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SUMMARY 

In the framework of a study on nonsteroidal androgens. the authors previously observed that in perhyd- 
rohexestrol series. the ( k )-[@is-4 hydroxycyclohexyl)-4 (rrans-4 hydroxycyclohexyl)-hexane] or cis-rrans 
perhydrohexestrol and especially the (+ )-(3,4 bis (rruns4oxocyclohexyl)-hexane) or rruns-rrans perhyd- 
rodiketone, there is no affinity for AR (androgen receptor of.the prostate) but they bind with high and 
specific aRnity to the testosterone binding site on ABP (epididymal androgen-binding protein). In this 
work, we describe the preparation, the stereochemistry and biological activities of wans-trclns and 
cis-rrons perhydrohexestrols and of trans-rrans perhydrodiketone as well as their corresponding enan- 
tiomers. Biologically the tests AR and ABP are negative for the trans-rrans perhydrohexestrol and of 
trans-truns perhydrodiketone and for its enantiomers. However for the enantiomers of cis-trons perhyd- 
rohexestrol and of rrans-trans perhydrodikctone. the affinity of the (+) enantiomer for ABP is superior 
to that of the racemic and that of the (-) enantiomer, whereas the affinity for AR are zero. 

Chemically, the stereochemistry of the three racemics has been established especially by X-ray crystal- 
lographic analysis or by ‘H n.m.r. The n.m.r. spectra have been analyzed in terms of chemical shifts and 
coupling constants. 

INTRODUCTION 

Le mot stero’idoide a ete suggirt par les termes de 
I’hypothtse qui permit P Dodds[l-Q] d’obtenir les 
estrogenes synthetiques les plus actifs: “. . . the mol- 
ecules of which would be similar to estradiol in shape, 
weight and in the situation of the hydroxyl groups”. 
C’est dans cette mime hypothise que la sirie des 

perhydrohexestrols fut Tune des premieres a servir de 
base aux espoirs, encore non realists aujourd’hui, de 
preparer des androgines synthetiques non stero’ides 
trts actifs [S-8]. 

Malgre ces insucces, nous avons cru utile de 
reprendre, dans cette serie, I’ttude des molecules les 
plus conformes a I’hypothtse, en leur appliquant de 
nouveaux tests biologiques et de nouvelles analyses 
structurales. Les tests biologiques que nous avons 
appliques sont les mesures d’affinitt pour I’AR et pour 
I’ABP. L’AR (androgen receptor) utilist est une pro- 
ttine cytosolique (prostate de rat) doube dune grande 
affinite pour la testosterone (T) et pour la Sa-dihydro- 
testosterone (DHT). L’ABP (androgen binding pro- 
tein) a aussi une grande affinitt pour DHT et T. Sa 
concentration dans I’ipididyme (rat) est en relation 
avec la spermatogenise [9] et son blocage par des 
competiteurs de DHT ou de T pourrait itre une cause 
de sttrilitt mile. 

Rtcemmenf les analyses biologiques de derives du 
perhydrohexestrol etudies par notre groupe [lO-123 

ont montre que le racemique perhydrohexestrol rrans- 

rrans (1) [rat-3,$ bis(rrans4hydroxycyclohexyl)hex- 
ane] n’accuse qu’une tris faible affinitt pour I’ABP. 
Par contre, le racemique perhydrohexestrol cis-rruns 

(2) et la perhydrodidtone rrans-rruns (5) [rat-3.4 bis- 

(rrans4oxocyclohexyl)hexane] sont do&s dune 
grande affinite pour I’ABP. Ces recherches ont done 
deja permis de dtcouvrir, notamment. deux liants 
specifiques trb actifs pour ce rdcepteur. 

Etant donni I’inttrit~biologique des racemiques (2) 
et (5 ) il nous a paru interessant de preparer leurs 
Cnantiomeres, den ttablir les structures et de les sou- 
mettre aux tests d’affiniti pour I’AR et pour I’ABP. 

Les deux perhydrohexestrols racemiques rruns-rrans 

(1) et cis-tmns (2) ont resist& a tous les essais de reso- 
lution. Nous avons, d&s lors, tentt de preparer leurs 
enantiomeres par voie indirecte. La reduction de la 
d&one (5) par NaBH* fournit exclusivement 
I’isomdre rruns-truns (I), dtpourvu d’affinitt pour I’AR 
et pour I’ABP. tandis que la perhydrogenation cataly- 
tique du diethylstilbestrol ou du ( f )-hexestrol sur Ni- 
Raney aboutit aux deux isomeres, truns-rrans (1) et 
cis-rrans (2) [S]. On pouvait s’attendre, dis lors. a ce 
que la perhydrogenation &par&e des deux enan- 
tiombes de I’hexestrol aboutisse a la formation des 
quatre tnantiomeres des racemiques (1) et (2). 

En ce qui conceme la didtone racemique (5). 
Inhoffen et son groupe [6,7] ont montre I’extrime dif- 
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Fig. 1. Obtention des perhydrohexestrols ractmiques (1) et (2) et de la perhydrodicttone (5). 

ficultk d’obtenir ses Cnantiomeres et ceux de la cetone- 

alcooi correspondante. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Chimie 

Les points de fusion ont ete determines a I’aide d’un 

appareil Mettler F.P.I. 
Les spectres infrarouges ont et6 enregistres a I’ttat 

solide sous forme de pastilles KBr 6 I’aide d’un spec- 
trographe Beckman, modtle i.r.-4 a double faisceau et 

calibrt par comparaison avec le polystyrene. 
Les spetres de RMN protoniques des perhydrohex- 

estrols ont CtC enregistres, a 6O’C. sur un spectromttre 
Cam&a 250 MHz. Les deplacements chimiques sont 
exprimes en ppm par rapport au TMS. 

Les spectres de masse ont ete enregistres sur un 
spectrometre HS-902 (A.E.I.) avec ordinateur DS 50 S 
B 70CV a temperature de source de 13O’C. 

Les mesures des pouvoirs rotatoires ont ttt faites 
avec un polarimetre Perkin-Elmer 241 MC 6 ZO’C. 

Les hydrogenations catalytiques i faible pression 

(jusque 5 atm) ont eti faites sur un “Shaker type hyd- 
rogenation apparatus” No. 3925 de la Parr Instru- 
ment Co, Moline-Illinois. Les hydrogenations a haute 
pression Cjusque 170atm) ont ete executtes dans des 
autoclaves A. Hofer, Muhlen. Ruhr. Pour les poids 
inferieurs a 1 g, une serie de perhydrogenations ont 
ete effectutes en microautoclave. 

Les structures cristallines ont ete rtsolues par des 
methodes directes d’interprttation (M&an) des 
spectres releves par diffractometrie automatique 
(appareil Synthex P2,) et ont Cte affinees par 
moindres car&. [ 131 

1. .%paration des AanriomPreP du (It )-hexestroi 

A. SynthPse du ( k )-he.w.srrol. L’hexestrol racemique 
a ete synthetise par une variante du pro&d6 de von 

Wessely er a/.[ 141 i partir de 52.7 g de diethylstilbes- 
trol. Rendement 45.7 g (850,;) (f = 125-126°C). 

Spectre de masse: Le spectre de masse de I’hexestrol 

ractmique est caractirise par un pit moleculaire 

(mie = 270). Le pit principal correspond a la rupture 

de la molecule en deux parties symetriques 

(m;e = 135). 
Specrre de RMN (CDCIJ,‘DzO): Le spectre de 

RMN prisente: 6 = 6,67 un massif pour les protons 

aromatiques; 6 = 2.60 un massif pour le proton ter- 
tiaire de la chaine laterale; S = 1.67 un massif pour 

les protons methyl&es et 6 = 0,70 un triplet 
(J = 7 Hz) pour les protons des groupements 
methyles. 

B. Se’paration des Pnanriomires du (It)-hexestrol. 
Nous I’avons realisee par une variante du procede de 
von Wesseiy[lJ, 151, repris par Collins[16] et par 
Inhoflen[6]. Elle comprend les &apes suivantes. 
dont la derniere, originale, sera d&rite en detail: 
(a) synthese du chlorure de I’acide bromo-3-( + )- 

campho-8-sulfonique, (b) esterification, par cet acide. 
du (+)-hexestrol et separation des deux diesters 

diastCrCoisom2res. (c) hydrolyse de ces deux diesters. 
(d) purification et identification des deux antipodes du 

( f )-hexestrol. 
log de (+ )-hexestrol sont esterifies avec 31.5 g de 

chlorure de I’acide bromo-3-( + )-campho-S-sulfoni- 
que. On obtient. par cristallisation fractionnee dans 

I’ithanol, 18.4.g du diester du (+)-hexestrol 
(F = 173-175’C) et 5.3 g du diester du (- )-hexestrol 
(residu brun huileux). 

Ces deux dibromocamphosulfonates sont hydro- 
lysks skparkment par un reflux de 5 h avec une sol- 
ution de KOH h 20°, dans le n-propanol pour four- 
nir. d’une part. 4.67 g de (+)-hexestrol impur 
[(z)i’ = + 12* (ethanol; c = 0.9’,)] sous forme semi- 
cristaiiine et, d’autre part, 1.3 g de (- )-h,exestrol im- 
pur C(r);’ = 12.7’ (ethanol: c = 0.9’,)] sous forme 
d’un residu brun huileux. 
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Tableau 1. Caractkristiques des deux knantiomtres de I’hexestrol racemique purifiis par chro- 
matographie sur colonne d’alumine 

Enantiomeres 

TLC 
Fraction (silicagel) (@ Rendements 
d’klution F * t : 

Spot unique 
1 - avec courte + 17.7’ 

traifke (C = 1”“) 1.96g(19”,) 
(R, = 0,549) 

(+)-hexestrol 
Spot unique 

II 82- net + 32.8’ 
(R, = 0,549) (c = l?;) 2.35 g (230,) 

Spot unique 
I - avec courte - 22.6’ 

trainte (c = 0.9Y0) 0.4 g (4”;) 
(R, = 0,549) 

( - ?-hexestrol 
Spot unique 

II 81’ net - 32.2’ 
(R, = 0.549) (c = 0.9%) 0785 g (8,5Y,) 

* Solvant d’klution: benzbne [acide acktique/mtthanol (90/6/16)]. t Mesures faites dans 
I’kthanol. $ Calcults A partir du poids du ( + )-hexatrol de depart. 

Le ( + )_ et le ( - )-hexestrol bruts sont chromatogra- 

phi& stparkment sur colonnes d’alumine Brockman 
(activiti II-III) avec, comme tluant, le benzkne pur 
progressivement enrichi en m6thanol jusqu’au mCtha- 
no1 pur. Dans une partie aliquote de chaque tluat de 
10 B 25 ml, on dose l’hexestrol par spectrophotomttrie 
A 510 nm, en appliquant la rtaction color&e au sulfate 
de titane-H,SO,[17]. Le diagramme des mesures 
prtsente, pour chaque PnantiomPre brut de dipart. deux 
pits principaux. Les Cluats correspondant A chaque 
pit sont melangts et les deux mClanges sont CvaporCs 
stpartment. On obtient ainsi deux fractions dont la 
premitre (fraction I) a I’aspect d’une huile brune non 
cristallisable, et la seconde (fraction II) est formbe de 
cristaux incolores dont les caractCristiques sont 
don&es dans le Tableau 1. 

I1 est inttressant d’observer que les deux fractions (I 
et II du Tableau l), obtenues k partir de chacun des 

deux &antiomkes, ont: la premiere, un pouvoir rota- 
toire proche A identique de celui de von Wessely[lS] 
et, la deuxieme, un pouvoir rotatoire beaucoup plus 
tlevi: et tres proche de celui de Collins et d’lnhof- 
fcn[ 16,6]. La grande discordance entre les deux stries 
de pouvoirs rotatoires est ainsi vCrifi&e et reproduite 
dans une time expkrience. Nous avons observe qu’il 
s’agit bien de deux degrts de puretk chimiquement 

indtcelables d’une m2me substance. Par ailleurs, cette 
technnique de purification sur colonne d’alumine a 
conduit B une nette amC1ioration des rendements. 

Dans un but d’identification et de r&up&ation 
suppl&mentaires, les fractions non cristallisables I ont 

Ctt esttrifites en dibenzoates (F = 116-117’C) dont 
l’hydrolyse a foumi des produits bruts qui ont itt 
cristallists dans &her/&her de p&trole pour donner 
0.25 g de (+ thexestrol et O.OSOg de (-)_hexestrol 
dont les caractiristiques sont identiques 6 celles obte- 
nues directement pour les fractions II. Les fractions 
pures rassembl&es fournissent au total 2,6g (26”,;) 
d’tnantiomtre ( + ) et 0,90 g (9%) d’inantiom&re ( - ) ti 
partir de l’hexestrol ractmique de 1Cpart. 

2. Synrhise des (k )_perhydrohexestrols trans.-trans et 

cis-trans. 

Nous l’avons realisie par hydrogtnation catalyti- 
que (Nickel-Raney) du trans-ditthylstilbestrol selon le 
pro&d& que nous avons dicrit pour le (&)-hexes- 
trol[6-8, lo]. Ces deux rackmiques, r&.istant A tous 
les essais de r&olution, ont ett prCpar& pour servir 

de tPmoins dans nos analyses de leurs inantiomeres. 
prbparb indirecrement selon la technique qui suit. 

3. Obtention des PnantiomPres des (+ )-perhydrohexes- 

trols trans-trans (1) et cis-trans (2) 

Le schCma suivant rtsume le mode d’obtention 
indirect des tnantiomtres des perhydrohexcstrols 
trans-frans (1) e+ cis-trans (2): elle a ttk r&ah& par 
perhydrogknation s&par& des deux enantiombes de 
l’hexestrol: 

( + )-hexestrol * 
,NrRa, * m&law 

(+ )-perhydrohexestrol trans-trans 

(+ )-hexestrol 
< 

(+ tperhydrohexestrol cis-trans 

(- )-hexestrol * 
,$aa, b melange 

( - bperhydrohexestrol trans-trans 

( - )-perhydrohexestrol cis-trans 

8.8. I7 I--H 
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Dans un microautoclave de 200 ml, 660 mg de 
(+ )-hexestrol [(x)tp = -t-32.8’. F = 82’C] en solution 

dans 300 ml d’ithanol sent perhydrogbnts sur environ 

10 g de Ni-Raney A 17O’C sous 170 kg/cm’ pendant 

24 h. Le residu huileux brut est dibarrassk des restes 
aromatiques par un reffux de 8 h dans 30 ml de 
methylate de Na A 4”(,, dans le mbthanol. On dilue h 

I’eau, sature en NazSOo la phase hydro-alcoolique 

alcaline et extrait au benztne. L’extrait benztnique. 
s&he sur Na,SO, et tvapork i sec. donne un residu 

rouge huileux de 487 mg (70”~;). 

625 mg de (-f-hexestrol, c(z);’ = - 32.2’, 
F = 81-82’CJ. trait&s de la m&me faqon, donnent un 

rCsidu brun huileux de 410 mg (637,). 
La TLC sur silicagel des deux residus, I’un dextro- 

gyre, l’autre levogyre. de la perhydrogtnation 

Ctluant:benzcineim&hanol(95:4)] montre que chacun 
de ceux-ci contient les deux StOrioisomtres trans-trans 

et cis-trans (en prlsence des tkmoins racimiques). 
Diverses tentatives de cristallisation fraction&e 

r.‘ont pas abouti A une sCparation satisfaisante de ces 
tnantiomkres; d&s lors, chacun des deux r&sidus a ite 
chromatographil stpariment sur, colonnes d’alumine 

Brockman (activitk II-III) dans des conditions identi- 
ques ti ceiles appliques pour la purification des &an- 

tiomires de l’hexestrol. Cette mtthode a permis de 

stparer. de facon remarquable et avec de bons ren- 
dements. les diols inantiombres trans-truns et cis-vans 

de chacun des deux rbidus. Les constantes physiques 
(F, c$‘, R, en TLC) ainsi que les analyses spectrales. 
comparkes A celles des racCmiques correspondants. 

ont permis de confirmer la structure des knantiomeres 

isolts (Tableaux 2 et 3). D’autre part, l’appariement h 

poids Cgaux des Cnantiomires purs, de signes opposls. 
a donn& dans chaque cas, le racimique correspon- 

dant. Les quatre nouveaux st&rCoisomkres ont C-tt 
soumis aux analyses biologiques (voir plus loin). 

4. Obtention de la perhydrodicitone (Sj 

Dans un baIlon A trois tubulures de 5OOml. on dis- 

sout 7,05 g de perhydrohexestrol trans-trans (I) dans 

200 ml de benzkne fraichement distill&. En maintenant 
la tempkrature ri 1O’C. on ajoute, goutte-A-goutte sous 
agitation, 23 ml du rkactif de Jones (135 g CrO, dis- 
sous dans un mklange de 15 ml de HzSOo concentri 

et de 300 ml d’eau. On Porte A 500 ml avec 1’eau.l On 
laisse ensuite riagir le mtlange, sous agitation et g la 

temptrature ambiante. pendant trois heures. On 
decompose i’agent oxydant en exces par I’addition de 

0,5 ml d’isopropanol. on filtre et on lave. sur le filtre. 
le residu vert avec 20 ml d’ac&one. Les solvants sont 

Cvaporis, sous pression rbduite, au rotavapor et le 

rtsidu vert huileux est dissous dans 100 ml de CHICI 
et extrait trois fois g I’eau et une fois avec une sol- 
ution de NaHCO,. L’extrait, s&hi sur MgSOa et 
&aporP B sec. donne un rksidu jaune huileux de 

6.41 p. Le produit brut. critallisi deux fois dans l’ither 
de pCtrole, donne 6,25 g (90?;) de perhydrodicttone 
trans-trans (5) sous forme de cristaux blancs, 
F = 75’C. 

Le mime proctdl d’oxydation. appliquC A 2,82 g du 

perhydrohexestrol cis-trans (2) a permis d’obtenir 

I,67 g (60”;) de la mkme dicttone (5). 

i.r. (KBr)G,,, 2960 et 1720 cm- ‘. 
Spectre de masse: Le spectre de masse de la dici- 

tone (3) est caractkrist par un pit molCculaire 

(m/r = 278). Le pit principal correspond g la rupture 
de la mol?cule en deux parties symktriques et perte de 
deux protons (m/e = 137). 

Spectre de RMN (CDC13): Le spectre de RMN 

prisente 6 = 2.27 un massif pour les protons vicinaux 

des carbonyles: 6 = I.30 un quadruplet (J = 6 Mz) 

pour les protons mt!thylPnes, 5 = 0.96 un triplet pour 

les protons des mithyles. 

5. S&wation des &nanriomhres de lu ( + )-perhqdrodic.4 

tone 

Seul I’isolement de I’Cnantiomere ( - )-perhydrodici- 
tone a et6 d&it sommairement par W. Kreiser[7]. 

Nous avow mis au point la mithode de sCparation 

des deux itnantiomires (lo]. Dans un bicol muni d’un 
rtfrigirant et d’un ampoule d pression constante, on 

Tableau 2. Caractkristiques des quatre perhydrohexestrols (trans-truns et cis-rruns) vptiquement actifs obtenus 

Hexestrols 
de 

dipart Perhydrohexestrols 

F( +) TLC 
(*I (silicagel) 

( CI R, (+I Rendements 

( + )-Hexestrol 

f - I-Hexestrol 

( + )-Perhydrohexestrol 
rrcins-rrans 

(e)-Perhydrohexestrol 
cis-rrans 

I-)-Perhydrohexestrol 
rruns-rruns 

( - )-Perhydrohexestrol 
cis-rrotls 

168-!70 0.203 -+ 12.4’ 200 mg 
(C = 0.8”,) (3O”J 

122-1’3 0.149 + 19.4’ 80 mg 
(C = 0.95”,) ll~“,,) 

166-168 0,201 - I1,9. 250 mg 
lc’ = 0.73O”l 1400,,: 

1X-121 U.167 - 19.0 100 mg 

* Pour les perhydrohexestrois trans-truns ( -) et (-): cristallisation dans I’ithcr: pour les perhydrohexestrols &-rrans 
(+) et t -): cristallisation dans benzkne-ither de p&role (Eh: 40-60 0. 

t Solvant d’klution: benztnemkthanol 145 : 9. 
z Mesures faites dans I’kthanol. 



SW les iigands stho’iddides de l’androgen bindins protein 105 

introduit. sous agitation. 6 d’une solution aqueuse 
de bisulfite de sodium h 4OY,A et 3 g de (+ )_a phinylt- 
thylamine. On Porte a pH 6 avec de l’acide acttique et 
on ajoute. gouttc-a-goutte B la temperature ambiante, 
3,5 g de la perhydrodicetone (5) dissoute dans 40 ml 
d’ether anhydre fraichement distill. L’addition 
terminie. on continue a agiter jusqu’a l’obtention d’un 
prtcipiti blanc que l’on filtre sous pression reduite et 
lave deux fois a l’ether et une fois avec 5 ml d’eau 
glacee. On conserve le f&rat pour l’experience sui- 
vante. Le residu blanc est cristallise trois fois dans le 
tttrahydrofurane/H20 dans la proportion 2:l en 
volume. 

Le compose bisulfitt amine (+) obtenu est dissous 
dans 20 ml de dichloromithane et hydrolysi par 20 ml 
d’acide sulfurique a 207: a la temperature ambiante 
pendant deux heures. Apres decantation. sechage. 
concentration et trois recristallisations dans Ether de 
petrole, on obtient 1,4 g de la ( + )-perhydrodicttone 
(6) sous forme d’aiguilles blanches avec un rendement 
de 407; F = 62’C; [a];’ = + 12’ (c = 1, ethanol 
absolu). 

Les eaux meres et le filtrat obtenus prtcedemment 
et qui ont ete trait& par la (-)-a phinykthylamine 
permettent, en y appliquant le mime prockdt, d’obte- 
nir le compost pur de (- )-perhydrodicetone (7). avec 
un rendement de 380);. F = 64’C; [a];’ = -12’ 

(c = 1, ethanol absolu). Les deux Cnantiomtres (6) et 
(7) sont instables en solution tthanolique I la tem- 
perature ordinaire aprts quelques heures. 

6. RPduction de la dicPtone rakmique (5) 

Un autre essai, &part. de synthtse du perhydrohex- 
estrol ractmique trans-trans a ete tent6 par reduction 
de la dicetone ractmique (5). 

300 mg de NaBH, dans 30 ml d’tthanol sont addi- 
tionnes, goutte-a-goutte, de 3.35 g de la dicetone (5) 
dissous dans 10 ml d’ethanol. On laisse reposer‘ pen- 
dant 12 h. On dilue avec 20 ml d’eau et extrait trois 
fois avec 50 ml de dichloromethane. L’extrait est &he 
puis evaport a sec. Par cristallisation du residu dans 
le methanol, on obtient 2,3 g (80%) de (+ )-perhydro- 
hexestrol trans-trans (1) sous forme de cristaux 
incolores (F = 188-189°C). Aucune trace du 
stereoisomtre cis-trans (2) n’est dtcelte dans les eaux- 
mires. 

L’obtention exclusive d’alcool equatorial lors de la 
reduction, par le borohydrure. de la dicetone (5). non 
encombree, peut 2tre due aux interactions de torsion 
entre les protons axiaux [18] du carbonyle. ce qui 
favorise l’attaque de l’ion hydrure du cott equatorial. 

Etude spectroscopique des composPs trans-trans 
(1) ef cis-trans (2) 

Les spectres de masse de ces deux composts sont 
caracttrises par un ion molbulaire correspondant a 
une molecule partiellement dtshydratee (m/e = 264) 
et par deux ions importants correspondant-l’un g la 
fragmentation symitrique de la molecule avec perte 
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10Hz 

(8) 
1 /v 

V-J t 
A 

--e 4-i 
1OHx 1 1 

Jllllc 4L .lO-5 0*5+10 + 
Fig. 2. Spectre ‘H RMN de (A): protons carbinoliques 
H,O et H,6 et de (B): signaux de ces protons apres ir- 
radiation des protons vicinaux 6quatoriaux du perhydro- 

hexestrol tram-tram (1). 

d’une molecule d’eau (we = 123) et-l’autre g la 
dtshydratation du cyclohexanol (m/e = 81). 

Pour les perhydrohexestrols mm-tram (1). les 

spectres i.r. se caractkrisent par une frtiquence d’klon- 

gation ‘?c_o,, B 1060 cm-’ et deux bandes d’absorp- 

tion asymttriques 1 3300 et 3350cm-’ des groupe- 

ments hydroxyles, ce qui correspond i la situation 
ditquatoriale des alcools par rapport aux deux cyclo- 
hexanes. Ces attributions sont en parfait accord avec 
les donnkes de la littirature [ 19-133. 

En rksonance magnitique protonique (Tableau 3) le 

spectre du composk (1) montre. au champ le plus 
faible, un multiplet constitut de deux triplets de trip- 

let dont les raies centrales sont respectivement B 3.50 
et 3.46 ppm. A I’integration. ce multiplet correspond B 
deux protons et doit itre attribue aux protons carbi- 

noliques. Ces protons sont done rep&en& par deux 

signaux risonant i des frbquences ligerrment dif- 
ftrentes. Leur multipiiciti- (deux triplets de trlplet). et 

leurs constantes de couplage (Fig. 2A) avec les pro- 
tons vicinaux axiaux (J,,, = IO Hz) et avec les protons 
vicinaux Cquatoriaux (J,,, = 4.5 Hz) indiquent que ces 

protons carbinoliques sont axiaux [24-281. En effet. 
ces resultats concordent avec le fait bien connu que 
les constantes de couplage sont plus grandes lorsque 
les protons vicinaux sont diaxiaux trurwcoplanaires et 

moins grandes quand ils sont cis-coplanaires (protons 
de type axial-Cquatorial) C29.303. 

L’irradiation des protons carbinoliques axiaux H ,0 

et H,6 permet I’attribution du massif a 1.99 ppm 
(4 protons) aux protons vicinaux Cquatoriaux. En effet. 

dans les cycles saturCs & six pieces, les protons t?qua- 
toriaux rCsonnent a chanip plus faible que les protons 

axiaux. D’autre part. I’irradiation de ce massif centrC 
sur 1.99 ppm transforme le multiplet g 3.50-3.46 ppm 

en un tripiet qui correspond ti un couplage diaxial 
avec les protons vicinaux axiaux. Ceci est une preuve 
suppltmentaire de la nature vicinale tquatoriale ris- 

&vi.s des protons carbinoliques du signal g 1.99 ppm. 

La Figure 2B de double rCsonance montre dew 
constantes de couplage identiques J:F qui ne peuvent 
que caractkriser les couplages J9,_,0d = .Iln,_, ,,, 

= J,5J_16., = J,b._l-d = IO Hz. Ces valeurs sont 
comparables a celles des derivks trans-4-alkyl-cyclo- 
hexanols [31-353. 

Remarquons I’asym&rie de signal & 1.99 ppm qui 
traduit des non equivalences magnttiques pour les 
protons iquatoriaux vicinaux HgH, , H, 3H, -. 

Le signal centre sur I.!4 ppm comporte six raies. II 

n’est pratiquement pas deplact par Eu(FOD)~. On 
peut I’attribuer aux protons IiCs g C, et C, magniti- 
quement equivalents et couplis aux protons iquiva- 

lents en 7 et I3 d’une part et aux protons mkthyl&i- 
ques kquivalents en 2 et 5 d‘autre part. 

I / I I I 
2 

I 

I 8 I 6 I 4 12. I 38 

Fig. 3. Spectre ‘H RMN du perhydrohexestrol mum-rrms I 1 I. 
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Fig. 4. Spectre ‘H RMN de (A): proton carbinolique axial 
H ,. et de (B): proton carbinolique kquatoriai H,6 du per- 

hydrohexestrol cis-trons (2). 

Nous trouvons a 1,41 ppm un signal dkplact par les 
variations de tempkrature. I1 s’agit d’un hydroxyle 
dont on n-observe pas le couplage avec le proton car- 
binolique. La surface de ce pit est kquivalente ii celle 
d’un proton. Un second proton hydroxylique risonne 
vraisemblablement dans la rkgion situte entre 
1,52-l,% ppm laquelle subit des modifications aprb 
changement de tempkrature (Fig. 3). 

L’addition de sel d’Europium dissocie le massif 
situt k 1,26ppm en trois triplets: le premier est peu 
dbplack vers les champs faibles par rapport au signal 
de dipart et il correspond g 4 protons, nous l’attri- 
buerons done aux CH2 en C2 et Cs ; le deuxieme et le 
troisikme sont diplacks plus nettement et correspon- 
dent chacun B deux protons, il s’agit trks probable- 
ment des protons vicinaux axiaux Hg. HI, et H,s. 
H,, non tquivalents deux par deux. 

Les mtthyles en C, et C6 apparaissent sous la 
forme d’un triplet centrt sur 0.88 ppm objectivant le 
couplage avec les CH2 en C2 et Cs. Le fait que les 
raies exttrieures de ce triplet ne sont pas d’amplitude 
kgale et que la raie centrale est large suggtre qu’il 
existe pour les mtthyles deux signaux g des frkquences 
Ikgkrement difkentes et que le couplage des mtthyles 
avec les mCthyl&nes voisins n’est pas du premier 
ordre. 

Pour les perhydrohexestrols cis-tt-ans (2). les 
spectres i.r. prksentent deux bandes d’absorption dif- 
fkentes: l’une g 106Ocm-’ et I’autre g 96Ocm-‘. ce 

(%-I diol (1) 
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qui correspond done 21 la situation axiale Cquatoriale 
des hydroxyles [19-23-J. 

En risonance magnitique nuckaire, le spectre pro- 
tonique du compose (3) prtsente g champ faible trois 
multiplets distincts. La comparaison des composts (1) 

et (2) permet d’attribuer le signal A 3.51 ppm. rep& 
sentant un proton. au proton carbinolique axial. Le 
signal g 3.99 ppm. itgalement d’intensitk tquivalente h 
un proton, est attribuable au proton carbinolique 
equatorial (Fig. 4). En effet. sur les cycles B 6 pikes, 
les protons kquatoriaux rksonnent B environ 0.5 ppm 
B champ plus faible que les protons axiaux. En outre. 
si les constantes de couplage du signal B 3.99 ppm ne 
peuvent kre mesuries avec pricision. la largeur assez 
faible de la raie permet d’exclure le cas J diaxiales. 
Ces valeurs sont en parfait accord avec les rtsultats 
exptriementaux de Price[36] et d’AnetC37.381. 

En ce qui conceme les constantes de couplage vici- 
nales. le proton carbinolique H, bn se prtsente comme 
dans le cas du trans-vans diol (1) sous la forme d’un 
triplet de triplet (3.51 ppm) avec deux constantes de 
couplage diaxiales identiques JPrlOti = J,o,l_r ,u I 
10 Hz et des constantes plus petites axiales-iquator- 
iales JPrlO. = Jl,,-1 ,c = 4,5 Hz. 

Le massif B 1.99 ppm (2 protons) peut itre attribut 
aux protons kquatoriaux en Cg, C, , par analogie avec 
le spectre de (1) et aussi grice au fait qu’il est modifit 
aprts I’irradiation du signal g 3,51 ppm (proton carbi- 
nohque ax:al en ClO). 

Egalement par comparaison avec le spectre (1). les 
groupements mtthyltnes en C2 et C5 peuvent 2tre 
localisks g 1.26 ppm (Fig. 6). 

On observe deux triplets pour les protons des 
mtthyles en Cl et Cb dont les raies centrales sont fort 
voisines (0.88 ppm) mais dont les J,i, avec les 

mtthyltnes en C2 et CS sont diffkrents (7 Hz et 3 Hz) 
(Tableau 3). 

Analyse rudiocristallographique des compost% (I) et (5) 

Au point de vue chimique le perhydrohexestrol 
rruns-trans (1) et la perhydrodidtone (5) ne difflrent 
que par leurs deux groupements fonctionnels. Au 
point de vue biologique, le rackmique (1) n’a aucune 
affinitk pour le rtcepteur ABP, tandis que le composC 
(5) a. pour I’ABP, une grande affiniti. II nous a. db 
lors, paru important de comparer la structure de ces 
deux moltcules itablie par I’analyse radiocristallogra- 
phique que nous avons publiie ailleurs [39]. 

(+)-c-t diol [2] 
= 

Fig. 5. (A mettre entite du Tableau 3). 

_ 
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Fig. 6. Spectre ‘H RMN du pcrhydrohexestrol cis-rrans (2). 

Les moltcules (1) et (5) montrent, g I’Ctat solide, des 
conformations trts semblables: les deux groupements 
Cthyles se placent respectivement ri 32” et 31’ I’un 
de I’autre, en conformation semi-Cclipsee: les frag- 
ments cyclohexaniques adoptent la configuration 
chaise. La Fig. 7 donne une perspective nouvelle de la 
structure radiocristallographique du compost (5). 

Toutefois, il existe des diffirences aux deux centres 
d’asymitrie: les projections de Newman autour de la 
liaison C$-Cx. indiquent que les angles C,-&-H 
(100’) et C,-C3-Cz (99”) de la perhydrodicitone (5) 
(Fig. 8B) sont pius icartts que ies angles correspon- 
dants (92” et 96”) du perhydrohexestrol trans-rrans (1) 
(Fig. 8A). ParalUlement, on observe que la molecule 
(1) posstde un axe binaire perpendiculaire B la liaison 
centrale C&J., tandis que dans la molicule (5) cet axe 
n’est qu’approximatif. 

Les donn6es des dkterminations de structure sent 
publites ailleurs [39]. 

Biologic 

1. L’ABP a iti obtenue par la mCthode de G. Rous- 
seau[ll, 121 g partir d’epididymes de rats Wistar. 
L’AR cytosolique epididymaire a &te inactivk par le 
proctdC de Kirchoff[40] c’est-&dire par congelation B 
- 20°C suivie de dCcong&lation & 30’ pendant 30 min. 
en absence de l&dithiothreitol. L’ABP est insensible 
g ce traitement [40]. 

Pour dtterminer la liaison sp&.ifique avec I’ABP, 
des aliquots de cytosol Cpididymaire sont incubes 3 h 
B 0” avec une quantitk constante de [‘HI-DHT 
(1.5 nM) et en prCsence de concentrations croissantes 
de la substance B tester (Fig. 9). A la fin de I’incuba- 
tion, ia fraction de substance non IiCe i I’ABP est 
eliminee au Norit-Dextrane !.50mg de Norit 

Merck + 5 mg de Dextrane par ml d’eau dis- 
tillte [40]). On d&ermine par comptage la somme de 
ia liaison sptcifique et de la liaison non specifique. La 
liaison non sp&zifique est calculie par soustraction h 
partir d’une incubation paralltle avec un grand excis 
(ordre de 500 1 1000 fois) de DHT non radioactif de 
facon g Bliminer toute la radioactivitt like au com- 
plexe de liaison spicifique. De cette man&e, la liaison 
non sp&ifique a I’ABP reprtsente 100,: de la liaison 
totale. 

On a ditermint la caractbe comphrbif de I’inhibi- 
tion de la liaison DHT-ABP en incubant 3 h B 0” des 
aliquots de cytosol tpididymaire avec des concen- 
trations croissantes de C3H]-DHT (ligand radioactif 
secifique) et en I’absence ou en la prtsence (en quan- 
tit& constante de 1 PM) de la substance inhibitrice 
test& (Fig. 10). 

L’affinitC pour I’ABP est exprimie en constante 
d’association h I’kquilibre KA ou en constante de dis- - 

Fig. 7. Radiocristallographle de la perhydrodicttonk rww 
tram f 5). 
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i 
(A) 0) 

Fig. 8. Projection de Newman (A): du perhydrohexestrol rrans-rrans (1) et (B): de la perhydrodicktone 
vans-trclns (5). R = cycle. 

sociation KD = l/KA. K, a itt calculk par extrapola- 
tion (rkgression lintaire) B partir du graphique de 
Lineweaver-Burk Ctabli d’aprts les r&hats exp&ri- 
mentaux (Fig. 10). On a joint B chaque exptrience une 
strie faite avec 1 PM de DHT non tritite servant 
d’italon inteme. Les valeurs de KA ont tt& corrigies 
par cet Ctalon. 

Rkdtats pour I’ABP 

Le tableau 4 montre que le perhydrohexestrol rac& 
mique tram-tram (1) et ses deux bnantiom&es n’ont 
qu’une trts faible affinitC pour I’ABP; par contre. le 
perhydrohexestrol racCmique cis-trans (2), ses deux 
tnantiotires et surtout la perhydrodicttone radmi- 
que (5) accusent une nette affinite pour I’ABP dont 
elles inhibent complttement la liaison g la DHT. L’af- 

finitC: de KnantiomQe (+) de (2) est su@rieure 6 celle 
de I’tnantiomQe (- ), celle-ci etant ii peu prts identi- 
que B celle du rackmique. L’affinite des deux tnan- 
tiomBres de la (+) dicttone n’a pas pu t3re mesurCe 
correctement ii cause de leur grande instabilitk (voir 
partie exp&imentale). Les essais suggtrent toutefois 
que la forme (+) a une affiniti pour I’ABP plus 
grande que la forme ( - ) [ 121. 

Les risultats (Fig. 10) confirmmt que la DHT 
reagit avec une classe unique de sites r&cep- 
teurs [40,11] et que les inhibiteurs paraissent 
interfbrer avec la DHT par compttition. 
2. L’AR (androgen receptor de la prostate) a tt6 
obtenu par un proctdt analogue [l 1.403. mais en 
prisence de 1.4-dithiothreitol en concentration 
d’ordre nM. Pour determiner la liaison sp&cifique iI 

- 6.0 - 7.0 - 6.0 -6.0 

Concrntnti66 66s hhlbits6rs LO6 M 

Fig. 9. Liaisons spkifiques des inhibiteurs A I’ABP en ‘!. du maximum de liaison de [‘HI-DHT observie 
en I’absence des inhibiteurs. 
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Fig. 10. Graphique de Lineweaver-Burk des mesures de 
competition de la C3H]-DHT avec la perhydrodicttone (5): 
liaison de C3H]-DHT a I’ABP du cytosol Cpididymaire de 
rat en absence et en presence du corps (5) [I I]. RO et So 
representent la concentration totale respectivement du 

Rtcepteur et de la Substance a tester. 

I’AR prostatique, le cytosol est incubt 16 h a 0’. avec 
de la [3H]-mtthyltrienolone 2,s nM, parallelement en 

absence et en presence des substances a doser et, 
d’autre part, en absence et en presence de testosterone 
ou de DHT ttmoins. La liaison non spkifique, cal- 
culie comme pour I’ABP, a ete de 2792 de la liaison 
totale de TAR a la methyltrienolone. La liaison spki- 

fique est exprimie en pourcentage de la liaison maxi- 
mal trouvke en absence d’inhibiteurs (7 340d.p.m.) et 
dans les conditions oii la testostkone et la DHT inhi- 

bent a 100% la liaison avec la mithyltrienolone 
(17/I-hydroxy-17a-methyl-estra-4.9,11 -tritne-3-one). 

Ce sterdide a, pour I’AR, une affiniti spicifique plus 

forte que la DHT, mais n’a qu’une athnite tres faible 
pour I’ABP [40,11-J. 

Rtfsultats pour I’AR 

Les pourcentages de liaison spkcifique pour I’AR 
prostatique ne sont significatifs pour aucune des sept 
molecules mentionnees dans le Tableau 4. 

DISCWSSION 

Si, sur le plan chimique, I’obtention des enan- 
tiomeres des ractmiques c&tram perhydrohexestrol 

(2) et trans-tram perhydrodicetone 15) est une nou- 

veaute d’une approche difficile, elle a aussi un interet 
certain sur le plan biologique. Contrairement 9 la T et 
surtout a la DHT. ces deux composes et leurs Cnan- 

tiomeres, surtout les enantiomeres (+ ), ont une afh- 
nitt spicifique marquee pour I’ABP sans avoir. 
comme DHT et comme T. une affinite supplemcntaire 
pour I’AR prostatique. 

En ce qui concerne le mecanisme des affinites de 
nos molecules pour leurs rtcepteurs proteiques, la 

determination des structures (1) et (5) par diffraction 
des rayons X apporte une meilleure connaissance de 
leur conformation, sans paraitre expliquer. pour 

autant. ces affinites. Plusieurs auteurs [lo, 41.421 ont 
propose l’hypothese d’une analogie de structure steri- 

que entre les hormones stiro’ides naturelies et les 

“hormones” non stero’ides artificielles pour expliquer. 
ou pour obtenir par synthese, I’equivalence de leurs 
proprietes biologiques. Dans le cas present, I’analogie 

geomttrique de (1) et de (5) ne Concorde pas avec une 
analogie d’affinite pour le recepteur ABP. Plusieurs 
explications peuvent stre proposees pour rxpliquer 

ces apparentes contradictions: les configurations spa- 

tiales pourraient varier d’apres que la substance est B 
l’etat pur (solide cristallise) ou h I’ttat solvate 

(liquide): I’analyse conformationnelle par la radiocris- 
tallographie laisse d’ailleurs prevoir. pour nos deux 
composes-surtout pour la perhydrodicetone (5~la 

possibilite d’existence d’autres conformations suscep- 
tibles de s’accommoder. par analogie sttrique. B un 
recepteur approprie de steroi’des. Cependant. I’hy- 

pothese structurale depend elle-meme d’autres fac- 

teurs, tels que la nature et les positions respectives des 
fonctions chimiques de la molecule, le degrc de solu- 

bilite dans les fluides biologiques. etc. 

L’etude stereochimique des composes truns-tram (1) 
et cis-truns (2) par ia methode spectroscopique ‘H 

RMN fournit des resultats assez remarquables: le 
compose truns-trans perhydrohexestrol (1) presente 
deux signaux pour les protons hydroxpliques. les pro- 

tons carbinoliques et les protons vicinaux et axiaux 

Cg. C,,. C15 et C,-. La molecule &ant symetrique. 
chacun de ces protons ou groupe de protons devratt 

etre represente par un seul signal. On peut suggerer 
une exphcation i ce phenomine: en solution les cycles 

i six carbones retrouvent une oertaine mobhtk. Le 
dtdoublement des signaux des protons de I’hydroxyle 

Tableau 4. Constantes d’affinite des composes etudtis pour I’:Jndro- 
gen binding protein lABPI 

Substances 
Constantes d’afintte 

K, II;moll 

t 2 )-Perhydrohexestrol rrdns-rruns (1 I 
(+ )-Perhydrohexestrol truns-rrun.s 
I - )-Perhydrohexestrol rrans-rrans 
( 2 )-Perhydrohexestrol L,is-rruns (2) 
( ;)-Perhydrohexestrol ~~rrun.s 
( - )-Perhydrohexestrol cis-rrons 
( _t )-Perhydrodicetone truns-rrans (5) 

0.6 A IO” 
0.6 x :U” 
0.7 X IV 
3.6 x IOh 
4.9 X IO” 
3.3 X 10D 

12.0 X IO” 
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I. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7 

9. 

et des cycles B I’existence de 
deux conformtres inergttiquement favorisis. 

Le composi: cis-[runs perhydrohexestrol (2) montre 
un seul massif pour le proton carbinolique axial qui 
se prksente sous la forme d’un triplet de triplet ayant 
deux constantes de couplage vicinales identiques B 
ceux du compose (1). 

D’autre part, on observe tgalement que ies protons 
des mkthyles en CI et C6 du compost (2) ont des 
dtplacements chimiques voisins, mais les constantes 
de couplage avec les mkthyknes en C2 et C5 sont 
nettement diffkentes. 
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