometteuses, les analoglies16, pour le traitement du cancer de la prostate. En
effet, ces composeés, bien qu’ils aient une affidigéliaison envers AR plus faible que le 2-
hydroxyflutamide, exhibent une activité anti-tumeramportante, surtout sur des cellules
hormono-indépendantes. Ces résultats ont été pwédipar des valeurs djgsur PC3 de
I'ordre de 10uM.

D’autre part, les analogues ferrocéniques akirde la bicalutamidel5 et 16 ont été

synthétisés en série racémique. Or, des étudeanpar la relation structure/activité ont été
effectuées sur la bicalutamide et ses dérivéss Bie montré que les énantiomeéres (R) et (S)
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de la bicalutamide ne possédaient pas du tout aerafinité envers AR. En effet, I'isomeére
(R) exhibe une meilleure affinité de liaison pour Aui est environ 30 fois plus importante
que I'isomére (S). De plus, il exhibe une actiwtéi-tumorale plus importanfé.

PG ENTe T o

H H,cC' ©OH S
(R)-Bicalutamide (S)-15:R=CN CB
(S)-16 : R=NO,
Figure 20 : Perspectives de synthése

Par conséquent, une synthése des analoguesdeiquesl5 et 16 énantiomériquement
purs (énantiomere S) doit étre envisagée a l'avéhigure 20). En effet, des études
précédentes ont montré que AR reconnait de maatéréosélective I'énantiomeére (S) des
dérivés éthérés de la bicalutamid@Ceci pourrait confirmer le caractére énantios#éldetla
liaison a AR et donc de l'activité anti-tumoraleari3 ce sens, des synthéses énantiomériques
de la (R)-bicalutamide et d’analogues éthérés déguration (S) ont déja été effectuées dans
la littérature!3 134 109. 113

VI. Partie expérimentale

Toutes les réactions ont été effectuées saussahére d’argon. L'éther, le THF et le
toluene ont été distillés avec un mélange sodiunztyghénone. Le dichloromethane a été
distillé avec POs. Les autres réactifs et solvants utilisés, tels lguDMF anhydre, sont des
produits commerciaux. Les chromatographies surnc@oont été réalisées sur gel de silice
Merck 60 (40-63um). Les points de fusion des produits ont été néssarl’aide d’'un banc
Kofler. Les spectres infra-rouges ont été enreggssur un spectrometre IR-FT BOMEM
Michelson-100. Les analys&MN 'H et °C ont été effectuées sur un appareil Bruker 300
MHz. Les solvants RMN utilisés sont le chloroforeutéré CDGCl et I'acétone-gl Les
déplacements chimiques)(sont mesurés en parties par millions (ppm) ectesstantes de
couplage (J) sont calculées en Hertz (Hz). Lesyaral élémentaires des nouveaux produits
ont été effectuées au Service de Microanalyseld2$.N. a Gif sur Yvette.

87 Mukherjee A., Kirkovsky L., Yao X.T., Yates R.Qdiller D.D., Dalton J.T.Xenobiotica
1996 26, 117.

113 Marhefka C.A., Gao W., Chung K., Kim J., He Y.nYD., Bohl C., Dalton J.T., Miller
D.D.,J. Med. Chem2004 47, 993.

¥ Tucker H., Chesterson G.J.,Med. Chem1988 31, 885.

134 Kirkovsky L., Mukherjee A., Yin D., Dalton J.T., iNMer D.D., J. Med. Chem.200Q 43,
581.

19 Marhefka C.A., Moore B.M., Bishop T.C., KirkovsKy, Mukherjee A., Dalton J.T.,
Miller D.D., J. Med. Chem2001, 44, 1729.
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Synthése de I'acide carboxylique du ferrocene (1)Une solution de ferrocéne (31,625 g
; 0,170 mol) dans le THF (200 mL) est refroidie7&8°C. Une solution déert-BuLi 1,7 M
(100 mL ; 1 équivalent) dans le pentane est ajogtagte a goutte. Le mélange est agité
pendant 10 minutes a -78°C, puis a températureaanependant 5 minutes. Elle est ramenée
a -78°C et du C@sous forme solide (250 g) est ajouté sous formpodelre. La réaction est
instantanée et est laissée jusqu'a températureaatablUne premiére extraction est réalisée
en milieu basique avec le dichlorométhane ; la @hagganique récupérée contient du
ferrocéne. De l'acide chlorhydrique concentré ¢stté a la phase aqueuse jusqu’'a pH = 3.
Cette phase est extraite avec le dichlorométhamephase organique contient un résidu
insoluble filtré sur célite. Un solide jaune orarmmgérespondant au diacide est obtenu (4,780 g
; 10,3%). Le filtrat est lavé a l'eau, séché surSKyg filtré et évaporé. Un solide orange
correspondant au prodditest obtenu (16,475 g ; 42,1%}. (Rcétate d’éthyle/éther de pétrole
1:1) : 0,39. Mp : 210-212°C (littérature : 214-206%).

Synthése de I'acylazidoferrocéne (3)*: L'acide carboxylique du ferrocérie(1,150 g ;
5,00 mmol) est suspendu dans le dichlorométhartéléi€0 mL). Le chlorure d'oxalyle
(COCl), (0,870 mL ; 10,0 mmol) est ajouté lentement, spar une goutte de DMF. Le
mélange réactionnel est agité a température aneb@edant 3 h. Ensuite, le solvant et le
chlorure d'oxalyle restant sont évaporés sous \lidesolide obtenu est solubilisé dans du
dichlorométhane distillé (20 mL). Le bromure derabtitylammonium BiNBr (0,005 g ;
0,015 mmol) est ajouté, suivi par une solution ataz de sodium NaN(0,480 g ; 7,40
mmol) dans I'eau (5 mL). Le mélange réactionnebgg&é a température ambiante pendant 18
h. De l'eau (50 mL) est ajoutée a la solution epase organique est séparée. La phase
agueuse est extraite avec le dichlorométhane. hagpbrganique est lavée a I'eau, séchée sur
MgSQ,, filtrée et évaporée. Le résidu solide obtenu8Q,8) est purifié sur colonne (éluant :
dichlorométhane/éther de pétrole 1:1). Un solidegeocorrespondant au prodRiest obtenu
(1,063 g ; 83,4%). Rdichlorométhane/éther de pétrole 1:1) : 0,59.:N88°C.

IR (Vmax; dichlorométhane) : 2136 gN 1683 (CO) crit.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8= 4,25 (5H, s, €Hs), 4,51 (2H, t, GHa, HB, J = 2,0 Hz), 4,82
(2H, t, GHa4, Ha, J = 2,0 Hz).

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : 8 = 70,4 (GHs); 70,5 (2C, GH,); 72,8 (2C, GH.), 177,3 (CO).

Synthése du N-Ferrocényl-carbamate de 2-triméthylkiléthyle (3)'**: Le composé&
(0,775 g ; 3,04 mmol) est dissout dans le tolu&BenfL). La solution est chauffée a 105°C et
le 2-triméthylsilyl-éthanol (0,890 mL ; 2 équivatepest ajouté a la solution. La solution est
agitée pendant 3 h a reflux. Le mélange est rafeoi@mpérature ambiante, une solution de
soude 1 M (64 mL) est ajoutée et la solution egéagendant 5 minutes. La phase organique
est séparée. La phase aqueuse est extraite adiebl@ométhane. La phase organique est

135 Reeves P.CQrg. Synth.1977, 56, 28.
114 Butler D.C.D., Richards C.J3rganometallics2002 21, 5433.
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séchée sur MgSQfiltrée et évaporée. Un solide orange corresponaa produiB3 est obtenu
(1,045 g ; 98,1%). Rdichlorométhane/éther de pétrole 1:1) : 0,36.:MB-94°C.

RMN 'H (300 MHz, CDCY) : & = 0,06 (9H, s, SiMg, 1,03 (2H, t, CHSi, J = 8,4 Hz), 3,96
(2H, s, GHa, HB), 4,16 (5H, s, €Hs), 4,22 (2H, t, OCH J = 8,4 Hz), 4,46 (2H, 584, Ha),
5,83 (1H, s, NH).

RMN C (75 MHz, CDCJ) : & = -1,4 (SiMe); 17,8 (CHSI); 36,4 (CH); 60,8 (2C, $ls);
63,5 (CHO); 64,4 (2C, GHz); 69,2 (GHs); 96,5 (Gpsor CsHa); 154,6 (CO).

Synthése de I'aminoferrocéne (4§*: Le carbamat® (0,880 g ; 2,56 mmol) est dissout
dans le THF (30 mL). La solution est chauffée aCi0fuis une solution de fluorure de
tétrabutylammonium TBAF 1 M dans le THF (10,5 mk} ajoutée. Le mélange réactionnel
est agité a 50°C pendant 15 minutes. Le solvanéwsgporé sous vide, puis de l'eau et du
dichlorométhane sont ajoutés. La phase organiquséparée. La phase aqueuse est extraite
avec le dichlorométhane. La phase organique esgsésur MgSqQ filtrée et évaporée. Le
solide marron obtenu est recristallisé dans dicnm@thane/pentane. Un solide orange
correspondant au produitest obtenu (0,508 g ; 98,7%). @cétate d'éthyle/éther de pétrole
1:2) : 0,32. Mp : 147-149°C (littérature : 148-166%).

RMN H (300 MHz, CDCY) : & = 2,57 (2H, s, Nb), 3,84 (2H, s, GHa, HB), 4,00 (2H, s,
CsH,, HG), 410 (5H, S, Q_|5)

Synthése duN-(ferrocényl)-isobutyramide (5) : L'amine4 (0,310 g ; 1,54 mmol) et la
triethylamine NEj (0,220 mL ; 1 équivalent) sont dissoutes dansdelarométhane (20 mL).
La solution est refroidie a 0°C et le chlorureatigtyryle (0,160 mL ; 1 équivalent) est ajouté
goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agitélgnt 2 h a température ambiante. De I'eau
et du dichlorométhane sont ajoutés et la phasenmyga est séparée. La phase aqueuse est
extraite avec le dichlorométhane. La phase organigst séchée sur MgaCfiltrée et
evaporee. Le résidu (0,439 g) est purifié sur aodofeluant : acétate d’éthyle/éther de pétrole
1:2). Un solide orange correspondant au prosiaist obtenu (0,179 g ; 42,9%). Le solide est
recristallisé dans dichlorométhane/pentane(aRétate d’éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,60.
Mp : 172-174°C.

IR (Vmax; dichlorométhane) : 1733 (CO) &m

RMN *H (300 MHz, CDC}) : =1,20 (3H, s, Ch), 1,23 (3H, s, CH), 2,39 (1H, septuplet,
CH, J = 6,9 Hz), 4,03 (2H, ss84, HB), 4,16 (5H, s, €Hs), 4,65 (2H, s, €H4, Ha), 6,43 (1H,
s, NH).

RMN *3C (75 MHz, CDCJ) : 5 = 19,8 (2 CH); 36,4 (CH); 61,4 (2C, &.); 64,8 (2C, GHJ);
69,6 (GHs); 95,9 (Gpso GsHa); 175,2 (CO).

14 Butler D.C.D., Richards C.J3rganometallics2002 21, 5433.
138 Montserrat N., Parkins A.W., Tomkins A.R.,Chem. Res. (S)995 336.
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MS (m/z El): 271 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 70/30 ; Temps de rétention = 4,93 min ; Pureté =
100%.

Analyse élémentaire calculée (%) pounti-FeNO : C 62,02, H 6,32, N 5,17 ; trouvée : C

61,96, H 6,31, N 5,29.
5
3
F3C 1 N)LRl

2 H
R = CN; NO,

Synthese du N-[4-cyano-3-trifluorométhyl-phényHerrocenecarboxamide (6) :L'acide
carboxyliqgue du ferrocéng (0,460 g ; 2,00 mmol) est suspendu dans le dichiéthane
distillé (20 mL). Le chlorure d'oxalyle (COGIj0,350 mL ; 2 équivalents) est ajouté goutte a
goutte, suivi par une goutte de DMF. Le mélangeti@anel est agité a température ambiante
pendant 3 h. Ensuite, le solvant et le chlorurealige restant sont évaporés sous vide. Le
solide obtenu (chlorure d'acide) est solubilisésdandichlorométhane distillé (20 mL). Le 4-
cyano-3-trifluorométhyl-aniline (0,372 g ; 1 équimat) et la triéthylamine Ng{0,280 mL ; 1
équivalent) sont dissouts dans le dichlorométh@fan{L). Cette solution est refroidie a 0°C
et le chlorure d'acide est ajouté goutte a gouttenélange réactionnel est agité a température
ambiante pendant 2 h. De l'eau et du dichlorométisamt ajoutés et la phase organique est
séparée. La phase aqueuse est extraite avec lerditiéthane. La phase organique est séchée
sur MgSaQ, filtrée et évaporée. Le résidu (1,838 g) estffgugur colonne (éluant : acétate
d’éthyle/éther de pétrole 1:3). Un solide orangeespondant au produit est obtenu (0,383
g ; 48,1%). Le solide est recristallisé dans aedfathyle/pentane. Racétate d'éthyle/éther
de pétrole 2:3) : 0,69. Mp : 205°C.

IR (Vmax ; dichlorométhane) : 2230 (CN), 1687 (CO)tm

RMN *H (300 MHz, acétoneg)l: & = 4,25 (5H, s, €Hs), 4,51 (2H, t, @Ha, HB, J = 2,0 Hz),
5,01 (2H, t, GHa, Ha, J = 2,0 Hz), 7,99 (1H, d, H&) = 8,4 Hz), 8,27 (1H, dd, H8) = 8,4
Hz,%J = 2,0 Hz), 8,43 (1H, d, H3) = 2,0 Hz), 9,45 (1H, s, NH).

RMN **C (75 MHz, acétoneg)l: & = 69,7 (2C, @H,); 70,7 (GHs); 72,2 (2C, GH,); 76,1
(Cipso CsHa); 104,0 (C4); 116,5 (CN); 118,0 (C2); 123,0 (CB4,0 (q, Ck, J = 262,5 Hz);
134,0 (q, C3); 137,0 (C5); 144,9 (C1); 171,2 (CO).

MS (m/z EIl): 398 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /

min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 70/30 ; Temps de rétention = 8,79 min ; Pureté =
100%.
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Analyse élémentaire calculée (%) pouktlisFsFeNO : C 57,31, H 3,29, N 7,04 ; trouvée :
C 57,16, H 3,43, N 7,22.

Synthese du N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]-ferrocénecarboxamide (7) :L'acide
carboxylique du ferrocéng (0,460 g ; 2,00 mmol) est suspendu dans le dichiéthane
distillé (20 mL). Le chlorure d'oxalyle (COGIX0,350 mL ; 2 équivalents) est ajouté
lentement, suivi par une goutte de DMF. Le mélarggtionnel est agité a température
ambiante pendant 3 h. Ensuite, le solvant et lerahg d'oxalyle restant sont évaporés sous
vide. Le solide obtenu (chlorure d'acide) est sté dans le dichlorométhane distillé (20
mL). Le 4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline (0,412 g1 équivalent) et la triéthylamine NfEt
(0,280 mL ; 1 équivalent) sont dissouts dans Ialdrométhane (20 mL). Cette solution est
refroidie a 0°C et le chlorure d'acide est ajoutéttg a goutte. Le mélange réactionnel est
agité a température ambiante pendant 2 h. De éedu dichlorométhane sont ajoutés et la
phase organigue est séparée. La phase aqueuséraise @vec le dichlorométhane. La phase
organique est séchée sur MgSQltrée et évaporée. Le résidu (0,931 g) est fguisur
colonne (éluant : acétate d'éthyle/éther de péteaB. Un solide orange correspondant au
produit 7 est obtenu (0,332 g ; 39,7%). Le solide est redlise dans acétate d’éthyle /
pentane. R(acétate d’éthyle/éther de pétrole 2:3) : 0,69.:Mp4-225°C.

IR (Vmax; dichlorométhane) : 1687 (CO) &m

RMN *H (300 MHz, acétoneg)l: & = 4,27 (5H, s, €Hs), 4,52 (2H, t, @Ha, HB, J = 1,8 Hz),
5,03 (2H, t, GH4, Ha, J = 1,8 Hz), 8,14 (1H, d, H&) = 9,0 Hz), 8,33 (1H, dd, H8) = 9,0
Hz,*J = 2,1 Hz), 8,45 (1H, d, H2) = 2,1 Hz), 9,54 (1H, s, NH).

RMN C (75 MHz, acétoneg)l : & = 69,7 (2C, GH.); 70,7 (GHs); 72,3 (2C, GH.); 76,0
(Cipso CsHa); 118,8 (C2); 122,5 (g, GF 123,2 (C6); 124,5 (g, C3); 128,1 (C5); 143,0 XC4
145,0 (C1); 170,4 (CO).

MS (m/z EI) : 418 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 70/30 ; Temps de rétention = 9,72 min ; Pureté =
100%.

Analyse élémentaire calculée (%) poughdisFsFeNOs : C 51,70, H 3,13, N 6,70 ; trouvée :
C 51,14, H 3,22, N 6,31.

Synthése du2-hydroxyflutamide (8)'*°: Le chlorure de thionyle SO£(0,850 mL ; 2
eéquivalents) est ajouté goutte a goutte a uneisnoldtacide 2-hydroxy-isobutyrique (1,010 g
; 9,70 mmol) dans le diméthylacétamide (DMA) (15)md -20°C. Le mélange est agité
pendant 30 minutes a -20°C. Une solution de 4-43ttofluorométhyl-aniline (1,000 g ; 4,85

120 Morris J.J., Hughes L.R., Glen A.T., Taylor PJJ.Med. Chem1991, 34, 447.
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mmol) dans le DMA (10 mL) est ajoutée et le mélaege agité a température ambiante
pendant 3 h. L'eau et I'acétate d’éthyle sont &®uta phase organique est extraite a l'acétate
d’éthyle, puis lavée a l'eau et avec une solutainrée de NacCl. Elle est séchée sur MgSO
filtrée et évaporée pour donner une huile oranggb@q). Cette huile est purifiée sur colonne
(éluant : dichlorométhane, puis acétate d’ethylie)is fractions sont obtenues.

Une premiere fraction est un solide jaune dairespondant au produit chl®€0,438 g ;
29,0%). Il est recristallisé dans dichlorométhaaeéme. R (dichlorométhane) : 0,73. Mp :
117-118°C.

IR (KBr) : 3368 (NH), 1703 (CO) cth

RMN *H (300 MHz, CDC}) : = 1,90 (6H, s, C(Ch),), 7,99 (2H, s, 2 H aromatiques), 8,07
(1H, s, 1 H aromatique), 8,92 (1H, s, NH).

RMN 3C (75 MHz, CDC}) : & = 31,0 (C(CH),); 69,6 (C(Cl)); 118,7 (C2); 121,6 (q, §F =
273,3 Hz); 122,6 (C6); 125,5 (g, C3); 127,1 (CH1,5 (C4); 143,7 (C1); 171,1 (NHCO).

MS (m/z EI) : 310 [M"].
HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /

min ; A = 254 nm ; Eluant = C}¥N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 5,34 min ; Pureté
100%.

Analyse élémentaire calculée (%) pourhf;oCIFsN,Os : C 42,53, H 3,24, N 9,02, Cl 11,41 ;
trouvée : C 42,26, H 3,05, N 9,18, Cl 11,54.

Une deuxieme fraction est un solide jaune spoadant a I'aniline de départ (0,113 g ;
11,3%). R (dichlorométhane) : 0,62.

Une derniere fraction est un solide blanc jawnéorrespondant au proddt(0,808 g ;
57,0%). Il est recristallisé dans dichlorométhaaeédme. R (dichlorométhane) : 0,19. Mp :
150-152°C (littérature : 152°¢).

IR (KBr) : 3367 (NH + OH), 1683 (CO) cf

RMN H (300 MHz, acétoneg)l: d = 1,47 (6H, s, C(Ch)), 5,03 (1H, s, OH), 8,13 (1H, d,
H5, %) = 9,0 Hz), 8,35 (1H, dd, H8J = 9,0 Hz*J = 2,3 Hz), 8,54 (1H, d, H2) = 2,3 Hz),
10,02 (1H, s, NH).

RMN *C (75 MHz, acétoneg)l: 8 = 28,0 (C(CH).); 74,2 (C(OH)); 119,0 (C2); 123,1 (q,
CFRs, J = 272,9 Hz); 123,6 (C6); 124,6 (q, C3, J = 334; 128,0 (C5); 143,4 (C4); 144,3
(C1); 177,2 (NHCO).

137 Bayles R., Johnson M.C., Maisey R.F., Turner RS$Yynthesis1977, 31.
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MS (m/z; El) : 292 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ubh L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 70/30 ; Temps de rétention = 4,57 min ; Pureté =
98,42%.

Analyse élémentaire calculée (%) pourhdiiF3N.O, : C 45,21, H 3,79, N 9,59 ; trouvée : C
4492, H 3,98, N 9,25.

Synthése du N-(4-cyano-3-trifluorométhylphényl)-métacrylamide (10) : Le 4-fluoro-
2-trifluorométhyl-benzonitrile (1,000 g; 5,29 mmolgst ajouté a une solution de
méthacrylamide (0,765 g ; 1,7 équivalents) danBN& anhydre (20 mL). Le mélange est
refroidi a -20°C et I'hnydrure de sodium NaH (0,5502,6 équivalents) est ajouté par petites
portions a ce meélange. Le mélange réactionnelgtst pendant 4 h a température ambiante.
De l'eau (25 mL) est ajoutée, suivi par une sotuigueuse d’acide chlorhydrique 18% (6
mL) et de I'hexane (25 mL). La solution est agit@ete la nuit a température ambiante. Il se
forme un précipité blanc qui est filtré, lavé alleet a I'hexane, puis séché. Un solide blanc
correspondant au produi0 est obtenu (0,660 g ; 49,1%). [Rcétate d’éthyle/éther de pétrole
1:2) : 0,65. Mp : 134-137°C (littérature : 137-18%%).

IR (KBr) : 3388 (NH), 2229 (CN), 1693 (CO), 163Tcgmne) cnit-

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : & = 2,07 (3H, s, Ch), 5,60 (1H, s, CH éthylénique), 5,87 (1H,
s, CH éthylénique), 7,78 (1H, d, HB,= 8,7 Hz), 7,99 (1H, dd, H&) = 8,7 Hz.J = 2,1 Hz),
8,08 (1H, d, H2%J = 2,1 Hz), 8,11 (1H, s, NH).

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : 5 = 18,7 (CH); 104,2 (C4); 115,8 (CN); 117,7 (C2); 121,8
(CHy); 122,3 (C6); 122,6 (q, GF 134,3 (g, C3); 1359 (C5); 140,2 (Cl); 142,4 (C
éthylénique); 167,1 (NHCO).

Synthése du N-(4-nitro-3-trifluorométhylphényl)-méhacrylamide (11). Méthode (a) :
Le 4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline (2,000 g ; @mmol) et la triethylamine NE(1,400 mL
; 1 équivalent) sont dissouts dans le dichlorome&h@0 mL). Cette solution est refroidie a
0°C et le chlorure de méthacryloyle (0,950 mL ;qligalent) est ajouté goutte a goutte. Le
mélange réactionnel est agité a reflux pendant Dér.l'eau et du dichlorométhane sont
ajoutés et la phase organique est séparée. La phaseuse est extraite avec le
dichlorométhane. La phase organique est sechéegay, filtrée et évaporée pour donner
une huile orange foncée (3,476 g). Cette huilepesifiée sur colonne (éluant : acétate
d’éthyle/éther de pétrole 1:3). Un solide jauneespondant au produltl est obtenu (0,587
g; 22,1%). Le solide est recristallisé dans digimoéthane/hexane.

121 Chen B.C., Zhao R., Gove S., Wang B., Sundeen Sdvati M.E., Barrish J.CJ. Org.
Chem, 2003 68, 10181.
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Méthode (b) : Le 4-nitro-3-trifluorométhyl-fluorobenzene (1,4006L ; 9,56 mmol) est
ajouté a une solution de méthacrylamide (1,384.,J gquivalents) dans le DMF anhydre (35
mL). Le mélange est refroidi a -20°C. L'hydruresdelium NaH (0,995 g ; 2,6 équivalents)
est ajouté par petites portions a ce mélange. Uangé réactionnel est agité pendant 3 h a
température ambiante. De l'eau (25 mL) est ajoié®] par une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique 18% (6 mL) et de l'acétate d’éthy2& (nL). Le mélange est extrait avec de
I'acétate d’éthyle. La phase organique est lavieaa, séchée sur Mg3Qiltrée et évaporée
pour donner un produit brut (4,787 g). Il est gargur colonne (éluant : acétate d’éthyle/éther
de pétrole 1:2). Un solide jaune correspondantradyit 11 est obtenu (2,308 g ; 88,0%). Il
est recristallisé dans dichlorométhane/hexanéa¢€étate d’'éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,55.
Mp : 104-106°C (littérature : 105-1064.

IR (KBr) : 3401 (NH), 1693 (CO), 1638 (alcéne) tm

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 5 = 2,08 (3H, s, Ch), 5,60 (1H, s, CH éthylénique), 5,87 (1H,
s, CH éthylénique), 7,96- 8,02 (3H aromatiques)2§1H, s, NH).

RMN *C (75 MHz, CDC}J) : 5 = 18,8 (CH); 118,7 (C2); 121,7 (q, GFJ = 273,7 Hz); 121,9
(CH,); 122,6 (C6); 125,4 (q, C3, J = 34,3 Hz); 127,3)40,2 (C1); 142,5 (C4); 143,2 (C
éthylénique); 167,1 (NHCO).

MS (m/z EI) : 274 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 uth L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 4,26 min ; Pureté =
99,64%.

Synthese du N-(4-cyano-3-trifluorométhylphényl)-métyl-oxirane-carboxamide (12) :
Une solution aqueuse de peroxyde d'’hydroges@,30% (0,400 mL ; 6 équivalents) est
ajoutée a une solution d&0 (0,500 g ; 1,97 mmol) dans le dichlorométhane {il0).
L'anhydride trifluoroacétique (1,400 mL ; 5 équiMatis) est ajouté lentement et le mélange
réactionnel est agité a température ambiante pér&dan30. Il est dilué avec de l'eau puis
extrait avec le dichlorométhane. La phase organigtelavée avec de I'eau, une solution
agueuse saturée de bisulfite de sodium Nagi8@e solution aqueuse saturée de bicarbonate
de soude NaHCget de I'eau salée. Elle est séchée sur Mgfl@ée et évaporée. Un solide
blanc correspondant au prodaR est obtenu (0,465 g ; 87,4%) @cétate d’'éthyle/éther de
pétrole 1:2) : 0,54. Mp : 147-148°C (littératurd91150°C>Y).

IR (KBr) : 3334 (NH), 2230 (CN), 1706 (CO) ¢m

" Tucker H., Crook J.W., Chesterson GlJMed. Chem198§ 31, 954.
121 Chen B.C., Zhao R., Gove S., Wang B., Sundeen Sdvati M.E., Barrish J.CJ. Org.
Chem, 2003 68, 10181.
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RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8 = 1,67 (3H, s, Ch), 2,99 (2H, s, Chlépoxyde), 7,78 (1H, d,
H5, %) = 8,7 Hz), 7,90 (1H, dd, H8J = 8,7 Hz*J = 2,1 Hz), 8,02 (1H, d, H2) = 2,1 Hz),
8,44 (1H, s, NH).

RMN *3C (75 MHz, CDCJ) : & = 16,8 (CH); 54,2 (CH époxyde); 56,8 (C(CH)); 104,8
(C4); 115,5 (CN); 117,4 (C2); 122,0 (C6); 122,1 @F3, J = 273,9 Hz); 134,0 (q, C3, J =
33,0 Hz); 136,0 (C5); 141,4 (C1); 169,4 (NHCO).

Synthese du N-(4-nitro-3-trifluorométhylphénylyméthyl-oxirane-carboxamide (13) :
Une solution aqueuse de peroxyde d'hydroges@, 30% (1,400 mL ; 6 équivalents) est
ajoutée a une solution del (2,000 g ; 7,30 mmol) dans le dichlorométhane 20).
L'anhydride trifluoroacétique (5,200 mL ; 5 équiMatis) est ajouté lentement et le mélange
réactionnel est agité a reflux pendant 3 h. Il dikté avec de l'eau puis extrait avec le
dichlorométhane. La phase organique est lavée @av¢eau, une solution aqueuse saturée de
bisulfite de sodium NaHS{une solution agueuse saturée de bicarbonateutie $¢aHCQ
et de I'eau salée. Elle est séchée sur Mg8i@ée et évaporée pour donner un résidu (1,758
g). Il est purifié sur colonne (éluant : dichloraimne/éther de pétrole 3:1). Un solide jaune
clair correspondant au produiB est obtenu (1,304 g ; 61,6%): @ichlorométhane) : 0,62.
Mp : 120-122°C (littérature : 120-121%.

IR (KBr) : 3339 (NH), 1708 (CO) cth

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8 = 1,68 (3H, s, CH), 3,01 (2H, s, Chlépoxyde), 7,96-8,01
(3H aromatiques), 8,48 (1H, s, NH).

RMN *3C (75 MHz, CDCJ) : & = 16,9 (CH); 54,4 (CH époxyde); 56,9 (C(Ch)); 118,5
(C2); 121,9 (q, CE J = 273,6 Hz); 122,3 (C6); 125,6 (q, C3, J = 34z}, 127,3 (C5); 141,5
(C1); 143,5 (C4); 169,5 (NHCO).

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 3,92 min ; Pureté =
99,35%.

Synthése du ferrocénylméthanol (14) :Une suspension de LIiAIH(0,798 g ; 4,5
équivalents) dans [I'éther (30 mL) est chauffée &luxe Une solution de
ferrocenecarboxaldéhyde (1,000 g ; 4,67 mmol) daiker est ajoutée doucement. Le
mélange réactionnel est agité pendant 3 h a reflaxsolution est refroidie a 0°C et sont
ajoutés doucement de I'éther et de I'eau. Le mélasgextrait a I'éther. La phase organique
est lavée a I'eau, séchée sur MgSfiltrée et évaporée. Un solide orange corresponda
produit 14 est obtenu (1,115 g).:Réther/éther de pétrole 1:1) : 0,39. Mp: 78-80°C
(littérature : 79-81°E9),

" Tucker H., Crook J.W., Chesterson GJJMed. Chem1988 31, 954.
138 Graham P.J., Lindsey R.V., Parshall G.W., PeteMdn, Whitman G.M.,J. Am. Chem.
Soc, 1957, 79, 3416.
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RMN 'H (300 MHz, CDCY) : & = 1,58 (1H, s, OH), 4,19 (7H, Sids + CsHa), 4,25 (2H, s,
CsHa), 4,32 (2H, s, CHDH).

RMN C (75 MHz, CDC}) : & = 60,9 (CHOH); 68,1 (GH,); 68,5 (GHs + GsHa); 88,7
(Cipso C5H4)-

Synthese du N-(4-cyano-3-trifluorométhylphényiB-ferrocénylmeéthoxy-2-hydroxy-2-
méthyl-propanamide (15) : L'hydrure de sodium NaH (0,192 g ; 2,6 équivaleett ajouté
par portions dans une solution de ferrocénylméthand0,520 g ; 1,3 équivalents) dans le
THF (10 mL) a 0°C. La solution est agitée pendamtiButes, puis une solution d'époxyti
(0,500 g ; 1,85 mmol) dans le THF (12 mL) est ageuh 0°C. Le mélange réactionnel est
agité a reflux pendant 2 h 30, puis refroidi a témapure ambiante. Le THF est évaporé sous
vide et le résidu est dissout dans l'acétate dléthlya solution est extraite avec I'acétate
d’éthyle. La phase organique est lavée a l'ealhéstsur MgSQ filtrée et évaporée pour
obtenir un résidu (1,694 g) qui est purifié surocmle (éluant: acétate d'éthyle/éther de
pétrole 1:2). Un solide jaune correspondant au yotdd est obtenu (0,250 g ; 28%). Il est
recristallisé dans dichlorométhane/hexange(dRétate d'éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,34.
Mp : 102-104°C.

IR (KBr) : 3410 (OH), 3311 (NH), 2232 (CN), 1691Q¢cni’.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 1,40 (3H, s, CH), 3,44 (1H, d, CHD, J = 9,0 Hz), 3,49
(1H, s, OH), 3,87 (1H, d, Ci®, J = 9,0 Hz), 4,14 (5H, ssBs), 4,19 (2H, s, €H., HPB), 4,21

(2H, s, GH4, Ha), 4,31 (1H, d, CHl(ferrocéne), J = 11,3 Hz), 4,41 (1H, d, Oferrocene), J
= 11,3 Hz), 7,77 (1H, d, H3) = 8,5 Hz), 7,88 (1H, dd, H8J = 8,5 Hz*J = 1,6 Hz), 8,01
(1H, d, H2,%J = 1,6 Hz), 9,09 (1H, s, NH).

RMN *C (75 MHz, CDC}) : & = 23,3 (CH); 68,8 (GHs); 69,2 (2C, GH.); 69,8 (2C, GH.);
70,3 (CH); 74,0 (CH); 75,6 (C(OH)); 82,3 (foso CsHs); 104,6 (C4); 115,8 (CN); 117,4
(C2); 122,0 (C6); 134,0 (g, C3); 136,0 (C5); 14CR); 174,1 (NHCO).

MS (m/z EI) : 486 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 5,89 min ; Pureté =
99,09%.

Analyse élémentaire calculée (%) poustFsFeN,O3: C 56,81, H 4,35, N 5,76 ; trouvée :
C56,41,H4,72, N 5,31.

Synthése du 3-ferrocénylméthoxy-2-hydroxy-2-méthyN-(4-nitro-3-trifluorométhyl-
phényl)-propanamide (16) : Une solution de ferrocénylméthand4 (0,610 g ; 1,3
équivalents) dans le THF (10 mL) est ajoutée doecera 0°C a une solution d’hydrure de
sodium NaH (0,226 g ; 2,6 équivalents) dans le TH&.solution est agitée pendant 5
minutes, puis une solution d'époxydld (0,500 g ; 2,17 mmol) dans le THF (15 mL) est
ajoutée a 0°C. Le mélange réactionnel est agiéflaxrpendant 3 h, puis refroidi a
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température ambiante. Le THF est évaporé sousatide résidu est dissout dans I'acétate
d’éthyle. La solution est extraite avec I'acétattityle. La phase organique est lavée a I'eau,
séchée sur MgSQfiltrée et évaporée pour obtenir un produit §iyB84 g) qui est purifié sur
colonne (éluant : acétate d'éthyle/éther de pétitoBe puis 1:2). Une huile rouge orangée
correspondant au prodult6 est obtenue (0,273 g ; 31,3%). Elle est cristdliglans
dichlorométhane/hexane pour donner un solide raargagé. R (acétate d’éthyle/éther de
pétrole 1:2) : 0,29. Mp : 146-148°C.

IR (KBr) : 3523 (OH), 3306 (NH), 1696 (CO) ¢m

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8 = 1,39 (3H, s, Ch), 3,41 (1H, d, CHD, J = 9,0 Hz), 3,46
(1H, s, OH), 3,84 (1H, d, GiD, J = 9,0 Hz), 4,21 (5H, s,s85), 4,27 (6H, m, GHs + CH;
(ferrocene)), 7,95-7,99 (3H aromatiques), 9,10 @HNH).

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : & = 23,2 (CH); 69,4 (GHs); 69,8 (2C, GH,); 70,2 (CH); 70,3
(2C, GHa); 73,9 (CH); 75,4 (C(OH)); 82,9 (feso CsHa); 118,3 (C2); 121,8 (q, GFJ = 266,5
Hz); 122,1 (C6); 125,2 (g, C3); 127,2 (C5); 14XC4Y; 143,2 (C4); 174,0 (NHCO).

MS (m/z EI) : 506 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 6,40 min ; Pureté =
98,52%.

Analyse élémentaire calculée (%) poupki1FsFeN,Os : C 52,19, H 4,18, N 5,53 ; trouvée :
C 52,23, H 4,24, N 5,49.
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l. Introduction

L’objectif de ce chapitre est de synthétises daalogues ferrocéniques de la nilutamide
ayant une meilleure affinité de liaison envers ARge meilleure activité anti-tumorale et
cytotoxique vis-a-vis de cellules tumorales progtads.

Le ferrocene doit étre incorporé sur la streetde la nilutamide. Pour cela, nous nous
sommes basés sur des études antérieures concdéanaelation structure/activité de la
molécule. Un schéma de modélisation de la nilutandiains le site de liaison de AR (Figure
21) a été proposé par MarhefRd Nous nous sommes aussi basés sur des étudesrznricer
I'affinité de liaison a AR et l'activité anti-andgénique d’analogues organiques de la
nilutamide.

xl

Figure 21 : Schéma du site de liaison de AR lloe9 a hilutamide (vert) et a la testostérone
(violet).

Concernant la relation structure/activité, i démontré que I'hydrogéne de I'amide
appartenant au cycle hydantoine forme une liaisoindgene avec I'acide aminé Thr877 de

19 Marhefka C.A., Moore B.M., Bishop T.C., KirkovsKy, Mukherjee A., Dalton J.T.,
Miller D.D., J. Med. Chem2001, 44, 1729.
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AR. Cependant, il existe des interactions stériqerse le noyau hydantoine et des acides
aminés se trouvant dans le site de liaison de'mR’autre part, la présence du noyau
aromatique A est importante pour la liaison a AR. difet, il comprend un groupe CN ou
NO, en position 4, qui sont des accepteurs de liaiggnst un groupe GFhydrophobe en
position 3. Le groupe CN ou NGnteragit, par I'intermédiaire de liaisons H, direment avec
I'acide aminé GIn711, et indirectement par l'intéaraire d’'une molécule d’eau avec l'acide
aminé Arg752, favorisant ainsi la liaison & ARDe son coté, le groupe €8¢ lie, selon des
interactions hydrophobes, dans la méme poche geriajui a été observée dans le cas de la
flutamide et de la bicalutamide. Enfin, le groupeéthyle du cycle hydantoine se lie dans la
poche hydrophobe.

La nilutamide est un composé intéressant dotple vue structural, dans la mesure ou le
NH du noyau hydantoine a été modifié avec une laageté de substituants qui ont abouti a
une amélioration de I'affinité de liaison & AR*°En effet, il s'est avéré que la poche de
liaison de AR pouvait tolérer et interagir positivent avec des substituants encombrants
(alcools primaires, nitriles, noyau aromatiqué, Cest pourquoi nous avons décidé, dans un
premier temps, d’incorporer une chaine N-ferrocgélikyle plus ou moins longue (1 et 2
carbones). La synthese de tels analogues (Figyra @danc été réalisée. lls ont été testés au
niveau de leur affinité de liaison pour AR et derlactivité anti-proliférative envers des
lignées cellulaires cancéreuses.

OZN‘ J& J{<CH3

CHy FsC N
N|Iutam|de 24:Y=NH;n=1<L>n\O
25:Y=NH;n=2 @
26:Y=0 ;n=1 Fe

27:Y=0 ;n=2

O-

lI.  Synthése et études biologiques d’analogues N-feérylalkyles

I1.L1. Stratégie de synthese

La stratégie globale de synthése des analdguexénique4, 25, 26 et 27 est présentée
sur les Schémas 12 et 13. Elle est commune etstersi une réaction de formation du noyau
hydantoine. Elle a été effectuée entre le 4-cyatriffl@orométhyl-isocyanatobenze2@ et

19 Marhefka C.A., Moore B.M., Bishop T.C., KirkovsKy, Mukherjee A., Dalton J.T.,
Miller D.D., J. Med. Chem2001, 44, 1729.

9 van Dort M.E., Jung Y.WBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 1045.

139van Dort M.E., Robins D.M., Wayburn Bl, Med. Chem200Q 43, 3344.

69



NC v
H3C><CH3
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24:Y = NH \\@ ° 03 NCo ( 7 19
26:Y=0
dF)e
Bri : @cm
FsC NH Fe
Schéma 12 : Stratégie de synthése des composés 24 e t26 \ /

un dérivé ferrocénique avec une chaine alkyle @lusioins longue (n = 1 et 2) contenant une
amine secondaire et un nitrile. L'isocyanatobenzZ2Be été obtenu a partir du 4-cyano-3-
trifluorométhyl-aniline. De leur c6té, les dérivessrocéniquesl9 et 22 ont été obtenus a
partir de deux produits commerciaux, le ferrocenmmealdéhyde (n = 1) et l'iodure de
ferrocénylméthyltriméthylammonium (n = 2).

cr Q<
FaC N& ; NC @ HsC' "CHa

o \\/C\ FsC NCO &)
25:Y = NH Fe 23 \ / 22

i L

FsC NH,

O

Schéma 13 : Stratégie de synthése des composés 25e t27

I1.2. Les étapes de la synthése

[I.2.a. Synthése des dérivés ferrocénidlest 22

Dans un premier temps, les dérivés ferrocésid@et 22 ont été synthétisés, suivant deux
mécanismes difféerents. En effet, le compd®ea été obtenu en trois étapes a partir du
ferrocenecarboxaldéhyde. Sa synthése est présauntde Schéma 14. La premiére étape est
une addition nucléophile de I'hydrochlorure de loydtamine NHOH.HCI sur I'aldéhyde
pour former 'oximel7. Un mélange des deux stéréoisomeres (E) et (Hbéshu avec un
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HaC. CHs

NS
LiAIH Et,O
iy NH,OH.HCI fo _LiAH, L (B0 L
. AcONa AD Et,0 ;A &) ><OH d)
{ ] H,O ; EtOH ; A \ / \ / CN \ /
17 :88% 18 : 99% 19 : 25%

Schéma 14 : Synthése du composé ferrocénique 19

excellent rendement (88%)’ Dans la deuxiéme étape, I'oxime est réduite enamime par
LiAIH 4 avec un rendement quantitdfif.L’amine 18 a été obtenue sous forme d’une huile qui
a été directement utilisée pour la réaction suezabd derniere étape consiste en un couplage
entre 'amine et le 2-hydroxy-isobutyronitrile. @etréaction a permis d’obtenir le composé
19 avec un faible rendement (25%4).

H
NH. N_ _CN
Q wer Qe QT QK
LiAIH Et,0 HsC  CHs
Fe KeN Fe % . Fe 2 . Fe
& Terd el e
20:82% 21 CN 22 :82%

Schéma 15 : Synthése du composé ferrocénique 22

Le composé22 a aussi été synthétisé en trois étapes a partirl'iddure de
ferrocénylméthyltriméthylammonium. Sa synthésepegésentée sur le Schéma 15. Seule la
premiere étape est différente. Elle consiste enraaetion de substitution nucléophile ou le
groupe partant triméthylammonium a été remplacéupagroupe nitrild?* ** Elle a permis
la formation du cyanomeéthylferroce2® avec un tres bon rendement (82%). Toutefois, ce
produit est instable a I'air, a la chaleur et &ilece, et doit donc étre utilisé sans purification
ultérieure. Les deux dernieres étapes sont ideggigula synthese précédente. En effet, le
nitrile 20 est réduit en une amir&l qui a été obtenue sous forme d’une huile qui a été
directement utilisée pour la réaction suivantee Ell été convertie, par réaction avec le 2-
hydroxyisobutyronitrile, en un compo&2 obtenu avec un excellent rendement (82%).

[I.2.b. Synthése de l'isocyanatobenz28e

Cette synthese est réalisée en deux étapetiradpad-bromo-3-trifluorométhyl-aniline

140 Huikai S., Qingmin W., Rungiu H., Heng L., Yongph., J. Organomet. Chem2002,
655, 182.

122 | ednicer D., Lindsay J.K., Hauser C.R.Org. Chem.1958 23, 653.

141 Teutsch G., Goubet F., Battmann T., Bonfils A.,uBooux F., Cerede E., Gofflo D.,
Gaillard-Kelly M., Philibert D.J. Steroid Biochem. Mol. BiplLl994 48, 111.

138 Graham P.J., Lindsey R.V., Parshall G.W., PeteMdn, Whitman G.M.,J. Am. Chem.
Soc, 1957, 79, 3416.
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BI’@\ i) CUCN ; DMF NCD\ COCl, 20% NCD\
FsC NH, i) NaCNgq30% FsC NH, Toluéne ; AcOEt FsC NCO
92% 23 :98%
Schéma 16 : Synthése du 4-cyano-3-trifluorométhyl-i  socyanatobenzéne 23

commerciale, suivant le Schéma 16. Dans une prergtape, ce composé a été converti en 4-
cyano-3-trifluorométhyl-aniline, suivant une réactide substitution nucléophile aromatique
effectuée entre le groupe partant brome et le agade cuivre CuCN'® Cette réaction a été
effectuée avec un excellent rendement (92%). Dares deuxieme étape, l'aniline a été
activée en un isocyanatobenzéne trés électropdnlec un rendement quantitatif.Cette
réaction a été réalisée avec beaucoup de précaaéipane solution de phosgéne CO&Eté
utilisée. Cette réaction rapide et exothermiquerétde lI'acide chlorhydrique gazeux qui a été
piégé par une solution aqueuse de soude. La réastiotermine par une distillation des
solvants anhydres jusqu’au dégagement total d’adide produit obtenu, le 4-cyano-3-
trifluorométhyl-isocyanatobenzer3, est un composé sensible a l'air ; par conséquieat,
été conserveé a I'abri de l'air a trés basse tentpérat a été utilisé sans purification ultérieure
pour la suite de la synthése.

[I.2.c. Fin de la synthese

La fin de la synthese est représentée surhiérBa 17 et consiste en la réalisation de deux
étapes communes. La premiere étape, dont le méoamist détaillé sur le Schéma 17, est la
plus intéressant®. En effet, cette réaction effectuée en milieu hasiépit intervenir deux
additions nucléophiles simultanées. La premiéreitiatd intermoléculaire se fait entre
I'amine et l'isocyanat@3 pour donner un intermédiaire carbamate tres féaatitenant un
groupe nitrile. La seconde addition est intramdigice et se fait entre le NH et le nitrile. Elle
permet ainsi la formation d’'un cycle hydantoinerechainons stable possédant une fonction
imine. Les produit24 et 25 sont obtenus avec des rendements moyens (34%24@ir50%
pour25). Dans la derniére étape, les imines sont hydéelyen milieu acide pour donner des
produits dicarbonylé¥. Cette étape permet la formation des analo@éest 27 avec de trés
bons rendements compris entre 80 et 90%.

[I.2.d. Structure cristallographique des compo2égt27
Les structures cristallographiques des moléc2eet 27 ont été déterminées par analyse

structurale aux rayons X dans le laboratoire ddeBseur M. J. McGlinchey de I'Université
de Dublin. Les structures sont présentées suridgsds 23 et 24 et correspondent aux deux

119 Jones T.R., Varney M.D., Webber S.E., Lewis K.Klarzoni G.P., Palmer C.L.,
Kathardekar V., Welsh K.M., Webber S., Matthews D.Appelt K., Smith W.W., Janson
C.A., Villafranca J.E., Bacquet R.J., Howland E.Bqoth C.L.J., Herrmann S.M., Ward
R.W., White J., Moomaw E.W., Bartlett C.A., MorseéAG J. Med. Chem1996 39, 904.

92 Battmann T., Bonfils A., Branche C., Humbert JouBet F., Teutsch G., Philibert 0.,
Steroid Biochem. Mol. Bigl1994 48, 55.
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Schéma 17 : Synthése des analogues ferrocéniques 24, 25, 26 et 27

A\
N,

Figure 23 : Structure aux rayons X du composé 26
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Figure 24 : Structure aux rayons X du composé 27

composés dont la synthese a été envisagée. Learuristallographiques de chaque
molécule sont indiquées en annexe.

I1.3. _Résultats des tests biologgue

Une fois synthétisés, les analogues ferroc@sidligure 25) sont soumis a plusieurs études
biochimiques. Pour cela, ils doivent avoir une paigupérieure ou égale a 98%, déterminée
par HPLC. Les études biochimiques comprennentdsts td’affinité relative de liaison au
récepteur AR (tests RBA), des études d’activité-prdtliférative effectuées sur les lignées
cellulaires tumorales prostatiques, LNCaP et P€C8eg calculs d’lgy effectués sur PC3.

[1.3.a. Tests RBA
Les tests RBA ont été effectués sur des réaep#R purifies. Les valeurs de RBA ont été
mesurées en % par rapport a un composé de référenieeDHT, dont la valeur de RBA est

fixée a 100% par définition. Les valeurs de RBA dealogues ferrocéniqud, 25, 26, 27 et
de la nilutamide, ainsi que les valeurs de log Psont reportées sur le Tableau 3.
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Figure 25 : Liste des molécules pour les tests biol  ogiques

O,N
PO
k‘%

Molécule RBA (%) log Po/w
DHT 100
Nilutamide | 0,049 + 0,070
24 0,067 £ 0,005 4,68
25 0,093 £ 0,045 5,04
26 0,523 + 0,200 5,23
27 0,217 + 0,070 5,62

Tableau 3 : Résultats des tests RBA et log Po/w

On note d’abord que la nilutamide a une trédsidavaleur de RBA (0,049 = 0,070%). Ce
réSl.éEa}? confirme des études antérieures démontranfaible affinité de ce composé envers
AR.”™

Les analogues N-ferrocénylalkyl2d, 25, 26et 27 ont une meilleure affinité de liaison
pour AR que la nilutamide. Ce résultat serait dia gprésence de la chaine latérale N-
ferrocénylalkyle et aux propriétés du ferrocéneuri®’ part, le ferrocene est un substituant
hydrophobe et encombrant qui serait toléré parolehe hydrophobe de AR. Il favoriserait
ainsi la liaison a AR, par lintermédiaire d’intetons hydrophobes. D’autre part, le
ferrocene est constitué de deux cycles cyclopedngtiis qui pourraient interagir avec le site
de liaison de AR via des interactions électronique€ette hypothése a été énoncée pour
expliquer les valeurs élevées de RBA des dérivésdpropényle¥ et N-cyanométhylés>

%4 Moguilewsky M., Bouton M.M.JJ. Steroid Biochem1988 31, 699.

"Wakeling A.E., Furr B.J., Glen A.T., Hughes L.R.Steroid Biochem1981, 15, 355.

% van Dort M.E., Jung Y.WBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 1045.

142 Battmann T., Branche C., Bouchoux F., Cerede Hilibert D., Goubet F., Teutsch G.,
Gaillard-Kelly M., J. Steroid Biochem. Mol. Bigll998 64, 103.

75



Les analogues carbonyl2é et 27 ont aussi une meilleure affinité envers AR quadeu
homologues iminef4 et 25. Ce résultat pourrait s’expliquer par le réle daoeerait la
fonction carbonyle qui est un accepteur de liaigdnEn effet, la substitution de ce carbonyle
par une fonction imine, qui est un donneur dediassH, défavoriserait la liaison a AR.

Enfin, la molécul@6 a une meilleure affinité de liaison pour AR (0,528,200%) que le
compose27 (0,217 + 0,070%). Ce résultat suggere que la leagae la chaine N-alkyle
jouerait un réle non négligeable dans la reconaass de AR. Une chaine méthyle
favoriserait ainsi la liaison au récepteur, papmpa une chaine éthyle. Ce résultat confirme
des études antérieures menées sur des composébstMugs. Elles ont montré que
'augmentation d’'une unité de la chaine alkyle i@suen une perte d’affinité de liaison
envers AR

Les valeurs de log Po/w des analogues ferrqoési sont toutes supérieures a 4,50. Ce
résultat indique que tous ces composes sont hydbgsh En outre, il a été constaté que
I'amélioration de la valeur de RBA ne dépendrai$ ff@rcément de I'hydrophobicité de la
molécule. Ainsi, le compos27, qui est le plus hydrophobe (log Po/w = 5,62), pas la
meilleure affinité de liaison envers AR (RBA = 0724 0,070%). Elle est, en effet, inférieure
a celle du compos#6 (RBA = 0,523 £ 0,200%) qui est moins hydropholog (Po/w = 5,23).
Cette observation indiquerait que le caractéredptivbe d’'une molécule ne serait pas le seul
parametre pour expliquer la liaison d’une molécukeR.

[1.3.b. Tests d’activité anti-proliférative sugd cellules LNCaP

Cette série de tedts vitro a été effectuée sur des lignées cellulaires LNCaPsont des
cellules prostatiques tumorales hormono-dépendamtieenant des récepteurs AR mutés au
niveau d’un seul acide aminé T877R&. *°Ces tests nous permettront donc de savoir si les
dérivés ferrocéniques ont une activité anti-andnagée vis-a-vis du cancer de la prostate.
Les résultats des tests d’activité, concernanamedogues ferrocéniqued, 25, 26 et 27, ainsi
gue la nilutamidela DHT et un contréle (cellules incubées sans ptejjisont présentés sur
deux graphiques. Le graphique 7 représente I'éamutle I'activité anti-androgénique des
composés synthétisés en fonction du temps d’incubat

La nilutamide, incubée & une dose de 1..M) n'a aucun effet prolifératif sur les cellules
LNCaP. Cette absence d’activité se maintient auscdu temps. Or, des études précédentes
ont montré que l'activité agoniste des anti-andnege est stimulée en fonction de la
concentration de produits incubés. Elle est opgnpalur une concentration de 1/10.*%

9 van Dort M.E., Jung Y.WBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 1045.

125 Horoszewicz J.S., Leong S.S., Kawinski E., KaP. JRosenthal H., Ming Chu T., Mirand
E.A., Murphy G.P.Cancer Res1983 43, 1809.

126 Beer H.D., Florence C., Dammeier J., McGuire Lemér S., Duan D.RQOncogeng
1997 15, 2211.

128 joly-Pharaboz M.O., Soave M.C., Nicolas B., MebBrkRenaud M., Foury O., Morel Y.,
Andre J.G.,). Steroid Biochem. Mol. Bigll995 55, 67.
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Evolution au cours du temps de l'activité anti-prol iférative des analogues
de la nilutamide sur des cellules LNCaP
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Graphique 7

Les deux analogues ferrocéniques imi@dset 25 ont une activité anti-proliférative
meilleure que la nilutamide, ce qui mettrait endévice le rdle important joué par le
ferrocene. Néanmoins, l'activité anti-tumorale @s clérivés décroit au cours du temps. Ce
résultat pourrait étre di a une instabilité desmmsas imines qui pourraient étre dégradés en
un métabolite qui stimulerait la croissance dekiled cancéreuses LNCaP.

D’autre part, les dérivés ferrocéniques carbes®6 et 27, incubés a des concentrations de
1.10° M, se manifestent par une différence d’activitéi-proliférative élevée qui augmente
au cours du temps. En effet, la moléc@® a une activité anti-tumorale importante qui
persiste au cours du temps, alors que le composéune faible activité anti-proliférative ne
persistant pas avec le temps. Ce résultat suggerdeqcomposé N-ferrocénylméthyi®
aurait une action prolongée par rapport au compbgérrocényléthyle27, compte tenu de sa
meilleure affinité de liaison a AR.

Cette évolution de l'activité au cours du tenapété mise en évidence sur le graphique 8
qui représente le pourcentage de cellules tumoraktantes par rapport au contréle, 4 jours
apres incubation des dérivés de la nilutamide. @spe graphique 8, parmi les analogues
ferrocéniques carbonyl&6 et 27, le dérivé26 est le plus intéressant et le plus prometteur au
niveau de son activité anti-proliférative envers tignées cellulaires tumorales prostatiques.
En effet, & une concentration de I°M, environ la moitié de ces cellules cancéreusests
détruites au bout de quatre jours. De plus, cetieig persiste au cours du temps. Ce résultat
pourrait suggérer que la présence du ferrocena lidome d’azote par une chaine méthyle
pourrait jouer un réle prépondérant dans I'expmsgie I'effet anti-tumoral envers des
cellules cancéreuses de la prostate.
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Activité anti-androgénique des composeés sur des cel lules LNCaP & J4
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Graphique 8 : Effet anti-prolifératif des analoguesde la nilutamide & 1.1¢ M, sauf pour
DHT (1.10° M)

En conclusion, le compo&®, en plus de sa bonne reconnaissance par AR, pEossed
activité anti-tumorale intéressante, ce qui enifera composé de choix pour I'élaboration de
nouvelles molécules plus actives contre certainsea de la prostate.

[1.3.c. Tests d’activité anti-proliférative sugd cellules PC3

Cette série de tests vitro a été effectuée sur des lignées cellulaires P@3sdht des
cellules prostatiques tumorales hormono-indépergagtii n’expriment pas le géne codant
pour le récepteur AR sauvage. Par conséquent, mdleontiennent pas AR. Ces tests nous
permettront donc de savoir si les composés sys@geagissent ou non sur de telles cellules
et, en conséquence, si de tels analogues ont woipawytotoxique™>? Les résultats de ces
tests d’activité, concernant les analogues ferrgc&s 24, 25, 26 et 27, ainsi que la
nilutamide,la DHT et un contréle (cellules incubées sans pteydsont présentés sur deux
graphiques. Le graphique 9 représente [|'évolutian l@ctivité anti-androgénique des
composés synthétisés en fonction du temps d’incubat

La nilutamide a une faible activité anti-prélitive (environ 10% de cellules tumorales

132 Ohtsu H., Xiao Z., Ishida J., Nagai M., Wang H.Kokawa H., Su C.Y., Shih C., Chiang
T.,Chang E., Lee Y.F., Tsai M.Y., Chang C., LeblKJ. Med. Chem2002 45, 5037.
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Evolution au cours du temps de l'activité anti-prol iférative des analogues
de la nilutamide sur des cellules PC3
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Graphique 9

tuées), a une dose de I°1MI, qui est maintenue au cours du temps. Ce résukdrait en
évidence la faible cytotoxicité de la nilutamide.

De méme, les analogues ferrocéniques imi#est 25, incubés a une concentration de
1.10° M, ont une activité anti-proliférative comparaldeec celle de la nilutamide. Cette
faible activité est constante au cours du tempgjutalémontrerait la faible cytotoxicité des
dérivés imine4 et 25.

Par contre, les dérivés ferrocéniques carberfeet 27 se sont avérés intéressants au
niveau de leur activité anti-tumorale envers delfules tumorales PC3. En effet, a une
concentration de 1.10M, ils se manifestent par une activité anti-péotiftive qui augmente
avec le temps et surtout plus importante que dellia nilutamide et des composés imifés
et 25. Ces résultats démontrent une cytotoxicité accdes analogues ferrocéniques
carbonylés par rapport aux analogues imines ehautamide.

Le graphique 10 représente le pourcentage lidesetumorales restantes par rapport au
contrdle, 6 jours aprées incubation des produitpetimet de mettre en évidence la différence
de cytotoxicité observée entre les dérivés carlimBb, 27 et les dérivés imineg4 et 25.
D’aprés le graphique 10, on remarque que la nilidanet les composés imin@g et 25,
incubés & des doses de I°1MI, inhibent la prolifération des cellules tumosal®C3
d’environ 10%. En revanche, les dérivés carbonyés et 27, incubés aux mémes
concentrations, inhibent la prolifération des deucancéreuses PC3 de presque 40%. Ce
résultat permet de valider une hypothése énon@egemment, a savoir que la cytotoxicité
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Effet des composés sur des cellules PC3 & J6
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Graphique 10 : Effet anti-prolifératif des analogues ferrocéniques de la nilutamide a
1.10° M, sauf pour DHT (1.10° M)

de ces molécules serait liée, en grande partie,pgdsence du ferrocéne. Il est lié a I'atome
d’azote par une chaine alkyle de différente longueu

[1.3.d. Reésultats des calculs dj€
Les valeurs d’Igy ont été évaluées sur la lignée cellulaire tumopatestatique hormono-

indépendante PC3. Les valeurs @d@es analogues ferrocéniques de la nilutarBile25 26
et 27, ainsi que de la nilutamide, ont été reportéedesiinbleau 4.

Molécule | Effet anti-prolifératif sur PC3 (%)® | ICso PC3 (UM)° | ICso MDA-MB231 (uM)®
Nilutamide 92 - -
24 94 - -
25 91 - -
26 63 68,1 + 28,0 81,6 +2,3
27 64 67,2+ 2,0 140,0 + 3,0

a

pour une concentration de iM aprés 6 jours d’incubation.
b Les valeurs d'lg sur PC3 et MDA-MB231 ont été déterminées lorsquaffet anti-
prolifératif significatif a été observé a L®1 sur PC3.

Tableau 4 : Résultats d'1Gyg
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D’une part, on note que les valeurs @dQe la nilutamide, ainsi que des dérivés
ferrocéniques imine&4 et 25, sont largement supérieures agl, ce qui démontre que ces
molécules ne sont pas efficaces envers des cetlatereuses prostatiques. D’autre part, ces
résultats démontrent une efficacité plus importalete analogues ferrocéniques carbontes
et27, par rapport aux dérivés imingd et 25, et a la nilutamide. Ceci suggére que la présence
d’'une fonction carbonyle, ainsi que I'ajout d’'unogpe ferrocene hydrophobe sur I'atome
d’azote, seraient des facteurs importants permetfancroitre I'efficacité de ces molécules.
Enfin, une similitude des résultats a été obseerdee les dérivés ferrocéniques et 27, ce
qui montre que la longueur de la chaine latéralalikijle ne serait pas indispensable pour
moduler I'efficacité.

Comme les valeurs d’'kgdes analogues carbony@8 et27 évaluées sur des cellules PC3
sont intéressantes, on a décidé, dans un deuxEmest de les tester sur une autre lignée
cellulaire tumorale disponible dans le laboratoles cellules MDA-MB231. Ce sont des
cellules tumorales des seins hormono-indépendafes. cellules ne contiennent pas le
récepteur nucléaire alpha des oestrogenes HRais elles contiennent BR

Les valeurs d’lgy des moléculeg6 et 27 ont donc été évaluées sur les cellules tumorales
MDA-MB231 pour évaluer la spécificité de ces molésuvis-a-vis d’'un tissu. Les valeurs
sont égales a 81,6 + 2,8/ pour le compose6 et a 140 + UM pour le compose?7. Elles

sont largement supérieures a celles observeegsuellules PC3 (68,0M), ce qui suppose
gue ces molécules sont plus efficaces envers dlatesgrostatiques tumorales.

lll.  Synthese et études biologiques d’analogues 4'-feémyles

I11.1. Introduction

Des études antérieures ont montré que des quesoorganiques de la nilutamide,
contenant un alcool primaite®3et un nitrilé** sur la chaine N-alkyle, avaient une affinité de

6
NC o NG °® 0
CHg 4 s Q
FsC N F3C™ 2 N .

o R o %R
R=H R=H
(CH>)4OH (CH>)4OH
CH,CN CH,CN

Figure 26 : Objectifs de synthése

92 Battmann T., Bonfils A., Branche C., Humbert JouBet F., Teutsch G., Philibert O3,
Steroid Biochem. Mol. Bigl1994 48, 55.

9 van Dort M.E., Jung Y.WBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 1045.

142 Battmann T., Branche C., Bouchoux F., Cerede Eilibert D., Goubet F., Teutsch G.,
Gaillard-Kelly M., J. Steroid Biochem. Mol. Bigll998 64, 103.
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liaison importante pour AR, ainsi gqu’une activitéitisandrogénique importante. C’est

pourquoi nous avons décidé, dans une deuxiemeepattentreprendre la synthése de
nouveaux analogues ferrocéniques (Figure 26). @akgues conservent la méme chaine
alkyle et le ferrocéne a été incorporé a la planegupement diméthyle. lls ont été

synthétisés en série racémique et ont été testéweau de leur affinité de liaison pour AR et
de leur activité anti-proliférative envers les kgs cellulaires LNCaP et PC3.

lll.2. _Synthése

lll.2.a. Stratégie de synthése

La stratégie de synthése de ces analogueséssinpée sur le Schéma 18. Elle consiste en
une réaction de couplage entre le 4-fluoro-2-toifaméthyl-benzonitrile, et le 4’-ferrocényl-
2',5’-imidazolidinedione. Cette molécule est syribée a partir du ferrocenecarboxaldéhyde.
La réaction de couplage permet d'obtenir un défie@@océnique de la nilutamide ne
contenant pas de chaine N-alkyle. Cette chainerestite ajoutée au niveau de la structure,
par I'intermédiaire d’une réaction de substitutiarcléophile avec un halogénure.

NCD\F
j@wp — j@ F:> ;
5 -

H

= (CH2)4OH
CH,CN

Schéma 18 : Schéma rétrosynthétique

[11.2.b. Les étapes de la synthese

La premiére étape de la synthése est une oéadié formation du cycle hydantoine
(Schéma 19). Pour cela, une solution aqueuse ddfitesde sodium est ajoutée au
ferrocenecarboxaldéhyde. Cette solution est enajatéée a une solution aqueuse de cyanure
de potassium KCN et de carbonate d’ammonium JpEO;, pour donner le 4'-ferrocényl-

2’ 5™-imidazolidinedione28 avec un rendement moyen (409%).

138 Graham P.J., Lindsey R.V., Parshall G.W., PeteMdn, Whitman G.M.,J. Am. Chem.
Soc, 1957, 79, 3416.
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Schéma 19 : Synthése du 4'-ferrocényl-imidazolidino  ne 28
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La deuxieme étape de la syntheése consiste @néaigtion de couplage entre le 4-fluoro-2-
trifluorométhyl-benzonitrile, et le 4’-ferrocényl;&’-imidazolidinedione 28 (Schéma 20).
C’est une réaction de substitution nucléophile aimue effectuée en milieu basigid.
Cependant, malgré le remplacement d’'une base K&kt par une base plus faible®O;, le
produit attendu ne s’est pas formé. En effet,dssformé un composé biaromatig@qui a
éte isolé et purifié. Ce produit a été obtenu awefaible rendement compris autour de 40%.
Ce composé a été formé car I'atome d’hydrogéne stuposition 4’ est un hydrogéne tres
mobile qui a donc été facilement déprotoné par hese méme faible. Cette forte mobilité
peut s’expliquer par la présence des deux groupdsomyle et ferrocene qui stabilisent
I'intermédiaire formé.

CN
@]

% o IO %N >

28 < 7 DMF anhydre ; 80C 29 :39% Fe

@

Schéma 20 : Synthése du composé diaromatique 29

I11.3. _Résultats des tests biochinaisiu

Une fois synthétisé, 'analogue ferrocéni@9eest soumis a plusieurs études biochimiques.
Pour cela, une pureté supérieure ou égale a 99% déterminée par HPLC. Les études
biochimiques comprennent les tests d’affinité reéatle liaison au récepteur AR (tests RBA),
des études d'activité anti-proliférative effectuéssr les lignées cellulaires tumorales
prostatiques, LNCaP et PC3, et des calculssg'é¢ffectués sur PC3.

I11.3.a. Tests RBA

Les tests RBA ont été effectués sur des réoept®R purifiés. Les valeurs de RBA sont
mesurées en % par rapport & un composeé de réfétarizdT, dont la valeur RBA est fixée a
100% par définition. Les valeurs RBA de I'analodeocénique29 et de la nilutamide, ainsi
que la valeur de log Po/w du comp@&2sont reportées sur la Figure 27.

143 Cogan P.S., Koch T.HJ, Med. Chem2003 46, 5258.
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Figure 27 : Résultats des tests RBA et log Po/w

Les résultats des tests RBA ont montré quealtgue ferrocéniqu9 a une faible affinité
de liaison a AR. Toutefois, elle est équivalenteebe de la nilutamide. Ce résultat démontre
que la substitution d’'un groupe diméthyle par dentités a la fois plus encombrantes et plus
hydrophobes, le ferrocéne et le noyau aromatigméeoant un trifluorométhyle et un nitrile,
ne modifie pas la reconnaissance du ligand envBisPar conséquent, la poche hydrophobe
de AR serait suffisamment grande pour pouvoir decdp présence de ces deux substituants.

D’autre part, la molécul29 a une affinité de liaison a AR plus faible que demlogues
ferrocénique6 (RBA = 0,523 £ 0,200%) €27 (RBA = 0,217 £ 0,070%) qui contiennent
une chaine latérale N-ferrocénylalkyle. Ce résulémontrerait I'importance d’'une chaine
latérale hydrophobe sur 'atome d’azote pour améifita reconnaissance de AR.

La valeur de log Po/w de l'analogue ferrocéri est égale a 6,47. Ce composeé est tres
hydrophobe. Malgré cela, il a une valeur de RBAsghible que les analogues ferrocéniques
26 (log Po/w = 5,23) e27 (log Po/w = 5,62) qui sont plus hydrophiles. L'dimation de la
valeur de RBA ne dépendrait donc pas de I'hydroptitgbde la molécule.

[11.3.b. Tests d’activité anti-proliférative sues cellules LNCaP

Les résultats des tests d’activité anti-prodifére effectués sur des lignées cellulaires
LNCaP, concernant I'analogue ferrocéni@® ainsi que la nilutamidéa DHT et un contréle
(cellules incubées sans produis)nt présentés sur deux graphiques.

Le graphigue 11 représente I'évolution de Rat# anti-androgénique du compo26é en
fonction du temps d’incubation. Sur ce graphigendlogue ferrocéniqui9, incubé a une
dose de 1.I0 M, montre une Iégére activité anti-prolifératiedors que la nilutamide a un
effet prolifératif, ce qui mettrait en évidencerfide joué par le ferrocene. Néanmoins, son
activité anti-tumorale reste faible au cours dupgem

Le graphique 12 représente le pourcentage llidesetumorales restantes par rapport au
contrdle, 4 jours apres incubation des produitgelmet de mieux mettre en évidence la
différence d’activité observée entre le comp@8&t la nilutamide. D’aprés le graphique 12,
on note que le compo&®, incubé & une concentration de 1°19, inhibe la prolifération des
cellules LNCaP d’environ 10%, aprés 4 jours d’iratidn. Ce résultat permettrait, d’'une part,
de valider une hypothése énoncée précédemmentycdr spie la présence du ferrocene
jouerait un réle important dans I'expression detliaté anti-tumorale de cette molécule.
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Evolution au cours du temps de l'activité anti-prol iférative de l'analogue
ferrocénique sur les cellules LNCaP
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Graphique 11

Effet du composé 29 sur des cellules LNCaP a J4
148

160

140 ~

120 ~

100
100

HH

90

80 -

60 -

40 +

% de cellules tumorales / contrble

20 A

Controle Nilutamide 29

Composeés

Graphique 12 : Effet anti-prolifératif du composé 2 & 1.1° M ; la DHT est incubée a
1.10° M et la nilutamide & 1.10° M.
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Cette activité anti-proliférative serait aussi daela présence d'un deuxieme noyau
aromatique, le 4-cyano-3-trifluorométhyl-phénylebstitué sur le carbone chiral.

[11.3.c. Tests d'activité anti-proliférative sues cellules PC3

Les résultats des tests d’activité anti-prodifire effectués sur des lignées cellulaires PC3,
concernant I'analogue ferrocéniq®, ainsi que la nilutamidela DHT et un controle
(cellules incubées sans produitspnt présentés sur deux graphiques. Le graphique 13
représente I'évolution de l'activité anti-proliféinee du compos&9 en fonction du temps
d’incubation. Le graphique 14 représente le pousgmde cellules tumorales restantes par
rapport au contréle, 5 jours apres incubation dupase29.

Evolution au cours du temps de l'activité cytotoxiq ue de l'analogue
ferrocénique 29 sur des cellules PC3
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Graphique 13

L’analogue ferrocéniqu29 s’est avére intéressant et prometteur au niveasodeactivité
anti-tumorale envers des cellules tumorales PC3:ffem, & une concentration de 1°1d, le
pourcentage restant de cellules cancéreuses estrdie 20%, apres cing jours d’incubation.
De plus, I'activité cytotoxique de ce composé augimevec le temps. Ce résultat permettrait
donc de valider une hypothése énoncée précédemeneaijoir que la cytotoxicité de cette
molécule serait due, en partie, a la présence mlactne. Il est situé a la place du groupe
diméthyle présent dans la structure de la nilutamioh outre, ce résultat serait expliqué par la
présence du deuxiéme noyau aromatique, substituié sarbone chiral, qui comprend deux
substituants électroattracteurs que sont CHaga et CR enméta Un composé diaromatique
non organométallique permettrait donc de savoicesisecond groupe aromatique a une
influence sur I'effet anti-prolifératif.
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Effet cytotoxique du composé 29 sur des cellules PC 34 J5
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Graphique 14 : Effet cytotoxique des composés a 0:1M, sauf pour DHT (1.10° M)
[11.3.d. Résultats des calculs dig

La valeur d'IGy du composé ferrocénique9 a étée évaluée sur la lignée cellulaire
hormono-indépendante PC3. Elle est égale a 6,035HM1. Ce résultat met en évidence une
excellente efficacité de cette molécule par rapport dérivés N-ferrocénylalkyles et a la
nilutamide. Ce résultat serait relié a I'ajout daux groupes hydrophobes encombrants, que
sont le ferrocene a la place du groupe diméthyles royau aromatique. La présence de ces
deux entités serait primordiale pour expliquer ¢imentation spectaculaire de cette efficacité.

Comme la valeur d’lég du compos&9 évaluée sur des cellules PC3 est intéressant&, on
décidé, dans un deuxiéme temps, de le tester seirautre lignée cellulaire tumorale
disponible dans le laboratoire, les cellules MDA-R8R. Ce sont des cellules tumorales des
seins hormono-indépendantes. Ces cellules ne ocoetit pas le récepteur nucléaire alpha des
oestrogenes (ER), mais elles contiennent BR

La valeur d’lGy de la molécule29 a donc été évaluée sur la lignée cellulaire tuteora
MDA-MB231 pour évaluer la spécificité de ces moléswis-a-vis d’un tissu. Elle est égale a
7,37 £ 0,12uM. Une similitude des résultats a donc été obsesugeles deux lignées
cellulaires, ce qui suppose que cette moléculeitsaeussi efficace envers deux types de
cancers classés hormono-indépendants : le candaipdestate et le cancer du sein.

Enfin, des tests RBA ont été effectués vissade ER. lls nous indiquent qu’il n’existe
pas de compétition pour ce récepteur entre le jiretlies oestrogénes. Ceci signifie que
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cette molécule n’a aucune affinité de liaison es\ER3. Par conséquent, les récepteur$ER
ne seraient pas la cible de ce produit. Cette mt#édevrait donc interagir avec une autre
cible, a la fois présente dans les cellules horrindépendantes PC3 et MDA MB231. Celle-
ci reste a définir.

En résumé, les résultats dGlémontrent une efficacité du compd@ sur les lignées
cellulaires tumorales hormono-indépendantes PC@I2A-MB231. Ces résultats, associés
aux faibles valeurs de RBA de ces molécules erABret ERB, suggerent que d’autres cibles
protéigues sont non seulement possibles, mais Ipkeall reste que le compo&8 est le
premier représentant efficace de ce type de steictu

V. Conclusion

Dans ce chapitre, a été réalisée la synthésepammiers analogues ferrocéniques de la
nilutamide. Ces molécules ont été testées au nidealeur affinité de liaison envers le
récepteur AR (test RBA), de leur activité anti-aygnique et au niveau de leur cytotoxicite.

Dans une premiére partie, la synthése des guredaN-ferrocénylalkyles de la nilutamide a
étée entreprise (Figure 28). Ce choix s’est aveédicieux, puisque les tests biologiques ont
montré I'existence d’'une molécule prometteuse,dlague26, pour le traitement du cancer
de la prostate. En effet, ce composé, en plus d'awee affinité de liaison envers AR plus
importante que la nilutamide (environ 10 fois sigéne), exhibe une activité anti-tumorale
plus importante, aussi bien sur des cellules hoovd@pendantes qu’indépendantes. Ces
résultats ont été confirmés par une valeur g'l@e I'ordre de 1QuM. Par conséquent, la
molécule 26 serait un point de départ intéressant dans ledi®laborer des analogues
ferrocéniques encore plus actifs (chapitre 4).
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FsC N

)\N CHs
H
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26:R=0 27:R=0 Fe

S, ©

Dans une deuxiéme partie, il a été envisaggydihétiser des dérivés contenant a la fois un
ferrocéne a la place du groupe diméthyle et untnehd-alkyle. La synthese de tels
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analogues a été effectuée en série racémique.rhpas#29 a été obtenu et testé (Figure 29).
Cette molécule s’est avérée étre tres prometteuse mbint de vue biologique. En effet,
méme si elle a une faible affinité de liaison pdiR, elle a montré une excellente activité
anti-tumorale, & une dose de I°1BI, vis-a-vis des cellules prostatiques PC3. Celtés
couplé a une valeur d’g égale a 6,03 + 0,15M, laisse supposer que le comp@&aurait

un mécanisme d’action différent de celui de lataitnide. Une autre cible présente dans les
cellules tumorales de la prostate devrait donc B#m®nnue pour pouvoir expliquer son
efficacité potentielle envers des cellules hormomtependantes.

CN

: CF; NC: i o

)/'\NH QFG i )& I O CN

o CF3 CF,
29 O 31 32
Figure 30

Compte tenu des résultats obtenus dans laeparficédente, la synthése de l'analogue
organique3l, contenant un phényle a la place du ferrocen¢¢ @mrvisagée. La synthese de
cet analogue a été effectuée en série racémigoe se&l mode opératoire identique a la
synthese précédente. Un mélange de deux molétellesmposé attendsll et le produit32,

a été obtenu (Figure 30) avec de faibles rendementdsron 30% pour chaque molécule).
Une fois purifiée, la moléculdl sera soumise aux tests biologiques pour évaludiuénce
du ferrocene sur I'action anti-tumorale vis-a-visa@llules cancéreuses prostatiques.

o5y m%

29 O (CH2)4OH G

] CH,CN
Figure 31
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Compte tenu des résultats obtenus pour la mi@l@®, une synthése énantiomériquement
pure doit étre envisagée a I'avenir pour conndlimgportance de la chiralité a ce niveau
(Figure 31). Néanmoins, ce composé a une faiblmi@ffde liaison a AR. Des études
précédentes ont montré que des analogues orgardquasilutamide, contenant des chaines
latérales N-hydroxyalkyl€& et N-cyanoalkyle¥? avaient des affinités de liaison plus
importantes pour AR que la nilutamid®ar conséquent, I'ajout de ces chaines latératdsa su
molécule29 pourrait permettre d’obtenir des molécules qubre@itraient mieux AR. Une
synthése de ces molécules est envisagée en s&migae (Figure 31).

En conclusion, d'aprés les études biologiquEsigées sur les composgé et 29, la
molécule 26 a démontré, non seulement une affinité de liaiaoAR meilleure que la
nilutamide, mais aussi une meilleure activité amtiorale envers des cellules cancéreuses.
De son coté, la molécul29 a montré des propriétés cytotoxiques excellente®re des
cellules tumorales hormono-indépendantes. Cependlaste lie a AR avec une affinité
équivalente a celle de la nilutamide, ce qui lamgeposer que la poche hydrophobe de AR
serait suffisamment grande pour tolérer la préselecéeux substituants plus encombrants et
hydrophobes que le groupe diméthyle. En comparaisomolécule26, qui comprend une
chaine latérale N-ferrocénylméthyle, présente uneillenre RBA, ce qui démontre
'importance de cette chaine latérale hydrophohe pméliorer la reconnaissance de AR. Par
conséquent, la synthése d'un analogue N-ferrocéstiiyie comprenant deux structures
aromatiques a la place du diméthyle est envisageeljvenir (Figure 32).
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V. Partie expérimentale

Toutes les réactions ont été effectuées sonssphéere d’argon. L'éther, 'acétate d’éthyle
et le toluene ont été distillés avec un mélangéusattbenzophénone. Les autres réactifs et

92 Battmann T., Bonfils A., Branche C., Humbert JquBet F., Teutsch G., Philibert 0J.,
Steroid Biochem. Mol. Bigl1994 48, 55.

% van Dort M.E., Jung Y.WBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 1045.

142 Battmann T., Branche C., Bouchoux F., Cerede Hilibert D., Goubet F., Teutsch G.,
Gaillard-Kelly M., J. Steroid Biochem. Mol. Bigll998 64, 103.
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solvants utilisés, tels que le DMF anhydre, sonts deoduits commerciaux. Les
chromatographies sur colonne ont été réaliséegedute silice Merck 60 (40-6@m). Les
points de fusion des produits ont été mesurésidel'd'un banc Kofler. Les spectres infra-
rouges ont été enregistrés sur un spectrometreTIBEMEM Michelson-100. Les analyses
RMN *H et™*C ont été effectuées sur un appareil Bruker 300 Midg solvants RMN utilisés
sont le chloroforme deutéré CRClacétone-g et le DMSO-d. Les déplacements chimiques
(8) sont mesurés en parties par millions (ppm) ettestantes de couplage (J) sont calculées
en Hertz (Hz). Les analyses élémentaires des naxya@duits ont été effectuées au Service
de Microanalyse de I'l.C.S.N. a Gif-sur-Yvette.

Synthése du ferrocéneoxime (17 : Une solution d'hydrochlorure d’hydroxylamine
NH,OH.HCI (1,946 g ; 2 équivalents) dans I'eau (15 nalsf ajoutée a une solution de
ferrocenecarboxaldéhyde (3,000 g ; 14,0 mmol) d@tisanol (40 mL), suivie par AcONa
(3,445 g ; 3 équivalents). Le mélange réactionselagité a reflux pendant 3 h, refroidi a
température ambiante et concentré sous vide. Englit chloroforme (40 mL) est ajouté
goutte a goutte et la solution est agitée pend@nimihutes a température ambiante. Le
précipité obtenu est filtré sur celite et le fittiest évaporé. Un résidu solide (3,441 g) est
obtenu et est purifié sur colonne (éluant : acétiéthyle/pentane 1:3). Deux fractions
correspondant aux 2 stéréoisomeres (E) et (Z)aknte 17 sont obtenues (solide orange de
masse 2,833 g ; 88,2%); Racétate d’éthyle/pentane 1:3) : 0,58 (2) et QBB Mp : 138-
140°C. Un spectre RMN du mélange avant purificatimous indique un rapport (E):(2)
d’environ 75:25.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 4,20 (Z) et 4,22 (E) (5H, s,58s), 4,37 (E + Z) (2H, t,
CsHg4, HB, J = 2,1 Hz), 4,53 (E) et 4,81 (2) (2H, tHG, Ha, J = 2,1 Hz), 7,24 (CHnti, Z) et
7,98 (CHsyn E) (1H, s, CH oxime).

RMN **C (75 MHz, CDC}) : 8= 67,7 (E) et 71,7 (Z) (2C,s8.); 69,4 (E) et 69,5 (Z) (&is);
70,2 (E) et 70,6 (Z) (2C,4E,); 147,6 (Z) et 150,1 (E) (CH oxime).

Synthése de I'aminométhylferrocéne (18¥: Une suspension d’hydrure d’aluminium
lithium LiAIH 4 (0,746 g ; 4,5 équivalents) dans I'éther (30 ndt)agitée a reflux. La solution
est refroidie a température ambiante et une solutioximel7 (1,000 g ; 4,37 mmol) dans
I'éther (100 mL) est ensuite ajoutée lentement.médange réactionnel est agité a reflux
pendant 2 h. La solution est refroidie & 0°C ett sjautés doucement de I'éther, de I'eau
(quelgues mL), une solution aqueuse de soude 20%) (20 mL) et de I'eau (20 mL). La
solution est extraite a I'éther. La phase organ&gidavée a I'eau, séchée sur MgSilirée
et évaporée. Le produit obtef8 est une huile orange (0,928 g ; 98,8%). Elle asttément
utilisée pour la suite de la réaction.(Rcétone/triéthylamine 10:1) : 0,59.

140 Huikai S., Qingmin W., Rungiu H., Heng L., Yongph., J. Organomet. Chem2002,
655, 182.
122 | ednicer D., Lindsay J.K., Hauser C.R.Org. Chem.1958 23, 653.
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RMN 'H (300 MHz, CDCY) : & = 3,47 (2H, s, CbNH>), 4,03 (2H, t, §Hs, HB, J = 1,8 Hz),
4,07 (5H, s, €Hs), 4,09 (2H, t, GHa, Ha, J = 1,8 Hz).

RMN *¥C (75 MHz, CDC}) : & = 41,3 (CHNHy); 67,2 (2C, GHy); 67,7 (2C, GH.); 68,3
(CsHs); 91,0 (Gosor CsHa).

Synthese du 2-cyano-2-[N-(ferrocénylméthyl)-amo]-propane (19) : Une solution
d’amine 18 (0,500 g ; 2,33 mmol) dans I'éther (12 mL) estus§e au 2-hydroxy-
isobutyronitrile (2,700 mL ; 13,5 équivalents). inglange réactionnel est agité pendant 3 h a
température ambiante. Il est ensuite extrait ddiétLa phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et évaporée pour donner une huile ordongeée (0,870 g) qui est purifiée par
filtration sur silice (éluant : éther/éther de pédrl:1). Un solide orange correspondant au
produit19 est obtenu (0,163 g ; 25,0%}. ([@ther/éther de pétrole 1:1) : 0,48. Mp : 62°C.

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : & = 1,51 (6H, s, 2 Ch), 3,60 (2H, s, CbNH), 4,14 (2H, t,
CsHa, HB, J = 1,8 Hz), 4,16 (5H, s58s), 4,22 (2H, t, GHa, Ha, J = 1,8 Hz).

RMN C (75 MHz, CDC)) : & = 27,6 (2 CH); 44,5 (CHNH); 51,8 (C(CH)y); 68,1 (2C,
CsHa); 68,2 (2C, GHy); 68,6 (GHs); 86,0 (Gpso, CsHa); 123,0 (CN).

MS (m/z EI) : 282 [M"].

Analyse élémentaire calculée (%) pourtigFeN: : C 63,85, H 6,43, N 9,93 ; trouvée : C
63,71, H 6,65, N 9,94.

Synthese du cyanométhylferrocene  (20) : Une  solution d'iodure de
ferrocénylméthyltriméthylammonium (2,500 g ; 6,4fnol) et de cyanure de potassium KCN
(2,508 g ; 38,5 mmol) dans I'eau (25 mL) est agiééeeflux pendant 2 h. Le mélange
réactionnel est refroidi a température ambianteseextrait a I'éther. La phase organique est
lavée a I'eau, séchée sur,B@y, filtrée et évaporée. Un solide jaune correspondarproduit
20 est obtenu (1,197 g ; 81,9%). Il est recristaltisés I'hexane. (Réther) : 0,89. Mp : 85-
88°C (littérature : 81-83°t?).

RMN *H (300 MHz, CDCY) : & = 3,42 (2H, s, ChCN), 4,17 (2H, t, Ha, HB, J = 1,8 Hz),
4,24 (5H, s, @Hs), 4,25 (2H, t, GHa, Ha, J = 1,8 Hz).

RMN C (75 MHz, CDCJ) : 5 = 19,0 (CHCN); 68,1 (2C, GH,); 68,4 (2C, GH,); 69,3
(CsHs); 118,0 (CN).

Synthése de I'aminoéthylferrocéne (21%: Une suspension d’hydrure d’aluminium
lithium LiAIH 4 (0,506 g ; 3 équivalents) dans I'éther (25 mL)aggtée a reflux. Une solution
de cyanométhylferrocerzd (1,000 g ; 4,44 mmol) dans I'éther (20 mL) esuérsajoutée

122 | ednicer D., Lindsay J.K., Hauser C.R.Org. Chem.1958 23, 653.
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lentement. Le mélange réactionnel est agité axgiendant 2 h. La solution est refroidie a
0°C et sont ajoutés doucement de I'éther, de [gaelqgues mL), une solution aqueuse de
soude 20% (m/v) (20 mL) et de l'eau (40 mL). Lausoh est extraite a I'éther. La phase
organique est lavée a l'eau, séchée sur Mgti@ée et évaporée. Le produit obteRli est
une huile orange (1,081 g). Elle est directemenisé® pour la suite de la réaction; R
(acétone/triethylamine 10:1) : 0,58.

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : = 2,48 (2H, t, CH, J = 6,9 Hz), 2,80 (2H, t, GNH,, J = 6,9
Hz), 4,05-4,11 (9H, ferrocene).

RMN **C (75 MHz, CDCJ) : & = 34,1 (CH); 43,6 (CHNH,); 67,5 (2C, GH,); 68,4 (2C,
C5H4), 6816 (G)H5)| 86)3 (GPSQ GSH4)

Synthése du 2-cyano-2-[N-(ferrocényléthyl)-amino]qmpane (22) : Une solution
d’amine 21 (1,000 g ; 4,36 mmol) dans I'éther (18 mL) estue doucement au 2-
hydroxyisobutyronitrile (2,500 mL ; 6,3 équivalentd. e mélange réactionnel est agité
pendant 3 h a température ambiante. Il est ensuit@it a I'éther. La phase organique est
séchée sur MgSpfiltrée et évaporée pour donner une huile ordngeée (1,289 g) qui est
purifiée par filtration sur silice (éluant : éth&hler de pétrole 1:1). Une huile orange
correspondant au prod@® est obtenue (1,064 g ; 82,3%). Elle est cristdlidans le pentane
pour donner un solide orange. (Bther/éther de pétrole 2:1) : 0,52. Mp : 74-76°C.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 1,46 (6H, s, 2 C§), 2,57 (2H, t, CH, J = 7,2 Hz), 2,87
(2H, t, CHNH, J = 7,2 Hz), 4,05-4,12 (9H, ferrocéne).

RMN *3C (75 MHz, CDCJ) : 8 = 27,6 (2 CH)); 30,2 (CH); 46,0 (CHNH); 51,5 (C(CH),);
67,7 (2C, GH.); 68,4 (2C, GH.); 68,7 (GHs); 85,7 (Goso CsHa); 122,9 (CN).

MS (m/z EI) : 296 [M"].

Analyse élémentaire calculée (%) pougtoFeN, : C 64,88, H 6,81, N 9,46 ; trouvée : C
64,92, H 6,91, N 8,83.

Synthése du 4-cyano-3-trifluorométhyl-anilin€®: Un mélange de 4-bromo-3-
trifluorométhyl-aniline (6,000 g ; 25,0 mmol), dganure de cuivre CuCN (2,685 g ; 1,2
équivalents) et de DMF anhydre (4 mL) est agitéflux pendant 2 h. Le mélange est versé
dans une solution aqueuse de cyanure de sodium B&@SZN(M/v) (75 mL). La solution est
extraite a I'éther. La phase organique est lavéeesgsivement avec une solution aqueuse de
NaCN 10%, de I'eau et de I'eau salée. Elle estiterstchée sur N8O, filtrée et évaporée.

119 jones T.R., Varney M.D., Webber S.E., Lewis K.Klarzoni G.P., Palmer C.L.,
Kathardekar V., Welsh K.M., Webber S., Matthews D.Appelt K., Smith W.W., Janson
C.A., Villafranca J.E., Bacquet R.J., Howland E.Bqoth C.L.J., Herrmann S.M., Ward
R.W., White J., Moomaw E.W., Bartlett C.A., MorseAG J. Med. Chem1996 39, 904.
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Le produit brut (4,611 g) est purifié sur colonnéluént: éther). Un solide blanc
correspondant au produit attendu est obtenu (4g2902,2%). R (éther) : 0,73. Mp : 142-
143°C (littérature : 136-139%).

RMN *H (300 MHz, acétoneg)l: 3= 6,10 (2H, s, Nb), 6,97 (1H, dd, H6%J = 8,4 HzJ =
2,4 Hz), 7,13 (1H, d, HZ2) = 2,4 Hz), 7,62 (1H, d, H&J = 8,4 Hz).

RMN 3C (75 MHz, acétoneg)l: & = 95,0 (C4); 112,2 (C2); 116,9 (C6); 117,6 (CN3AD
(g, CR, J = 271,2 Hz); 134,2 (g, C3, J = 31,3 Hz); 13T3); 153,7 (C1).

5
NC.4 5
3
FiC” S IR
R = NH, ; NCO

Synthése du 4-cyano-3-trifluorométhyl-isocyanabenzéne (23f: Une solution de 4-
cyano-3-trifluorométhyl-aniline (2,000 g ; 10,8 mindans I'acétate d’éthyle distillé (15 mL)
est ajoutée goutte a goutte a 0°C a une solutigpghdsgene COgR0% (m/v) dans le toluéne
(7 mL ; 13,0 mmol). Le montage de la réaction cangrun dispositif contenant une solution
aqueuse de soude 20% qui a pour fonction de niesatrdlacide chlorhydrique formé lors de
cette réaction. L'addition dure 15 minutes et Idamge réactionnel est agité pendant 30
minutes a 0°C. Le mélange est porté a tempérambéaate, puis chauffé a reflux de l'acétate
d'éthyle. Une partie de I'acétate d’éthyle estilthst et est remplacée par du toluéne distillé
(20 mL). La distillation continue jusqu'au dégagem®tal d’acide. Il se forme un précipité
qui est filtré et le filtrat est évaporé sous videe huile orange correspondant au prodgit
est obtenue (2,270 g ; 99,6%).

IR (Vmax; dichlorométhane) : 2268 (NCO), 2233 (CN)tm

RMN *H (300 MHz, CDC})) : & = 7,39 (1H, dd, H6%J = 8,3 Hz*J = 2,2 Hz), 7,50 (1H, d,
H2,%) = 2,2 Hz), 7,82 (1H, d, H&) = 8,3 Hz).

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : = 107,1 (C4); 114,9 (CN); 121,7 (q, £B = 265,3 Hz); 123,4
(C2); 126,3 (NCO); 128,4 (C6); 134,2 (g, C3); 13@;3); 138,7 (C1).

Synthese du 4-(4’,4’-diméthyl-3’-ferrocénylmétll-5’-imino-2’-oxo-1'-imidazolidinyl)-
2-trifluorométhyl-benzonitrile (24) : Une solution d'isocyana8 (1,348 g ; 1 équivalent)

119 jones T.R., Varney M.D., Webber S.E., Lewis K.Klarzoni G.P., Palmer C.L.,
Kathardekar V., Welsh K.M., Webber S., Matthews D.Appelt K., Smith W.W., Janson
C.A., Villafranca J.E., Bacquet R.J., Howland E.Bqoth C.L.J., Herrmann S.M., Ward
R.W., White J., Moomaw E.W., Bartlett C.A., MorséAC J. Med. Chem 1996 39, 904.

92 Battmann T., Bonfils A., Branche C., Humbert JauBet F., Teutsch G., Philibert 0.,
Steroid Biochem. Mol. Bigl1994 48, 55.
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dans le 1,2-dichloroéthane (50 mL) est ajoutéetgaugoutte a 0°C a une solution contenant
le produit19 (1,793 g ; 6,35 mmol) dissout dans le 1,2-dichéthhane (30 mL) et de la
triéthylamine (0,600 mL). Le mélange réactionndl agité a 0°C pendant 2 h. La solution
revient a température ambiante, puis le 1,2-dickbrane est évaporé sous vide. Le résidu
obtenu (3,912 g) est purifié sur colonne (élugther). Une fraction correspondant au produit
24 (1,058 g ; 33,7%) est recristallisée dans dicl@thane/hexane pour donner un solide
jaune orangé. Kéther) : 0,33. Mp : 220°C.

IR (KBr) : 3281 (NH), 2229 (CN), 1723 (CO), 166in{ie) cni'.

RMN *H (300 MHz, CDCY) : & = 1,42 (6H, s, 2 CH), 4,15 (2H, t, @Ha, HB, J = 1,8 Hz),
4,19 (5H, s, €Hs), 4,31 (2H, t, @Ha, Ho, J = 1,8 Hz), 4,38 (2H, s, GN), 7,42 (1H, s, NH),
7,92 (1H, d, H6), 8,08 (1H, dd, H5), 8,24 (1H, @)H

RMN °C (75 MHz, CDC}) : 8 = 25,6 (2 CH); 39,7 (CHN); 61,1 (C4’); 68,6 (2C, §H.);
68,9 (GHs); 69,9 (2C, GHa); 83,3 (Gpsor CsHa); 124,3 (C3); 129,1 (C5); 135,0 (C6); 153,2
(C2); 168,3 (C5).

MS (m/z EI) : 494 [M"].
HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 uth L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /

min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 6,04 min ; Pureté =
100%.

Analyse élémentaire calculée (%) pourtF3FeN,O : C 58,32, H 4,28, N 11,33 ; trouvée :
C57,79,H4,29, N 11,41.

6
NC.L
:
FoC” 4 NJSE'43
o

N4 CHg3
3'R
X=NH;O

Synthese du 4-(4’,4’-diméthyl-3’-ferrocényléthit5’-imino-2’-oxo-1'-imidazolidinyl)-2-
trifluorométhyl-benzonitrile (25) : Une solution d'isocyanat23 (0,716 g ; 1 équivalent)
dans le 1,2-dichloroéthane (50 mL) est ajoutéetgaugoutte a 0°C a une solution contenant
le produit22 (1,000 g ; 3,38 mmol) dissout dans le 1,2-dichétinane (30 mL) et de la
triethylamine (0,300 mL). Le mélange réactionndl agité a 0°C pendant 2 h. La solution
revient a température ambiante, puis le 1,2-dicktrane est évaporé sous vide. Le résidu
obtenu (1,914 g) est purifié sur colonne (élugther). Une fraction correspondant au produit
25 (0,857 g ; 50,0%) est recristallisée dans dichfathane/hexane pour donner un solide
jaune orangé. Kéther) : 0,46. Mp : 210°C.

IR (KBr) : 3283 (NH), 2234 (CN), 1725 (CO), 1662n{ne) cni.
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RMN 'H (300 MHz, CDCY): & = 1,42 (6H, s, 2 CH), 2,76 (2H, m, Ch), 3,40 (2H, m,
CH:N), 4,10 (4H, s, €Ha), 4,14 (5H, s, €Hs), 7,42 (1H, s, NH), 7,92 (1H, d, H6), 8,08 (1H,
dd, H5), 8,24 (1H, d, H3).

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : 6 = 25,4 (2 CH); 29,5 (CH); 41,9 (CHN); 61,4 (C4); 67,9
(2C, GHa); 68,4 (2C, GHa); 68,8 (GHs); 84,7 (Goso CsHa); 124,4 (C3); 129,3 (C5); 135,3
(C6); 153,4 (C2'); 168,3 (C5).

MS (m/z EI) : 508 [M].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 7,29 min ; Pureté =
98,51%.

Analyse élémentaire calculée (%) pougtsFsFeN,O : C 59,07, H 4,56, N 11,02 ; trouvée :
C 58,81, H 4,63, N 10,78.

Synthese du 4-(4',4-diméthyl-2’,5’-dioxo-3'-ferocénylméthyl-1’-imidazolidinyl)-2-
trifluorométhyl-benzonitrile (26) : Une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 2 N (3,
mL) est ajoutée a une solution d'imia4 (0,391 g ; 0,791 mmol) dans le méthanol (20 mL).
Le mélange réactionnel est agité pendant 2 h axell est ensuite refroidi a température
ambiante et il est versé dans l'eau froide (100.rh&)mélange est extrait avec de I'acétate
d’éthyle. La phase organique est séchée sur Mg8@ée et évaporée. Un solide jaune
orangé correspondant au prod@ est obtenu (0,315 g ; 80,4%). Il est recristallisis
acétate d'éthyle/hexane; Rcétate d’éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,62.:Mp3-174°C.

IR (KBr) : 2230 (CN), 1777 et 1716 (2 CO) ¢m

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : = 1,44 (6H, s, 2 CH), 4,17 (2H, t, GHa, HB, J = 1,8 Hz),
4,19 (5H, s, €Hs), 4,32 (2H, t, GH,, Ha, J = 1,8 Hz), 4,41 (2H, s, GN), 7,89 (1H, d, H6%J

= 8,7 Hz), 7,98 (1H, dd, H8) = 8,7 HzJ = 1,8 Hz), 8,14 (1H, d, H3) = 1,8 Hz).

RMN C (75 MHz, CDC}) : & = 23,7 (2 CH)); 39,8 (CHN); 61,9 (C4’); 68,8 (2C, &H.);
68,9 (GHs); 70,0 (2C, GHa); 82,7 (Gpso CsHa); 115,2 (CN); 123,1 (C3); 128,0 (C5); 134,0
(g, C2); 135,3 (C6); 136,5 (C4); 152,7 (C2"); 17435").

MS (m/z EI) : 495 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 8,29 min ; Pureté =
99,40%.

Analyse élémentaire calculée (%) pousstGoFsFeNsO, : C 58,20, H 4,07, N 8,48 ; trouvée :
C 58,16, H 4,11, N 8,51.

Synthese du 4-(4',4-diméthyl-2’,5’-dioxo-3’-ferrocényléthyl-1’ -imidazolidinyl)-2-
trifluorométhyl-benzonitrile (27) : Une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 2 19 (3,
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mL) est ajoutée a une solution d'im2&(0,620 g ; 1,22 mmol) dans le méthanol (40 mL). Le
mélange réactionnel est agité pendant 1 h a reflugst ensuite refroidi a température
ambiante et il est versé dans l'eau froide (100.rhk) mélange est extrait avec I'acétate
d’éthyle. La phase organique est séchée sur Mgi8tdée et évaporée. Le produit brut (0,668
g) est purifié sur colonne (éluant : acétate d'letléyher de pétrole 1:1). Un solide jaune
correspondant au produ®7 est obtenu (0,552 g ; 88,9%). Il est recristalligds acétate
d’éthyle/hexane. Racétate d’éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,66.:Mip0-142°C.

IR (KBr) : 2230 (CN), 1777 et 1720 (2 CO) ¢m

RMN H (300 MHz, CDC}) : & = 1,43 (6H, s, 2 C§), 2,79 (2H, m, Ch), 3,44 (2H, m,
CH;N), 4,11 (4H, s, €H.), 4,15 (5H, s, €Hs), 7,92 (1H, d, H63J = 8,4 Hz), 8,02 (1H, dd,
H5,3) = 8,4 Hz*J = 1,8 Hz), 8,17 (1H, d, H3) = 1,8 Hz).

RMN °C (75 MHz, CDC}) : & = 23,5 (2 CH)); 29,3 (CH); 41,9 (CHN); 62,0 (C4); 67,9
(2C, GHa); 68,3 (2C, GHa); 68,8 (GHs); 84,4 (Goso CsHa); 108,3 (C1); 115,1 (CN); 123,0
(C3); 127,9 (C5); 134,0 (g, C2); 135,3 (C6); 136;8); 152,8 (C2’); 174,7 (C5).

MS (m/z EI) : 509 [M].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 9,65 min ; Pureté =
100%.

Analyse élémentaire calculée (%) poustFsFeNsO,: C 58,96, H 4,35, N 8,25 ; trouvée :
C 58,76, H 4,39, N 8,26.

Synthése du 4'-ferrocényl-2’,5'-imidazolidinedione(28)**®: D'une part, une solution 1
contenant du cyanure de potassium KCN (1,369 g5; éfuivalents) et du carbonate
d'ammonium (NH).CO; (4,040 g ; 9 équivalents) dans un mélange eaum(b/ éthanol
absolu (5 mL) est préparée. D'autre part, une isolate ferrocénecarboxaldéhyde (1,000 g ;
4,67 mmol) dans I'éthanol absolu (25 mL) est aputéune solution de bisulfite de sodium
NaHSQ (0,972 g ; 2 équivalents) dans l'eau (20 mL). Gdange constitue la solution 2.
Cette solution est rapidement ajoutée a la solutidre mélange réactionnel est agité a 60°C
pendant 2 h, refroidi a température ambiante #tai®dl absolu est évaporé sous vide. Le
précipité obtenu est filtré et lavé a I'éther. Whide jaune foncé correspondant au pro@8it
est obtenu (0,517 g ; 39,0%). [@cétate d'éthyle/éther de pétrole 1:1) : 0,16.:Np2-254°C
(littérature : 250-252°€4).

IR (KBr) : 3407 et 3203 (2 NH), 1775 et 1724 (2 Q@)™

138 Graham P.J., Lindsey R.V., Parshall G.W., PeteMdn, Whitman G.M.,J. Am. Chem.
Soc, 1957, 79, 3416.
144 oev B., Flores M.J. Org. Chem.1961, 26, 3595.
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RMN 'H (300 MHz, acétoneg: & = 4,25 (5H, s, €Hs), 4,28 (2H, t, @Ha, J = 1,2 Hz), 4,47
(1H, t, GHa, J = 1,2 Hz), 4,50 (1H, t,58s, J = 1,2 Hz), 5,85 (1H, s, H4), 7,79 (1H, s, NH),
9,57 (1H, s, NH).

RMN **C (75 MHz, DMSO0-g) : 8 = 56,7 (C4'); 65,3 (1C, &.); 66,5 (1C, GH.); 67,7 (1C,
CsHa); 69,0 (GHs); 69,1 (1C, GHa); 84,1 (Gpso CsHa); 157,4 (C2Y); 173,5 (C5)).

Synthese du 4'-ferrocényl-1',4'-[ bis-(2-trifluorométhyl-1-cyano-phényl)]-2’,5'-
imidazolidinedione (29) : Une solution de 4’-ferrocényl-2’,5’-imidazolidineche 28 (1,126
g ; 1,5 équivalents) dans le DMF anhydre (35 mlgearbonate de potassium®O; (0,548
g ; 1,5 équivalents) sont ajoutés a une solutiorddieioro-2-trifluorométhyl-benzonitrile
(0,500 g ; 2,64 mmol) dans le DMF anhydre (5 mlg.mélange réactionnel est agité pendant
4 h a 80°C. Le mélange est ensuite dilué danstbseé’éthyle et est filtré sur célite. Le
filtrat est évaporé pour donner un produit brub®D, g) qui est purifié sur colonne (éluant :
acétate d’éthyle/éther de pétrole 1:2, puis 1:1). ddlide jaune orangé correspondant au
produit29 (0,643 g ; 39,1%) est obtenu. Il est purifié p&la (éluant : CHICN/H,O 80:20),
puis cristallisé dans I'éther s Racétate d’éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,33.:Mp0-202°C.

IR (KBr) : 3309 (NH), 2238 (CN), 1792 et 1739 (2 D&i™.

RMN *H (300 MHz, acétoneg)i: & = 4,23 (5H, s, €Hs), 4,40-4,42 (3H, m, §,), 4,77 (1H,
m, GsHa), 8,14 (3H, m, H3, H5 et H6), 8,32 (3H, m, H3, &t3H6), 9,21 (1H, s, NH).

RMN C (100 MHz, acétonegli: = 66,6 (C4’); 67,7 (2C, &.); 69,6 (GHs); 70,3 (2C,
CsHa); 90,5 (Gpso GsHa); 108,8 et 110,3 (2 C1); 115,6 (CN); 123,2 et 32@®;, 2 CR, J =
271,6 Hz); 124,1 et 125,2 (2 C3); 129,8 et 131,8%® 132,4 et 133,1 (q, 2 C2, J = 32,7 Hz);
136,2 et 136,9 (2 C6); 137,3 et 145,9 (2 C4); 1583); 170,6 (C5').

MS (m/z EI) : 622 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 7,04 min ; Pureté =
99,90%.

Analyse élémentaire calculée (%) poukhlisFsFeN,O,: C 55,97, H 2,59, N 9,00 ; trouvée :
C 56,02, H 2,93, N 8,67.

Synthése du 4'-phényl-2’,5-imidazolidinedione (36f°: Une solution de benzaldéhyde
(0,960 mL ; 1,000 g ; 9,42 mmol) dans I'éthanol (20 est ajoutée a une solution contenant
du cyanure de potassium KCN (0,736 g ; 1,2 équiigleet du carbonate d'ammonium
(NH4).COs; (4,527 g ; 5 équivalents) dans I'eau (25 mL). Lélange réactionnel est agité a
60°C pendant 3 h, puis a reflux pendant 2 h, pbonirger 'excés de carbonate d’ammonium.

195 Garcia M.J., Azerad RTetrahedron Asymmetr$997 8, 85.
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Le mélange est refroidi a température ambiantes uiO°C. De I'acide chlorhydrique
concentré est ajouté a la solution jusqu’a obterdian pH acide (2-3). Un précipité blanc est
obtenu. Il est filtré, lavé a I'eau et séché. Liedsdblanc correspond au prod@ (1,455 g ;
87,7‘?121.6)R (acétate d’éthyle/éther de pétrole 1:1) : 0,22. My 9-180°C (littérature : 179-
180° :

IR (KBr) : 3438 et 3307 (2 NH), 1753 et 1721 (2 Q@™

RMN *H (300 MHz, DMSO-g) : & = 5,14 (1H, s, H4"), 7,30-7,42 (5H, m¢lds), 8,37 (1H, s,
NH), 10,76 (1H, s, NH).

RMN °C (75 MHz, DMSO-¢) : & = 61,2 (C4'); 126,7 (2C, &ls); 128,3 (1C, @Hs); 128,7
(2C, GHs); 136,1 (Goso CoHs); 157,6 (C2'); 174,2 (C5").

Synthese du 4’-phényl-1’,4’-pis-(2-trifluorométhyl-1-cyano-phényl)]-2’,5'-
imidazolidinedione (31) et du 4’-phényl-4’-(2-trifluorométhyl-1-cyano-phényl)-2’,5'-
imidazolidinedione (32) :Une solution de 4’-phényl-2’,5’-imidazolidinediors® (0,500 g ;
2,84 mmol) dans le DMF anhydre (10 mL) est ajoatg@cement a une suspension d’hydrure
de sodium NaH (0,295 g; 2 équivalents) dans le DafiRydre (10 mL). Le mélange
réactionnel est d’abord agité a température ambjqudqu’a ce que +s'évapore totalement,
puis a 60°C pendant 2 h. Il est refroidi a tempégmambiante et une solution de 4-fluoro-2-
trifluorométhyl-benzonitrile (1,074 g ; 2 équivatehdans le DMF anhydre (5 mL) est ajoutée
par petites portions au mélange. Le mélange réawticest agité a température ambiante, puis
a reflux pendant 3 h. Il est refroidi a températarabiante et est extrait avec l'acétate
d’éthyle. La phase organique est séchée sur Mgiittée et évaporée pour donner une huile
jaune orangée (2,877 g) qui est purifiée sur cadi@uant : acétate d'éthyle/éther de pétrole
1:2, puis 1:1, puis acétate d’éthyle). Quatre foams sont obtenues.

Une premiere fraction correspond au 4-fluormHRiorométhyl-benzonitrile (0,150 g;
14,0%). Le solide jaune clair est recristallisé gaicthlorométhane/hexane pour donner un
solide blanc. R(acétate d’éthyle/éther de pétrole 1:1) : 0,88.:Mp0-161°C.

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : & = 7,31 (1H, dd, H5%J = 8,4 Hz*J = 2,4 Hz), 7,48 (1H, d,
H3,%J = 2,4 Hz). 7,91 (1H, d, H&) = 8,4 Hz).

148 Gramain J.C., Remuson R.,Chem. Soc. Perkin Trans1D82 2341.

99



RMN 3C (75 MHz, CDCY) : & = 106,4 (C1); 114,8 (CN); 118,1 (C3); 121,8 (q,sCF =
272,6 Hz); 122,2 (C5); 135,9 (g, C2, J = 33,4 HBY,4 (C6); 158,5 (C4).

Une deuxieme fraction est une huile jaune spwadant au produgl (0,440 g ; 30,1%).
Elle est cristallisée dans éther/pentane pour donme solide blanc. R (acétate
d’éthyle/éther de pétrole 1:2) : 0,25. Mp : 122-125

IR (KBr) : 2231 (CN), 1784 et 1733 (2 CO) ¢m

RMN 'H (300 MHz, CDC})) : & = 7,35-7,46 (5H, mCgHs), 7,89 (1H, d, H63J = 8,4 Hz),
7,93 (1H, d, H6%J = 8,4 Hz), 7,98 (2H, dd, 2 H&] = 8,4 Hz*J = 1,8 Hz), 8,04 (1H, s, H3),
8,11 (1H, d, H3%J = 1,8 Hz), 8,72 (1H, s, NH).

RMN C (75 MHz, CDCY) : & = 69,4 (C4’); 109,2 et 110,7 (2 C1); 114,9 (CN234 et
125,3 (2 C3); 126,5 (2C,dfs); 128,4 (1C, @Hs); 129,7 (2C, @Hs); 129,8 et 131,1 (2 C5);
133,8 (q, C2); 135,3 et 135,6 (2 C6); 135,84CCsHs); 137,8 et 144,1 (2 C4); 153,4 (C2);
170,4 (C5)).

MS (m/z ESI en mode négatif) : 513 ([M-H]

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 70/30 ; Temps de rétention = 8,50 min ; Pureté =
100%.

Une troisieme fraction est un solide jaune clairrespondant au produ82 (0,305 g ;
31,2%). Il est recristallisé dans dichlorométhaeedme pour donner un solide blang. R
(acétate d’éthyle/éther de pétrole 1:1) : 0,41.:Mp0-221°C.

IR (KBr) : 3190 (NH), 2235 (CN), 1784 et 1729 (2 xe@n™.

RMN 'H (300 MHz, acétoneg)l: & = 7,37-7,47 (5H, m, &1s), 8,07 (2H, m, H5 et H6), 8,18
(1H, m, H3), 8,46 (1H, s, NH), >10,00 (1H, s, NH).

RMN 3C (75 MHz, acétoned)l: & = 126,3 (C3); 127,7 (2C,8s); 129,8 (1C, @Hs); 130,0
(2C, GiHs); 132,6 (C5) ; 136,5 (C6); 140,3,{G, CeHs); 155,9 (C2'); 174,0 (C5").

MS (m/z; ESI en mode négatif) : 344 ([M-H]

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 70/30 ; Temps de rétention = 3,26 min ; Pureté =
94,88%.

Une derniére fraction correspond au pro®ait(0,102 g ; 20,4%). R(acétate d’éthyle /
éther de pétrole 1:1) : 0,24. Mp : 180-182°C.
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Chapitre 4 : Synthése de dérivés ferrocéniques d’aérandrogenes

contenant un ferrocene disubstitué
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l. Introduction

Le chapitre précédent a permis de réaliseyrithese des premiers analogues ferrocéniques
de la nilutamide. Les composg6 et 29 (Figure 33), ont présenté des résultats remargsabl
au niveau des tests biologiques. En effet, la nuddé6 a montré une affinité de liaison a AR
meilleure que la nilutamide et aussi une meilleagtvité anti-tumoralén vitro. De son c6té,
la molécule29 a montré des propriétés cytotoxiques intéressasesrs des cellules PC3.
Toutefois, il se lie a AR avec une affinité équergte a celle de la nilutamide, ce qui suppose
que la poche hydrophobe de AR serait suffisammearidg pour tolérer la présence de deux
substituants encombrants et hydrophobes. En comparda molécul6, qui comprend une
chaine latérale N-ferrocénylalkyle hydrophobe eguupement diméthyle peu encombrant,
présente une meilleure RBA, ce qui démontre l'ingpace de cette chaine latérale pour
améliorer la reconnaissance de AR. Par conséqgigeobmposé6 serait un point de départ
intéressant pour développer de nouvelles moléqoésntiellement actives contre le cancer

de la prostate.
NC NC CN
TR e JOR
CF;
)/\ N G //1\N
e OB
26 @ 29 CéFe

g ©)
Figure 33 : Analogues ferrocéniques de la nilutamid e

En outre, dans le chapitre précédent, a étguiela possibilité d’incorporer une large
gamme de substituants au niveau du NH libre deilld#amide. Des études antérieures
effectuées sur des analogues organiques de lamildg ont ainsi prouvé qu’un grand nombre
de substituants en cette position a pu aboutireaamélioration conséquente de la valeur de
RBA. Les exemples les plus marquants sont des guedocomprenant une chaine N-
hydroxyalkyle (molécule RU5884% % et N-cyanométhyle (molécule RU5884% (Figure
34). En effet, ces deux molécules, non seulemeohnreissent AR avec des valeurs de RBA
importantes, mais aussi elles présentent des t@stivanti-tumorales prometteuses lors
d’études biochimiques vitro etin vivo. D’autre part, le cas du composé RU58841 a été
mentionné dans le premier chapitre. Il est intémeissdans la mesure ou il a été développé
pour traiter des maladies cutanées, telles queédthirsutisme et I'alopéci&.

92 Battmann T., Bonfils A., Branche C., Humbert JquBet F., Teutsch G., Philibert 0J.,
Steroid Biochem. Mol. Bigl1994 48, 55.

% van Dort M.E., Jung Y.WBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 1045.

142 Battmann T., Branche C., Bouchoux F., Cerede Hilibert D., Goubet F., Teutsch G.,
Gaillard-Kelly M., J. Steroid Biochem. Mol. Bigll998 64, 103.
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Par conséquent, un des objectifs de ce chagstrde combiner ces études a celles qui ont
été effectuées lors du chapitre précédent. La égpetl’'un analogue N-ferrocénylméthyl de la
nilutamide 43 comprenant un ferrocene 1,2-disubstitué a étéi angisagée dans une
premiére partie (Figure 34). Comme la molé@8@gle ferrocéne est incorporé au niveau de la
chaine N-alkyle, mais comprend en plus une fonctagool en position 2. Elle a été
introduite pour vérifier si elle exerce une infleenau niveau de l'affinité de liaison a AR et
au niveau de l'activité anti-tumorale vis-a-vis dellules cancéreuses. La synthése de cet
analogue a donc été réalisée et les tests bioasilg vitro ont été effectués.

NC
CH

CH 3

FsC N& S FC N/gL

CHg

%N\ CHs O)\N OH
o} R
R = (CH,),OH : RU58841 43 @

CH,CN : RU58642
Fe

©

Figure 34 : Objectif de synthése. Produit 1,2-disub  stitué 43

Dans une deuxieme partie, nous nous sommeesstEs a4 une classe d'anti-androgenes
non stéroidiens réecemment découverte. Elle correspoune série de deérivés, contenant un
dicarbaelosododécaborane (op-carborane) a la place du squelette stéroidieruf€igs).
Les carboranes sont des amas de bore polyhédespyrte cage, contenant deux atomes de
carbone. lls ont des propriétés remarquables,stellee géométrie sphérique, une grande
stabilité thermique et chimique et une surface md#ire hydrophob& %2 Toutes ces
caractéristiques permettent leur application eh ¢@e nouvelle structure hydrophobe dans
des molécules biologiquement actives. Des tesffirdta de liaison a AR et des études anti-
prolifératives ont été effectués sur plusieursviéricarboranes. Il a été montré que les valeurs
optimales de RBA sur AR ont été relevées pour dmbocanes contenant un noyau
aromatique, avec un groupe CN ou NgD positionmétg et une chaine hydroxyméthyle. De
plus, ces composés possedent une activité antogéxique tres intéressante, environ 10 fois
supérieure & celle du 2-hydroxyflutamidé.

Par conséquent, la synthése d’'un analoguectamigue des carboranes, dans lequel la cage
carborane a été substituée par le ferrocene, engigagée. Cet analogue comprend un groupe
hydroxyméthyle et un groupmétanitrophényle substitués sur le ferrocéne en posifi,2
(Figure 35). Il a été synthétisé en série racémique

191 yamamoto K., Endo Y Bioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 2389.

192 Endo Y., Yamamoto K., Kagechika HRioorg. Med. Chem. Lef2003 13, 4089.

194 Fujii S., Goto T., Ohta K., Hashimoto Y., Suzuki Ohta S., Endo Y.J. Med. Chem.
2005 48, 4654.
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Figure 35 : Objectif de synthése. Analogue ferrocén  ique 1,2-disubstitué des carboranes

ll.  Synthése de I'analogue ferrocénique 1,2-disubstitigéla nilutamide

I1.L1. Généralités sur les ferroceéhg@sdisubstitués

De nombreux exemples de ferrocénes 1,2 rac&@wiguénantiomériquement purs ont été
reportés dans la littératute. **"**° |Is sont obtenus en trois étapes (Schéma 20). Leur
obtention nécessite la protection de la fonctioanXposition 1 par un groumetho directeur,
suivie par une fonctionnalisation de la positioat »ar une déprotection de la fonction X. Par
conséguent, cette stratégie de synthése a étéagéeisdans le but d’obtenir I'analogue
ferrocéniquet3 de la nilutamide.

Fe Y ——  Fe Y

Fe — = Fe

o O ® )

a) Protection de la fonction X par un groupe ortho-directeur A en position 1
b) Introduction d'un groupe électrophile Y en position 2
c) Déprotection de la fonction X

Schéma 20 : Synthése générale de ferrocénes 1,2-dis  ubstitués

I1.2. Stratégie de synthese du cosggd8

[l.2.a. Stratégie générale

La stratégie générale de synthese de I'analteyuecéniquel3 est présentée sur le Schéma
21. Elle consiste en une réaction de substitutictiééophile entre la cyanonilutamid® et un
mélange racémique d’un ferrocene 1,2-disubs8fud.a cyanonilutamide a été obtenue en

13 Ferber B, Top S., Vessiéres A., Welter R., Jadbe®rganometallics2006 25, 5730.

147 (@) Riant O., Samuel O., Kagan H.B.,Am. Chem. Sqc1993 115 5835. (b) Riant O.,
Samuel O., Flessner T., Taudien S., Kagan H.BJrg. Chem.1997, 62, 6733.

148 Overman L.E., Donde YJ. Am. Chem. Sqd 999 121, 2933.

149 Chiffre J., Coppel Y., Balavoine G.G.A., Daran.J Kanoury E.Organometallics2002
21, 4552.
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Schéma 21 : Stratégie de synthése du composé 43

une étape a partir de deux produits commerciaux Saliméthyl-hydantoine et le 4-fluoro-2-
trifluorométhyl-benzonitrile. Le ferrocéne 1,2-dostitué 39 a été obtenu a partir d’un
composé, comprenant deux chaines hydroxyméthyl@ésagété obtenu a partir du 1,2-
diformyl-ferrocéne. Les deux fonctions alcools dwit/ étre protégées par deux groupes
différents, un groupe protecteur X et un groupévatgur Y. Pour le groupe Y, le tosyle (Ts)
a été choisi car, le groupe OTs est facile a syiseiréet, en plus, est un excellent groupe
partant. Le 1,2-diformyl-ferrocéne a été synthéliggartir du ferrocénecarboxaldéhyde.

[1.2.b. Choix du groupe protecteur X

Dans la partie précédente, il a été mentiorue Iq ferrocene 1,2-disubstitué avait deux
fonctions alcools protégées. Une d’entre elles éaagtiivee en tosylate (OTs) qui est un
excellent groupe partant. L’autre alcool doit &retégé, en vue de la réaction de substitution
nucléophile effectuée en milieu basique, par unugeoprotecteur X. En effet, si cet alcool
n'était pas protégé, alors une réaction de sulistitunucléophile intramoléculaire entre
I'alcool et le tosylate serait entrée en competitavec la réaction souhaitée de substitution
nucléophile intermoléculaire entre 'amine de lamgnilutamide et le tosylate.

Il a fallu donc choisir un groupe protecteustéble en milieu basique. Nous nous sommes
tournés vers les dérivés silylés car ce sont dleds groupes protecteurs des alcools. En
effet, ils permettent de former facilement des\iO-silylés stables en milieu basique, la
liaison covalente Si-O étant suffisamment stablesda milieu. D’autre part, ils permettent

O/\OH O/\OTBDMS
i) NaH ; THF ; 0C

Fe Fe

@ ii) TBDMSCI ; t.a. @ 89%

Schéma 22 : Protection d'un alcool par TBDMSCI
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aussi une déprotection facile de l'alcool par deale la liaison Si-O. Ce clivage se fait
suivant deux méthodes : I'utilisation de fluorucesl’hydrolyse en milieu acide.

Dans cette synthése, le groupe protecteur Xsichet le groupéert-butyl-diméthyl-silyle
(TBDMS). L’alcool est protégé par réaction aveccldorure detert-butyl-diméthyl-silyle
(TBDMSCI). Ce groupe protecteur a été choisi cétieceaction de protection a été testée sur
le ferrocénylméthanol avec un excellent rendenm@dfs) (Schéma 225°

[I.2.c. Choix du groupe ortho directeur

Comme l'analogue ferrocéniqd® a été synthétisé en série racémique, la synthase d
mélange racémique de ferrocénes 1,2-disubstitaéna été envisagée. Par conséquent, pour
effectuer cette synthése, le dioxane a été chhisieffet, c’est un groupe protecteur des
aldéhydes et des cétones qui joue aussi le rélgralgpeortho directeur achiral. En outre,
cette réaction de protection a déja été effectwée d’excellents rendemehty aussi bien
pour l'acétylferrocene (83%) que pour le ferroceamboxaldéhyde (88%). La réaction de
protection du ferrocénecarboxaldéhyde a été efectsuivant les conditions décrites dans la
littérature (conditions Dean Stark). L'acétal 33 a été obtenu avec un rendement correct

(73%) (Schéma 23).

00

Qe @
TsOH.H,O ; toluéne ; A

Fe Fe
HO™ >""OH

\d)/ (1,3-propanediol) @ 33:73%

Schéma 23 : Synthése du 2-ferrocényl-dioxane 33

I1.3. Les étapes de la synthese

[I.3.a. Synthése du 1,2-diformylferrocete

Cette synthése a été effectuée en reprenairalegie générale d’obtention des ferrocenes
1,2-disubstitués (Schéma 20). Aprés obtention fer@cényl-dioxan83 (Schéma 23), a été
envisagée une réaction de lithiation, suivie padldition d’un électrophile en position 2. Cette
réaction est présentée sur le Schéma 24. La qoeagtiose pose est de savoir quelle base et
quel électrophile vont étre utilisés en vue deecétape cruciale.

%0 Top S., Jaouen G., Vessiéres A., Abjean J.P., BsivD., Rodger C.A., Sayer B.G.,
McGlinchey M.J. Organometallics1985 4, 2143.
151 steffen W., Laskoski M., Collins G., Bunz U.H.B.,Organomet. Chen2001, 630, 132.
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33 34:(a): 42% 33:(a): 32% 35: (a) : 20%
(b) : 67% (b) : 13% (b) : 7%

Conditions : (a) 1. tert-BuLi, éther, -78C — -10TC, 2. DMF anhydre, -78C — -10TC.
(b) 1. sec-Buli, THF, -78C — -10<C, 2. NFP, -78C —-10C.

Schéma 24 : Réaction d'ortholithiation du 2-ferrocé nyl-dioxane 33

Dans un premier temps, on a décidé d'utiligerett-BuLi en tant que base et le N,N-
diméthylformamide (DMF) en tant qu’agent électrdghi’ D'une part, la réaction de
déprotonation en position 2 du composé paeteBuLi a été réalisée a trés basse température
(entre -78°C et -10°C). En effet, des études omitrdoque cette réaction, lorsqu’elle a été
réalisée aussi bien a 0°C qu’a température ambiedgaltait en une déprotection de l'acétal,
partielle & 0°C, voire substantielle a tempéraambiante. Par conséquent, la température a
été conservée en dessous de -10°C pour empéctiarage du cycle dioxane. D’autre part,
cette réaction a généré la formation de deux espibiees et il a été montré que la formation
de I'espéce monolithiée souhaitée est favoriséassdotempérature (en dessous de -10°C),
pour des temps de réaction longs (2 heuréd)ne fois la lithiation effectuée, le DMF a été
ajouté en conservant la température en dessoudd8€.-Un mélange de trois produits, le 2-
ferrocényl-dioxane33, le produit 1,2-disubstitu@4 et le sous-produit diformyl&5, est
obtenu avec des rendements de 32%, 42% et 20%ctiespeent. Cette réaction n’est pas
totale et n'est pas tres sélective vis-a-vis dpdsitionortho. Par conséquent, cette réaction
doit étre optimisée et les conditions réactionsetieivent étre changées. Or, il a été montré,
dans la littérature, que le produit souhaité aodéténu avec un trés bon rendement (73%) en
utilisant un dérivé lithi€ moins encombrargde¢BuLi) en tant que base et un agent
électrophile plus puissant, la N-formylpipéridindFP)>* Ces réactifs ont été utilisés en
suivant le méme protocole expérimental. Aprés agttion de la réaction, les trois produits
33, 34 et35 sont obtenus avec des rendements de 13%, 67%.et 7%

La fin de la synthese se caractérise par umetioh de déprotection du groupetho
directeur acétal qui permet de régénérer la fonaidéhyde. Cette réaction est présentée sur
le Schéma 25 et correspond a une hydrolyse acidlaaial du compos84, en présence de
I'acide para-toluénesulfonique (APTSY! Dans ces conditions, le produit d’hydrolyse, -1,
diformylferrocene36, est obtenu avec un rendement de 57%.

152 Steffen W., Laskoski M., Morton J.G.M., Bunz U.H.F. Organomet. Chenm2004 689,
4345,
151 steffen W., Laskoski M., Collins G., Bunz U.H.B.,Organomet. Chen2001, 630, 132.
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Schéma 25 : Synthése du 1,2-diformylferrocéne 36
[1.3.b. Synthése du dérivé tosyla&

La suite de la synthése est montrée sur lerSet. Dans une premiére étape, les deux
fonctions aldéhydes du 1,2-diformylferrocedtsont réduites, en présence de borohydrure de
sodium NaBH, en deux alcools primaires. Le compdsé est obtenu avec un excellent
rendement (95%}° La fin de la synthése consiste en une série deioéa de protection des
deux alcools du compos3 par deux groupes différents. Dans un premier teiyos des
alcools est protégé en un dérivé sily38. Cette réaction est effectuée en présence de
TBDMSCI, dans les conditions expérimentales idergga celles proposées dans le Schéma
22. Le composé silylé est obtenu avec un bon reade70%). Dans un deuxieme temps,
I'alcool de la molécule38 est activé en un tosyla®9, en présence de chlorure para
toluénesulfonyle (TsCI) et de pyridine anhydrelisée en tant que base et solvafit!*°Le
produit obtenu est utilisé sans purification ultére et conservé a trés basse température.

OTBDMS

CHO OH OTBDMS
GCHO OH OH OTs
TsCl ; 0T
Fe

NaBH, i) NaH ; THF ; 0C
Fe Fe — Fe
&) MeOH / H,0 ; t.a. d} ii) TBDMSCI ; t.a. d} pyridine anhydre (B
36 37 :94% 38 : 70% 39

Schéma 26 : Synthése du dérivé tosylate 39
[I.3.c. Fin de la synthese
Le tosylate (OTs) étant un excellent groupegody le compos&9 intervient dans une

réaction de substitution nucléophile avec la cydotamide40. Ce composé est synthétisé en
une seule étape, suivant le Schéma*2Elle consiste en une réaction de couplage effectué

153 Marr G., Rockett B.W., Rushworth Al, Organomet. Chenl969 16, 141.
154 Tipson J.,). Org. Chem.1944 9, 239.

155 Kochi J.K., Hammond G.SJ, Am. Chem. Sqcl953 75, 3443.

143 Cogan P.S., Koch T.HJ, Med. Chem2003 46, 5258.
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en milieu basique entre le 5,5-diméthylhydantoine le 4-fluoro-2-trifluorométhyl-
benzonitrile. La cyanonilutamid#) a été obtenue avec un rendement moyen (51%).

o NC
i) K,CO3 ; DMF anhydre D\ 0O
HN CHs >

F3C N&CH3

NC
O//‘\H CHs i) Q : 65C O)\N CHs
H
FsC F 40 : 51%
Schéma 27 : Synthése de la cyanonilutamide 40

La fin de la synthése est présentée sur lerSal28. Elle comporte une étape clé qui est la
réaction de substitution nucléophile réalisée eiembasique (NaH dans le DMF anhytfje
entre la cyanonilutamidd0 et la molécule39. Un analogue ferrocénique silylé de la
nilutamide41 est obtenu avec un faible rendement compris aut®®0%.

NC

D\ O
NC F4C CH3
0 CH3
i) NaH ; DMF anhydre ; A

; ; OTBDMS
F3C //S<C 3
OTBDMS
)\N CHs i) A
o H

20 41 33% g

Schéma 28 : Synthése du dérivé silylé 41

La derniere étape de la synthese consiste err@action de déprotection de l'alcool par
clivage du groupe silylé du dérivEL (Schéma 29). La méthode employée pour enlever le
groupe silylé est une hydrolyse en milieu atd@défectuée dans un mélange méthanol/THF.
Un produit42 est obtenu ; cependant ce composé ne correspand palcool attendu. En
effet, il s’est formé un analogue méthoxy qui agie isolé et purifié. Cette molécule a été
obtenue avec un trés bon rendement (83%). Commédrblyse acide n’a pas donné l'alcool
souhaité, on a décidé de changer de méthode detdéjon des dérivés silylés. Or, une
méthode employée pour enlever les groupes silylsts I'atilisation du fluorure de
tétrabutylammonium (TBAF). Cette réaction a ét&isgpavec le TBAF et a permis d’obtenir
I'alcool 43 avec un bon rendement (76%).

92 Battmann T., Bonfils A., Branche C., Humbert JquBet F., Teutsch G., Philibert 0J,
Steroid Biochem. Mol. Bigl1994 48, 55.
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Schéma 29 : Réactions de déprotection du groupe sil  ylé Fe

[1.3.d. Structure cristallographique du compak

La structure cristallographique de la molécdBea été déterminée par rayons X dans le
laboratoire du Professeur M. J. McGlinchey de Ndmsité de Dublin. Elle est présentée sur
la Figure 36 (page suivante) sous la forme de deobécules dans la maille et correspond au
composeé dont la synthése a été envisagée. Les@ounridtallographiques de cette molécule
sont indiquées en annexe. On observe la présenoe daison H intermoléculaire entre les
deux fonctions alcools. En outre, la stabilité destructure est encore plus favorisée par
I'établissement d’une liaison H supplémentaireantoléculaire entre I'alcool et le carbonyle
du noyau hydantoine. Les liaisons H ont été reptéss dans la structure sous la forme de
traits hachurés.

lll.  Reésultats des tests biochimiques

1.1, _Tests RBA
Les analogues ferrocéniqué? et 43 de la nilutamide sont soumis a plusieurs études
biochimiques. Les études biochimiques comprenrentdsts d’affinité relative de liaison au
récepteur AR (tests RBA), des études d’activitd-pirdtiiférative effectuées sur la lignée
cellulaire PC3, et des calculs dggeffectués sur PC3.
lll.1.a. Résultats

Les tests RBA ont été effectués sur des réaep#eR purifiés. Les valeurs de RBA ont été
mesurées en % par rapport a un compose de réfereineeDHT, dont la valeur RBA est
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Figure 36 : Structure aux rayons X du composé 43

fixée a 100% par définition. Les valeurs de RBA dralogues ferrocéniqud®, 43 et de la
nilutamide sont reportées sur la Figure 37. Ldsura de log Po/w des composiset 43,
ont aussi été reportées sur la Figure 37.

[ll.1.b. Interprétation des résultats
On note d’'abord que les composés méthéXyet alcool43 ont une affinité de liaison
envers AR inférieure a la nilutamide et a 'analedearrocénique monosubstit2é (RBA =

0,523 + 0,200%). Ce résultat suppose que la présdnm substituant oxygéné (alcool ou
éther) en positionrtho sur le ferrocene défavoriserait fortement la tiaig AR.
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Figure 37 : Résultats des tests RBA et log Po/w

D’autre part, les valeurs de RBA des molécul@set 43 sont similaires. Ce résultat
démontre que la substitution d’'un éther par undlem positionortho sur le ferrocéne ne
changerait en rien l'affinité de liaison a AR. Debypotheses pourraient expliquer cette
observation : soit, ces substituants ne seraielauean cas reconnus par la poche de liaison,
soit, I'alcool serait mal localisé dans le sitelideson pour pouvoir interagir efficacement via
des liaisons H avec un acide aminé polaire.

Les valeurs de log Po/w des analogues ferrquésii2 et 43, indiquent que ces COmposés
sont hydrophobes. En outre, il a été constaté ‘qneélioration de la valeur de RBA serait
probablement dépendante de I'hydrophobicité dedbtaule. Ainsi, le composé3, qui est le
plus hydrophile (log Po/w = 4,44), n’a pas la neille affinité de liaison pour AR (RBA =
0,008 £ 0,001%). Elle est, en effet, inférieureeBecdu compos6 (RBA = 0,523 + 0,200%)
qui est plus hydrophobe (log Po/w = 5,23). L’ameltmn de la valeur de RBA dépendrait de
I'hnydrophobicité de la molécule.

I11.2. Tests d’activité anti-prolif#tive sur les cellules PC3

Cette série de tesis vitro a été effectuée sur des lignées cellulaires PGC3ant des
cellules prostatiques tumorales hormono-indépemrdar@es tests nous permettront donc de
savoir si les composés synthétisés agissent osunode telles cellules et, en conséquence, si
de tels analogues ont un pouvoir cytotoxique.

Les résultats des tests d’activité anti-praddifive, concernant les analogues ferrocéniques
42 et43, ainsi que la nilutamidda DHT et un contréle (cellules sans incubatiorpa®luits),
sont présentés sur deux graphiques. Le graphiqueefd®sente I'évolution de lactivité
cytotoxiqgue des composés synthétisés en fonctiotenhps d’incubation. Le graphique 16
représente le pourcentage de cellules tumoralentes par rapport au contrdle, 4 jours aprés
incubation des analogues ferrocéniques.

On note que les analogues ferrocénigdset 43 ont une activité anti-proliférative
meilleure que la nilutamide, pour une concentratimilaire de 1.180 M. Ce résultat
confirme I'importance du ferrocéne dans 'augmeatatie la cytotoxicité de ces molécules.
En outre, les dérivés ferrocéniqukset43 ont une activité anti-tumorale comparable avec les
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Evolution au cours du temps de l'activité cytotoxiq ue des analogues
ferrocéniques 1,2-disubstitués sur des cellules PC3
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Graphique 16 : Effet cytotoxique des analogues feocéniques 1,2-disubstitués de la
nilutamide & 1.10° M. La nilutamide est incubée & 1.18 M et la DHT & 1.10° M.
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analogues ferrocéniques monosubsti2@et 27. Ce résultat démontre que la présence d’un
substituant (OMe ou OH) eortho du ferrocene ne serait pas importante pour augmdéant
cytotoxicité de ces molécules.

Enfin, si on compare les compogeset 43, ils ont une activité anti-proliférative similaire
envers des cellules PC3. Néanmoins, I'activité-amtiorale des deux analogues diminue au
cours du temps. Ce résultat suppose que la préstmaeesubstituant oxygéné (méthoxy et
alcool) diminuerait la stabilité de ces molécules sg seraient probablement dégradées en
métabolites inactifs vis-a-vis des cellules PC3.

D’aprés le graphique 16, on remarque que lefoguoes ferrocéniques 1,2-disubstitd@s
et43, incubés a des doses de 11, inhibent la prolifération des cellules PC3 dignn 35
a 40%. Ces resultats sont comparables avec cewnwbtpour les dérives ferrocéniques
monosubstitué®6 et 27 qui, a partir de 5 jours, inhibent la prolifératides cellules PC3 de
presque 40%, a des doses similaires. La similitlete deux résultats démontre que I'ajout
d’'un substituant en positioartho sur le ferrocéne ne jouerait pas un role majemsda
cytotoxicité de ces molécules.

I11.3. Résultats des calculs d’'IC50

Les valeurs d’'lgy ont été évaluées sur les cellules PC3. Les valdl@s, des deux
analogues ferrocéniqudg et43, ainsi que de la nilutamide, sont reportées skidare 38.

NC. NC
g, IO
D\ 0 FiC N/%LCH:; FaC N//gLCHs
CHs CHs
FsC Nj&cm O)\N ocH, I o
NH CHs ©
(6]
Nilutamide 42 @ 43 @
(% PC3 pour 10 uM de produit a J4 = 90%) (ICsp = 39,3 +/- 1,1 uM) po (IC50 = 16,4 +/- 0,6 pM) Fe

© ©

Figure 38 : Résultats des IC g

Les résultats d’'I§; démontrent, d’'une part, une efficacité plus imaoie des analogues
ferrocéniquedl2 et43 par rapport a la nilutamide. Ce résultat confipe la présence d’'une
chaine latérale N-ferrocénylméthyle hydrophobe isana facteur important permettant
d’accroitre I'efficacité de ces molécules. D’aupat, ces molécules seraient plus efficaces
envers des cellules tumorales PC3 que leur homelaoganosubstitug6 (ICso = 68,1 + 28,0
uM). Ce résultat suggere que la présence d’'un gubstialcoold3 ou étherd2 en position
ortho sur le ferrocéne permettrait d’augmenter l'effitdcde ces composés envers des
tumeurs prostatiques. Cette efficacité augmentsuaibut avec la fonction alcool.

I11.4. Conclusion

En conclusion, les tests biologiques réaliséstro sur les analogues disubstituEset 43
ont montré des résultats intéressants. D’'une pastmolécules sont moins bien reconnues par
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AR que leur homologue monosubsti@ Ce résultat suggere que la présence d’une fanctio
oxygénée hydrophile (alcool ou méthoxy), au seinlad@oche hydrophobe du récepteur,
déstabilise la reconnaissance de AR pour le ligreltre part, les études anti-prolifératives,
effectuées sur les cellules PC3, ont montré destaés significatifs pour les analogué2 et

43. En effet, ils ont démontré une activité anti-twede comparable avec celle de leur
homologue monosubstitu#6, a une dose de 1.20M. Enfin, les résultats d’l§g sur les
cellules PC3 confirment 'importance d’un substitlaxygéné en positioortho du ferrocéne
pour augmenter l'efficacité du produit. En effads [deux analogues possédent des valeurs
d’ICso inférieures a celle du compo2é

IV. Synthése d’'un analogue ferrocénique 1,2-disubstitlgs carboranes

IV.1. Introduction

Les dérivés carboranes sont des anti-androgeémesstéroidiens qui ont été récemment
découverts. lls contiennent une structure paréicelconstituée par 12 atomes de bore et deux
atomes de carbone qui sont disposés selon uneatie.structure est appelée dicachzso
dodécaborane (op-carboraneéf® 1% (Figure 39) et posséde des propriétés remarquables
telles gu’'une géométrie sphérique, une grandeliséatiiermique et chimique et une surface
moléculaire hydrophobe. Ces caractéristiques péemtdeur application en tant que nouvelle
structure hydrophobe dans des molécules biologigaemrctives. Or, les études basées sur la
relation structure/activité, concernant la bicatoide et le 2-hydroxyflutamide, ont montré
gue deux structures se sont avérées intéressantaseau de l'affinité de liaison a AR. Ce
sont le noyau aromatique, un cyanophényle ou unptienyle, et un groupe hydroxyle. Des
tests d'affinité de liaison a AR et des études-prdlifératives ont été également effectués sur
plusieurs dérivés carboranes. Ces études ont déirlbmtportance des deux structures citées
plus haut au niveau de l'affinité. En effet, il @& énontré que les valeurs optimales de RBA
sur AR ont été relevées pour des carboranes conteénda fois un noyau aromatique,
contenant un nitrile ou un nitro en positiorétg et une chaine hydroxyméthyle. De plus, ces
composes possedent une activité anti-androgénigéeessante, environ 10 fois supérieure a
celle du 2-hydroxyflutamid&*

OH OH

Fe NO;

Figure 39 : Objectif de synthése

191 yamamoto K., Endo Y Bioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 2389.

192 Endo Y., Yamamoto K., Kagechika HRioorg. Med. Chem. Lef2003 13, 4089.

194 Fujii S., Goto T., Ohta K., Hashimoto Y., Suzuki Ohta S., Endo Y.J. Med. Chem.
2005 48, 4654.
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Par conséquent, la synthése d’un analoguectarirgue des carboranes, dans lequel la cage
carborane a été substituée par le ferrocéne, engiéagée en série racémique. Cet analogue
comprend un groupe hydroxyméthyle et un groupétanitrophényle substitués sur le
ferrocene en position 1,2 (Figure 39).

IV.2. Stratégie de synthése

La stratégie générale de synthese de cet arafegrocénique est présentée sur le Schéma
30. Elle consiste en une synthése du 1-formgiéanitrophényl-ferrocen&l qui ensuite est
réduit en alcool. Le probleme majeur de cette f3gehest d’obtenir le composé aldéhyde.
Pour cela, il a été synthétisé a partir du ferrecarboxaldéhyde en deux grandes étapes. Une
premiére étape consiste en une réaction classiguyeralection de I'aldéhyde en un groupe
acétalortho directeur pour donner le 2-ferrocényl-dioxa&®(Schéma 23)>* La deuxiéme
étape constitue I'étape clé de cette synthese retiste en une introduction du groupement
nitrophényle en position 2, suivie par une déptatacde l'acétal. L’introduction du
nitrophényle en position 2 sur le ferrocene a éfigctiée suivant une réaction de couplage
entre un halogénure aromatique commercial (en Uioeace, le 3-iodo-nitrobenzene) et un
ferrocéne 1,2-disubstitué, contenant un groupeltiggte, synthétisé a partir du 2-ferrocényl-
dioxane33. Dans ce but, deux stratégies de couplage, lelageiple Stille et le couplage
d’Ei-ichi Negishi, ont été envisagées et testées.

Fe > Fe | > Fe
O O O =

Schéma 30 : Stratégie de synthése

IV.3. Les étapes de la synthése

Dans un premier temps, le couplage de Stiiganvisagé. En effet, il a été montré dans la
littérature que le couplage effectué entre le ifutylstannyl)-ferrocéne44 et un
haloglssnobenzéne avait permis d’obtenir le phéngéEme souhaité avec un rendement de
50%:

IV.3.a. Reéaction de couplage de Stille

Cette réaction a été reprise entre le 3-iodmibénzéene et le 1-dioxanyl-2-(n-
tributylstannyl)-ferrocene. Ce dérivé a été obtpauaddition électrophile du chlorure de n-

151 Steffen W., Laskoski M., Collins G., Bunz U.H.B.,Organomet. Che2001, 630, 132.
1% Guillaneux D., Kagan H.BJ. Org. Chem.1995 60, 2502.
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tributylstannyle (n-BeSnCl) sur le 2-ferrocényl-dioxar®3. Dans une premiére étape, une
réaction d’ortholithiation du compo$3, suivie par I'addition de I'électrophile n-B&nCl, a
été effectuée. Les conditions expérimentales, @écdans la littératute® pour la synthése du
(n-tributylstannyl)-ferrocénd4, ont d’abord été testées sur cette synthese. (@eattdon a été
effectuée a partir du ferrocene, suivant le Sch@&haTrois produits ont été obtenus, le
composé mono-stannylé attendidy le sous-produit bi-stannys et le ferrocene, avec des
rendements qui sont respectivement de 63%, 29%oetCtte synthese est totale, puisque
tout le produit de départ a réagi. Par conséqleemgme mode opératoire a été repris pour la
synthese du 1-dioxanyl-2-(n-tributylstannyl)-fereoe47. Trois composeés ont été obtenus, le
composé mono-stannylé atterdlty le sous-produit bi-stannyK8 et le 2-ferrocényl-dioxane
33, avec des rendements de 31%, 20% et 46% respeetitgSchéma 32). Cette réaction
n'est pas totale, puisque quasiment 50% du pratdudépart n’a pas réagi.

@—SnBu3 @—SnBug @
g i) tert-BuLi ; -78C — -10T ; THF / hexane Fe + Fe i Fe
@ i) n-BusSnCl ; t.a. @ @Sn8u3 @

44 : 63% 45 :29% 8%

Cul ; DMF anhydre ; A
O,N

Fe NO;

@ 46 : 44%

Schéma 31 : Réaction de couplage de Stille pourle  composé 46

Dans une deuxiéme étape, un couplage de tyje &Heté effectué dans le DMF anhydre,
en présence d’iodure de cuivre (I) (Cul) et d'unmptexe de palladium (Il), le
dichlorobis(triphénylphosphine)palladium Pd®Ph), (20% mol)**® Ces conditions
expérimentales ont d’abord été testées sur la mielée! et le 3-iodo-nitrobenzene. Cette
réaction a permis d'obtenir le (3-nitrophényl)-taréne46 avec un rendement moyen (44%)
(Schéma 31). Ce mode opératoire a été repris parouplage effectué entre le compdgét
le 3-iodo-nitrobenzéne. Or, ce couplage n'a pamédes résultats escomptés. En effet, le
produit de couplage, le 1-dioxanyl-@tanitrophényl)-ferrocenel9 a été obtenu avec un
faible rendement (16%) (Schéma 32). Par conséqoettg, réaction doit étre optimisée. Pour
cela, nous avons décidé de tester un autre typewgsdage, le couplage d’Ei-ichi Negishi.

156 Guillaneux D., Kagan H.BJ. Org. Chem.1995 60, 2502.
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o 5w GJ o

i) tert-BuLi ; -78C — -10T.
Fe

Fe + Fe
» i) n-BugSnCl ; éther ; t.a. :
< 7 < 7 SnBuj

33 47 1 31% 48 : 20% 33:46%

Cul ; DMF anhydre ; A

O,N

49 : 16%
Schéma 32 : Réaction de couplage de Stille

IV.3.b. Reéaction de couplage d’Ei-ichi Negishi

La réaction a été reprise a partir du 2-femgt€élioxane33, en utilisant des conditions
expérimentales décrites dans la littérafdfe*>®Le couplage d’Ei-ichi Negishi est effectué en
présence d’'un catalyseur préparéitu, un complexe de palladium (0), et d'un co-catalyse
commercial, le chlorure de zinc (Znfl

La réaction est présentée sur le Schéma 33 Dapremier temps, le 2-ferrocényl-dioxane
33 réagit avec un lithien, IsecBuLi, pour former un intermédiairertho-lithié.™>* Du
chlorure de zinc anhydre, qui a préalablement Baifté autour de 150°C sous argtnest
ajouté pour permettre une réaction d'échange méétdl entre le lithium et le zinc. Un
intermédiaire zinciqué0 est ainsi formén situ.*>’

157 Negishi E., King A.O., Okukado NJ, Org. Chem.1977 42, 1821.

158 Negishi E., Okukado N., King A.O., Van Horn D.Bpiegel B.I.,J. Am. Chem. Sqc.
1978 100, 2254.

151 steffen W., Laskoski M., Collins G., Bunz U.H.B.,Organomet. Chen2001, 630, 132.
159 palmgren A., Thorarensen A., Backvall J.E.Qrg. Chem.1998 63, 3764.
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Schéma 33 : Réaction de couplage d'Ei-ichi Negishi

Dans un deuxieme temps, le catalyseur a éfgpré partir d’'un complexe de palladium
(1), le dichlorobis(triphénylphosphine)palladiund®,(PPh), (5% mol), et d’un réducteur,
I'hydrure de di-isobutyl-aluminium DIBAL-H (2 équalents par rapport au Pd(I}}° Ce
réducteur est utilisé ici en tant qu’agent d’hydésatiation.

Dans un troisieme temps, le 3-iodo-nitrobenzese ajouté, constituant ainsi I'étape
d’addition oxydante du cycle catalytique. Ensuit@e réaction de transmétallation a été
effectuée, apres I'ajout de I'intermédiaire zin@dd. Cette réaction est suivie par une étape
d’élimination réductrice du complexe de Pd(0), st ainsi régénéré. Il se forme le 1-
dioxanyl-2-fnétanitrophényl)-ferrocéene 49. Enfin, la derniére étape du mécanisme
correspond a une hydrolyse acide de l'acétal duposéd9. Elle permet la formation du
produit suivant, le 1-formyl-2rjétanitrophényl)-ferrocené1l.

En conclusion, cette réaction est intéressaans la mesure ou le prod6it a été formé en
une réaction « one pot » a partir du 2-ferrocéngkane. Cette réaction comporte trois étapes
clés qui sont la formation de lintermédiaire zouee 50, la réaction de couplage, et
I'hydrolyse acide de I'acétal. Le compdska cependant été obtenu avec un faible rendement

1%0Baba S., Negishi EJ. Am. Chem. Sqcl976 98, 6729.
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(30%). Ceci s’explique par le fait qu'une grandetipadu nitrobenzene de départ et du
ferrocenecarboxaldéhyde, qui est le produit d’hiyde du 2-ferrocényl-dioxane, se
retrouvent en fin de réaction.

IV.3.c. Finde la synthese

La fin de la synthése est présentée sur lerSah®&t. Elle consiste en une réaction de
réduction de I'aldéhyde du prod&it en un alcool, dans des conditions classiquess@atiibn
de NaBH). Un produit52 s’est formé, contenant l'alcool a la place dediédyde ; cependant,
I'hydrure a aussi réduit le groupe nitro en amirienpire. Le composB2 correspond donc au
1-(métaaminophényl)-2-(hydroxyméthyl)-ferrocene et a @&btenu avec un excellent

rendement (97%).
NO, NH;
i@iCHO E 7]* OH

CFB
51 52:97%
Schéma 34 : Fin de la synthése

_@

NaBH,
CH,Cl, / H,0

(¢)
Tn
(¢}

V. Conclusion

Dans le chapitre précédent, d’aprés les rdsuttas tests biologiques de la moléc2ée
(Figure 40), il a été suggéré que ce compose sangiint de départ intéressant dans le but
d’élaborer des analogues ferrocéniques encore attiés. Ainsi, dans ce chapitre, une
synthese d’analogues ferrocéniques 1,2-disubstdeda nilutamide a d’abord été envisageée.
Ces molécules sont analogues au com@gémais contiennent un substituant (éther et
alcool) enortho sur le ferrocéne. Les composé? et 43 ont été synthétisés, puis testés au
niveau de leur affinité de liaison envers le réeaptAR (test RBA) et au niveau de leur
cytotoxicité. Par conséquent, dans une premiétteepae chapitre présente la synthese de

NC

NC
FsC NJ&CHg FsC O%L\N CHs )\N 3
O%\NH

CH,
CHj /\Q o//‘\ N OCHj o L{S?H
Nilutamide 26 CP 42 L(S 43 CP

g CFPE Fe
O, o O
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dérivés ferrocéniques de la nilutam#izet43, contenant un ferrocéne 1,2-disubstitué (Figure
40). La synthése de ces analogues a été effectuésree racémique, en appliquant la
méthode générale de synthese des ferrocénes ul%stiigés. Les tests biologiques ont
ensuite été effectués sur ces molécules. Ces delecates sont moins bien reconnues par
AR que leur homologue monosubstit2@ Ce résultat suggere que la présence de fonctions
hydrophiles (alcool, méthoxy), au sein de la poblydrophobe du récepteur, diminue la
reconnaissance de AR pour le ligand. D’autre pestétudes anti-prolifératives, effectuées
sur les cellules PC3, ont montré des résultatsfeigtifs pour les deux molécules. En effet,
elles ont démontré une activité anti-tumorale &8 dellules PC3 comparable avec celle du
dérivé monosubstitug6, a une dose de 1.20M. Ce résultat démontre que la présence d’un
substituant (OMe ou OH) ewrtho du ferrocéne ne serait pas importante pour augmésnt
cytotoxicité de ces molécules. Enfin, les résul@ii€sy sur les cellules PC3 confirment
'importance d'un substituant oxygéné en positiortho du ferrocéne pour augmenter
I'efficacité du produit. En effet, les deux analegyossedent des valeurs dd@férieures a
celle du composge.

Dans un deuxieme temps, ce chapitre présemeclasse d’anti-androgenes prometteurs,
les carboranes. Par conséquent, la synthése d'atogare ferrocénique, contenant un
ferrocene 1,2-disubstitué a la place d’une cageaotane, a été envisagée. Cette synthese est
intéressante dans la mesure ou elle nous a pemiesier deux réactions de couplage
catalysées par des complexes de palladium. Cefpe été a été optimisée et, apres réduction
de l'aldéhyde, un autre composé, le prod@ait (Figure 41), a été obtenu en série racémique.
Les études biologiques concernant cette moléculkeesocours.

Fe NO,  Fe NH;
@ @ N
Figure 41

Toutes les molécules synthétisées dans ce tohapomprennent des ferrocenes 1,2-
disubstitués présentant une chiralité plane. @s eint été toutes obtenues en série

NC

F3C N&LCH?’

Figure 42
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racémique. Leur synthese, notamment celle du coenBsdevra étre donc envisagée en
série énantiomériquement pure pour savoir si umtéaraére est plus efficace que l'autre
(Figure 42). En outre, étant donné que la molébadla’avait pas été souhaitée au départ, la
synthese de I'analogue ferrocénique du carboramsenant un nitro aromatique, doit étre
reprise en série racémique (Figure 42).

D’aprés les études biologiques realisées ssirctamposé<6 et 43 la molécule43 a
démontré une affinité de liaison a AR inférieurdaamolécule26. Cependant, ces deux
composeés ont montré une activité anti-tumoralelaimsi envers des cellules PC3. En oultre,
les résultats d’'lgy de ces compos&b et 43 montrent une meilleure efficacité du proddd
sur PC3. Ce résultat, associé a une valeur de Ridflefde la molécul&3 envers AR,
suggere que d’autres cibles protéiques sont nolersent possibles, mais probables. Les
résultats d’'IGo sur les cellules PC3 confirment donc I'importamden substituant oxygéné
(alcool) enortho du ferrocéne pour augmenter l'efficacité du prad@r, le produit43
reconnait moins bien AR que le compd@& Deux hypotheses pourraient expliquer cette
observation : soit, le substituant alcool ne semitucun cas reconnu par la poche de liaison
de AR, soit, il serait mal placé dans le site destin pour pouvoir interagir efficacement via
des liaisons H avec un acide aminé polaire. Paséouent, pour veérifier la deuxieme
hypothese, la synthése d’'un analogue N-ferrocériiyted 1,3-disubstitué chiral est envisagée
pour I'avenir, en tenant compte de la chiralitéhpléFigure 43).

NC
NC
0
NC\Q\ i D\ P CD\N&CHs
F
NkCHs F N/éi}b : P
OH o

c CH
FsC CH 3 CHs 3
oyl\N 3 07‘\'\\‘\& \\@/\OH
) W 0 ¥
Fe Fe

@ Figure 43 6 @

VI. Partie expérimentale

Toutes les réactions, sauf mention contraing,é&bé effectuées sous atmosphére d’argon.
L’éther, le THF, le toluéne et I'hexane ont ététilés avec un mélange sodium /
benzophénone. Les autres réactifs et solvantségiliels que le DMF anhydre et la pyridine
anhydre, sont des produits commerciaux. Les chragnaphies sur colonne sont réalisées sur
gel de silice Merck 60 (40-6@m). Les points de fusion des produits sont mesarkside
d'un banc Kofler. Les spectres infrarouges sontegistrés sur un spectrometre IR-FT
BOMEM Michelson-100. Les analysB$N *H et**C sont effectuées sur un appareil Bruker
300 MHz. Les solvants RMN utilisés sont le chlorafe deutéré CDG| I'acétone-d et le
DMSO-ds. Les déplacements chimique® éont mesurés en parties par millions (ppm) et les
constantes de couplage (J) sont calculées en Hidrg Les analyses élémentaires des
nouveaux produits sont effectuées au Service deolsialyse de I'l.C.S.N. a Gif-sur-Yvette.
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Synthese du 2-ferrocényl-dioxane (33)Le ferrocenecarboxaldéehyde (3,000 g ; 14,0
mmol) et l'acideara-toluénesulfonique TsOH4® (0,240 g ; 0,09 équivalents) sont dissouts
dans le toluéne (80 mL). Le 1,3-propanediol (5,000 ; 5 équivalents) est ajouté a la
solution et le mélange réactionnel est agité aixgfendant 4 h a I'abri de la lumiére (montage
de type Dean-Stark). Le mélange est ensuite réfeotdmpérature ambiante, filtré sur silice
(éluant : acétate d’éthyle) et évaporé. Un solide (8,226 g) est obtenu et est purifié sur
colonne (éluant : éther de pétrole/triethylaminéolOUn solide orange correspondant au
produit 33 est obtenu (2,790 g ; 73,2%); ther de pétrole / triéthylamine 10%) : 0,63.
Mp : 116-118°C (littérature : 117%€).

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : & = 1,36-1,41 (1H, m, CHacétal), 2,13-2,17 (1H, m, GH
acétal), 3,91 (2H, dt, GHacétal, J = 12,3 Hz, J = 2,4 Hz), 4,12 (2H,sHELHB, J = 1,8 Hz),
4,18 (5H, s, €Hs), 4,18-4,23 (2H, m, CHacétal), 4,31 (2H, t, 4E14, Ha, J = 1,8 Hz), 5,36
(1H, s, CH acétal).

RMN *3C (75 MHz, CDCJ) : & = 25,9 (CH acétal); 66,5 (2C, 4E4); 67,3 (CH acétal); 68,0
(2C, GHa); 68,9 (GHs); 86,3 (Gpso GsHa); 100,6 (CH acétal).

Synthése du 1-dioxanyl-2-formyl-ferrocéne (34). Mé@iode (a) :Le 2-ferrocényl-dioxane
33 (0,500 g ; 1,84 mmol) est dissout dans I'éthemid}. La solution est refroidie a -78°C et
une solution deert-BuLi 1,7 M dans le pentane (1,200 mL ; 1,1 équewnid) est ajoutée
lentement. La solution est agitée pendant 2 h 88G & - 10°C. La solution est refroidie a -
78°C et le DMF anhydre (0,600 mL ; 4 équivalentsf) agouté. Le mélange réactionnel est
agité pendant 1 h jusqu'a -10°C, puis a températomgiante pendant 30 minutes. De l'eau
salée est ajoutée et la solution est extraitelzetéla phase organique est séchée sur MgSO
filtrée et évaporée pour donner une huile rougedéen0,623 g). Cette huile est purifiée sur
colonne (éluant : éther/éther de pétrole 2:1, @thisr). Trois fractions sont obtenues.

Une premiere fraction est un solide jaune apoadant au 2-ferrocényl-dioxaf8 (0,160
g ; 32,0%). R(éther/éther de pétrole 2:1) : 0,90.

Une deuxiéme fraction est un solide rouge spoadant au produB4 (0,234 g ; 42,4%).
R (éther/éther de pétrole 2:1) : 0,53.

RMN H (300 MHz, CDCY) : 5 = 1,42 (1H, m, Chiacétal), 2,13-2,17 (1H, m, GHicétal),
3,98 (2H, dt, CH acétal, J = 12,9 Hz, J = 2.1 Hz), 4,20 (2H, m,@kétal), 4,28 (5H, s,
CsHs), 454 (1H, t, GH3, J =27 HZ), 478 (2H, m,563), 5,69 (1H, s, CH acétal), > 10,00 (S,
1H, CHO).

RMN 3C (75 MHz, CDCY) : & = 25,9 (CH acétal); 67,4 (Chlacétal); 70,2 (1C, £i3); 70,6
(CsHs); 71,8 (1C, @Ha); 72,4 (1C, GH3); 88,4 (Gyso (acétal), GHs); 99,4 (CH acétal); 194,7
(CHO).
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Une derniere fraction est une huile rouge @poadant au produit diformyl&s (0,120 g ;
20,0%). R (éther/éther de pétrole 2:1) : 0,22.

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : & = 1,49 (1H, m, Chlacétal), 2,09-2,26 (1H, m, GHacétal),
3,96 (2H, m, CH acétal), 4,17-4,32 (2H, m, GHcétal), 4,58 (1H, t, 4El3, J = 2,5 Hz), 4,66
(2H, m, GHy), 4,82 (1H, t, GH4), 4,85 (2H, m, @H3), 4,89 (1H, m, @H,), 5,55 (1H, s, CH
acétal), 9,83 (1H, s, CHO), 9,89 (1H, s, CHO).

RMN **C (75 MHz, CDC}) : & = 25,7 (CH acétal); 67,3 (Chlacétal); 70,8, 71,2, 71,9, 72,6,
73,5, 74,9 et 75,1 (7 CH ferrocéene); 77,9 et 8G;ad (CHO), GHs et Gyso (CHO), GHa);
89,6 (Gpso (acétal), GH3); 98,2 (CH acétal); 193,4 et 194,1 (2 CHO).

Méthode (b) : Le 2-ferrocényl-dioxan83 (0,606 g ; 2,23 mmol) est dissout dans le THF
(20 mL). La solution est refroidie a -78°C pendadtminutes et une solution decBulLi 1,4
M dans le cyclohexane (1,750 mL ; 1,1 équivaleast)ajoutée a la solution. La solution est
agitée pendant 20 minutes a -78°C, puis pendantd2 R78°C a -10°C. La solution est
refroidie & -78°C et la N-formylpipéridine (NFP),300 mL ; 1,2 équivalents) est ajoutée. Le
mélange est agité pendant 1 h jusqu’a -10°C, pue&srgpérature ambiante pendant 1 h. De
l'eau salée est ajoutée et la solution est extéaltéther. La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et évaporée. Une huile rouge foncée ®,gbest obtenue et est purifiée sur
colonne (éluant : éther/éther de pétrole 2:1, éthisr). Trois fractions sont obtenues.

Une premiere fraction est un solide jaune @poadant au 2-ferrocényl-dioxaf8 (0,076
g; 12,5%). R(éther/éther de pétrole 2:1) : 0,90.

Une deuxieme fraction est un solide rouge spoadant au produg4 (0,445 g ; 66,6%).
R (éther/éther de pétrole 2:1) : 0,53. Mp : 96-98f@rature : 87°¢>Y).

Une derniere fraction est une huile rouge @poadant au produit diformyl&s (0,050 g ;
6,8%). R (éther/éther de pétrole 2:1) : 0,22.

Synthese du 1,2-diformyl-ferrocene (36) La réaction d'hydrolyse acide de l'acétal n’a
pas été effectuée sous argon. Le prod4it (0,220 g ; 0,730 mmol) et l'acideara
toluenesulfonique TsOH4® (0,148 g ; 1 équivalent) sont dissouts dans di ¢bhtenant de
l'eau (5 mL). Le mélange réactionnel est agité pahd h a température ambiante. De I'eau et
du dichlorométhane sont ajoutés et la solutioregstite avec le dichlorométhane. La phase
organique est séchée sur MgSfitrée et évaporée pour donner un produit bd,2@0 g). Ce
résidu est purifié sur colonne (éluant : étherfétbe pétrole 2:1). Un solide rouge
correspondant au produd6 est obtenu (0,100 g ; 56,8%). Il est recristallisis éther /
hexane. R(éther/éther de pétrole 2:1) : 0,47. Mp : 170-T7@ftérature : 172°€Y).

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8= 4,40 (5H, s, §Hs), 4,94 (1H, t, GHs, J = 2,7 Hz), 5,21 (2H,
d, GHs, J = 2,7 Hz).
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RMN *3C (75 MHz, CDCJ) : & = 71,6 (GHs); 75,5 (2C, GH3); 75,8 (1C, GH3); 80,4 (2Gso
(CHO), GHs); 193,5 (2 CHO).

Synthese du 1,2-di(hydroxyméthyl)-ferrocene (37)La réaction de réduction n'a pas été
effectuée sous argon. Le prod8éa (0,540 g ; 2,23 mmol) est dissout dans le méthéol
mL). Une solution de borohydrure de sodium NaB61584 g ; 7 equivalents) dans de I'eau
(20 mL) est ajoutée. Le mélange est agité a terhpérambiante pendant 45 minutes. De
I'eau est ajoutée et la solution est extraitetadté La phase organique est seéchée sur MgSO
filtrée et évaporée pour donner un solide orangesgurecristallisé dans dichlorométhane /
hexane. Un solide jaune orangé correspondant alup@ys est obtenu (0,518 g ; 94,4%): R
(éther/éther de pétrole 10:1) : 0,22. Mp : 116-Cl@htérature : 117-118°EY).

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : 8 = 3,41 (2H, s, OH), 4,08 (5H, sgids), 4,11 (1H, t, @Hs, J =
2,5 Hz), 4,22 (2H, d, 3, J = 2,5 Hz), 4,25 (2H, d, GBH, 2 = 12,0 Hz), 4,48 (2H, d,
CH,OH, %) = 12,0 Hz).

RMN *°C (75 MHz, CDC}) : & = 59,4 (2 CHOH); 67,2 (1C, @Hs); 68,8 (GHs); 70,2 (2C,
CsHa); 86,1 (2Gyso (CH.OH), GHa).

Synthese du 14ert-butyldiméthylsilyloxyméthyl)-2-hydroxymeéthyl-ferro céne (38) iLe
diol 37 (0,400 g ; 1,63 mmol) est dissout dans le THFfA). La solution est refroidie a 0°C
et de I'hydrure de sodium NaH (0,065 g ; 1 équinglest ajouté doucement. Le mélange est
agité pendant 10 minutes a 0°C et le chloruréedebutyl-diméthyl-silyle TBDMSCI (0,245
g; 1 équivalent) est ajouté doucement. Le mélamgetionnel est agité pendant 3 h a
température ambiante. De I'eau et de I'éther goutés et la solution est extraite a I'éther. La
phase organique est séchée sur MgSilirée et évaporée pour donner une huile orange
(0,630 g). Cette huile est purifiee sur colonneidat : éther/éther de pétrole 1:1). Une huile
orange correspondant au prodiftest obtenue (0,410 g ; 70%). Elle cristalliseraidfen un
solide jaune orangé.;lether/éther de pétrole 1:1) : 0,66.

RMN H (300 MHz, CDC}) : & = 0,00 (3H, s, Ch), 0,10 (3H, s, Ch), 0,89 (9H, stert-
butyl), 2,73 (1H, s, OH), 4,07 (1H, mgids), 4,10 (5H, s, €Hs), 4,13 (1H, m, €Hs), 4,20
(1H, m, GHa), 4,24 (1H, d, CHOH, 2J = 13,0 Hz), 4,37 (1H, d, GBSi, 2 = 11,7 Hz), 4,62
(1H, d, CHOH, 2J = 13,0 Hz), 4,73 (1H, d, GBSI,%J = 11,7 Hz).

RMN 3C (75 MHz, CDC}) : = -5,3 et -5,1 (SiMg); 18,3 (SiC(CH)s); 26,0 (C(CH)3); 59,9
(CH,OH); 61,0 (CHOSI); 66,3 (1C, €H3); 68,9 (GHs); 69,7 (2C, GHa); 86,1 et 87,4 (260,
CsHa).

Synthese du  14ert-butyldiméthylsilyloxyméthyl)-2-( para-toluenesulfoxyméthyl)-
ferrocene (39) :Le produit38 (0,530 g ; 1,47 mmol) est dissout dans la pyridineydre (12
mL). La solution est refroidie a 0°C et le chlordepara-toluénesulfonyle TsCl (0,280 g ; 1
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équivalent) est ajouté par portions. Le mélangagsé a 0°C pendant 1 h, puis a température
ambiante pendant 1 h. Apreés avoir évaporé la pyidsous vide, de l'eau et du
dichlorométhane sont ajoutés. La solution est #gtravec le dichlorométhane ; la phase
organique est séchée sur MgS@ltrée et évaporée pour donner un solide jauaerom. ||
correspond au produs9 (0,756 g ; 100%).

6
NC.1
5
F3C 5 4 NJ%EH3

2 \/4CHg
o e

Synthese du 4-(4',4'-diméthyl-2’,5'-dioxo-1’-imidaolidinyl)-2-trifluorométhyl-
benzonitrile (40)*3: Le 5,5-diméthylhydantoine (2,033 g ; 2 équivalpetsle carbonate de
potassium KCOs; (1,644 g ; 1,5 équivalents) sont ajoutés a unetisol de 4-fluoro-2-
trifluorométhyl-benzonitrile (1,500 g ; 7,93 mmatlans le DMF anhydre (20 mL). La
suspension est agitée pendant 24 h a 65°C. L'acdtahyle est ajouté au mélange refroidi a
température ambiante. Un précipité se forme efilast sur célite. Le filtrat est évaporé pour
donner une pate jaune (5,062 g) qui est purifiéecslonne (éluant : acétate d'éthyle / éther
de pétrole 1:1). Un solide blanc correspondantradyt 40 est obtenu (1,200 g ; 50,9%) R
(acétate d’éthyle/éther de pétrole 1:1) : 0,31.:Mp0-211°C (littérature : 208-210*8).

IR (KBr) : 3336 (NH), 2242 (CN), 1789 et 1727 (2 D&xi™.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-@) : 8 = 1,47 (6H, s, (CH)»), 8,05 (1H, dd, H5°J = 8,4 HzJ =
1,8 Hz), 8,23 (1H, d, H3)J = 1,8 Hz), 8,34 (1H, d, H&J = 8,4 Hz), 8,87 (1H, s, NH).

RMN 3C (75 MHz, acétoneg)l: & = 25,7 (2 CH); 59,6 (C4’); 108,6 (C1); 116,4 (CN); 123,4
(g, CR, J = 271,4 Hz); 124,7 (C3); 130,4 (C5); 133,6Qa); 137,0 (C6); 138,9 (C4); 154,5
(C2): 177,1 (C5)).

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}CN/H,O 75/25 ; Temps de rétention = 4,93 min ; Pureté =
99,47%.

Synthése du 4-(3-prtho-(tert-butyldiméthylsilyloxyméthyl)]-ferrocénylméthyl-4’, 4’-
diméthyl-2’,5’-dioxo-1"-imidazolidinyl)-2-trifluoro méthyl-benzonitrile (41) : Le produit
40 (0,402 g ; 1,35 mmol) est dissout dans le DMF dnéy10 mL). De I'hydrure de sodium
NaH (0,060 g ; 1,1 équivalent) est ajouté a tentpggaambiante, par portions, a la solution.
La solution est agitée a 50°C pendant 1 h, pueflax pendant 1 h. Le mélange est refroidi a
température ambiante et une solution du tosyat®,765 g ; 1,1 équivalent) dissout dans le
DMF anhydre (20 mL) est ajoutée. Le mélange réanBbest agité a reflux pendant 3 h. I

143 Cogan P.S., Koch T.HJ, Med. Chem2003 46, 5258.
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est refroidi a température ambiante et de I'eae éether sont ajoutés. La solution est extraite
a l'éther. La phase organique est séchée sur ) Jgdi@ée et évaporée. Une huile foncée
(1,043 g) est obtenue et est purifiee sur cologhefit : éther/éther de pétrole 1:2). Un solide
jaune correspondant au proddit est obtenu (0,282 g ; 32,6%). Il est recristallifsins
dichlorométhane/hexane; f€ther/éther de pétrole 1:2) : 0,30. Mp : 168-170°

IR (KBr) : 2228 (CN), 1778 et 1715 (2 CO) ¢m

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 5 = 0,06 (3H, s, Si(Ch)2), 0,07 (3H, s, Si(Ch)), 0,85 (9H, s,
tert-butyl), 1,36 (3H, s, CH), 1,40 (3H, s, Ch), 4,13 (5H, s, €Hs), 4,13-4,15 (1H, m, £Hs),
4,20 (1H, m, @Hs), 4,31 (1H, m, €Hs3), 4,46 (1H, d, CHOSI, %) = 11,8 Hz), 4,48 (1H, d,
CH.N, 2J = 15,2 Hz), 4,64 (1H, d, GBSi,%J = 11,8 Hz), 4,70 (1H, d, GN, 2J = 15,2 Hz),
7,91 (1H, d, H6%J = 8,4 Hz), 8,02 (1H, dd, H&) = 8,4 HzJ = 2,0 Hz), 8,18 (1H, d, H3J
= 2,0 Hz).

RMN 13C (75 MHz, CDCY) : & = -5,2 et -5,0 (SiMg; 18,4 (SIC(CH)s); 23.2 (2 CH); 26,0
(C(CHy)): 37,7 (CHN): 59,8 (CHOSI): 61,8 (C4'): 67,6 (1C, &&l2); 69,4 (GHs): 70.1 (1C,
CsHs); 70,3 (1C, GHa); 82,6 (Gpso (CH2N), CsHa); 86,0 (Gpso (CH20SI), GHs); 108,1 (C1);
115.2 (CN): 122,4 (q, GF 122.9 (C3); 127.8 (C5); 134,0 (q, C2); 135,2 YCE36.8 (CA4):
152.6 (C2'); 175.1 (C5)).

MS (m/z EI) : 639 [M].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 uth L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ;A = 254 nm ; Eluant = C¥CN ; Temps de rétention = 6,44 min ; Pureté = 100%.

Analyse élémentaire calculée (%) pousHzsFsFeNsO3Si @ C 58,22, H 5,67, N 6,57 ;
trouvée : C 58,76, H 5,86, N 6,22.

Synthese du 4-[4',4’-diméthyl-2’,5’-dioxo-1'-imidaolidinyl-(3'- ortho-méthoxyméthyl-
ferrocénylméthyl)]-2-trifluorométhyl-benzonitrile ( 42) : La réaction de déprotection de
I'alcool n'a pas été effectuée sous argon. Le jirddy(0,106 g ; 0,166 mmol) est dissout dans
un mélange méthanol/THF (10 mL). Une solution ageediacide chlorhydrique 2 N (0,200
mL ; 2,3 équivalents) est ajoutée. Le mélange i@anel est agité a température ambiante
pendant 30 minutes. La solution est versée dasms €€ est extraite avec le dichlorométhane.
La phase organique est séchée sur Mgdilrée et évaporée pour donner une huile orange
(0,106 g). Cette huile est cristallisée dans ledqes puis est recristallisée dans éther/pentane.
Un solide jaune orangé correspondant au prodfRitest obtenu (0,072 g; 82,8%)s R
(éther/éther de pétrole 2:1) : 0,56. Mp : 140-142°C

IR (KBr) : 2228 (CN), 1777 et 1718 (2 CO) ¢m

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : 5 = 1,28 (3H, s, Ch), 1,43 (3H, s, Ch), 3,28 (3H, s, OCH),
4,10 (1H, d, CHOCHs, 2J = 11,0 Hz), 4,15 (5H, s,585), 4,15-4,17 (1H, m, ), 4,27-4,31
(2H, m, GHa), 4,32 (1H, d, ChN, 2J = 15,3 Hz), 4,59 (1H, d, GBCH;, 2J = 11,0 Hz), 4,86
(1H, d, CHN, 2 = 15,3 Hz), 7,91 (1H, d, H&) = 8,5 Hz), 7,99 (1H, dd, H&) = 8,5 HzJ =
2,0 Hz), 8,15 (1H, d, H3)) = 2,0 Hz).
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RMN **C (75 MHz, CDC}) : = 22,9 (CH); 23,6 (CH); 37,8 (CHN); 58,1 (CHOCH);
62,0 (C4); 67,7 (1C, €H3); 69,4 (1C, GH3); 69,6 (GHs); 71,0 (1C, GH3); 71,3 (OCH);
82,5 (Gpso (CHz2N), CsHa); 83,6 (Goso (CH,OCHz), GsHs); 108,6 (C1); 115,7 (CN); 123,3
(C3); 128,1 (C5); 135,4 (C6); 137,0 (C4); 153,3°JCP75,2 (C5)).

MS (m/z EI) : 539 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 8,39 min ; Pureté =
97,67%.

Analyse élémentaire calculée (%) pougtF3FeNsOs : C 57,90, H 4,49, N 7,79 ; trouvée :
C57,77,H4,41, N 7,74.

Synthese du 4-[4’,4’-diméthyl-2’,5'-dioxo-3’ertho-hydroxymeéthyl-ferrocénylméthyl-
1’-imidazolidinyl]-2-trifluorométhyl-benzonitrile ( 43) : Le produit41 (0,100 g ; 0,156
mmol) est dissout dans le THF (5 mL). Une solutdmn fluorure de tétrabutylammonium
TBAF 1 M dans le THF (0,300 mL ; 2 équivalents) agtutée. Le mélange réactionnel est
agité a température ambiante pendant 45 minuteaulét le dichlorométhane sont ajoutées et
la solution est extraite avec le dichlorométhare.phase organique est séchée sur MgSO
filtrée et évaporée pour donner une huile orange2(Dg) qui est cristallisée dans le pentane,
puis recristallisée dans dichlorométhane/hexanesalide jaune correspondant au prodit
est obtenu (0,062 g ; 75,6%]). (@ther/éther de pétrole 2:1) : 0,24. Mp : 135-137°

IR (KBr) : 2232 (CN), 1777 et 1720 (2 CO) ¢m

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8 = 1,50 (3H, s, Ch), 1,56 (3H, s, Ch), 3,26 (1H, m, OH, J =
13,2 Hz), 4,11 (1H, d, Ci, 2 = 15,3 Hz), 4,18 (5H, s,585), 4,20 (1H, m, @Hs), 4,27 (1H,
m, GHa), 4,34 (1H, m, €Hs), 4,38 (1H, m, CHOH, 2J = 13,2 Hz), 4,67 (1H, d, GBH, % =
13,2 Hz), 4,81 (1H, d, C#M, 2J = 15,3 Hz), 7,88 (1H, d, H&) = 8,4 Hz), 7,92 (1H, dd, H5,
%) =8,4Hz* =1,8 Hz), 8,07 (1H, d, H&) = 1,8 Hz).

RMN %°C (75 MHz, CDCJ) : & = 23,0 (CH); 24,1 (CH); 38,3 (CHN); 59,1 (CHOH); 62,3
CsHa): 108,6 (C1); 115,7 (CN); 123,3 (C3); 128,3 (CE35,4 (C6): 136,3 (C4); 153,3 (C2):
1745 (C5).

MS (m/z EI) : 525 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 ith L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 4,86 min ; Pureté =
98,86%.

Analyse élémentaire calculée (%) pougkFFeNsOz: C 57,16, H 4,22, N 8,00 ; trouvée :
C 56,97, H 4,28, N 7,99.
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Synthése du (n-tributylstannyl)-ferrocéne (44¥°: Une solution de ferrocéne (2,000 g ;
10,75 mmol) dans un mélange THF (10 mL)/hexane dgh¢l0 mL) est agitée pendant 30
minutes a température ambiante, puis refroidieGa Uhe solution déert-BuLi 1,7 M dans le
pentane (13,0 mL ; 2 équivalents) est ajoutée gaugoutte pendant 5 minutes. Le mélange
est agité a 0°C pendant 30 minutes, puis le chdodar n-tributylétain n-BssnClI (4,4 mL ;

1,5 équivalents) est ajouté goutte a goutte. Leangsd est agité a température ambiante
pendant 1 h 30. Une solution de soude 2 M (10 ralépuivalents) est ensuite ajoutée. Le
produit est extrait avec I'éther et la phase orgamiest lavée a I'eau salée et a I'eau. La phase
organique est séchée sur MgSfiltrée et évaporée. Une huile rouge (6,928 gobsenue et
purifiée sur colonne (éluant : éther de pétroledidfractions sont obtenues.

Une premiere fraction est une huile orange cormedaot au produit distannyl (2,384 ¢
; 29,0%). R (éther de pétrole) : 0,84.

Une deuxieme fraction est une huile rouge spoadant au produ#t4 (3,195 g ; 63,0%).
R (éther de pétrole) : 0,72.

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : & = 0,92 (9H, t, Ch), 1,02 (6H, t, CHSn, J = 8,1 Hz), 1,30-
1,63 (12H, m, 2Ch), 4,02 (2H, t, @Hs, HB, J = 1,5 Hz), 4,10 (5H, s,58s), 4,33 (2H, t,
CsHa, Ha, J = 1,5 Hz).

RMN C (75 MHz, CDCJ) : & = 10,4 (CHSn, SnBy); 13,9 (CH, SnBu); 27,6 (CH,
SnBuw); 29,4 (CH, SnBuw); 68,1 (GHs); 70,4 (2C, GH.); 74,6 (2C, GH.).

Une derniere fraction est un solide orangeesmondant au ferrocéne (0,160 g ; 8,0%). R
(éther de pétrole) : 0,62.

Synthése du hétanitrophényl)-ferrocéne (46)°: L'iodure de cuivre (Cul) (0,144 g ;
1,2 équivalents) et le dichlorobis(triphénylphos@)palladium PdG(PPh). (0,089 g ; 20%
mol) sont solubilisés dans le DMF anhydre (6 mL¢. 3-iodo-nitrobenzéne (0,189 g; 1,2
équivalents) est ajouté a la solution qui est agi@ndant 30 minutes a reflux. La solution est
refroidie a température ambiante et une solutioprdduit44 (0,300 g ; 0,63 mmol) dans le
DMF anhydre (6 mL) est ajoutée. Le mélange réanBbest agité a reflux pendant 2 h, puis
refroidi a température ambiante. Le mélange dsé fdur célite et le filtrat est extrait a I'éther.
La phase organique est lavée avec une solutioruaguiacide chlorhydrique, de I'eau salée
et de l'eau. Elle est ensuite séchée sur MgSiirée et évaporée pour donner un résidu
(0,413 g) qui est purifié sur colonne (éluant :eétther de pétrole 1:10). Un solide rouge
correspondant au produit de couplatfeest obtenu (0,085 g; 44,0%); éther/éther de
pétrole 1:10) : 0,42. Mp : 86-88°C.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 5 = 4,06 (5H, s, €Hs), 4,41 (2H, t, GHa, HB, J = 1,8 Hz), 4,72
(2H, t, GHa, Ha, J = 1,8 Hz), 7,44 (1H, t, H&) = 8,1 Hz), 7,76 (1H, dt, HB) = 8,1 Hz*J =
1,8 Hz), 8,03 (1H, dt, H4) = 8,1 HzJ = 1,8 Hz), 8,28 (1H, t, H2) = 1,8 Hz).

158 Guillaneux D., Kagan H.BJ. Org. Chem.1995 60, 2502.
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RMN *°C (75 MHz, CDCY) : & = 66,9 (2C, @Hz); 69,9 (GHs); 70,0 (2C, GHa); 82,6 (Goso
CsHa); 120,5 (C4); 120,6 (C2); 129,4 (C5); 131,8 (CB)2,3 (C1); 149,0 (C3).

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 uh L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /
min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 9,27 min ; Pureté =
97,51%.

Analyse élémentaire calculée (%) pougtlisFeNG,: C 62,57, H 4,27, N 4,56 ; trouvée : C
62,36, H 4,08, N 4,58.

R
6—5
@ A\ /4
2
Fe 3 NO,

Synthése du 1-dioxanyl-2-(n-tributylstannyl)-ferocéne (47)°°: Le 2-ferrocényl-
dioxane33 (0,988 g ; 3,63 mmol) est dissout dans I'éthemi&). La solution est refroidie a -
78°C et une solution deert-BuLi 1,7 M dans le pentane (2,400 mL ; 1,1 équentd) est
ajoutée lentement. La solution est agitée pendahtde -78°C a -10°C. La solution est
refroidie a -78°C et le chlorure de n-tributylétairBusSnCl (2,000 mL ; 2 équivalents) est
ajouté. Le mélange est agité pendant 1 h jusqQaC;lpuis a température ambiante pendant 1
h 30. De l'eau est ajoutée et la solution est gatéal'éther. La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et évaporée pour donner une huile rody434 g) qui est purifiée sur colonne
(éluant : éther/éther de pétrole 1:10). Trois foad sont obtenues.

Une premiere fraction est une huile orangeespondant au produit distannyl® (0,630 g
; 20,4%). R (éther/éther de pétrole 1:10) : 0,83.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 0,92 (18H, t, Ck), 1,02 (12H, t, ChBn), 1,26-1,42 (13H,
m, CH, + CH, acétal), 1,51-1,70 (12H, m, GH2,10-2,20 (1H, m, Ciacétal), 3,94 (5H, m,
(2H, CH, acétal) + (2H, 6H4, HB) + 1H, GH3), 4,06 (1H, s, €H3), 4,16 (2H, m, CHacétal),

4,27 (2H, m, GH4, Ha), 4,42 (1H, s, €H3), 5,33 (1H, s, CH acétal).

RMN °C (75 MHz, CDC}) : & = 10,3 et 11,0 (2 Ci$n, SnBwy); 13,8 (CH, SnBu); 25,9
(CH, acétal); 27,8 (Ch SnBuw); 29,5 (CH, SnBu); 67,1 (CH acétal); 69,0, 70,5, 71,4, 72,2,
74,5, 74,7 et 75,5 (7 CH ferrocene); 101,5 (CHalkét

Une deuxieme fraction est une huile orangeespondant au produ (0,640 g ; 31,4%).
R (éther/éther de pétrole 1:10) : 0,55.

158 Guillaneux D., Kagan H.BJ. Org. Chem.1995 60, 2502.
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RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8 = 0,92 (9H, t, CH), 1,05 (6H, m, CkBn), 1,27-1,42 (7H, m,
CH, + CH, acétal), 1,51-1,65 (6H, m, GH2,04-2,17 (1H, m, CHacétal), 3,87 (2H, m, GH
acétal), 3,98 (1H, dd, 48, J = 2,4 Hz, J = 1,2 Hz), 4,12 (5H, ssHg), 4,16 (2H, m, Chi
acétal), 4,27 (1H, t, &8s, J = 2,4 Hz), 4,48 (1H, dd,s8s, J = 2,4 Hz, J = 1,2 Hz), 5,32 (1H,
s, CH acétal).

RMN C (75 MHz, CDC}) : & = 11,0 (CHSn, SnBy); 13,8 (CH, SnBu); 26,0 (CH
aceétal); 27,8 (CH SnBuw); 29,5 (CH, SnBuw); 67,2 (CH acétal); 68,3 (C-Sn, 483); 68,8
(CsHs); 70,3 (GHa); 74,8 (GH3); 91,5 (Goso GsH3); 101,4 (CH acetal).

Une derniere fraction est un solide orange cormedaot au 2-ferrocényl-dioxard3 (0,458
g ; 46,4%). R(éther/éther de pétrole 1:10) : 0,24.

Synthése du 1-dioxanyl-2+fétanitrophényl)-ferrocéne (49) : L'iodure de cuivre (Cul)
(0,246 g; 1,2 équivalents) et le dichlorobis(tépkiphosphine)palladium Pd{PPh),
(0,151 g; 20% mol) sont dissouts dans le DMF ardyd5 mL). Le 3-iodo-nitrobenzene
(0,322 g ; 1,2 équivalents) est ajouté a la satugjoi est agitée pendant 30 minutes a reflux.
La solution est refroidie a température ambiantenet solution du produ#7 (0,604 g ; 1,08
mmol) dans le DMF anhydre (12 mL) est ajoutée. létamge est agité a reflux pendant 3 h,
puis refroidi a température ambiante. Il est fiké célite et le filtrat est extrait a I'éther. La
phase organigue est lavée avec de I'eau saléel'eiade Elle est séchée sur Mg diltrée et
évaporee pour donner un résidu (0,567 g) qui adigpaur colonne (éluant : dichlorométhane
/éther de pétrole 1:1, puis 3:1). Une fraction espondant au produit de coupla4@ est
obtenue (0,068 g ; 16,1%); Rlichlorométhane/éther de pétrole 3:1) : 0,44.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 1,56 (1H, m, Chlacétal), 2,17-2,32 (1H, m, GHicétal),
3,98 (2H, m, CHacétal), 4,13 (5H, s,85), 4,29 (2H, m, Chlaceétal), 4,35 (1H, t,4E3, J =
2,4 Hz), 4,55 (1H, dd, §8ls, J = 2,4 Hz, J = 1,5 Hz), 4,63 (1H, ddHg, J = 2,4 Hz, J = 1,5
Hz), 5,46 (1H, s, CH acétal), 7,46 (1H, t, B5= 8,1 Hz), 7,94 (1H, dd, H&) = 8,1 Hz}J =
2,0 Hz), 8,07 (1H, dd, H4J = 8,1 HzJ = 2,0 Hz), 8,61 (1H, t, H3) = 2,0 Hz).

Synthese du 1-formyl-2-(nétanitrobenzene)-ferrocéne (51) :Le 2-ferrocényl-dioxane
33 (0,500 g ; 1,84 mmol) est dissout dans le THFr(L5. La solution est refroidie a -78°C
pendant 10 minutes et une solutionséeBuLi 1,4 M dans le cyclohexane (1,500 mL ; 1,1
équivalents) est ajoutée. La solution est agitéelget 20 minutes a -78°C, puis pendant 2 h
de -78°C a -10°C. La solution est refroidie & -7&tQne solution de chlorure de zinc ZnCl
anhydre (0,250 g ; 1 équivalent), séché sous vitleOAC, dans le THF (20 mL) est ajoutée.
Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h dC-ji&qu'a température ambiante.

Pendant ce temps, le catalyseur de la réaaté&ié préparé. En effet, une solution contenant
le complexe de palladium (1), Pd(@lPPh),, (0,064 g ; 5% mol) dans le THF (10 mL) est
préparée. Ensuite, une solution d’hydrure de diisgbaluminium DIBAL-H 1 M dans le
toluene (0,190 mL ; 2 équivalents par rapport a(CPgPPh),) est ajoutée a température
ambiante. Le mélange est agité a température atebpemdant 30 minutes. Il se forme un
complexe de palladium (0).
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Ensuite, une solution de 3-iodo-nitrobenzen820 g ; 0,7 équivalent) dans le THF (30
mL) est ajoutée a la solution de catalyseur, sypaiela solution contenant le dérivé zincique
50. Le mélange réactionnel est agité a températureiaame pendant 2 h, puis a reflux
pendant 1 h. Il est refroidi a température ambiapiés une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique et du dichlorométhane sont ajoutéstteC solution est extraite avec le
dichlorométhane et est lavée a I'eau. La phasenagga est séchée sur Mggdiltrée et
évaporée pour donner une huile rouge foncée (0g@5Eette huile est purifiée sur colonne
(éluant : éther/éther de pétrole 1:2, puis 1:19isTfractions sont obtenues.

Une premiére fraction est une huile foncéeespondant au 3-iodo-nitrobenzene (0,254 g ;
55,5%). Elle est cristallisée dans éther/pentang gonner un solide blanc; Rether/éther de
pétrole 1:2) : 0,89.

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : & = 7,29 (1H, t, H5%J = 8,1 Hz), 8,03 (1H, qd, H8] = 8,1 Hz,
43 =2,4Hz" =1,2 Hz), 8,20 (1H, qd, H4) = 8,1 HzJ = 2,4 Hz*J = 1,2 Hz), 8,57 (1H, t,
H2,% = 2,4 Hz).

RMN 3C (75 MHz, CDCY) : & = 93,6 (C1); 122,9 (C4); 130,8 (C5); 132,6 (C2)35 (C6);
148,2 (C3).

Une deuxiéme fraction est un solide rouge spwadant au produit d’hydrolyse du 2-
ferrocényl-dioxane83, c’est-a-dire le ferrocenecarboxaldéhyde (0,2708,7%). R (éther /
éther de pétrole 1:2) : 0,58.

Une derniere fraction est une huile rouge gpoadant au produiil (0,187 g ; 30,4%). R
(éther/éther de pétrole 1:2) : 0,48.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 8 = 4,29 (5H, s, €Hs), 4,79 (1H, t, GHs, J = 2,7 Hz), 4,94 (1H,
dd, GHs, J = 2,7 Hz, J = 1,2 Hz), 5,03 (1H, ddHg, J = 2,7 Hz, J = 1,2 Hz), 7,52 (1H, t, H5,
3) = 8,1 Hz), 7,88 (1H, d, H8) = 8,1 Hz), 8,16 (1H, dd, H4) = 8,1 HzJ = 1,8 Hz), 8,45
(1H, t, H2,J = 1,8 Hz), > 10,00 (1H, s, CHO).

RMN *°C (75 MHz, CDCY) : & = 71,2 (1C, @H3); 71,6 (GHs); 72,8 (1C, @Ha); 76,0 (1C,
CsHa); 89,0 et 91,7 (2fs0 GsHa); 122,2 (C4); 124,3 (C2); 129,2 (C5); 135,6 (CB39,2
(C1); 151,5 (C3); 192,3 (CHO).

Synthése du 1l+hétaaminophényl)-2-hydroxyméthyl-ferrocene (52) :La réaction de
réduction n'a pas été effectuée sous argon. L'sttesl (0,174 g ; 0,519 mmol) est dissout
dans un mélange méthanol (10 mL)/dichlorométhamal(h Une solution de borohydrure de
sodium NaBH (0,079 g ; 4 équivalents) dans de l'eau (5 mL)agstutée a la solution
d’aldéhyde. Le mélange réactionnel est agité a éeatpre ambiante pendant 30 minutes. De
l'eau est ajoutée et la solution est extraite deedichlorométhane. La phase organique est
séchée sur MgSQfiltrée et évaporée. Une huile orange est ol@gl55 g ; 96,9%) et est
cristallisée dans éther/pentane pour donner udesaliange correspondant au prodiflt R
(éther/éther de pétrole 1:1) : 0,22. Mp : 106-108°C
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RMN 'H (300 MHz, CDCJ) : 8= 4,10 (5H, s, €Hs), 4,24 (1H, t, GHs, J = 2,4 Hz), 4,35 (1H,
dd, GHs, J = 2,4 Hz, J = 1,5 Hz), 4,49 (1H, ddHs, J = 2,4 Hz, J = 1,5 Hz), 4,53 (1H, d,
CH,OH, % = 12,0 Hz), 4,60 (1H, d, GBH, 2J = 12,0 Hz), 6,59 (1H, dd, H&] = 7,8 HzJ =
1,2 Hz), 6,94 (1H, t, HZJ = 1,2 Hz), 7,02 (1H, dd, H4) = 7,8 Hz*J = 1,2 Hz), 7,11 (1H, t,
H5,% = 7,8 Hz).

RMN **C (75 MHz, CDC}) : 8 = 60,0 (CHOH); 67,5 (GH3); 69,9 (GHs); 70,7 (GH-); 84,8
(Cipso (aromatique), €Hs); 87,9 (Gyso (CH.OH), GHg); 113,5 (C4); 115,6 (C2); 119,6 (C6);
129,2 (C5); 139,2 (C1); 146,3 (C3).

MS (m/z; EI) : 307 [M"].

HPLC analytique : Colonne Kromasil C18 fitn L = 25 cm D = 4,6 mm ; Débit = 1 mL /

min ; A = 254 nm ; Eluant = C}N/H,O 80/20 ; Temps de rétention = 3,36 min ; Pureté =
99,09%.
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Conclusion Générale

Ce rapport de these présente les synthésetusieyss analogues d’anti-androgenes non
stéroidiens. Ces analogues contiennent un groupesrgamométallique, le ferrocene, qui est
constitué de deux cycles cyclopentadiényles condslgpar un atome de fer. Ces analogues
ferrocéniques de molécules biologiquement activedait I'objet d’études biologiques. Elles
ont été effectuées sur les récepteurs des andmd@dRv€RBA) et sur des lignées cellulaires
prostatiques tumorales hormono-dépendantes LNCdf@ratono-indépendantes PC3 (tests
anti-prolifératifs et calcul des k).

Le premier chapitre de ce rapport rappelle quest notions élémentaires pour la situation
de ce travail. Il rappelle, d’'une part, ce que sest stéroides, et tout particulierement les
androgéenes, et leurs roles joués dans les canedespostate hormono-dépendants. D’autre
part, il introduit le concept des anti-androgenégre 44) et présente les différents types
d’anti-androgénes existants. Enfin, il rappelleqoe sont les récepteurs a androgénes AR et
les études portant sur la relation structure/aétides ligands vis-a-vis de ces récepteurs.

FsC N FsC N CHa FsC N 7S
H R" “CH, N CH, HoC" “OH I
. O H
R=H :Flutamide . .
R = OH : 2-hydroxyflutamide Nilutamide (R)-Bicalutamide

Figure 44 : Anti-androgénes non stéroidiens commerc iaux

Dans le second chapitre, la synthése des premmalogues ferrocéniques de la flutamide
et de la bicalutamide a été proposée (Figure 4&5.tésts biologiques effectués au cours de ce
travail ont démontré I'existence de deux molécplesnetteuses, les analoguést 16, pour
le traitement du cancer de la prostate. En effet, djomposés, méme si ils sont moins bien
reconnus par le récepteur AR que le 2-hydroxyflidiénexhibent une activité anti-tumorale
importante surtout sur des cellules hormono-indéaetes. Ces résultats ont été confirmés
par des valeurs d’'l§g de I'ordre de 1QuM.

HsC OH
Flutamide 8: 2hydroxyf|utam|de Bicalutamide
CHg :@\
Oy e e O o0
HH3C OH @
Fe Fe
6:R=CN . 15:R=CN
id}? 7:R=NO; <®7 16:rR=N0; (D))
Figure 45
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Le troisieme chapitre présente la synthese mlesniers dérivés ferrocéniques de la
nilutamide. Or, la nilutamide est un composé irdgaat du point de vue structural, dans la
mesure ou le NH libre du noyau hydantoine a étéifidodvec une large variété de
substituants qui ont abouti a une améliorationafénité relative de liaison au récepteur AR.
C’est pourquoi, dans une premiére partie, la swalanalogues N-ferrocénylalkyles de la
nilutamide a été entreprise (Figure 46). Ce choestsavéré judicieux, puisque les tests
biologiques ont démontré I'existence d’une molégotemetteuse, I'analogu6, pour le
traitement du cancer de la prostate. En effet, @maposé, en plus d’avoir une affinité de
liaison envers le récepteur AR plus importante lguglutamide (environ 10 fois supérieure),
exhibe une activité anti-tumorale plus importardessi bien sur des cellules hormono-
dépendantes que hormono-indépendantes. Ces résoitatété confirmés par une valeur

d’'ICso de I'ordre de 1(uM.
O,N
O
CH,

FsC N
CH,
N
Nilutamide

NC

Nka‘b F3C NJg<(:H3

FoC
CH
O%\N 3 O%\N CHs
24 R =NH I\<@ 25:R = NH \\/@B

26:R=0 27:R=0 Fe
g S
Q Figure 46

Des études antérieures ont démontré que désgaea organiques N-hydroxyalkyles et N-
cyanomeéthyles de la nilutamide avaient une affigiééliaison importante pour AR, ainsi
gu’'une activité anti-androgénique importante. C'esturquoi la synthese de nouveaux
analogues ferrocéniques a été envisagée, danssure&he partie. Ces analogues conservent
la méme chaine alkyle et le ferrocene a été incérpda place du groupement diméthyle. La
synthese de tels analogues a été effectuée enaggmique. Le compo@® a éte obtenu et a

NC CN
O 0
Q CF,
&cm F3C N Fe FsC N
CHs )‘ N, H \® Jn
0 R O H
Nllutamlde R=H 29 Fe
CH,CN Q
Figure 47
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éte testé (Figure 47). Cette molécule s’est avétee tres prometteuse d’'un point de vue
biologique. En effet, méme si son affinité de laisau récepteur AR est faible, elle a
démontré une excellente activité anti-tumoralena dose de 1.10M, vis-a-vis de cellules
PC3. Ce résultat, couplé a une valeur ghl€ur les cellules PC3 égale a 6,03 = O\,
laisserait supposer que le comp@&aurait un mécanisme d’action différent de celuilale
nilutamide. Une autre cible présente dans les leslltumorales de la prostate devrait donc
étre reconnue pour pouvoir expliquer son efficagdtentielle envers des cellules PC3.

Compte tenu des résultats obtenus pour la miel@, la synthése de I'analogue organique
31 (Figure 48), contenant un groupe phényle a lagpthcferrocene, a ensuite été envisagee.
La synthése de cet analogue a été effectuée enraéémique et a été réalisée selon un mode
opératoire identique a la synthése précédente.falagurifiée, la molécul@1 sera soumise
aux tests biochimiques pour évaluer l'influencefelwocéne sur I'action anti-tumorale vis-a-
vis de cellules cancéreuses prostatiques.

CN
NCD\ 0 CFs NCD\O Q
R =G G S
J—NH e
e} ke

o CF3

2 ) st

Figure 48

Comme le compos¥ semble étre un point de départ intéressant padgveloppement de
nouvelles molécules potentiellement actives coetiancer de la prostate, le dernier chapitre
présente la synthése des premiers dérivés fermogmide la nilutamidé2 et 43, contenant
un ferrocéne 1,2-disubstitué (Figure 49). Commmadéécule26, le ferrocéne est incorporé au
niveau de la chaine N-alkyle, mais comprend en phlusubstituant méthoxy ou alcool en
position 2. Ces fonctions ont été introduites peénifier si elles exercent une influence au
niveau de l'affinité de liaison au récepteur ARaatniveau de l'activité anti-tumorale vis-a-
vis de cellules cancéreuses. La synthése de céxgapa a été effectuée en série racémique,
en appliqguant la méthode générale de synthése etescénes 1,2-disubstitués. Les tests
biologiques ont ensuite été réalisés sur ces mieieclies composer? et43 ont une affinité

NC
o
CH3 F3C )\

CH
F3C Jg< CH3 CH3 N 3
N o OH

)\NH /\Q o} OCHjs L{%

Nilutamide 26 @ 42 L(@g 43 @
Fe

é g g

Figure 49 Q Q
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de liaison au récepteur AR inférieure a leur horgoéomonosubstitug6. Ce résultat suggere
que la présence de substituants hydrophiles méthaixylcool, au sein de la poche
hydrophobe du récepteur, déstabiliserait la redssaace de AR pour le ligand. D’autre part,
les études anti-prolifératives, effectuées sur deules PC3, ont montré des résultats
significatifs pour les deux molécules. En effeteglont démontré une activité anti-tumorale
comparable avec celle de leur analogue monosuda une dose de 1.20M. Enfin, les
résultats d’lGo sur les cellules PC3 confirment I'importance dsubstituant oxygéné sur le
ferrocene pour augmenter I'efficacité du produit. éfet, les deux analogues possedent des
valeurs d'lGg inférieures a celle du compo3é

Fe NO>  Fe NH;
© O *
Figure 50

Dans un deuxiéme temps, ce chapitre présemtelansse d’anti-androgenes non stéroidiens
récemment découverte, les carboranes. En effetfedes RBA sur le récepteur AR et des
études anti-prolifératives ont été effectués susipurs dérivés carboranes. Ces études ont
démontré I'importance au niveau de l'affinité deuxleentités, un cyanophényle ou un
nitrophényle, et un groupe hydroxyle. En effeta ieté montré que les valeurs optimales de
RBA sur le récepteur AR ont été relevées pour @esotanes contenant a la fois un noyau
aromatique, avec un groupe CN ou NgD positionmétg et une chaine hydroxyméthyle. De
plus, ces composés possedent aussi une activitAralibgénique trés intéressante, environ
10 fois supérieure a celle du 2-hydroxyflutamidar Bonséquent, la synthése d’'un analogue
ferrocénique racémique, contenant un ferrocenalisiibstitué a la place du carborane, a été
effectuée. Cette synthése est intéressante damsedare ou elle nous a permis de tester
plusieurs réactions de couplage catalysées pacaieplexes de palladium. Cette étape clé a
étée optimisée et, apres reduction de l'aldéhydeguire composé, le prod&g, (Figure 50), a
été obtenu. Les études biologiques concernant meti&cule sont en cours.

Parmi les composés synthétisés, les moléaules, 26, 27, 29, 42 et 43, se sont révélées
intéressantes au niveau de leur activité anti-tateanvers des cellules prostatiques. En

Molécule | I1Cs PC3 (1M) |ICs, MDA-MB231 (1M)

7 30,5+ 1,4 20,3+ 0,3
16 16,8 + 2,0 28,5+ 1,4
26 68,1 + 28,0 81,6+23
27 67,2+2,0 140,0 + 3,0
29 6,03 + 0,15 7,37 0,12
42 39,3+ 1,1 -

43 16,4 + 0,6 -

Tableau 5 : Valeurs d’'ICsq sur des cellules PC3 et MDA-MB231
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effet, leurs valeurs d’I§; sur des cellules PC3 sont comprises entre 6 @iW(Tableau 5).
Ces résultats démontrent une cytotoxicité accrueedalérivés ferrocéniques en comparaison
avec les anti-androgenes commerciaux. Par consgdaderrocéne jouerait un rdéle majeur
dans la destruction de cellules cancéreuses. Leamstoe d'action des ferrocenes sur la
destruction de ces cellules est en cours détu@es.sait maintenant que cette activité
cytotoxique est due & Iion ferricinium généré pakydation du ferrocéné.®! Les études
électrochimiques et spectroscopiques (RPE) mera@eSsella et al. semblent montrer que les
dérivés ferrocéniques agissent selon le mécanisenéa déaction de Fentdff ' Cette
réaction fait intervenir le Fedans la génération du radical hydroxyle ‘HOpartir de I'eau
oxygénée HO,, selon le mécanisme suivant.

F€" + HO,— » F& + HO + HO

Osella a montré que la dégradation de l'iondenum dans I'eau conduit a la formation du
complexe [F&H,0),]** et de Cp Ce complexe déclencherait donc la réaction deofen
conduisant a la destruction des cellules cancésepse le radical HO. génére, selon le
mécanisme suivant.

2[FE"Cp]" + nHO—>  [F§H0)]*" + [F€Cp] + 2Cp
[Fe'(H0))*" + HO,—> [FE(H0)*" + HO + HO

Un autre mécanisme d’action des ferroceneg@aiement a I'étude au laboratoire. Les
expériences électrochimiques menées sur des déeivéséniques d’anti-oestrogenes de type
hydroxyferrociféne, contenant un groupe phénol,ofent la formation d’'un quinone
méthide (QM) responsable de la destruction desulesll cancéreuses du séif.Ce
mécanisme d’oxydation se fait en présence de pwijditilisée en tant que base, et est
présenté sur le Schéma 35.

Cette réaction est possible uniqguement danesate ou le groupe ferrocénique est en
conjugaison avec un groupe phénol. Or, les défedscéniques synthétisés dans ce rapport
ne présentent pas ce type de structure. Par carsedes composés 16, 26, 27, 29, 42 et
43 ne peuvent pas agir selon ce dernier mécanismeoRfae, leur action selon la réaction de
Fenton reste encore plausible.
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%L Tamura H., Miwa M.Chem. Lett.1997, 1177.

182 Osella D., Ferrali M., Zanello P., Laschi F., FomitM., Nervi C., Cavigiolio G.Jnorg.
Chim. Acta200qQ 306, 42.

183 Tabbi G., Cassino C., Cavigiolio G., Colangelo Ghjglia A., Viano I., Osella D.J. Med.
Chem, 2002 45, 5786.

%4 Hillard E., Vessiéres A., Thouin L., Jaouen G., dare C.Angew. Chem. Int. EQ2006
45, 285.
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Schéma 35 : Mécanisme d'oxydation d'un hydroxyferro ciféne en un quinone méthide

Par ailleurs, des études menées sur plusielg$esricinium ont montré que la cytotoxicité
des molécules dépendait de la stabilité en miligueax et du caractére hydrophobe des
composés®® 13 En effet, plus une molécule est stable et hydrbphglus un nombre
important de molécules actives serait diffusé wetrs la cellule pour produire des radicaux
HO et ainsi induire la destruction des cellules tumes. Ainsi, on peut supposer que la
cytotoxicité importante du compog8 (ICso = 6,03 £ 0,15uM) serait due a la grande stabilité
de son sel ferricinium en milieu aqueux et a urdrdyhobicité supérieure aux autres dérivés
ferrocéniques (log Po/w = 6,47).

En outre, les moléculds, 26, 27, 29, 42 et 43 se caractérisent par une faible affinité de
liaison vis-a-vis de AR. Certaines d’entre elleégentent une chiralité. Cette chiralité est due
a la présence, soit d'un carbone asymétrique damit ferrocene disubstitué (chiralité plane).
Or, la synthése de toutes les molécules chiraletéaréalisée exclusivement en série
racémique. Ceci pourrait expliquer en partie labléa valeurs de RBA obtenues durant ce
travail. Par conséquent, une des suites logiquesediavail est d’envisager a l'avenir le
développement de ces produits chiraux en sérigiénagriquement pure (Figure 51).

%2 Osella D., Ferrali M., Zanello P., Laschi F., FmitM., Nervi C., Cavigiolio G.|norg.
Chim. Acta200Q 306, 42.

183 Tabbi G., Cassino C., Cavigiolio G., Colangelo Ghjglia A., Viano I., Osella D.J. Med.
Chem, 2002 45, 5786.
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Figure 51 : Perspectives de synthése Q

Par ailleurs, le compos# a une affinité de liaison a AR équivalente a celie la
nilutamide. Or, des études précédentes ont moniee dgs analogues organiques de la
nilutamide, contenant des chaines latérales N-kydikyles et N-cyanométhyles,
reconnaissent mieux AR que la nilutamide. Par aqunsét, I'ajout de ces chaines latérales sur
la molécule29 pourrait permettre d’obtenir des molécules quone@itraient mieux AR. Une
synthese de ces molécules est donc envisagéeiemas@Emique (Figure 51).
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Annexe 1 : Description des Tests Biologiques

Matériels : Le 17B-oestradiol et la DHT proviennent de Sigma-Aldriffrance). Les
solutions Stocks (1.10-3 M) des composés a testeété préparées dans I'éthanol et ont été
conservees a 4°C a l'abri de la lumiéere ; danscoeslitions, elles sont stables pendant au
moins deux semaines. Les dilutions des produitss dathanol (ou le DMSO) ont été
préparées juste avant la répartition en plaquesDMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium) provient de Gibco/Invitrogen. Le sérum foeda veau, la glutamine et la
kanamycine proviennent de Invitrogen. Le sulfate pdetamine provient de Sigma. Les
cellules LNCaP, PC3 et MDA-MB231 sont issues dedaque cellulaire ATCC (American
Type Culture Collection).

Détermination de l'affinité relative de liaison (RBA) des molécules pour AR :Les
valeurs de RBA ont été mesurées sur des récepad@®c®mmerciaux 750 pmol provenant de
Panvera et de Invitrogen. Ils sont dissous dam3M&O, puis plusieurs aliquotes de fiD
d’AR ont été effectués et conservés dans I'azatejour de la manipulation, sont ajoutés 10
mL de tampon contenant 10% glycérol, 50 mM Trisfb, 0,8 M NaCl, 2 mM DTT et 0,1%
BSA. Des aliquotes (200L) de AR dans des tubes de polypropyléne ont étdbies pendant
3 h 30 & 4°C avec la [1,2H]-DHT, qui a une activité spécifique de 1,6 TBg/nimen
présence de neuf concentrations d’hormones. Anlddila période d’incubation, les fractions
libres et liées ont été séparées par précipitaiorsulfate de protamine. La diminution de
liaison a la DHT* (Y) a été calculée en utilisant[l/1-Y] sur le logarithme de la masse du
composé en compétition avec la DHT*. La concerdratie produits requise pour déplacer
50% de la liaison a la DHT* a été calculée pourgeieaproduit testé et a été comparée a la
concentration de DHT qui est requise pour déplabeés de la liaison au DHT*. Le rapport de
ces deux concentrations constitue le RBA qui eptigé en %. La valeur de RBA obtenue
pour la DHT est par définition égale a 100%.

Détermination de l'affinité relative de liaison (RBA) des molécules pour EB : Les
valeurs de RBA ont été mesurées sur des réceE&BFsommerciaux, Human Recombinant
750 pmol, provenant d’Invitrogen. lls sont dissdass le DMSO, puis plusieurs aliquotes de
10 L d’ERp ont été effectués et conservés dans l'azote. e de la manipulation, sont
ajoutés 10 mL de tampon contenant 10% glycéroln®0 Bis-Tris-Propane pH 9, 400 mM
KCIl, 2 mM DTT, 1 mM EDTA et 0,1% BSA. Des aliquot€X)0uL) de ER3 dans des tubes
de polypropyléne ont été incubés pendant 3 h aad&e la fH]-oestradiol en présence de
neuf concentrations d’hormones. A la fin de la @@ei d’incubation, les fractions libres et
liées ont été séparées par précipitation au suli@aterotamine. La diminution de liaison de la
[*H]-oestradiol (Y) a été calculée en utilisant IVI¥Y] sur le logarithme de la masse du
composé en compétition avec FHJ-oestradiol. La concentration de produits requiser
déplacer 50% de la liaison a I'oestrdiol radioaat#é#té calculée pour chaque produit testé et a
été comparée a la concentration d’oestradiol guiezgiise pour déplacer 50% de la liaison a
I'oestradiol radioactif. Le rapport de ces deux camtrations constitue le RBA qui est
exprimé en %. La valeur de RBA obtenue pour I'aalitl est par définition égale a 100%.

Détermination du Coefficient de Partage Octanol/Eaulog Po/w) des composésLes
valeurs de log Po/w des composés ont eté détermpareHPLC en phase inverse sur une
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colonne C8 (Kromasil C8 provenant de la société)ABelon la méthode précédemment
décrite par Minick® et Pompéf>. La mesure des facteurs de capacité chromatogaphi
(k") pour chaque molécule a été effectuée a diffis® concentrations dans le méthanol (95-
80%) contenant 0,25% d'octanol et dans une phaseusq comprenant 0,15% de n-
décylamine dans un tampon 0,02 M MOPS (acide 3-hwbimopropanesulfonique) pH 7,4
(préparé dans de I'eau saturée en 1-octanol). &dsurs de capacité k' sont extrapolés a
100% de la phase aqueuse, donnant ainsi la vageky'.d_e log Po/w est alors obtenu par la
formule log Po/w = 0,13418 + 0,98452 log .k

Conditions de la culture cellulaire :Les cellules ont été maintenues dans le DMEM avec
rouge phénol, contenant 9% de sérum foetal de véaonthlémenté, 0,9% de glutamine et
0,9% de kanamycine, & 37°C dans un incubateurwoeistmosphére humide remplie par 5%
de CO2. Pour les tests prolifératifs, les cellglest distribuées dans des puits contenant 1 mL
de DMEM sans rouge phénol, auquel sont rajoutési®%erum feetal de veau déstéroidé au
charbon-dextran, 0,9% de glutamine et 0,9% de kgoia®, et ensemenceées. Le jour suivant
(JO), 1 mL du méme milieu contenant les différgartsduits a tester, qui sont préalablement
dilués dans le DMSO, a été distribué dans les gditsuits pour chaque produit). Aprés 3
jours (J3), le milieu d’'incubation a été chang&eanL de milieu contenant les produits a
tester ont été distribués dans les puits. A difféerg¢ours (J3, J4, J5 et J6), les proté€ines sont
dosées par coloration au bleu de méthylene de taémeasuivante. Les cellules ont été fixées
pendant 1 h dans le méthanol, puis colorées perddamivec le bleu de méthyléne (1 mg/mL)
dans le PBS, et enfin lavées a I'eau. 1 mL de HCIND est ajouté et I'absorbance de chaque
puits a été mesurée a 655 nm a l'aide d'un spdottopnétre Biorad. Les résultats sont
exprimeés en pourcentage de protéines versus certidanol.

1% Minick D.J., Frenz J.H., Patrick M.A., Brent D.Al.,Med. Chem1988§ 31, 1923.
123 pomper M.G., Van Brocklin H., Thieme M.M., ThomRD., Kiesewetter D.O., Carlson
K.E., Mathias C.J., Welch M.J., Katzenellenboget,Jl. Med. Chem199Q 33, 3143.
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Annexe 2 : Données cristallographiques

l. Molécule 16

Table 1: Crystal data and structure refinementéonpoundl6

Identification code 16

Empirical formula GoH21N-OsF3Fe

Formula weight 506.26

Temperature 100(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1 (#2)

Unit cell dimensions a= 9.5084(9) A a=67.137(2)°.

b=11.3147(11) A B =76.914(2)°.
c=11.3550(11) A y =74.081(2)°.

Volume 1072.53(18) A

Z 2

Density (calculated) 1.568 Mghn

Absorption coefficient 0.767 mmt

F(000) 520

Crystal size 0.40 x 0.30 x 0.28 Mm

Theta range for data collection  1.96 to 26.00°.

Index ranges —11<=h<=11, -13<=k<=13, —13<=I<=13
Reflections collected 8771

Independent reflections 4116 [R(int) = 0.0168]
Completeness to theta = 26.00° 97.7 %

Absorption correction Semi—empirical from equivaten
Max. and min. transmission 0.8139 and 0.6331
Refinement method Full-matrix least—squares AnF
Data / restraints / parameters 4116 /0/ 307
Goodness—of—fit on4 1.068

Final R indices [I>2sigma(l)] R1 = 0.0352, wR2 9902

R indices (all data) R1 =0.0384, wR2 = 0.0931
Largest diff. peak and hole 0.827 and —0.3218.A
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[l. Molécule 26

Table 2: Crystal data and structure refinementéonpound26

Identification code 26

Empirical formula G4H2N3O2F3Fe

Formula weight 495.28

Temperature 103(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Monoclinic

Space group RZ (#14)

Unit cell dimensions a=7.4693(8) A a = 90°.
b =21.493(2) A B =100.415(2)".
c =13.6280(14) A y=90°.

Volume 2151.8(4) R

Z 4

Density (calculated) 1.529 Mghn

Absorption coefficient 0.754 mmt

F(000) 1016

Crystal size 0.60 x 0.40 x 0.40 rdm

Theta range for data collection  1.79 to 27.00°.

Index ranges —9<=h<=9, —27<=k<=27, -17<=I<=17

Reflections collected 35463

Independent reflections 4703 [R(int) = 0.0313]

Completeness to theta = 27.00°  100.0 %

Absorption correction Semi—empirical from equivadten

Max. and min. transmission 0.7524 and 0.5721

Refinement method Full-matrix least—squares ®n F

Data / restraints / parameters 4703/0/378

Goodness—offit on4 1.060

Final R indices [I>2sigma(l)] R1 =0.0296, wR2 9136

R indices (all data) R1 =0.0325, wR2 =0.0751

Largest diff. peak and hole 0.411 and —0.2488.A
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[1l.  Molécule 27

Table 3: Crystal data and structure refinementtompound7

Identification code 27

Empirical formula GsH2oN3OoF3Fe

Formula weight 509.31

Temperature 100(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Monoclinic

Space group C2/c (#15)

Unit cell dimensions a=28.248(3) A a = 90°.
b =7.2952(7) A B =110.530(2)°.
c=23.437(2) A y=90°,

Volume 4523.0(7) R

z 8

Density (calculated) 1.496 Mgfn

Absorption coefficient 0.720 mm#

F(000) 2096

Crystal size 0.80 x 0.35 x 0.35 dm

Theta range for data collection  1.86 to 25.99°.

Index ranges —34<=h<=34, —-8<=k<=8, —28<=|<=28

Reflections collected 16721

Independent reflections 4401 [R(int) = 0.0301]

Completeness to theta = 25.99° 99.7 %

Absorption correction Semi—empirical from equivaten

Max. and min. transmission 0.7868 and 0.6010

Refinement method Full-matrix least—squares ®n F

Data / restraints / parameters 4401 /0/ 395

Goodness—offit on4 1.038

Final R indices [I>2sigma(l)] R1 =0.0316, wR2 H165

R indices (all data) R1=0.0371, wR2 = 0.0792

Largest diff. peak and hole 0.425 and —0.3248.A
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V. Molécule 43

Table 4: Crystal data and structure refinementonpound43

Identification code 43

Empirical formula GsH2oN3OsF3Fe

Formula weight 525.31

Temperature 100(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Monoclinic

Space group C2/c (#15)

Unit cell dimensions a=49.348(3) A a = 90°.
b =12.5159(9) A B =95.684(1)".
c=14.9173(11) A y=90°.

Volume 9168.2(11) R

z 16

Density (calculated) 1.522 Mgfn

Absorption coefficient 0.716 nmi

F(000) 4320

Crystal size 0.80 x 0.70 x 0.50 rdm

Theta range for data collection  0.83 to 24.00°.

Index ranges —56<=h<=56, —14<=k<=14, -17<=|<=17

Reflections collected 31235

Independent reflections 7193 [R(int) = 0.0488]

Completeness to theta = 24.00° 99.9 %

Absorption correction Semi—empirical from equivaten

Max. and min. transmission 0.7160 and 0.5013

Refinement method Full-matrix least—squares ®n F

Data / restraints / parameters 7193/0/674

Goodness—offit on4 1.052

Final R indices [I>2sigma(l)] R1=0.0571, wR2 4852

R indices (all data) R1 =0.0689, wR2 = 0.1429

Largest diff. peak and hole 2.859 and —1.0738.A
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Table 5: Hydrogen bonds for compous®i[A and °]
D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)

O(4)-H(104)...0(5) 0.84 1.93 2.765(4) 170.3
O(1)-H(101)...0(4)#1 0.84 1.96 2.748(4) 155.6
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Synthése d’anti-androgenes organomeétalliques nonébidiens et
application au traitement du cancer de la prostate.

Le cancer de la prostate est un probleme de saunigjgur équivalent au cancer du sein chez
la femme. La plupart de ces cancers sont hormoperdtants et un des traitements
utilisés est I'administration d’anti-androgénes m&t@roidiens. Ce sont des molécules qui
inhibent de maniere compétitive les effets des @yghies en se fixant sur le site de liaison du
récepteur AR. Les anti-androgénes non stéroidiensmerciaux sont la flutamide et son
meétabolite actif, le 2-hydroxyflutamide, la nilutatea et la bicalutamide. Néanmoins, a cause
des phénoménes de résistance aux médicaments quarséestent apres un traitement de
longue durée, il devient impératif de concevoirndeivelles molécules plus efficaces. Nous
avons choisi d’incorporer un groupe ferrocene agani de la structure des anti-androgénes,
car il posséde des propriétés cytotoxiques intarggs. Ce travail de recherche présente donc
la synthése d’analogues d’anti-androgénes nonidiéns commerciaux couplés avec des
groupements ferrocene. Une fois synthétisés, ié soumis a une série de tests biologiques
entrepris au sein du laboratoire. lls comprennéhine part, des tests d'affinité relative de
liaison (RBA) au récepteur a androgenes (AR) ehutle part, une série de tests anti-
prolifératifs réalisésn vitro sur des lignées cellulaires tumorales prostatiqdes tests nous
permettront de définir si ces molécules possedanntérét particulier dans le cadre de la
lutte contre le cancer de la prostate hormono-digrgrou indépendant.

Mots Clés : cancer de la prostate, anti-androgenes, flutanmitiamide, bicalutamide, bio-
organomeétallique, ferrocéne.

Synthesis of non steroidal organometallic anti-andsgens and
application to prostate cancer treatment.

Prostate cancer is a major societal problem eqemvdb that of breast cancer in women. The
majority of these cancers are hormone-dependenbaadf the commonly used treatments
consists in the administration of non steroidali-antirogens. These molecules inhibit the
effects caused by androgens, by competing withsdmee AR receptor binding site. The
commercial non steroidal anti-androgens are flul@mand its active metabolite, 2-
hydroxyflutamide, nilutamide and bicalutamide. Hoee because of the phenomenon of
drug resistance that frequently occurs with lorrgatéreatment, the search for more effective
molecules becomes imperative. We chose to addractsryl group on the anti-androgen
structure, because it has interesting cytotoxigeriies. This research work presents the
synthesis of novel ferrocenyl analogues of commaéranti-androgens. Once they are
synthesized, they are tested for their relativalioig affinity to AR receptor and for theim
vitro anti-proliferative activity on prostate cancerldeles. These biological tests will allow
us to know whether these molecules are promisinthiotreatment of prostate cancer.

Key Words: prostate cancer, anti-androgens, flutamide, miida, bicalutamide, bio-
organometallic, ferrocene.



