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AVANT-PROPOS

Le cancer est un des fléaux les plus importants de notre société. Cette maladie touche
beaucoup de gens, de prés ou de loin. A un moment ou un autre de son existence, chacun

risque d’affronter le cancer ou encore, soutenir un proche affecté par cette maladie.

L’équipe du Dr Gervais Bérubé travaille depuis quelques années sur le développement
d’un nouveau médicament pour vaincre certaines formes de cancer. Faire partie de cette
équipe et contribuer a un projet d’une telle envergure représente pour moi une
opportunité exceptionnelle me permettant d’aider la Société a aller de ’avant. Dans le
cadre de ce doctorat, j’ai participé & la conception d’un agent chimiothérapeutique

innovateur synthétisé dans le but d’améliorer la qualité de vie des patientes.

Cette thése de doctorat intitulée « Développement de nouveaux composés anticancéreux
pour le traitement des cancers féminins » est présentée a I’Université du Québec a

Trois-Riviéres pour 1’obtention du grade de Docteur en Sciences (Ph. D.).

Ce travail a été réalisé sous la direction du Dr Gervais Bérubé ainsi que sous la
codirection du Dr Eric Asselin de 'UQTR et a donné lieu a quatre publications
scientifiques. Celles-ci constituent le corps de ce document, rédigé sous la forme

d’insertion de ces articles intitulés :

- Premier article : « Synthesis of D- and L-tyrosine-chlorambucil analogs active

against breast cancer cell lines »;

- Deuxiéme article : « SAR study of tyrosine-chlorambucil hybrid regioisomers;

synthesis and biological evaluation against breast cancer cell lines »;

- Troisiéme article: « Design of novel tyrosine-nitrogen mustard hybrid

molecules active against uterine, ovarian and breast cancer cell lines »;

- Quatriéme article : « Exploring the synthesis of L-tyrosine-platinum(II)

molecules as potential anticancer agents ».
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RESUME

Actuellement, un des moyens les plus efficaces pour tenter de vaincre le cancer est
d’avoir recours a la chimiothérapie. Malgré I’efficacité des agents anticancéreux
existants, I’administration de ces derniers engendre des effets secondaires importants
chez les patients, diminuant ainsi grandement leur qualité de vie. Depuis quelques
années déja, des €équipes de chercheurs se sont penchées sur le développement d’une
nouvelle technique permettant d’amener un médicament connu a un endroit spécifique
dans le corps; il s’agit du ciblage thérapeutique. Via cette approche, il serait possible de
concentrer ’action du composé anticancéreux au niveau de 1’organe touché par le cancer
principalement, laissant ainsi les cellules saines intactes. Tout récemment, différents
types de composés hybrides cytotoxiques ont été congus pour le traitement des cancers
féminins (sein, utérus et ovaires).

Dans le cadre de cette étude, des agents chimiothérapeutiques connus, le chlorambucil et
le cisplatine, ont été liés a la tyrosine, un acide aminé essentiel. Considérant que cette
derniére présente certaines analogies avec ’hormone sexuelle féminine, I’estradiol, la
tyrosine pourrait imiter I’hormone naturelle et lier le récepteur estrogénique, tout en
limitant la prolifération cellulaire. Ainsi, des molécules hybrides cytotoxiques pourraient
étre développées et éventuellement utilisées pour le traitement des cancers féminins.

Dans un premier temps, la D- et la L-tyrosine ont été modifiées et liées au chlorambucil.
Les résultats biologiques in vitro ont démontré que les molécules a base de I’acide aminé
naturel, L-tyrosine, étaient actives sur les adénocarcinomes du sein. Par la suite, dans le
but de favoriser I’interaction de la portion ligante avec la protéine cible, le récepteur
estrogénique alpha, les isomeéres ortho et méta de la L-tyrosine ont été utilisés pour lier
le chlorambucil. Les molécules a base de L-méta-tyrosine se sont avérées les plus
actives. Egalement, une étude de modélisation moléculaire a permis de constater que
I’isomére L-méta-tyrosine adoptait une conformation semblable a celle de I’estradiol
dans le récepteur estrogénique alpha, contrairement aux deux autres isomeres, ortho et
para. Cependant, cette étude a aussi permis de conclure que 1’acide aminé, agissant
comme ligand, n’occupait pas tout I’espace disponible dans la cavité de la protéine.
Suite a cela, le squelette de la L-tyrosine a été¢ modifié et élargi de manicre & permettre,
en raison de la proximité ligand-récepteur, de nouvelles interactions. Ainsi, des
molécules L-tyrosine-chlorambucil au squelette extensionné ont été développées.
Finalement, dans le but d’appliquer le concept de ciblage thérapeutique a un autre
médicament connu, la L-tyrosine a également été liée au cisplatine. Plusieurs voies de
synthése ont été explorées afin de concevoir des molécules L-para-tyrosine-Pt(1I).
Celles-ci se sont malheureusement avérées inactives sur les cellules cancéreuses du sein.
Cette thése présente la conception, le développement et I’analyse biologique de ces
nouveaux composés anticancéreux a base de tyrosine, un acide aminé.

Mots clés : cancers féminins, tyrosine, chlorambucil, cisplatine
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Epidémiologie du cancer

En 2012, le cancer constitue [’une des principales préoccupations des Canadiens et des
Canadiennes en mati¢re de santé. Cette pathologie, appelée par plusieurs « le mal du
siécle », existe en réalité depuis des millénaires. Auparavant, le cancer était plutot
méconnu. Aujourd’hui, la population est mieux informée des causes, du développement
et des conséquences de cette maladie dévastatrice, ce qui explique le sentiment

d’inquiétude vécu par plusieurs.

En effet, malgré le fait que les effets néfastes du cancer sont connus depuis trés
longtemps, et en dépit des nombreux efforts déployés pour vaincre cette maladie,
celle-ci est encore et toujours trés présente. D’aprés les données rapportées par
Statistique Canada, il s’agit actuellement de la principale cause de décés au pays
(environ 30 %), suivie de pres par les maladies du cceur (environ 20 %) (1). Au Canada,
les autorités estiment 186 400 nouveaux cas de cancer et 75 700 déces attribuables a

cette maladie pour I’année 2012 (2).

Le cancer touche actuellement prés d’une femme sur trois. Comme I’indique la
Figure 1.1, le cancer du sein se classe au premier rang parmi les cancers féminins
nouvellement diagnostiqués. Il représente 26 % des nouveaux cas de cancer enregistrés
en 2012. Toujours chez la gente féminine, il se classe au deuxiéme rang sur le plan de la

mortalité (14 %), précédé par le cancer du poumon (26 %) (2).
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Figure 1.1  Répartition, en pourcentage, du nombre estimatif de nouveaux cas et de
décés pour certains cancers, chez la femme au Canada en 2012. (Tirée et
adaptée de Société canadienne du cancer, 2012.)

Les cancers de ’ovaire, de I’utérus et du col de I’'utérus surviennent aussi fréquemment
chez la femme. Ensemble, mis a part le cancer du sein, ces trois types de cancer
représentent 10 % des nouveaux de cancer diagnostiqués de cancer et 8 % des déces

attribuables aux cancers en 2012.



1.2 Histopathologie du cancer
1.2.1 Cellule normale et cellule cancéreuse

Le corps humain est composé d’environ 60 000 milliards de cellules (3). Ces unités
structurales ont un cycle de vie prédéterminé. La cellule normale apparait, se multiplie et
s’éteint de maniére programmée. Dépendamment des besoins de son environnement,
cette demiére peut se renouveler pendant quelqhes générations, et les divisions
cellulaires ne se déclenchent qu’en fonction des besoins de I’organisme, dans le but de
réparer les tissus endommagés (4). Ainsi, a chaque instant, le nombre de cellules qui
naissent compense le nombre de cellules qui meurent. Ce renouvellement cellulaire est
assuré par des mécanismes de régulation qui veillent 3 ce que chacune des cellules
manquantes soit remplacée par une nouvelle cellule ayant la méme fonction et la méme
position dans le corps (3). Ainsi, une cellule normale est constamment soumise a des
molécules (facteurs de croissance, inhibiteurs, cytokines, chimiokines) qui dictent sa
transformation. Inversement, la cellule normale sécrete & son tour des molécules qui

influencent le devenir des cellules voisines.

Compte tenu du grand nombre de cellules qui se divisent chaque jour, ’apparition de
cellules anormales peut survenir soit spontanément ou suite a une transformation induite
par un agent cancérogéne (5). Selon diverses études, de multiples facteurs peuvent
induire le développement des cellules anormales chez I’homme; le tabagisme,
I’alimentation, I’hérédité, les infections, les expositions professionnelles, 1’alcool,
’obésité, I’exposition aux rayons UV, les drogues et la pollution en font partie (6,7). Ces
éléments de stress agissent sur les cellules et représentent alors des causes possibles d’un
cancer (Figure 1.2). Effectivement, face a ces perturbations, certains geénes peuvent étre
déréglés et une cellule peut subir des altérations ou des mutations quelconques.
Normalement, une telle cellule, devenue fragile et peu viable, est naturellement
reconnue et détruite par le systeme immunitaire (5). Cependant dans certains cas, des
cellules anormales survivent en raison de leur agressivité. Ces derniéres, qualifiées de
cancéreuses, se multiplient de fagon exagérée et non contrdlée, causant I’apparition

d’une tumeur. Le point de départ de tout cancer est donc la cellule qui a changé et dont



la division est devenue incontrolable parce qu’elle échappe au contrdle de ’organisme.
Ainsi, I'immortalité, [’autonomisation de la division cellulaire et la capacité

d’infiltration sont les principales caractéristiques d’une cellule cancéreuse (3).
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Figure 1.2  Représentation du développement d’un cancer. (Tirée et adaptée de
Béliveau et Gingras, 2005.)

1.2.2 Cancérogénése

Une tumeur primaire, appelée aussi tumeur primitive, peut se développer au niveau de
différents organes (sein, foie, poumon, peau, testicule, etc.). Les amas de cellules
cancéreuses peuvent alors proliférer en allant chercher des €léments nutritifs dans leur
environnement immédiat via la formation de nouveaux vaisseaux sanguins; cela
constitue I’angiogénése tumorale (3,8). Les cellules malignes peuvent également se
détacher de la tumeur d’origine et migrer, par voie sanguine ou par voie lymphatique,
vers d’autres régions du corps, formant ainsi des métastases. Parfois, le cancer peut étre
détecté avant méme la formation de métastases. Dans de tels cas, il est important que le
traitement puisse étre appliqué le plus rapidement possible, et ce afin de limiter la

progression tumorale.




1.3 Cancer du sein

Le cancer du sein se forme dans les cellules de la glande mammaire. Dans la majorité
des cas, il se manifeste d’abord par une bosse indolore dans le sein ou I’aisselle (2). On
qualifie de cancer du sein tout développement d’amas de cellules cancéreuses ayant lieu
au niveau du tissu mammaire. Le tissu mammaire comprend le sein, mais également la
partie du corps comprise entre la clavicule, I’aisselle et la lame du sternum, au milieu de
la poitrine (5,9). Chaque sein est constitué de glandes mammaires, de canaux
galactophores (petits conduits) et de tissu adipeux (Figure 1.3). Les glandes mammaires,
groupées en lobules, produisent le lait, qui circule depuis les lobules jusqu’au mamelon
par un réseau de canaux. Le mamelon se trouve au centre d’une région cutanée plus
foncée, appelée aréole. Le tissu adipeux occupe 1’espace entre les lobules et les canaux,

et assure la protection de ces derniers.
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Figure 1.3  Anatomie du sein. (Tirée et adaptée de Société canadienne du cancer,
2012.)

Tout au long de la vie, le sein de la femme est sujet & des modifications structurales et
fonctionnelles considérables (10). Chez les femmes plus jeunes, le tissu mammaire est
principalement constitué de glandes et de canaux galactophores alors que chez les

femmes plus dgées, le tissu adipeux prédomine (2,9). Les seins abritent aussi des



vaisseaux et des ganglions faisant partie du systéme lymphatique, dont le role est de
combattre les infections. Les vaisseaux lymphatiques transportent le liquide appelé
lymphe jusqu’aux ganglions lymphatiques, lesquels sont regroupés sous le bras, pres de
la clavicule et dans la poitrine, derriére le sternum. Les ganglions lymphatiques
emprisonnent les bactéries, les cellules cancéreuses ainsi que les autres substances

nocives.

La plupart des tumeurs mammaires malignes se développent dans les canaux
galactophores (il s’agit alors d’un carcinome canalaire) ou dans les lobules (carcinome
lobulaire) (10). Il existe différents types de cancer du sein. Ces derniers se divisent en
deux grandes catégories; le cancer non invasif (in situ) et le cancer invasif (infiltrant). Le
cancer du sein non invasif est un cancer qui demeure situé¢ au niveau des canaux
galactophores ou des lobules du sein (5). Le carcinome canalaire in situ est le type de
cancer du sein le plus fréquent. Dans ce cas, le cancer demeure localisé et aucune
propagation n’est observée a I’extérieur des parois des canaux et, par conséquent, le
cancer ne peut pas s’étendre aux ganglions lymphatiques ni aux autres organes. Chez la
plupart des femmes atteintes de ce type de cancer, le traitement est une réussite. Des
cellules cancéreuses peuvent également se développer au niveau des lobules et donner
lieu au développement d’un carcinome lobulaire in situ. Le carcinome prend naissance
dans les glandes qui sécrétent le lait (lobules), mais ne se propage pas a I’extérieur des
parois des lobules. Ce cancer non invasif donne toutefois lieu & une augmentation du
risque de présenter un cancer du sein infiltrant. En ce qui a trait aux cancers de type
invasif, le carcinome canalaire infiltrant est le cancer du sein le plus courant. Il prend
naissance dans les canaux ou passe le lait, traverse la paroi de ceux-ci et envahit le tissu
mammaire. A ce point, il peut s’étendre (se métastaser) a d’autres parties du corps. Les
autres types de cancer du sein infiltrant incluent le carcinome lobulaire infiltrant, le
carcinome mucineux infiltrant, le carcinome tubulaire, le carcinome médullaire et le
carcinome micropapillaire infiltrant. Il existe aussi d’autres types de cancer du sein,
comme le cancer inflammatoire du sein et la maladie de Paget, bien que ceux-ci touchent
une plus petite proportion de la population (2,10). Le cancer inflammatoire du sein se

caractérise par une rougeur, un gonflement des seins, une texture de peau similaire a une



peau d'orange, un changement dans I'apparence du mamelon et de la douleur au niveau
du sein (5). Le sein peut devenir plus dur, plus sensible et il peut y avoir de la
démangeaison. Le cancer du sein inflammatoire est souvent difficile & diagnostiquer en
raison de 1’absence de masse. Ce cancer présente un risque plus élevé de se propager et
peut étre plus difficile & traiter que le carcinome canalaire ou lobulaire infiltrant. La
maladie de Paget, quant a elle, est caractérisée par une éruption cutanée au niveau du
mamelon (5). Des rougeurs, des écoulements et des démangeaisons peuvent alors
survenir. Ce type de cancer est généralement traité par chirurgie. Souvent, la maladie de
Paget est associée a d’autres types de cancer du sein, notamment un carcinome canalaire

invasif. D’autres types de traitements peuvent alors s’avérer nécessaires.

1.4 Traitements

Plusieurs traitements existent pour guérir le cancer. Les plus communs sont la chirurgie,
la radiothérapie, I’hormonothérapie et la chimiothérapie. Le choix de ’application de
I’une ou I’autre de ces techniques résulte de la concertation de différents spécialistes et

dépend étroitement du type de cancer et de son stade de progression.

1.4.1 Chirurgie

La chirurgie est généralement le premier traitement auquel les oncologues ont recours
lorsque la tumeur est localisée & un endroit précis du corps (4). Cette opération
chirurgicale consiste a enlever la quasi-totalité des cellules cancéreuses. Pour améliorer
I’efficacité de la chirurgie et s’assurer que la tumeur soit enticrement éliminée,
I’intervention est souvent associée a un autre traitement, comme la radiothérapie ou la
chimiothérapie. Un des inconvénients de la chirurgie est la douleur. De plus, cette
technique est moins appropriée lorsque le cancer devient invasif. En effet, le procédé
chirurgical localisé ne permet pas la suppression des cellules cancéreuses qui auraient

accédé a d’autres organes sous la forme de métastases.



1.4.2 Radiothérapie

La radiothérapie est un autre mode de traitement fréquent du cancer; elle concerne
pratiquement preés d’un patient sur deux (4). Cette technique consiste a exposer les
cellules cancéreuses d’une tumeur & des radiations tout en préservant, autant que
possible, les tissus sains et les organes avoisinants. Les rayons ionisants utilisés sont
principalement des rayons X, des électrons produits par des accélérateurs linéaires ou,
dans une moindre mesure, des rayons gamma générés par le cobalt. La radiothérapie agit
en ionisant les acides nucléiques (ADN et ARN) des cellules. A de fortes concentrations,
les radiations fragilisent le contenu des cellules traitées et entrainent une altération des
chromosomes de fagon a bloquer le mécanisme de multiplication des cellules irradiées et
a provoquer leur destruction. La radiothérapie agit localement sur la région visée; son
action se limite a la tumeur et a la région avoisinante de celle-ci. Cette technique atteint
inévitablement un certain nombre de cellules saines, ce qui peut entrainer, entre autres,

des sensations de briilure (4).

1.4.3 Hormonothérapie

Le développement de certains types de tumeurs est stimulé par des hormones. Ces
cancers sont alors qualifiés d’hormono-dépendants. L hormonothérapie est un traitement
qui ajoute, bloque ou enléve des hormones afin de ralentir ou de faire cesser la
croissance de cellules cancéreuses hormono-dépendantes (11). Elle permet ainsi
d’empécher le développement de ces tumeurs. Les principales hormones responsables de
la croissance tumorale sont les hormones de croissance, les hormones sexuelles, les
hormones thyroidiennes et d’autres molécules endogeénes. L’ hormonothérapie consiste a
enlever la glande sécrétrice d’hormones, a I’irradier ou encore a administrer des
hormones ou autres médicaments agissant sur 1’activité hormonale. Les cancers du sein,
de la prostate et de ’endométre sont les principaux cancers concernés par ce type de
traitement. Les hormones sont des molécules qui jouent des rdles importants dans
I’homéostasie d’un organisme. Une suppression de ces derniéres, provoquée par

I’anti-hormonothérapie, engendre plusieurs effets secondaires indésirables : bouffées de



chaleur, pertes vaginales, prise de poids, thromboses veineuses, douleurs articulaires,

douleurs musculaires, ostéoporose et autres.

1.4.4 Chimiothérapie

La chimiothérapie est I’'un des traitements anticancéreux les plus fréquemment utilisés
de nos jours. Ce mode de traitement utilise des substances chimiques, qualifiées de
cytotoxiques, pour tuer les cellules cancéreuses ou bloquer leur multiplication (12). Les
médicaments utilisés en chimiothérapie sont appelés des agents antinéoplasiques. Parmi
ceux-ci figurent les alkylants, les antibiotiques, les antimétabolites et les antimitotiques.
Les agents alkylants provoquent une lésion biochimique dans I’ADN du noyau et
alterent ainsi la cellule cancéreuse. Les antibiotiques entravent également la
multiplication cellulaire. Les antimétabolites, quant & eux, trompent la cellule en imitant
des substances indispensables a la division et a la survie des cellules. Et finalement, les
antimitotiques bloquent notamment la division de la cellule-mére en deux cellules-filles.
Dans ’ensemble, ces composés antinéoplasiques sont administrés par voie orale ou
intraveineuse. Une fois dans le corps, ceux-ci se propagent dans 1’ensemble de
’organisme ipour altérer les cellules les plus sensibles et a prolifération rapide telles les

cellules cancéreuses.

L’objectif de la chimiothérapie consiste principalement a inhiber la croissance tumorale
a I’aide de médicaments capables d’interférer dans le processus de synthése protéique ou
de bloquer la division cellulaire (12). Cette technique de destruction de la cellule fut
trouvée accidentellement, environ cinquante ans aprés la découverte de la radiothérapie,
soit pendant la Seconde Guerre mondiale (3). Sur un bateau transportant des gaz
asphyxiants, des fuites survinrent et une importante baisse du nombre de globules blancs
sanguins fut observée chez les personnes a bord. Suite a cet incident, ces produits, qui
étaient en fait des dérivés des moutardes a I’azote, furent utilisés pour le traitement des
cancers des tissus hématopoiétiques : leucémies et hématosarcomes. Dans les années qui
ont suivi, les recherches se sont succédées et la chimiothérapie moderne a pris son essor

avec les premieres applications cliniques. D’hier a aujourd’hui, 1’enrichissement
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progressif de I’arsenal chimiothérapeutique a permis de découvrir et développer plus

d’une quarantaine de médicaments actifs contre le cancer.

1.5 Agents alkylants

Les divers composés cytotoxiques utilisés en clinique exécutent leur action
anticancéreuse selon des voies distinctes et ils agissent sur des cibles moléculaires
différentes (11). La principale cible des agents anticancéreux connus est I’ADN, source
de I’information génétique de la cellule. Les agents alkylants induisent une déformation

de la double hélice de I’ADN, empéchant ainsi la réplication de celui-ci (13,14)
(Figure 1.4).

Figure 1.4  Déformation de I’ADN induite par des agents alkylants. (Tirée et adaptée
de Patel et al., 2013.)

On peut distinguer des classes de médicaments agissant directement sur ’ADN
(alkylants, intercalants) et d’autres indirectement (antimétabolites, inhibiteurs de la
transcription et de la réplication) (4,11). Les composés étudiés dans le cadre de ce travail
sont” des dérivés d’agents alkylants connus, soit le chlorambucil et le cisplatine

(Figure 1.5).
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Figure 1.5  Deux agents alkylants connus : le chlorambucil et le cisplatine.

1.5.1 Chlorambucil

Le chlorambucil est un agent alkylant anticancéreux qui appartient a la classe des
moutardes a 1’azote, composés provenant du gaz moutarde, anciennement employés
comme arme chimique. Le chlorambucil est principalement utilisé pour le traitement de
la leucémie lymphoide chronique (15). Il est parfois aussi indiqué pour traiter les
syndromes lymphoprolifératifs, les lymphomes malins, les cancers avancés de I’ovaire et
du sein, ainsi que la maladie de Waldenstrém (maladie de la moelle osseuse caractérisée
par une prolifération des lymphocytes) (12,16). Cet agent anticancéreux agit comme un
agent alkylant bifonctionnel, c’est-a-dire qu’il peut réagir avec deux nucléotides de
I’ADN simultanément. Le chlorambucil est administré par voie orale a raison de 2 a

10 mg/m*/jour (12).

Bien que le chlorambucil, préparé en 1953, soit utilisé pour le traitement de la leucémie,
le mécanisme d’action de ce dernier demeure encore incertain. Plusieurs supposent
qu’une fois absorbé, le composé se transforme en un ion aziridinium, une entité
chimique trés réactive (17). La formation de I’ion aziridinium est montrée a la
Figure 1.6. Le temps de demi-vie de cette substance est de 30 minutes dans I’eau tandis
que cette méme espece est moins réactive dans le sang. Cet électrophile, formé in situ,
peut se lier a différentes composantes biologiques riches en électrons, présentes a
I’extérieur ou a l’intérieur de la cellule. Pour accéder au milieu intracellulaire, le
chlorambucil traverse la membrane cytoplasmique par un mécanisme de diffusion
passive (18). L’ion aziridinum peut réagir avec, entre autres, I’ARN, les protéines et les

membranes cellulaires (15). Par de telles actions, le chlorambucil peut inhiber la
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synthése protéique, inhiber l’activité enzymatique ou encore il peut perturber les
processus de signalisation cellulaire. Bien que le chlorambucil puisse produire des
dommages en réagissant avec une variété de composantes biologiques présentes sur son
passage, il fut démontré que la formation de liens interbrins avec les bases azotées de
I’ADN ¢était la principale explication de son activité antitumorale (19). Le composé actif
forme principalement des liaisons covalentes avec I’atome d’azote en position 7 de la
guanine (N7) et avec I’atome d’azote en position 3 de ’adénine (N3). Finalement, suite

a ’inactivation ou a la dégradation de I’ADN, la cellule entre en apoptose (20).
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Figure 1.6  Mode d’action du chlorambucil. (Tirée et adaptée de Hernandez et
Rathinavelu 2006.)

1.5.2 Cisplatine

Les propriétés anticancéreuses du cisplatine ont été découvertes en 1964, alors que
Rosenberg et son équipe étudiaient I’effet du champ électrique sur la croissance
bactérienne (21). Ce composé, comme le carboplatine et 1’oxaliplatine (Figure 1.7), est

un agent anticancéreux a base de platine(Il). Les complexes métalliques formés de cet
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¢é1ément sont maintenant utilisés dans prés de la moiti¢ des thérapies tumorales a travers
le monde. Le cisplatine est un composé alkylant bifonctionnel. 11 est principalement
indiqué pour traiter les cancers des testicules, de 1’ovaire, de la vessie, du poumon et de
la téte et du cou (22,23). Le cisplatine est administré par voie intraveineuse a raison de

502100 mg/m2/3 semaines ou encore selon une posologie cyclique (12,24).
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Figure 1.7 Deux agents anticancéreux a base de platine(Il) : le carboplatine et
I’oxaliplatine.

Plusieurs études menées au cours des derniéres années ont permis d’élucider le
mécanisme d’action du cisplatine (22,25-27). Celui-ci est illustré a la Figure 1.8. Une
fois administré, le composé est véhiculé dans le sang ou la concentration en ions
chlorures est trés élevée (environ 100 mM). A ce moment, le temps de demi-vie du
platine lié aux protéines plasmatiques est d’environ 30 minutes. Arrivé a proximité de la
cellule, le cisplatine traverse la membrane cellulaire. Bien que plusieurs s’entendent
pour dire que le cisplatine pénétre la cellule par un mode de diffusion passive, certains
portent & croire qu’un mode de transport actif pourrait étre impliqué dans le passage
intracellulaire. Les unités de phosphatidylsérines de la membrane cellulaire de méme
que la protéine de transport Ctrl (transporteur actif du Cu(l)) figurent entre autres parmi
les facteurs potentiels pouvant jouer un rdle dans le transport membranaire du cisplatine
(22). Une fois a l'intérieur de la cellule, les ligands chlorures du complexe sont
rapidement remplacés par des molécules d’eau. Il est & noter que ce processus
d’hydratation est favorisé par la tres faible concentration en ions chlorures au sein de la
cellule (environ 4 mM) (26). L’espéce cationique résultante constitue la forme active du
cisplatine. Les ligands aquo sont ensuite rapidement remplacés par des sites nucléophiles

et le platine se lie alors avec des macromolécules biologiques du milieu. Le cisplatine est
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inactivé dans le sang et les cellules par une interaction covalente avec les groupements
sulphydriles (S-H) du gluthation et des métallothionéines (25). Sa liaison aux protéines
tissulaires, aux cellules sanguines et aux protéines plasmatiques I’inactive également.
Quoique plusieurs composantes cellulaires puissent interagir avec le cisplatine, I’ADN
demeure la principale cible de ce composé (28). Les liaisons covalentes nouvellement
formées se font principalement sur des bases guanines adjacentes, et plus précisément
sur 1’atome d’azote en position7 (N7) (27). Des adduits intracaténaires
(majoritairement) et intercaténaires causent des perturbations non négligeables au sein

de la machinerie cellulaire et de ce fait, la mort programmée de la cellule survient.
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Figure 1.8  Mode d’action du cisplatine. (Tirée et adaptée de Kartalou et Essigmann,
2001.)

1.6 Effets secondaires

Malgré D’activité cytotoxique du chlorambucil et du cisplatine, 1’utilisation de tels
produits présente des inconvénients non négligeables. Ces composés ont la propriété

d’agir sur les cellules a prolifération rapide, caractéristique importante des cellules
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cancéreuses. En effet, celles-ci prennent moins de temps que les cellules normales pour
achever un cycle cellulaire. Ceci s’explique par un déréglement du fonctionnement de la
cellule. Les agents chimiothérapeutiques touchent essentiellement les cellules en
division (forte activité mitotique), et les cellules cancéreuses ont la propriété de se
diviser plus souvent que les cellules normales. Seulement, leur action ne se limite pas
aux cellules anormales. Des cellules saines du corps peuvent aussi étre affectées au
moment de leur propre prolifération, provoquant ainsi des effets secondaires indésirables
chez les patients recevant le médicament. Entre autres, les cellules dont le cycle de vie
est plus rapide seront par le fait méme les plus touchées. Les principaux effets
secondaires observés suite a 1’administration du chlorambucil sont des nausées, une
my¢élotoxicité, une neurotoxicité, 1’aménorrhée ou 1’azoospermie (12,29). Le cisplatine,
quant a lui, peut engendrer des nausées et des vomissements, une toxicité rénale,

nerveuse, hématologique et auditive (12,28).

Egalement, comme pour la majorité des traitements dont il est question en
chimiothérapie, une administration répétée occasionne généralement une résistance face
aux médicaments donnés. Un enzyme présente au niveau des tissus cancéreux, la
glutathion S-transférase (GST P11), est connue pour inhiber 1’action du chlorambucil sur
les cellules cancéreuses. Cela se produit via une attaque nucléophile du groupement thiol
sur I’ion aziridinium. Quant au cisplatine, il est désactivé par les résidus soufrés
(glutathion, métallothionéine) qu’il peut rencontrer (20,30). Ainsi, pour obtenir 1’effet
escompté, les doses doivent souvent &tre augmentées ou rapprochées, ce qui a pour

principal effet d’augmenter les effets secondaires déja existants.

De plus, le fait de traiter des tumeurs solides, telles les tumeurs du sein, constitue une
difficulté¢ supplémentaire (31). Celles-ci, en raison de leur vascularisation trés
hétérogeéne, s’habituent & vivre en condition d’hypoxie (manque d’oxygéne). De cette
fagon, leur sensibilité a I’apoptose (mort cellulaire programmée) diminue grandement et
les cellules tumorales acquieérent une certaine chimiorésistance. La pénétration des

molécules anticancéreuses dans un tel microenvironnement devient plus difficile. De ce
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fait, souvent, le traitement des tumeurs solides nécessite d’avoir recours a des doses de

médicaments plus importantes, ce qui augmente par le fait méme la toxicité systémique.

1.7 Ciblage thérapeutique

Le principal inconvénient 1i€ a la chimiothérapie est le manque de sélectivité envers les
cellules tumorales (32). Ceci s’explique par le fait que les médicaments utilisés
présentement en clinique n’agissent pas uniquement sur les cellules cancéreuses; les
cellules saines sont affectées au méme titre que ces derniéres. L’agent anticancéreux
idéal devrait posséder une toxicité exclusive pour la cellule cancéreuse, laissant
indemnes les autres cellules de 1’organisme, ou du moins leur capacité a récupérer des

aptitudes fonctionnelles et reproductives normales (12).

Une solution possible a ce manque de sélectivité pourrait étre d’avoir recours au ciblage
thérapeutique. La distribution sélective d’un principe actif représente une approche
unique pouvant éliminer, ou du moins, diminuer grandement les effets secondaires
associés a la chimiothérapie (33). Pour qu’une cellule soit sensible a un composé,
celle-ci doit pouvoir se démarquer des cellules saines et présenter des caractéristiques
biochimiques lui étant propres (34). Le ciblage thérapeutique consiste a tirer profit de
cette différenciation physiologique pour concentrer 1’action d’un médicament a un

endroit spécifique dans le corps. De nombreuses équipes de chercheurs se sont penchées

sur le sujet.

Pour transporter un composé d’intérét pharmacologique d un organe précis, 13 ou est la
tumeur, un systéme de livraison du médicament doit étre congu. Un tel procédé consiste
a lier un agent cytotoxique a un ligand, celui-ci étant destiné a interagir avec un organe,
un type de cellule, une membrane ou un organite intracellulaire exprimé par le tissu
cancéreux (35). De cette fagon, le ligand pourrait agir comme molécule vectrice et
transporter le composé d’intérét a un endroit dans le corps, 1a ou ce dernier pourrait

exercer son action cytotoxique.
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1.8 Les estrogénes

Tel que mentionné précédemment, le cancer occupe une place importante dans les
causes de mortalité chez les femmes. Bien que celles-ci puissent étre atteintes par un
certain nombre d’autres cancers, ceux qui affectent leurs organes reproducteurs, comme
le sein, I'utérus et les ovaires, les concernent plus spécifiquement. Une caractéristique
commune a ces organes est qu’ils sont majoritairement régulés par les estrogénes, une

classe d’hormones stéroidiennes appelées hormones sexuelles féminines.

Trois estrogenes endogénes sont retrouvés chez I’humain : I'estrone (E1), 'estradiol (E2)
et l'estriol (E3) (36). Ces trois hormones sont illustrées a la Figure 1.9. Elles se
distinguent de par leur squelette cyclo-pentano-perhydro-phénanthréne, une structure
carbonée plane, polycyclique, dans laquelle sont juxtaposés trois cycles a six et un cycle
a cing, identifiés A, B, C et D. L’estradiol, aussi appelé 17-B-estradiol, est I’estrogene le
plus actif du groupe. Il s’agit d’une petite molécule au caractére lipophile dont le

transport dans le sang est assuré par des protéines, telles des globulines et des albumines.

mlll”OH

HO

Estradiol (E2)  Estriol (E3)

Figure 1.9  Les estrogénes naturels : estrone (E1), estradiol (E2) et estriol (E3).
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1.8.1 Synthése des estrogénes

Les cestrogenes sont des hormones stéroidiennes synthétisées principalement au niveau
des ovaires, des glandes surrénales et, dans une moindre mesure, dans les tissus

périphériques.

L’estradiol est sécrété suite a 1’action d’hormones sur différentes régions du cerveau
(37). En fonction du_taux d’estrogénes présent dans le corps, I’hypothalamus libére la
gonadolibérine (GnRH). Ce signal hoﬁnonal déclenche la synthése de 1’hormone
lutéique (LH) et de I’hormone folliculostimulante lutéinisante (FSH) dont la fonction
principale est la régulation des gonades (ovaires chez la femme). Ces hormones sont
libérées au niveau de I’hypophyse et agissent en synergie sur la stéroidogénése
ovarienne. La LH agit sur les cellules de la théque interne du follicule ovarien (phase
folliculaire) et sur les cellules de la granulosa (phase lutéinique) pour initier la synthése
des stéroides. La FSH, quant a elle, agit sur les cellules de la granulosa du follicule
ovarien en augmentant l’activité de 1’aromatase qui convertit les androgénes en

estrogenes.

Chez les femmes non ménopausées, 1’estradiol est synthétisé a partir du cholestérol des
lipoprotéines retrouvées dans la théque interne et la granulosa du follicule ovarien (38).
Il peut également étre synthétisé a partir du cholestérol libéré par les glandes surrénales
ou retrouvé au niveau des organes périphériques. C’est ce qui se produit essentiellement

chez les femmes ménopausées.

La stéroidogenese (Figure 1.10) est un processus qui décrit la synthése des hormones
stéroidiennes a partir du cholestérol, le précurseur principal (39). Les étapes successives
de cette synthése des stéroides font intervenir plusieurs enzymes. Le cholestérol, issu
des lipides de I’organisme, est d’abord transformé en prégnénolone via un processus
de double oxydation. Ensuite la prégnénolone est soit métabolisée en
17a-hydroxyprégnénolone ou en progestérone qui, toutes deux, suite a I’action
d’enzymes, conduisent a la formation de 1’androsténedione. Cette hormone stéroidienne

est ensuite transformée soit en testostérone, soit en estrone. Ces deux métabolites
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peuvent a leur tour étre métabolisés en estradiol, soit suite a ’aromatisation de la

testostérone ou a 1I’oxydation de I’estrone.

1 and 2: Cytochrome P450scc

3: 17a-Hydroxylase

4: 17,20 lyase

5: 3p-Hydroxy-stéroide déshydrogénase
6: Cytochrome P450 aromatase

7: 17p-Hydroxy-stéroide déshydrogénase

Figure 1.10 Biosynthése des stéroides. (Tirée et adaptée de Thibault et Levasseur,
2001.)

1.8.2 Effets physiologiques des estrogénes

Les stéroides exercent une action hormonale variée et trés importante au sein de

I'organisme (40). Chez la femme, ils interviennent dans la reproduction et le contréle du
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cycle menstruel. De maniére plus spécifique, au niveau des ovaires, I’estradiol permet la
prolifération des cellules de la granulosa et participe a la formation du follicule. Cette
hormone agit aussi sur I’utérus. Elle sollicite la croissance de la muqueuse de
I’endometre, elle participe au processus de contraction utérine lors de I’accouchement et
elle provoque la sécrétion d’un liquide favorable a la progression des spermatozoides.
Au niveau du sein, le réle principal de I’estradiol est de permettre la croissance des
canaux galactophores et des lobules nécessaires pour I’allaitement. Les hormones
sexuelles féminines assurent également l'apparition des caracteres sexuels secondaires,

tels I’élargissement du bassin, la croissance des seins et le développement de la pilosité.

Les estrogénes ont aussi une influence sur le métabolisme des lipides et du calcium
autant chez la femme que chez l'homme (41,42). Ils sont impliqués dans Ie
développement et la protection du systéme nerveux central et du systéme
cardio-vasculaire, de méme que dans I'homéostasie et la maturation du squelette osseux

(43-46). 11s ont également des effets sur la distribution du tissu adipeux (47,48).

1.8.3 Estradiol et cancer du sein

La majorité des cancers féminins sont qualifiés d’hormono-dépendants, ¢’est-a-dire que
leur développement est stimulé par la présence de I’hormone sexuelle féminine,
I’estradiol. Plus particuliérement, les deux tiers des cancers du sein sont sensibles a cette
action hormonale. Dans de telles situations, les hormones jouent un réle similaire aux
facteurs de croissance sur la prolifération des cellules mammaires (49). En effet, des
études récentes ont démontré que ce sont principalement les fortes concentrations

d’estrogenes qui favorisent 1’apparition du cancer du sein (50-52).

L activité¢ de la 17B-hydroxystéroide déshydrogénase joue aussi un rdle important dans
le développement d’un cancer. Cet enzyme participe a la formation de I’estradiol (53). 1l
catalyse la conversion de I’androsténedione en testostérone et de I’estrone en estradiol.

Des chercheurs ont rapporté des activités plus élevées de 17B-hydroxystéroide
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déshydrogénase associées & une plus grande production d’estradiol dans les tumeurs

mammaires comparativement aux tissus sains (53-54).

1.9 Le récepteur estrogénique

Les récepteurs des hormones sont des protéines exprimées dans certaines cellules. Les
hormones en circulation vont s’y fixer, ce qui déclenche toute une cascade de
signalisation. Une caractéristique importante des cancers féminins est que bien souvent,
les organes atteints expriment le récepteur aux estrogeénes, une entité avec laquelle
’estradiol interagit (55). En effet, la majorité des cancers féminins surexpriment ce
récepteur, soit 60-70 % des cancers du sein, 70-73 % des cancers de 'utérus et 60 % des
cancers de 1’ovaire (56-58). Donc, en lien avec le ciblage thérapeutique, cette protéine

constitue un outil intéressant, une cible attrayante pour traiter les cancers chez la femme.

1.9.1 Structure

Le récepteur estrogénique appartient a la grande famille des récepteurs nucléaires, un
groupe formé de facteurs de transcription ligand-inductibles, qui sont activés par de
petites molécules lipophiles, les estrogenes (59). Les membres de ce groupe de protéines
sont caractérisés par une organisation structurale trés conservée. Les récepteurs
nucléaires sont constitués de cinq régions (A/B-F) avec chacune différentes séquences

de bases azotées (60) (Figure 1.11). ‘

DBD LBD
— —
NH; A/B (o] D E F ——COOH
— —
AF-1 AF-2

DBD: Domaine de liaison de I'ADN

LBD: Domaine de liaison du ligand

AF-1: Domaine de transactivaton indépendant du ligand
AF-2: Domaine de transactivation dépendant du ligand

Figure 1.11  Organisation structurale des récepteurs nucléaires.
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Le domaine A/B forme la région N-terminale de la protéine. Cette partie du récepteur
contient la sous-division AF-1 qui induit un changement de conformation de maniére
hormono-indépendante. Son rdle est de recruter et de stabiliser les cofactéurs de
transcription et de participer & l’activation et & I’expression des génes cibles de

I’estradiol (61). Le domaine A/B varie beaucoup selon les espéces.

La région C, le domaine de liaison de I’ADN (DBD), contient une structure particuliére
composée de deux doigts de zinc (62). Ces demiers sont impliqués dans la dimérisation
et dans la fixation du récepteur & ’ADN en se liant aux éléments de réponse aux

estrogenes (ERE) sur le chromosome (28).

Le domaine D sert de liaison entre le domaine de liaison & I’ADN (DBD) et le domaine
de liaison du ligand (LBD) (63). Cette section permet au récepteur d’adopter différentes
conformations facilitant ainsi la translocation nucléaire. Le domaine D est trés peu

conservé entre les especes.

La région E, le domaine de liaison du ligand (LBD), joue un rdle important dans la
fixation de ce dernier. Cette portion de la protéine contient le site AF-2, impliqué dans la
transactivation du récepteur, laquelle est dépendante de ’hormone (63). Le domaine E
présente une organisation bien particuliére. Il est structuré en douze hélices alpha (H1 a

H12) riches en acides aminés hydrophobes et en deux feuillets béta.

La région C-terminale de la protéine est constituée du domaine F. Cette section,
adjacente au domaine E, pourrait jouer un rdle dans la reconnaissance de la liaison
spécifique & un ligand agoniste ou antagoniste (64). Cette propriété du domaine F est

toutefois moins bien connue.

1.9.2 Isoformes alpha et béta du récepteur aux estrogénes

Il existe trois isoformes de récepteurs aux estrogeénes : REa, REB et REy. Les isoformes

o et B sont retrouvés chez toutes les espéces alors que 1’isoforme y n’a été identifié que



23

chez certaines espéces de poissons (65). Les récepteurs a et 3 des estrogénes retrouvés
.chez I’homme sont identifiés hREa et hREB. Ces protéines intracellulaires ont des
masses moléculaires apparentes de 66 kDa (hREa) et 59 kDa (hRE). Elles contiennent
respectivement 595 et 530 acides aminés, et une homologie de 47 % subsiste entre ces

deux entités (66,67) (Figure 1.12).

En effet, bien que les génes codant pour le hREa et pour le hRE[ soient localisés sur
des chromosomes différents (6q 24-27 pour hREa et 14q 22-24 pour hRER), les
deux récepteurs ont une trés forte similitude au niveau du domaine de liaison de I’ADN
(97 %). Ceci suggeére que les deux récepteurs se lient aux mémes €éléments de réponses
des estrogenes (ERE) (67). Par contre, comparativement au domaine de liaison de
I’ADN (DBD), I’homologie d’identité du domaine de liaison des ligands (LBD) est de

seulement 59 %.

Trans-
activation LBD
AF-1 DBD Transactivation AF-2
~ e ~
D E F — COOH

Pourcentage d’homologie avec hRE«

hREB 94 59
hPR 54 23
hRXR(X 53 27

Figure 1.12 Représentation et analogie entre les récepteurs aux estrogénes alpha

(hREa) et béta (hREP) chez I’humain. (Tirée et adaptée de Ruff et al.,
2000.) _

Une autre caractéristique différenciant hREa et hREP est I’espace occupé par le
domaine de liaison du ligand. La cavité de liaison du ligand du récepteur estrogénique
alpha occupe un plus grand volume (hREa; 450 A% comparativement a son analogue

béta (hREP; 390 A?) (60).
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Les deux récepteurs hREa et hREP différent également quant a leurs emplacements et &
leurs concentrations dans l'organisme (68). Chez ’humain, le REa fut principalement
détecté au niveau de I’ovaire, I’utérus, I’hypophyse, les testicules, 1’épididyme, le rein,
la glande mammaire ainsi que dans plusieurs régions du cerveau. Le REp, quant a lui, se
retrouve principalement au niveau de la prostate, du poumon-, de la rate, et comme pour

son analogue le REa, dans l’ovaire, l'utérus et plusieurs régions du cerveau

(Figure 1.13).
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Figure 1.13 Représentation schématique de la distribution des récepteurs
estrogéniques, REa et REP chez I’humain. (Tirée et adaptée de
Drummond et Fuller, 2010.)

Aussi, hREa et hREP se différencient quant aux réponses qu’ils induisent suite a leur
stimulation. Autrement dit, les signaux envoyés varient selon que les ligands se fixent
aux récepteurs hREa ou hREB. De maniére générale, fixés aux récepteurs hREBS, les
estrogénes semblent inhiber la transcription des génes, alors qu'il y a activation de la

transcription lorsque les estrogénes se lient aux hREa (69). Le hREa influence la
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prolifération des cellules cancéreuses et 1’isotype 3 posséde un rdle antiprolifératif en
agissant comme un régulateur négatif de hREa. Des études ont démontré que lorsque
hREB forme un hétérodimére avec hREa, I’activité transcriptionnelle de ce dernier est

diminuée (69,70).

1.10 Estradiol et récepteur aux estrogénes : mode d’action

L’hormone sexuelle féminine, I’estradiol, circule dans le sang en formant un complexe
avec des protéines, entre autres avec la globuline de liaison des hormones sexuelles
(SHBG) (67). Cet amalgame diffuse librement au travers des membranes
cytoplasmiques et nucléaires. Une fois dans le cytoplasme ou le noyau de la cellule,
I’hormone stéroidienne se dissocie des protéines de liaison et rencontre le récepteur des
estrogénes. En I’absence d’hormone, le récepteur des estrogénes demeure sous la forme
d’un complexe oligomérique inactif, 1ié & un certain nombre de protéines incluant des
protéines chaperonnes (hsp90). Celles-ci ont pour réle de maintenir le récepteur dans
une conformation propice a la liaison aux estrogeénes. Lorsque I’estradiol se lie au
récepteur estrogénique, les protéines chaperonnes s’en détachent, lui permettant ainsi de
former un dimeére (71) (Figure 1.14). Aprés sa dimérisation, le dimére peut assuref sa
fonction de régulateur transcriptionnel, soit en se liant & I’ADN sur des ERE (¢éléments
de réponses aux estrogénes), soit en modulant [Dactivité d’autres facteurs
transcriptionnels. Ainsi, le complexe RE-E2 dimérisé et lié & ’ADN entre en contact
direct avec le complexe général de transcription (ARN-polymérase et facteurs
transcriptionnels), ou encore il agit indirectement via une interaction avec des protéines
intermédiaires appelées cofacteurs. L’activité transcriptionnelle de la région AF2 est
alors favorisée (co-activateurs) ou inhibée (co-inhibiteurs). Il est & noter que le mode

d’action du récepteur est sensiblement le méme pour les isoformes alpha et béta.
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Figure 1.14 Représentation du mécanisme d’action des estrogénes. (Tirée de
Cremoux, 2011.)

Au-dela de la voie de signalisation classique passant par [’activité nucléaire du
récepteur, les estrogénes provoquent également des effets moins classiques par
I’intermédiaire de certaines voies de signalisation membranaires. Les effets rapides
observés avec les estrogenes s’expliquent par 1’existence de récepteurs membranaires.
La liaison des estrogénes a ces récepteurs déclenche des systémes de signalisation
cellulaire particuliers ayant lieu dans le cytoplasme de la cellule (38). Ceux-ci sont
responsables de la production de seconds messagers intracellulaires (Ca**, AMP.,
GMP.), lesquels occasionnent des conséquences biologiques sur de nombreux tissus en
particulier au niveau du tissu nerveux, des cellules cancéreuses du sein, de I’endothélium
vasculaire, du tissu osseux et de I’ovaire. Bien que la voie non génomique ne constitue
pas le mode d’action classique des estrogenes, le récepteur membranaire des estrogenes
et les voies de signalisation qui en découlent représentent des cibles thérapeutiques

intéressantes qui font 1’objet de plusieurs études.
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1.11 Activité agoniste et antagoniste

L’interaction ligand-récepteur peut soit activer, soit inhiber 1’activité de la protéine en
question. Dépendamment de la nature du ligand agissant comme agoniste ou
antagoniste, la réponse sera différente. Une activité agoniste signifie que I’interaction du
ligand avec le récepteur induit une transcription hormono-dépendante, se traduisant par
une augmentation de la prolifération cellulaire. A I’opposé, certains composés peuvent
lier cette méme protéine et engendrer une activité antagoniste en bloquant 1’action des
estrogénes. Cette différence liée au processus de transcription des ligands s’explique
principalement par la structure tridimensionnelle du récepteur. Les nombreuses études
cristallographiques menées jusqu’a présent ont permis de mieux comprendre le mode de

liaison du ligand dans ce demier (72,73).

Le domaine de liaison du ligand, partie intégrante de la région AF2 de la protéine, forme
une cavité dans laquelle se loge I’estradiol ou tout autre composé ayant une affinité pour
le récepteur aux estrogénes. Une fois dans le récepteur, les ligands peuvent induire des

changements de conformation importants de la protéine.

Ainsi, la fixation d’un agoniste entraine un basculement de 1’hélice H12 (60,74)
(Figure 1.15). Ce réarrangement s’accompagne d’une compaction générale du domaine
de liaison du ligand, entrainant la stabilisation du dimére, une dissociation des
co-répresseurs et la création de nouvelles surfaces d’interaction pour des co-activateurs.
Comme le démontre la Figure 1.15, en se refermant, I’hélice H12 (en vert) rend
accessibles des sites de liaison pour différents co-activateurs (RIP140, SRCI, etc.). Le
récepteur activé peut alors se lier sur les ERE (éléments de réponse aux estrogenes) et

déclencher la transcription de genes spécifiques.

D’une manicre similaire, 1’activité antagoniste d’une molécule s’explique aussi par le
positionnement de cette hélice H12. La fixation d’un antagoniste a pour effet de déplacer
I’hélice H12 (en bleu) dans une position masquant les sites d’interaction des

co-activateurs.
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$— Action antagoniste
(H12 en bleu)

Action agoniste
(H12 en vert)

Figure 1.15 Structure tridimendionnelle du domaine de liaison du ligand lié a un
agoniste (estradiol) et & un antagoniste (tamoxiféne et raloxiféne). (Tirée
et adaptée de Ruff et al., 2000.)

L’emplacement de I’hélice H12 est donc a I’origine des effets agonistes ou antagonistes
des estrogenes (75). De ce fait, I’activité d’une molécule (agoniste) n’est pas corrélée
avec son affinité pour le récepteur aux estrogénes. Il semblerait plutt qu’elle dépende
de la faculté qu’a le produit en question de placer I’hélice H12 dans la méme

configuration que le fait I’estradiol (76).

1.12 Ligands des récepteurs aux estrogénes

Indépendamment du caractére agoniste ou antagoniste d’un ligand, celui-ci doit d’abord
lier le récepteur aux estrogénes afin d’exercer son effet. Pour qu’il y ait une affinité, un
composé doit présenter un certain nombre de caractéristiques chimiques et structurales
lui permettant d’interagir avec la protéine en question. Autrement dit, une molécule
ayant une géométrie complémentaire avec le récepteur visé pourrait, vraisemblablement,

agir en tant que ligand a cet effet.

Les relations structure-activité (SAR) ont été étudiées avec plusieurs molécules
stéroidiennes et non-stéroidiennes dans le but de comprendre et d’expliquer les
possibilités d’interaction d’un ligand avec le récepteur aux estrogenes (75). Les

caractéristiques structurales propres a I’estradiol, I’hormone sexuelle féminine, de méme
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que ’emplacement de celle-ci dans la cavité hautement hydrophobe du récepteur furent

analysées (60).

L’estradiol est caractérisé par 1’aromaticité du cycle A de son noyau stéroide de méme
que par la présence de groupements alcools aux deux extrémités (positions 3 et 17) de sa
structure. La représentation cristallographique de I’hormone naturelle dans le REx a
permis de mieux comprendre le positionnement du ligand (60). Aux extrémités de la
cavité se situent des régions polaires qui servent d’ancrage aux fonctions alcools du
stéroide. Le groupement hydroxyle phénolique appartenant au noyau A est lié aux acides
aminés Glu353 (histone 3) et Arg394 (histone 5). A 1’autre extrémité de la structure, le
groupe hydroxyle appartenant au noyau D du stéroide est retenu par le résidu His524
(histone 11) (Figure 1.16). Toutes ces interactions participant a la liaison de ’hormone
dans le récepteur sont principalement des liaisons hydrogéne, bien que des liaisons de
Van der Waals (forces intermoléculaires de faible intensité) soient aussi présentes. 11 est
a noter que la capacité de liaison du ligand provient principalement de ’anneau A et des

liens hydrogene qu’il forme avec la cavité du ligand (78).

Glu353~ Leu540
O: © Louusv Leu525 .
y 4 A""”i’?/ _J/ N— His524
1 y ‘H ] “‘.N\\
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ROt ;
H~ N Vi lled24
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NH, Trp383 /Leud28
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Figure 1.16 Structure de I’estradiol (E2) et représentation de 1’estradiol dans le site
actif du récepteur estrogénique. (Tirée et adaptée de Guo et al., 2002.)
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1.13 Les SERMs : ligands du récepteur estrogénique

L’estradiol (E2) est considéré comme étant le ligand endogene le plus puissant du REa.

Cette molécule lie le récepteur avec un taux d’efficacité de 100 % (79).

Mise a part I’hormone naturelle, plusieurs autres molécules peuvent également créer des
interactions avec cette méme protéine. Contrairement aux autres récepteurs nucléaires, le
récepteur des estrogénes se distingue de par la variété de ligands pouvant s’y lier (80).
Au cours des derniéres décennies, une vaste gamme de molécules, naturelles et
synthétiques, ont démontré qu’elles pouvaient interagir de maniére sélective avec les
récepteurs des estrogénes (REa et REP) et en moduler la réponse. Ces molécules sont
appelées des modulateurs sélectifs des récepteurs des estrogénes ou en anglais SERMs
«selective estrogen receptor modulatorsy. Elles exercent un effet agoniste ou antagoniste
en fonction du tissu ou elles agissent. Autrement dit, ces ligands ont la capacité de
bloquer I’action des estrogénes dans certains tissus alors qu’ils imitent leur action

ailleurs dans le corps.

1.13.1 Les classes de SERMs

Les SERMs sont divisés en trois. catégories: les agonistes purs, les
agonistes/antagonistes mixtes et les antagonistes purs (80). La Figure 1.17 présente les

SERMs les plus connus.

Les composés agissant comme I’estradiol et exercant une activité agoniste dans
I’ensemble des types cellulaires exprimant le REa sont identifiés comme des « agonistes
purs ». D’autres SERMs sont a la fois agonistes et antagonistes, selon 1’organe sur lequel
ils agissent. Il s’agit des « agonistes/antagonistes mixtes ». Les antagonistes purs, quant
a eux, sont capables d’inhiber toute activité transcriptionnelle du récepteur, et ce dans

I’ensemble des tissus.
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L Agonlstes purs

17p-Estradiol (E2) Diéthelstilbestrol (DES) 170-Ethynylestradiol

t Agonistes/antagonistes mixtes

Tamoxiféne Raloxifane

L Antagonlstes purs

IC1 182,780 //S\(\3 iCl 164,384 N EM-652
o}

Figure 1.17 Exemples de molécules estrogéniques et anti-estrogéniques.

Parmi les SERMs illustrés, figurent entre autres le diéthylstilbestrol (DES) et le

17a-éthynylestradiol, des composés au pouvoir estrogénique trés puissant. Dans le

passé, le DES était utilisé pour prévenir les accouchements prématurés (81). Il fut retiré

du marché en raison d’anomalies génitales (cancer du col de I’utérus et de la prostate

vers 18 ans selon le sexe) retrouvées chez les enfants des meéres ayant regu le

médicament. Le 17a-éthynylestradiol, quant a lui, est I’estrogeéne actif par voie orale le

plus utilisé au monde. Ce principe actif fait partie de la formulation moderne de la

majorité des pilules contraceptives (82).
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Le tamoxiféne et le raloxiféne ont des propriétés a la fois agonistes et antagonistes selon
la nature des tissus sur lesquels ils agissent (83). Le tamoxiféne est reconnu pour inhiber
la croissance des cellules mammaires. Il est utilisé pour le traitement du cancer du sein.
Ce méme composé exerce toutefois un effet inverse au niveau de ’endométre. Ces effets
spécifiques dépendent entre autres de la forte concentration des coactivateurs nucléaires
(SRC-1) observée au niveau du tissu utérin comparativement au tissu mammaire ou la
présence y est plus faible. Une molécule analogue, le raloxiféne, présente des effets
estrogéno-mimétiques sur 1’0s, le métabolisme lipidique et la coagulation, mais il est
sans effet estrogénique sur le sein et le tissu endométrial. Le raloxiféne est indiqué pour
le traitement de I’ostéoporose, cependant, le risque de complications thromboemboliques

est possible.

Le criblage d’un grand nombre de ligands synthétiques a également permis de découvrir
des antagonistes & haute affinité pour le REa, dont certaines ont une application
médicale intéressante. Le ICI 182780 (aussi appelé fulvestrant) est un nouvel
anti-estrogene approuvé pour le traitement adjuvant des cancers du sein chez la femme
ménopausée (84). 11 s’agit d’un dérivé au squelette stéroidien, ayant une activité
antagoniste pure. Des composés semblables, le ICI 164 384 et le EM-652, appartiennent
aussi a cette classe de SERMs (85).

1.14 Propriétés structurales des ligands

Comme il fut mentionné précédemment, les SERMs sont des composés qui ont une
affinité pour le récepteur des estrogénes. Pour qu’interaction il y ait, ces composés, bien
que différents de 1’estradiol, doivent avoir un squelette similaire & ce dernier, ou du

moins en partie.

Récemment, des outils informatiques de modélisation moléculaire ont permis de
développer des modéles permettant d’identifier, en trois dimensions, les propriétés
stériques et électrostatiques des ligands potentiels du REa (72,73,77). Ces études ont

permis de suggérer un modele de molécule pouvant lier la protéine ciblée. Pour qu’une
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molécule puisse agir comme un ligand estrogénique, il fut établi que le composé doit

rencontrer certains critéres.

D’abord, le groupement —OH phénolique en position 3 du noyau stéroide étant
majoritairement responsable de la liaison de I’estradiol dans le récepteur (plus que la
fonction alcool en position 17), le fait qu’une molécule dispose d’un tel phénol dans sa

structure ne pourrait qu’en faire un meilleur ligand.

De méme, I’estradiol posséde un deuxiéme groupement hydroxyle (en position 17) aussi
impliqué, bien que dans une moindre mesure, dans des ponts hydrogéne avec 1’acide
aminé His524 du récepteur. La distance entre les deux fonctions alcools du stéroide
(3-OH et 17-OH) est de 10,9 A (73). Ainsi, un composé possédant un deuxiéme
groupement donneur d’hydrogene, imitant le 178-OH de I’estradiol, lequel serait placé a
une distance approximative de 10-11 A du phénol, pourrait vraisemblablement se

positionner dans une conformation semblable a I’hormone dans la protéine.

Egalement, mises 4 part les deux extrémités polaires du stéroide naturel, le reste de la
structure est hautement hydrophobe, ce qui convient parfaitement a I’environnement du
récepteur. De ce fait, un composé avec un caractére hydrophobe important pourrait

mieux s’adapter a un tel milieu.

Finalement, la structure polycyclique rigide de I’estradiol contribue sans aucun doute a
assurer la planéarité de la molécule, ce qui permet une meilleure insertion dans la cavité
du récepteur. Un composé ayant un squelette cyclique, du moins en partie, pourrait ainsi

représenter un meilleur ligand.

Enfin, la conception d’un ligand au récepteur des estrogénes nécessite de considérer
I’ensemble de ces caractéristiques structurales. Normalement, un composé qui
rencontrerait la majorité de ces critéres, donc qui imiterait le plus possible 1’estradiol,

I’hormone naturelle, pourrait démontrer une affinité considérable pour le REa.



34
1.15 Etudes antérieures

Depuis quelques années, plusieurs recherches ont été réalisées dans le but de concevoir
des médicaments anticancéreux moins dommageables pour les tissus sains. Certains de
ces nouveaux composés sont d’ailleurs présentement sur le marché. A titre d’exemple, la

capécitabine et le trastuzumab sont utilisés pour traiter certains cancers du sein.

1.15.1 Encapsulation de médicaments

Parmi les méthodes étudiées pour diminuer la toxicité systémique associée a
I’administration d’un médicament, figure entre autres ’encapsulation du principe actif
dans des liposomes, des microsphéres ou plus récemment, des nanoparticules (35). Ces
particules, généralement sphériques, sont constituées soit d’une bicouche lipidique, d’un
matériau biodégradable ou d’un polymére. Ces capsules synthétiques servent
d’enveloppe pour contenir différentes substances médicamenteuses dans un milieu
aqueux, et limiter la diffusion de celles-ci ailleurs dans le corps. Certains des systémes
élaborés permettent méme de libérer la drogue a distance une fois les capsules localisées
dans I’environnement immédiat de la tumeur. Une des applications de ’encapsulation
est le transport de la doxorubicine dans des liposomes (86). Cette technique est
actuellement mise a profit sur le marché américain et européen, notamment pour les
traitements des cancers de I’ovaire et du sein. Elle permet d’obtenir une diminution
significative de la toxicité cardiaque comparativement a la forme classique du

médicament administré en solution.

1.15.2 Molécules cytotoxiques conjuguées

Plusieurs autres approches ont aussi été développées pour concevoir un systeme de
livraison, lequel permettrait d’amener un médicament & un endroit spécifique dans
I’organisme. Ceci peut étre réalisé en ayant recours au ciblage thérapeutique, technique
décrite précédemment. Ce procédé consiste a utiliser un vecteur pour diriger un
médicament contre une tumeur (87). A cette fin, la synthése de molécules cytotoxiques

conjuguées a divers types de ligands a fait ’objet de plusieurs recherches.
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L’équipe de Beck, en 1976, fut I’une des premieéres a lier une molécule biologique (un
peptide) a un composé pharmacologique connu et a publier ses travaux sur le design de
molécules platine(Il) peptidiques spécifiques pour les cellules cancéreuses (88). Les
cellules tumorales se différenciant des cellules normales de par leur caractére
néoplasique, elles permettent a de grosses molécules, tels des oligopeptides, de pénétrer
le corps cellulaire par pinocytose. La pinocytose est un mécanisme via lequel la
membrane cellulaire se replie afin d’englober et d’absorber du milieu extracellulaire
contenant des molécules dissoutes. Le groupe de Beck s’est alors basé sur cette
différenciation cellulaire pour concevoir des molécules hybrides dipeptides-Pt(II). Ce

type de molécule unique s’est avéré présenter une activité anticancéreuse intéressante.

Pendant les années qui ont suivi, la tendance était au développement de composés
hybrides. D’autres stratégies de ciblage thérapeutique ont été développées. Parmi
celles-ci, des pro-médicaments, non toxiques, furent congus pour étre transformés par
des enzymes spécifiques présents dans les tissus atteints. Ainsi, cette activité
enzymatique permettait d’obtenir des composés anti-tumoraux actifs. A titre d’exemple,
le 5-fluorouracile (5-FU) est un médicament activé par la thymidine phosphorylase (89).
L’expression de cet enzyme chez les cellules cancéreuses du coOlon suivie de
’administration du 5-FU a démontré un effet cytotoxique accru a cet endroit spécifique
du corps. La capécitabine est aussi un promédicament qui une fois administré, est

converti en 5-FU. Ce dernier est utilisé pour traiter le cancer du sein.

1.15.3 Ciblage des récepteurs nucléaires

Dans le méme ordre d’idée, des récepteurs cellulaires furent également utilis€s comme
cible pour concentrer I’action d’une substance médicamenteuse au niveau de certaines
cellules. Par exemple, le récepteur de ’acide folique est souvent surexprimé chez les
cellules cancéreuses comparativement aux cellules saines (90,91). Cette caractéristique
importante a encouragé certains chercheurs a développer une série de molécules a base

de dérivés d’acide folique (92). Ainsi, une variété de macromolécules et de composés
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cytotoxiques connus furent conjugués au ligand folate afin de faciliter leur rétention a

I’intérieur des cellules cancéreuses.

1.15.4 Molécules hybrides estradiol-cytotoxiques

Toujours dans le but d’augmenter la spécificité d’un médicament, une variété de
molécules a été congue pour viser un autre récepteur, soit le récepteur des estrogénes
(REa) (93-97). Dans ces cas précis, le but est de traiter les cancers féminins. Ainsi, une
variété de composés cytotoxiques fut conjuguée a I’estradiol, I’hormone sexuelle
féminine, pour concentrer ces substances médicamenteuses au niveau des cellules
surexprimant ce récepteur. La conjugaison de !’estradiol avec diverse molécules
anticancéreuses telles la geldanamycine (inhibiteur de la protéine Hsp90), I’ellipticine
(agent intercalant et inhibiteur de la topoisomérase II), 1’adénosine (inhibiteur de
I’enzyme 17B-hydroxystéroide déshydrogénase), le cisplatine (agent bialkylant) et le
chlorambucil (agent alkylant), a permis de former des conjugués trés actifs in vitro,

particuliérement sur les cellules cancéreuses du sein (Figure 1.18).

1.15.5 Molécules estradiol-Py(I1) : évaluation biologique

Afin d’élucider et de mieux comprendre le mécanisme d’action de ces molécules
estrogéniques cytotoxiques, I’équipe des Drs Bérubé et Asselin a procédé a une
évaluation biologique plus approfondie sur une série de conjugués analogues du
cisplatine (94). Tout d’abord, une étude de 1’affinité¢ de ces composés a permis de
constater que la portion estronénique se liait effectivement au récepteur (REa), tout
comme I’hormone naturelle. Ceci confirme que 1’estradiol maintient son role de ligand,
méme suite 4 sa conjugaison avec une autre entité. Egalement, des essais biologiques
menés in vitro ont permis de démontrer que le conjugué nouvellement synthétisé
présentait une activité anti-tumorale améliorée comparativement au cisplatine administré
seul, et ce sur les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes (MCF-7) (94).
L’efficacité de ce nouveau type de composé fut aussi prouvée in vivo. Des modéles de

xénogreffes de tissus cancéreux obtenus sur des souris immunodéficientes ont été
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utilisés avec des tumeurs hormono-dépendante (MCF-7) et hormono-indépendante
(MDA-MB-468) (98). A des concentrations équivalentes, le composé hybride
estradiol-Pt(II) était plus puissant et plus sélectif que son précurseur, le cisplatine. Un
autre point intéressant découlant de cette étude est I’absence de toxicité systémique
observée suite a 1’administration (sur période de 21 jours) du composé chez les

animaux (98).

Bien que ce type de molécule estradiol-Pt(H) présentait une activité anticancéreuse fort
intéressante, d’autres observations ont également permis de constater que la liaison de
celle-ci avec le récepteur induisait une activité transcriptionnelle (activation des genes)
non négligeable (98). Le vecteur estrogénique pouvait non seulement concentrer la
portion cytotoxique chez les cellules surexprimant le récepteur en question, mais il
favorisait aussi la prolifération cellulaire au niveau de I’organe vis¢é. Le but de la
chimiothérapie étant d’éliminer les cellules cancéreuses, la multiplication de celles-ci

n’est donc pas souhaitable.

1.15.6 Molécules hybrides antiestrogéniques cytotoxiques

Plus récemment, afin d’éviter la prolifération des cellules hormono-dépendantes, des
molécules hybrides cytotoxiques au squelette non-stéroidien ont été synthétisées. Des
ligands antagonistes du REa furent conjugués a des composés cytotoxiques connus.
A titre d’exemple, la doxorubicine, un agent intercalant, fut combinée au
4-hydroxytamoxiféne, un composé¢ aux propriétés antiestrogéniques (99,100)
(Figure 1.18). Ce type de molécule s’est avéré actif et sélectif pour les cellules

cancéreuses du sein hormono-dépendantes.
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Figure 1.18 Exemples de quelques molécules hybrides cytotoxiques.

Ensemble, ces études ont permis de prouver qu’il est possible de limiter la toxicité
associée a un traitement chimiothérapeutique, et ce en acheminant un composé d’intérét
au niveau d’un organe précis. Le fait de cibler une protéine, tel un récepteur spécifique

aux cellules cancéreuses, constitue une avenue intéressante.
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1.16 Les acides aminés

Les produits naturels connaissent un intérét accru depuis quelques années. Au cours des
derni¢res décennies, une variété de molécules hybrides fut synthétisée a partir de
différents acides aminés (101,102). Les acides aminés sont des entités qui, liées entre
elles par des liaisons covalentes, forment les macromolécules biologiques que sont les

protéines (103).

Ces molécules naturelles ont une structure particuliére, caractérisée par un carbone en
alpha (Ca) porteur de quatre groupements: un d’hydrogene, une fonction aminée
(-NHy), une fonction acide carboxylique (-COOH) et une chaine latérale R propre a
chaque acide aminé (Figure 1.19) (103). A I’exception de la glycine, pour laquelle
R = H, les acides aminés existent tous sous la forme de deux énantioméres optiquement
actifs, traditionnellement appelés D et L, selon que le groupe amine (—NH>) se trouve
respectivement a droite (D) ou & gauche (L) dans la projection de Fischer. Il est a noter
que les acides aminés L représentent la quasi-totalité des acides aminés retrouvés dans

les protéines naturelles.

COOH COOH
H,N H H NH,
R R
Forme L-Acide aminé Forme D-Acide aminé

Figure 1.19 Structure générale des acides aminés; représentation de Fischer des
énantiomeres D et L.

1.16.1 La tyrosine

Il existe une vingtaine d’acides aminés différents présents dans les protéines. Parmi
ceux-ci figure la tyrosine, un acide aminé aromatique polaire, trés peu soluble dans I’eau
(104). La L-tyrosine (Figure 1.20) est une molécule essentielle au bon fonctionnement

du corps. Dans I’organisme, cet acide aminé est synthétisé a partir de la phénylalanine
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(105). La L-tyrosine peut aussi étre fournie par I’alimentation. On la retrouve dans une
variété d’aliments, entre autres dans les amandes, les avocats, les bananes, les produits

laitiers, les feves lima, les graines de citrouille et les graines de sésame (106).

OH

NH,

HO
L-tyrosine

Figure 1.20  Structure de la L-tyrosine.

Le rdle principal de la tyrosine réside dans la synthése des neurotransmetteurs membres

de la famille des catécholamines, soit l'adrénaline (épinéphrine), la noradrénaline
(norépinéphrine), la dopamine et la L-DOPA (Figure 1.21) (107). Cet acide aminé est

aussi précurseur de la mélanine et des hormones thyroidiennes.

R N O M
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2 2 OH OH
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B —_—
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Tyrosine Dihydroxyphénylalanine Dopamine
(L-DOPA)
@ H;
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OH OH
Dopamine HO Phényléthanolamine  HO
—_—— —_—
B-hydroxylase N-méthyltransférase
OH OH
Epinéphrine
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Figure 1.21 Bioynthése des catécholamines a partir de la tyrosine.

La tyrosine est utilisée pour diverses applications thérapeutiques, notamment pour le

traitement des états de choc, des dépressions, de la maladie de Parkinson et du trouble du
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déficit de I’attention avec hyperactivité (108). Ce composé ayant la propriété de
traverser la barricre hématoencéphalique, il peut étre administré chez des malades
souffrant de troubles neurologiques et ainsi devenir une source importante de

neurotransmetteurs.

Les acides aminés étant des composantes naturelles bien tolérées par le corps et
essentielles pour la synthése des protéines et la croissance cellulaire, ceux-ci pourraient
étre fort utiles pour le développement de nouveaux médicaments (109). Egalement, le
fait que I’utilisation de telles molécules peut favoriser I’absorption des substances
médicamenteuses est bien connu (110). Ainsi, une stratégie possible pour augmenter le
transport membranaire des composés d’intérét biologique a travers la membrane
cellulaire serait de conjuguer ces derniers avec des acides aminés. Des travaux ont
d’ailleurs €t¢ menés en ce sens en combinant un dérivé de 1’ellipticine, un agent
anticancéreux, a des acides aminés aliphatiques (glycine, alanine, valine, leucine)
produisant de cette fagon des molécules plus lipophiles (111). Dans tous les cas, la

conjugaison avec un acide aminé a permis d’augmenter la liposolubilité des composés.

1.17 Présentation du projet de recherche

Le fait de lier un agent cytotoxique connu a un ligand interagissant avec un récepteur
quelconque pourrait permettre de concentrer ’action dudit médicament & un endroit
spécifique dans le corps et de limiter ainsi la toxicité systémique. Comme il fut
mentionné précédemment, ce concept innovateur peut étre appliqué au traitement du
cancer du sein. En effet, la majorité des cellules cancéreuses du sein surexpriment le RE
comparativement aux cellules mammaires saines, ce qui constitue une cible intéressante
pour diriger un médicament au niveau de ’organe en question (63). Egalement, le REx
est présent au niveau des glandes mammaires, tandis que la forme béta y est beaucoup
moins abondante (112). Compte tenu de ces faits, le REa représente un outil intéressant

pour traiter du cancer du sein.
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Plusieurs travaux ont montré une certaine activité avec des composés hybrides
cytotoxiques sur les cellules cancéreuses du sein. De maniere plus spécifique, des études
menées dans les laboratoires des professeurs Bérubé et Asselin de "'UQTR ont permis de
découvrir un nouveau dérivé estradiol-Pt(Il) et d’illustrer I’efficacité in vitro et in vivo
de ce type de molécule (94,98). Cependant, bien que I’affinité pour le REa et ’activité
cytotoxique de ce composé aient été démontrées, celles-ci s’accompagnent toutefois
d’une stimulation de la prolifération cellulaire. Donc, malgré le fait que des ligands au
squelette estrogénique pourraient favoriser I’interaction avec le récepteur, 1’action
proliférative de telles molécules pourrait également nuire a l’action anticancéreuse

recherchée, ce qui représente une difficulté non négligeable.

1.17.1 Hypotheéses de recherche

Le domaine de liaison du ligand communément appelé en anglais « ligand binding
domain (LBD) » du REa étant une cavité trés flexible, certains chercheurs admettent
que des entités aux structures variées pourraient s’y loger. En ce sens, ndus estimons
qu’une molécule différente de I’estradiol présentant des similitudes structurales avec
cette derniére, pourrait interagir avec le réc-epteur sans toutefois engendrer la
transcription de certains geénes. Ce nouveau ligand pourrait a la fois lier le récepteur avec
une affinité semblable a I’estradiol et agir comme un anti-estrogéne en bloquant le site

de liaison de I’hormone.

De ce fait, il serait possible de conjuguer cette molécule anti-estrogénique a un composé
anticancéreux connu. Le ligand pourrait alors agir comme vecteur et transporter le
médicament aux cellules cancéreuses exprimant le REa. A ce stade, l’agent
anticancéreux pourrait agir en éliminant les cellules atteintes, sans provoquer leur

prolifération.

Dans le cadre de ce projet de recherche, le choix du ligand repose entre autre sur la
tendance grandissante d’avoir recours aux produits naturels. Plus particuliérement,

I’utilisation des acides aminés représente un avantage car il permet de tirer profit de ces
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produits naturels bien tolérés par le corps. Parmi les acides aminés existants, la
L-tyrosine fut sélectionnée. Cet acide aminé posséde une structure mimant, du moins en
partie, a celle de I’estradiol, le ligand naturel (73). La partie phénolique de la L-tyrosine
pourrait imiter le noyau A du squelette stéroidien et la fonction acide carboxylique
pourrait &re chimiquement transformée de maniére a imiter I’alcool en position 17 du
stéroide. Ainsi, la tyrosine modifiée pourrait adopter une conformation similaire a celle
de I’estradiol dans la protéine. 11 est probable alors que les groupements fonctionnels au
caractere nucléophile de ce ligand potentiel puissent lier de maniére covalente les
mémes résidus que I’hormone naturelle dans le récepteur et que la tyrosine puisse alors

adopter une conformation comparable a cette derniere.

Bref, en liant des composés anticancéreux tel le chlorambucil et le cisplatine a la
L-tyrosine modifiée, des molécules hybrides cytotoxiques spécifiques pour les cellules
cancéreuses du sein pourraient étre congues. La portion ligand pourrait, une fois dans
I’organisme, favoriser le transport des composés anticancéreux au niveau des cellules
mammaires atteintes par le cancer. Nous espérons ainsi augmenter la spécificité de ces

médicaments pour en diminuer éventuellement les effets secondaires.

1.17.2 Objectifs de recherche

Le but principal des travaux entrepris dans le cadre de ce doctorat était de modifier la
tyrosine commercialement disponible et de créer des molécules a base de chlorambucil
et de cisplatine. Plus spécifiquement, les objectifs portaient sur la conception, la
synthése et 1’évaluation biologique in vitro de ces molécules. Dans certains cas, une
étude de modélisation moléculaire fut élaborée afin de prévoir, de maniére théorique, le

mode de liaison de ces composés dans le REa.

Chapitre 11

Le deuxiéme chapitre de ce document présente le développement de molécules a base
des formes naturelles (L-tyrosine) et non naturelles (D-tyrosine) de la tyrosine couplées

au chlorambucil. L’objectif de cet article intitulé « Synthése d’analogues D- et
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L-tyrosine-chlorambucil actifs contre les lignées cellulaires cancéreuses du sein » était

premiérement d’évaluer la possibilité de concevoir ce genre de'molécules.

Le chlorambucil fut lié soit directement a la fonction aminée de la tyrosine ou via un
espaceur. Dans ce cas échéant, un acide aminé linéaire doté de cinq ou dix atomes de
carbone (-CH,-) fut utilisé. Deux méthodes de synthése ont été utilisées pour la

fabrication de ces molécules : une voie directe et une voie convergente.

Dans le but de vérifier si les composés conservaient leur activité optique pendant les
diverses étapes de synthése, les précurseurs L- et D-tyrosine ester ont été transformés en
amides de Mosher. Une analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
(RMN 'H) permettait de distinguer clairement les deux isomeéres et de comparer les

résultats avec les molécules tyrosine-chlorambucil nouvellement congues.

Par la suite, 1’activité antiproliférative des composés fut étudiée in vitro sur les cellules
cancéreuses du sein hormono-dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes
(MDA-MB-231). L’objectif principal était ici de mettre en évidence 1’importance du
ligand tyrosine en comparant I’effet antiprolifératif de ces molécules hybrides avec celui
du chlorambucil. Cette étude visait également a étudier comment la nature du ligand
(naturel et non naturel) pouvait influencer I’action anticancéreuse des molécules a base
de la L-tyrosine et de la D-tyrosine. Subséquemment, afin de s’assurer de la sélectivité
des composés pour les cellules hormono-dépendantes, quelques molécules furent
retenues pour une étude biologique plus approfondie avec les lignées cancéreuses du

sein hormono-indépendantes, MDA-MB-436 et MDA-MB-468.

Chapitre 111

Ce troisieéme chapitre porte sur les relations structure-activité des isomeres ortho, méta et
para de la L-tyrosine couplés au chlorambucil. Le but de cet article intitulé « Etude de la
relation structure-activité des régioisomeres hybrides tyrosine—chlorambucil; synthese et

évaluation biologique sur les lignées cellulaires cancéreuses du sein » était d’évaluer
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comment la position du phénol pouvait favoriser ’interaction du ligand dans le récepteur

aux estrogenes.

En ayant recours a la synthése convergente décrite dans I’article précédent, le
chlorambucil fut lié aux différents régioisoméres de la L-tyrosine (ortho, méta et para)
soit directement ou via un espaceur (5 ou 10 atomes de carbone). Afin d’étudier et de
comparer 1’activité cytotoxique des isomeres nouvellement synthétisés, 1’ensemble de
ces molécules fut testé sur les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes

(MCF-7) et hormono-indépendantes (MDA-MB-231).

Un des objectifs spécifiques de cette étude était également de comprendre le mode de
liaison des différents ligands dans le récepteur. Pour ce faire, la technique de docking
par modélisation moléculaire fut appliquée a des analogues des différents régioisomeres.
Le but était alors d’évaluer si un des isoméres de la tyrosine (ortho, méta ou para)
pouvait adopter un positionnement semblable a celui de I’estradiol dans la protéine

visée, et ce, en regardant plus spécifiquement la portion phénol des molécules.

Chapitre IV

L’étude de modélisation moléculaire réalisée et présentée dans le chapitre II1 a permis de
constater que les molécules tyrosine-chlorambucil n’occupaient pas autant d’espace que
I’hormone naturelle dans la pochette de liaison du récepteur. Ainsi, ’article intitulé
« Design de nouvelles molécules hybrides tyrosine-moutarde azotée actives sur les
lignées cellulaires cancéreuses de 1’utérus, de I’ovaire et du sein » présente la conception
de nouvelles molécules a base de L-tyrosine couplées au chlorambucil avec un squelette

élargi.

Les isoméres ortho-, méta- et para-aminophénol furent utilisés et assemblés au
groupement acide de la tyrosine, conférant ainsi a la molécule finale un noyau
aromatique additionnel imitant possiblement le noyau D du stéroide. Encore une fois, le
chlorambucil fut lié soit directement ou séparé par un espaceur (5 ou 10 atomes de

carbone) via la synthése convergente appliquée dans le cadre des travaux précédents.
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Dans le but d’étudier I’effet cytotoxique de ces composés plus volumineux, ces
molécules L-tyrosine-chlorambucil au squelette élargi furent testées sur les cellules
cancéreuses du sein hormono-dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes
(MDA-MB-231). L’activité de ces derniéres fut comparée a celle du chlorambucil.
Ensuite, une étude biologique plus exhaustive fut réalisée avec une série de molécules
(espaceur, 5 atomes de carbone). L’objectif était alors d’étudier 1’action cytotoxique de
ces composés sur d’autres cellules cancéreuses féminines, soit sur des lignées du sein, de
I’ovaire et de I’utérus, hormono-dépendantes (sein: ZR-75-1; ovaire : OVCAR-3;
utérus : Ishikawa) et hormono-indépendantes (sein : MDA-MB-468 et MDA-MB-436;
ovaire : A2780; utérus : HEC-1A).

Chapitre V

Jusqu’ici, le composé cytotoxique couplé a la portion tyrosine fut le chlorambucil.
L’objectif du chapitre V, dont D’article présenté s’intitule « Explorer la synthése de
molécules L-tyrosine-platine(Il) en tant qu’agents anticancéreux potentiels » était
d’appliquer le concept du ciblage thérapeutique pour des molécules tyrosine dérivées du
cisplatine. Le but ultime de cette étude consistait a étudier la faisabilité de telles

" molécules, et ce en appliquant diverses méthodes de synthese chimique.

Cet article présente trois différentes méthodes de synthése élaborées pour fabriquer ces
nouvelles molécules L-tyrosine-Pt(II). Afin d’étudier D’effet cytotoxique de ces
composés, des tests biologiques préliminaires in vitro ont été effectués sur les lignées
cancéreuses du sein hormono-dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes
(MDA-MB-231). Faute d’activité, des essais supplémentaires ont été réalisés avec les
précurseurs de ces molécules L-tyrosine-Pt(I), et ce dans le but de comparer I’action du

dérivé Pt(Il) a celle du cisplatine.



CHAPITRE II

SYNTHESE D’ANALOGUES D- ET L-TYROSINE-CHLORAMBUCIL ACTIFS
SUR LES LIGNEES CELLULAIRES CANCEREUSES DU SEIN

Caroline Descoteaux, Valérie Leblanc, Kevin Brasseur, Atul Gupta, Eric Asselin,

Gervais Bérubé*

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans la revue
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. La référence de cet article est la suivante :
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2010) 20 : 7388-7392.

DOI 10.1016/j.bmcl.2010.10.039

2.1 Contribution des auteurs

La majeure partie des travaux présentés fut réalisée par Caroline Descoteaux, sous la
supervision des Drs Bérubé et Asselin. La synthése de ’ensemble des molécules de
méme que les travaux préliminaires de modélisation moléculaire ont été effectués par
celle-ci. L’évaluation biologique fut également réalisée par Caroline Descdteaux et
Kevin Brasseur, avec le soutien de Valérie Leblanc. Premiére auteure de cette
publication, Caroline Descoteaux a rédigé, soumis, corrigé le manuscrit et répondu aux
interrogations et suggestions des examinateurs avec 1’appui et les conseils d’Atul Gupta

et du Dr Bérubé.

2.2 Résumé

Une série d’analogues D- et L-tyrosine-chlorambucil a été synthétisé comme agents
anticancéreux pour le traitement du cancer du sein. Suite a des modifications de la D- et

de la L-tyrosine, les nouveaux composés ont été synthétisés avec de bons rendements.
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L’évaluation biologique anticancéreuse des composés nouvellement synthétisés fut
réalisée sur différentes lignées cellulaires cancéreuses du sein, hormono-dépendantes et
hormono-indépendantes (RE+ et RE-). Les nouveaux analogues présentaient une activité
anticancéreuse significative lorsque comparée au chlorambucil. Une étude de la relation
structure-activité a permis de démontrer I’influence de la longueur de ’espaceur ainsi
que I’influence de la stéréochimie de I’entité tyrosine. Un fait intéressant, les dérivés D-
et L-tyrosinol-chlorambucil porteurs d’un espaceur constitué de 10 atomes de carbone

sont plus sélectives pour les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes MCF-7

(RE).
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Abstract

A series of D- and L-tyrosine-chlorambucil analogs was synthesized as anticancer drugs
for chemotherapy of breast cancer. The novel compounds were synthesized in good
yields through efficient modifications of D- and L-tyrosine. The newly synthesized
compounds were evaluated for their anticancer efficacy in different hormone-dependent
and hormone-independent (ER+ and ER-) breast cancer cell lines. The novel analogs
showed significant in vitro anticancer activity when compared to chlorambucil.
Structure-activity relationship (SAR) reveals both, the influence of the length of the
spacer chain and the stereochemistry of the tyrosine moiety. Interestingly, the D- and
L-tyrosinol-chlorambucil derivatives with 10 carbon atoms spacer are selective towards

MCF-7 (ER+) breast cancer cell line.
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Over the years much research has been done on breast cancer. It has been established
that tumours may differ according to the protein they express.' Breast cancer is no more
considered as a single homogeneous disease and treatment may differ from a patient to
another. An extensive field of investigation is now to target drugs to specific molecules

within the tumours and this is done by using molecular-targeted cancer therapy.

The estrogen receptor alpha (ERa) has already been used as a target to deliver a
cytotoxic moiety to breast cancer cells.”>* ERa is a cytosolic protein which become
overexpressed in several cancerous cell types. Estradiol (E;) (1), the female sex
hormone, binds to its receptor and then activates transcription factors and triggers
proliferation (Fig. 1). Recently, our group has synthesized several E,-linked-drugs in
order to carry an anticancer agent, known for its efficacy, to cells expressing the
ERo.>%” These molecules have shown promising in vitro biological activity and in vivo

studies of one of these revealed selectivity for hormone-dependent breast cancer.®

Also, non-steroidal cytotoxic hybrid molecules have already been synthesized in attempt
to target the ERa.* The aim of such design was to destroy cancerous cells without
activating the ERa.. Conjugates comprising a chemotherapeutic agent and an amino acid
(or a derivative thereof) have also shown promising in vivo results.” Furthermore,
chlorambucil conjugates with lipidic amino acids were developed as anticancer agent.'®
This particular system was used as a tool to improve the delivery and cytotoxicity of the

parent drug.
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Figure 1. Structures of estradiol (1), L-tyrosine (2), chlorambucil (3) and tyrosine
derivatives 4 and 5.

Natural amino acids have been widely used in production of pharmaceuticals and food."!
L-tyrosine (2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)-propanoic acid) (2) is a natural amino acid,
which plays a crucial role in human development (Fig. 1). It is the precursor for the
synthesis of thyroid hormones and some neurotransmitters such as dopamine and
noradrenaline.'” Recently, it has been discovered that L-tyrosine and some of its metal
complex derivatives - show antibacterial activity against Bacillus subtilis, Serratia,

Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli.” It also acts as an antifungal agent.

Chlorambucil (CHL) (3) is a bis-alkylating agent which belongs to the nitrogen mustard
family (Fig. 1). It is mainly used to treat chronic lymphocytic leukemia and malignant
lymphomas.' It is also useful for the treatment of solid tumors such as advanced ovarian
and breast carcinomas."” Like other type of anticancer treatment, administration of CHL
causes non negligible toxic side effects including bone marrow suppression, anaemia

and reduced immune system function.'® "’

In our search for anticancer agents with better therapeutic index and selectivity towards
breast cancer, we have designed and synthesized a new class of tyrosine-linked nitrogen
mustard hybrids (4, 5) (Fig. 1). Many unusual molecular structures can bind to the
ERa.'® Thus, we hypothesized that tyrosine could be used as a building block to target
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the estrogen receptor as its structure could mimic, albeit slightly, the steroid backbone of
17B-estradiol (1) (Fig. 2). Thus, the phenolic group of tyrosine is used as a potential
bioisosteric function imitating the phenol group of estradiol. Moreover, molecular
modeling displays the possible interactions of the novel hybrids with the estrogen
receptor alpha (ongoing study). This encouraged us to perform this exploratory work.
Besides, the cytotoxic activity of chlorambucil and the known antibacterial activity of
tyrosine could together 1) generate powerful compounds interacting with the ERa, 2)
being more specific to female cancer cells, and 3) more potent than each of the

independent components.

For this purpose, tyrosine was used as the starting material to which chlorambucil was
added directly (4) or via a spacer (5) to construct several tyrosine-chlorambucil hybrids.
Chlorambucil was linked to the tyrosine framework at the o-amine function. This
position seems suitable as it should not affect functional groups possibly involved in the
receptor recognition. The final compounds are either tyrosine methyl ester or tyrosinol
analogs. In each case, both, natural (L-tyrosine) and non-natural (D-tyrosine) amino

acids were used.

Figure 2. Superimposition of 17B-estradiol (1) and tyrosine (2).

This study presents the design, synthesis and biological activities of these new

tyrosine-chlorambucil conjugates (4, 5). The hybrids were made using two distinct
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synthetic methodologies (linear and convergent synthesis) which will be described and

compared in terms of their efficiency.

With the linear synthesis (Scheme 1), tyrosine was initially transformed into the
corresponding methyl ester hydrochloride salt (6) with thionyl chloride in methyl
alcohol (MeOH) at reflux in 96% yield. Condensation of compound 6 with chlorambucil
in presence of 1-hydroxybenzotriazole (HOBt), dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and
triethylamine (EtsN) in N,Ndimethylformamide (DMF) at room temperature (22°C)
yielded compound 4a in 81% yield. Borohydride reduction of compound 4a with excess
of lithium borohydride (LiBH4) in dry diethyl ether (Et,O) at room temperature (22°C)
gave the desired tyrosinol compounds 4b in 78% yield. Chlorambucil was also linked
via a 5 or a 10 carbon atoms spacer. The amino acid spacer was first protected using
2-(t-butoxycarbonyloxyimino)-2-phenylacetonitrile (BOC-ON) in 1,4-dioxane, water
and EtsN at room temperature (22°C) yielding N-BOC-amino acid (7) in 97% yield.
Then, the corresponding N-Boc protected amino acid-alkyl chain (7) was linked to
tyrosine methyl ester (6) via an amide function. Activation and condensation were
performed using DCC and HOBt in DMF linking 7 to 6 to give compound 8 in 96%
yield. Deprotection was achieved with treatment of the ‘Boc-compound (8) with
trifluoroacetic acid in dichloromethane (DCM). The resulting oil was then coupled to
chlorambucil (3) using DCC and HOBt in DMF. The tyrosine methyl ester chlorambucil
derivatives 5a were obtained in 60% yield. The pure compounds were then reduced in
the presence of LiBH4 in Et,0 and provide the corresponding tyrosinol derivatives Sb in

57% yield.
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Scheme 1. Reagent and conditions (i) SOCl,, MeOH, reflux, 3.5h; (ii) Chlorambucil,
HOBt, DCC, Et;N, dry DMF, 22°C; (iii) LiBH,4 excess, dry Et,0, 22°C; (iv)
BOC-ON, 14-dioxane, water, EtzN, 22°C; (v) 6, HOBt, DCC, Et;N, dry
DMF, 22°C; (vi) excess TFA, DCM, 22°C, 10 min.

With the convergent synthesis (Scheme 2), chlorambucil was first linked to the amino
acid-spacer. The acid function of the chlorambucil was activated with
isobutylchloroformate (CICO,'Bu) and then coupled to the amino acid function using
hexamethyldisilazane (HMDS), trimethylsilyl chloride (TMSCI), and a catalytic amount
of sulfuric acid."” The resulting amide (9) was isolated in 98% yield. The amino
acid-CHL derivative (9) was then coupled, in presence of DCC and HOBt, to the
tyrosine methyl ester, obtained as described above with the linear synthesis. The tyrosine
méthyl ester CHL analogs (5a) were obtained in 70% yield. The final chemical step,
reduction with LiBH4 in Et,0O, provides the desired tyrosinol derivatives in 57% yield.
All the new compounds were fully characterized by their respective IR, 'H NMR and
*C NMR spectroscopy and by HRMS.?
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Scheme 2. Reagent and conditions (i) 1. HMDS, H,SO4 cat., DCM, Et;N, TMSCI; 2.
CHL, HOBt, DCC, Et;N, DMF; (i1) SOCIl;, MeOH, reflux, 3.5h; (iii)
Chlorambucil-NH(CH;),CO,H, m = 5 or 10, HOBt, DCC, Et;N, dry DMF,
22°C; (iv) LiBH4 excess, dry Et,0, 22°C.

Briefly, compounds 5a and 5b were synthesized using two different approaches of
synthesis. With the linear path (Scheme 1), D- or L-tyrosine were transformed into 5a
and 5b through 4 and 5 chemical steps respectively. By the convergent path (Scheme 2),
chlorambucil was first linked to the spacer and then, the resulting moiety was conjugated
to the tyrosine methyl ester hydrochloride. The same derivatives (5a and 5b) were
obtained in 2 and 3 chemical steps. The convergent path is the most effective with fewer
chemical steps and better global yields. Compounds Sa and 5b were obtained in 54%
and 31% respectively with the linear path and in 67% and 38% with the convergent path.

In order to verify if some epimerization occurred during the formation of the S- and
R-tyrosine methyl ester hydrochlorides (S-6 and R-6), the corresponding Mosher’s
amides were synthesized (Scheme 3). Thus, independent treatment of S-6 and R-6 with
commercially available S-(+)-a-methoxyphenyl acetic acid, HOBt, DCC, Et;N in DMF
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gave the corresponding amides S,5-10 and R,S-10 with good yields. Proton nuclear
magnetic resonance ('H NMR) spectroscopic analysis of the two diastereoisomers
showed no trace of epimerization in the final products. Further confirmation of this was
done by the preparation of a 1: 2 mixture of S,5-10 and R,S-10 molecules which shows
by 'H NMR many distinct signals assigned to each specific diastereoisomers. For
example, the methyl ester and methyl ether signals are more deshielded with the S,5-10
derivative compared to the R,S-10 derivative. This confirms that no epimerization
occurred during the first step of the synthesis of the tyrosine-chlorambucil analogs

described above.

0
OCH;4 (u) OCH3
NH, NH;Cl

H3CO
$-2, L-Tyrosine (S-1) S6 (96%) 5,5-10 (54%)
0
/©/\i) /©/\)‘\OCH3 (ii) /©/\)‘\OCH1
"o NH, NH;Cl
H3CO
R-2, D-Tyrosine (R-1) R-6 (96%) R,S-10 (82%)

Scheme 3. Reagent and conditions (i) SOCIl,, MeOH, reflux, 3.5h; (i)
S-(+)-a-methoxyphenyl acetic acid, HOBt, DCC, Et;N, dry DMF, 22°C.

The newly synthesized compounds (Table 1) were evaluated for their ir vitro cytotoxic
activity using estrogen receptor positive (MCF-7) and negative (MDA-MB-231) breast
cancer cell lines. Chlorambucil (3) was used as a positive control. MTT assays' showed
that the newly synthesized tyrosine-chlorambucil hybrids of type 4 and 5§ (Table 2)
possess moderate to significant cytotoxic activity. Some selected compounds (3, L-4 and
L-5) were tested on additional ER- (MDA-MB-436, MDA-MB-468) breast cancer cell
lines to further assess selectivity on ER+ MCF-7 cancer cells (Table 3).
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All compounds were first tested on hormone-dependent (MCF-7) and hormone-
independent (MDA-MB-231) cancer cell lines. Generally, biological activity results of
all compounds tested revealed a greater cytotoxic activity, compared to chlorambucil (3;
ICso > 130 puM for all cell lines) itself. The L-tyrosine-chlorambucil analogs are
generally more active than the D- analogs (Table 2). Compound D-5b is 8 times more
active than the parent drug on MCF-7 cells. Its enantiomer, compound L-5b, is also
very active, nearly 7 times more active than chlorambucil (3). Interestingly, these
two compounds contain a 10 carbon atoms spacer in their structure. They are also both
tyrosinol analogs, while their methyl ester derivatives are much less active on the same

hormone-dependent cancer cell line.

The observed biological activity of these two hybrids (D-5b and L-5b) could be
explained by an increase in solubility due to the hydroxymethyl (CH,OH) function,
which can create hydrogen bond with water and biological residues. Even if a longer
alkyl chain should create a diminutibn in solubility, the CH,OH residue could help to
counteract this effect. Furthermore, other derivatives bearing a CH,OH residue were
synthesized and it was found to be beneficial for biological activity.” Of note, the best
cytotoxic activity was obtained with the longer alkyl chain spacer which could enhance
cellular penetration. In earlier studies, it was observed that, on several non-steroidal
estrogen cytotoxic molecules, the length of the side chain bearing the cytotoxic portion

should be about 11 carbon atoms long for optimal biological activity.”
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Table 1
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Compound Chain length R
# (n (or m))
CHL K

D or L Tyrosine S T —— CO,CH;
4 - CH,OH
Sa 5 CO,CH3
Sb 5 CH,OH
Sa 10 CO,CH3
Sb 10 CH,OH
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Table 2

Inhibitory concentration of chlorambucil (3) and compounds 4 and 5 on both ER" and
ER’ breast cancer cell lines

Compound MCF-7 (ER") MDA-MB-231 (ER")
ICso” (M) ICso" (uM)
3 130.36 £2.92 136.85 +6.79
L-4a 31.92+0.89 37.83+1.52
L-4b 34.11 +£2.04 39.57 £2.40
L-5a,n=5 25.43 £2.06 36.81 £3.97
L-5b,n=5 62.16 £5.50 55.09 +5.33
L-5a,n=10 67.90 + 8.68 NR
L-5b,n=10 19.39 +2.66 NR
D-4a 50.01 +5.51 4723 +5.81
D-4b 31.41£3.22 29.78 £ 3.86
D-Sa,n=5 15237 £11.28 -—--
D-5b,n=5 66.98 +3.28
D-5a,n =10 NR NR
D-5b,n =10 16.27 +2.00 NR

In order to further confirm the observed selectivity of the molecules bearing a 10 carbon
atoms spacer for hormone-dependent cancer cells, the complete L-tyrosine-chlorambucil
(L-4 and L-5) series was selected for additional biological assays on two ER- cancer cell
lines (MDA-MB-436 and MDA-MB-468). The results showed that compounds L-5a and
L-5b, with n = 10, are active against hormone-dependent cancer cells whereas they do
not reach ICsq with all hormone-independent cancer cells tested. In light of these results,
we can confirm that tyrosine-chlorambucil derivatives bearing a 10 carbon atom spacers

are specific to hormone-dependent MCF-7 cancer cells.
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Table 3

Inhibitory concentration of chlorambucil (3) and compounds L-4
and L-5 on ER™ breast cancer cell lines

Compound MDA-MB-468 (ER) MDA-MB-436 (ER)
ICso” (LM) 1Cso” (LM)

3 131.83 + 7.87 146.88 + 10.69
L-4a 1542121 62.51 +2.49
L-4b 2438+ 1.65 55.08 + 2.90

L-5a,n=>5 14.96 = 1.10 59.04 + 331
L-5b,n=5 28.92£0.71 77.28 +7.07
L-5a,n=10 NR NR
L-5b,n =10 NR NR

In conclusion, tyrosine-based chlorambucil hybrids have been synthesized in good yields
starting from D- and L-tyrosine through two different methodologies. The convergent
synthesis was more effective compared to the linear synthesis. The former was
performed with fewer chemical steps and with about 24% increased in overall yield.
Most of the tyrosine-chlorambucil analogs are more cytotoxic than chlorambucil itself.
Compounds D-5b and L-5b, bearing a 10 carbon atoms spacer between the chlorambucil
and the tyrosinol moiety, were the most active compounds and were selective toward
hormone-dependent breast cancer cells (MCF-7). Further evaluation of these compounds

is in progress in our laboratory.
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found = 481.1650.
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and J = 9.0 Hz, 3-CH tyr and 3-CH CHL), 6.87 (1H, d, J = 8.2 Hz, CHNHCO),
6.75 (2H, d, J = 7.0 Hz, 2-CH tyr), 6.70 (2H, d, J = 7.4 Hz, 2-CH CHL), 4.08 (1H,
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(2C, 3-C CHL), 115.2 (2C, 2-C tyr), 112.4 (2C, 2-C CHL), 63.5 (CH,0H), 53.3
(3C, CHNH and 2x NCH,CH,Cl), 41.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 36.2 (CH,CHNH),
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Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-L-tyrosine methyl ester
(L-5a, n = 5): IR (NaCl, Vmay, cm™) 3150-3500 (O-H and 2x N-H), 1745 (C=0,
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COOCH;), 1646 (2 x C=0, 2x NHCO), 1523 and 1253 (C-N-H). '"H NMR
(Acetone-ds, 6 ppm) 8.48 (1H, br s, OH), 7.27 (1H, d, J = 8.2 Hz, CHNHCO), 7.16
(1H, br t, J = 59 Hz, CH,NHCO), 7.07 and 7.04 (4H, 2d, J = 8.6 Hz and
J = 8.6 Hz, 3-CH tyr and 3-CH CHL), 6.75 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr), 6.71
(2H, d, J =9.0 Hz, 2-CH CHL), 4.65 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H, m, 2x CH,Cl and
2x NCHy), 3.65 (3H, s, OCHj3), 2.85-3.17 (4H, #m, CH,CHNH and CH,NHCO),
2.52 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.16 (4H, m apparent, CH,NHCOCH; and
CHNHCOCH,), 1.82-1.89 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.19-1.54 (6H, #m, 3x CHy).
C NMR (Acetone-ds, §ppm) 172.5 (CONH), 172.4 (CONH), 172.1 (COOCH3),
156.5 (1-C tyr), 144.9 (1-C CHL), 130.9 (4-C CHL), 130.4 (2C, 3-C tyr), 129.7
(2C, 3-C CHL), 128.0 (4-C tyr), 115.4 (2C, 3-C tyr), 112.4 (2C, 3-C CHL), 53.8
(CHNH), 53.3 (2C, 2x NCH,CH,Cl ), 51.5 (OCHs), 41.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl),
39.0, 36.9, 35.7, 35.5, 34.2, 27.9, 26.4, 25.4, (1C hidden). ESI+ HRMS [M + H]"
calculated for C30H42C1,N305 = 594.2496; found = 594.2490.

Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-L-tyrosinol (L-5b,
n=>5): IR (NaCl, Vyax, cm™") 3100-3400 (2x O-H and 2x N-H), 1639 (2x C=0, 2x
NHCO), 1523 and 1246 (C-N-H). "H NMR (Acetone-ds, Sppm) 8.33 (1H, s, OH),
7.12 (1H, br t, hidden, CH,NHCO), 7.07 and 7.06 (4H, 2d, J = 8.6 Hz and
J = 8.2 Hz, 3-CH tyr and 3-CH CHL), 6.87 (1H, d, J = 8.2 Hz, CHNHCO), 6.74
(2H, d, J = 8.2 Hz, 2-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 9.0 Hz, 2-CH CHL), 4.06 (1H, m,
CHNH), 3.74 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCH,), 3.51 (2H, d, J = 5.1 Hz, CH,OH),
3.14 (2H, m, CH,NHCO), 2.88 (1H, s, CH,OH), 2.58-2.87 (2H, m, CH,CHNH),
2.52 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.17 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,NHCOCH,),
2.10 (2H, t, J=6.3 Hz, CHNHCOCH,), 1.78-1.93 (2H, m, CH,CH,CH,Ph),
1.38-1.55 (4H, m, CH,CH,NHCO and CHNHCOCH,CH,), 1.22 (2H, m,
CH,CH,CH,CH,CH,). *C NMR (Acetone-d;, Sppm) 172.54 (CONH), 172.48
(CONRH), 156.1 (1-C tyr),144.9 (1-C CHL), 130.9 (4-C CHL), 130.4 (2C, 3-C tyr),
129.9 (4-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CHL), 115.3 (2C, 2-C tyr), 112.4 (2C, 2-C CHL),
63.8 (CH,OH), 53.3 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 53.2 (CHNH), 41.0 (2x C, 2x
NCH,CH,Cl), 39.0 (CH,NHCO), 36.2 (CH,CHNH), 36.1 (CHNHCOCH,), 35.6
(CH:CH;Ph), 343 (CH,NHCOCH;), 27.9 (COCH,CH,CH,Ph), 264
(CHQCH2CH2CH2CH2), 25.6 (NHCOCHzCHzCHzCHzCHz), (lx CHz hidden).
ESI+ HRMS [M + H]' calculated for CyH4ClN3Os = 566.2547; found =
566.2541.

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-L-tyrosine methyl
ester. (L-5a, n = 10) : IR (NaCl, vmay, cm™) 3250-3450 (O-H and 2x N-H), 1745
(C=0, COOCHs), 1656 and 1614 (2x C=0, 2x NHCO), 1516 and 1216 (C-N-H).
'H NMR (Acetone-ds, Sppm) 8.49 (I1H, s, OH), 7.23 (1H, d, J=7.8 Hz,
CHNHCO), 7.12 (1H, br t apparent, partly hidden, CH,NHCO), 7.06 and 7.03
(4H, 2d, J = 8.6 Hz and J = 8.2 Hz, 3-CH tyr and 3-CH CHL), 6.75 (2H, d,
J=8.2 Hz, 2-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CHL), 4.65 (1H, m, CHNH),
3.74 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCH;), 3.65 (3H, s, OCHj3), 3.19 (2H, q,
J = 6.3 Hz, CH,NHCO), 2.81-3.07 (2H, m, CH,CHNH), 2.52 (2H, t, ] = 7.6 Hz,
CH,CH,Ph), 2.16 (4H, 2d overlapped, J=7.4Hz, CH,NHCOCH, and
CHNHCOCH,), 1.78-1.93 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.26-1.52 (16H, #m and s, 8x
CH,). "C NMR (Acetone-ds, Sppm) 172.5 (2C, 2x CONH), 172.4 (COOCHa),
156.6 (1-C tyr), 144.9 (1-C CHL), 130.9 (4-C CHL), 130.4 (2C, 3-C tyr), 129.7
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(2C, 3-C CHL), 127.8 (4-C tyr), 115.4 (2C, 3-C tyr), 112.4 (2C, 3-C CHL), 53.9
(CHNH), 53.3 (2C, 2x NCH,CHCl ), 51.5 (OCHs3), 41.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl),
39.0, 36.9, 35.7, 35.6, 34.3, 27.9, 26.4, 25.4, (6C hidden). ESI+ HRMS [M + H]"
calculated for Cs5Hs,Cl1,N305 = 664.3279; found = 664.3273.

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-L-tyrosinol (L-5b,
n = 10): IR (KBTI, Viax, cm™) 3200-3500 (2x O-H and 2x N-H), 1649 (2x C=0,
NHCO), 1540 and 1212 (C-N-H). "H NMR (Acetone-ds, ppm) 8.28 (1H, s, OH),
7.15 (1H, br t apparent, partly hidden, CH,NHCO), 7.07 (4H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH
tyr and 3-CH CHL), 6.85 (1H, d, J = 8.2 Hz, CHNHCO), 6.74 (2H, d, J = 8.2 Hz,
2-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CHL), 4.10 (1H, m, CHNH), 3.75 (8H,
m, 2x CH,Cl and 2x NCH,), 3.50 (2H, t, J] = 4.9 Hz, CH,OH), 3.18 (2H, m,
CH,NHCO), 2.81 (1H, s, CH,OH), 2.64-2.84 (2H, m, CH,CHNH), 2.51 (2H, t,
J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.16 (2H, t, ] = 7.4 Hz, CH,NHCOCH,), 2.10 (2H, t,
J =7.4 Hz, CHNHCOCH,), 1.81-1.92 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.25-1.54 (16H,
#m and s, 8x CHy). *C NMR (Acetone-ds, 8 ppm) 172.5 (CONH), 172.3 (CONH),
156.1 (1-C tyr), 144.9 (1-C CHL), 131.0 (4-C CHL), 130.4 (2C, 3-C tyr), 129.8
(4-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CHL), 115.2 (2C, 2-C tyr), 112.4 (2C, 2-C CHL), 63.7
(CH,0H), 53.3 (3C, 2x NCH,CH,Cl and CHNH), 41.0 (2x C, 2x NCH,CH,Cl),
38.9, 36.2, 35.6, 34.2, 26.8, 25.8, (8x CH, hidden). ESI+ HRMS [M + H]
calculated for C34Hs,Cl2N304 = 636.3329; found = 636.3327.
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ETUDE RSA DE REGIOISOMERES HYBRIDES
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Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans la revue Amino
Acids. La référence de cet article est la suivante : Amino Acids (2012) 43 : 923-935.
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3.1 Contribution des auteurs

La majeure partie des travaux présentés fut réalisée par Caroline Descdteaux, sous la
supervision des Drs Bérubé et Asselin. La synthése chimique de ’ensemble des
molécules de méme que les travaux de modélisation moléculaire ont été effectués par
celle-ci. L’évaluation biologique fut également réalisée par Caroline Descoteaux et
Kevin Brasseur, avec le soutien de Valérie Leblanc. Des essais préliminaires d’affinité
pour le REx ont été effectués par Sophie Parent. Premiére auteure de cette publication,
Caroline Descoteaux a rédigé, soumis, corrigé le manuscrit et répondu aux interrogations

et suggestions des examinateurs sous la supervision du Dr Bérub¢.

3.2 Résumé

Des acides aminés furent transformés et couplés au chlorambucil, un agent
chimiothérapeutique connu, dans le but de créer de nouveaux médicaments
anticancéreux sélectifs pour les cellules cancéreuses du sein. Parmi les acides aminés

disponibles, la tyrosine fut choisie pour agir comme un ligand estrogénique. L hypothése
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étant que la tyrosine, présentant quelques similitudes structurales avec I’estradiol,
pourrait mimer [’hormone naturelle et, subséquemment, lier le récepteur aux estrogenes.
Dans le cadre de cette étude exploratoire, plusieurs composés hybrides a base
de tyrosine ont été congus. Ainsi, des analogues ortho-, méta- et para-tyrosine-
chlorambucil ont été synthétisés dans le but de générer de nouveaux composés
anticancéreux présentant des diversités structurales, plus spécialement au niveau du
groupement phénol. Ces nouveaux analogues furent produits avec de bons rendements
selon une voie de synthese efficace. Tous les hybrides tyrosine-chlorambucil étaient plus
efficaces que le composé d’origine, le chlorambucil. Une évaluation biologique in vitro
sur des lignées cellulaires cancéreuses du sein hormono-dépendantes et hormono-
indépendantes (RE" et RE’) a révélé une activité cytotoxique supérieure pour les
composés ou la fonction phénolique était positionnée en méta. Des calculs de
modélisation moléculaire ont été réalisés avec les régioisomeres phénoliques L-ortho,
L-méta- et L-para-tyrosine. La synthése de tous les régioisomeres tyrosine-chlorambucil
de méme que leur activité biologique sont présentées dans ce papier. Les orientations
possibles de ces composés a ’intérieur de la protéine cible (REa) sont discutées en

relation avec leur activité biologique.
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3.3 Deuxiéme article scientifique

SAR study of tyrosine-chlorambucil hybrid regioisomers; synthesis and biological

evaluation against breast cancer cell lines
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Abstract

Amino acids were transformed and coupled to chlorambucil, a well-known
chemotherapeutic agent, in an attempt to create new anticancer drugs with selectivity for
breast cancer cells. Among the amino acids available, tyrosine was selected to act as an
estrogenic ligand. It is hypothesized that tyrosine, which shows some structural
similitude with estradiol, could possibly mimic the natural hormone and, subsequently,
bind to the estrogen receptor. In this exploratory study, several tyrosine-drug conjugates
have been designed. Thus, ortho-, meta- and para-tyrosine-chlorambucil analogs were
synthesized in order to generate new anticancer drugs with structural diversity, more
specifically in regards to the phenol group location. These new analogs were produced
in good yield following efficient synthetic methodology. All the tyrosine-chlorambucil
hybrids were more effective than the parent drug, chlorambucil. In vitro biological
evaluation on estrogen receptor positive and estrogen receptor negative (ER" and ER)
breast cancer cell lines revealed an enhanced cytotoxic activity for compounds with the
phenol function located at position meta. Molecular docking calculations were
performed for the pure L-ortho, L-meta- and L-para-tyrosine phenolic regioisomers.
The synthesis of all tyrosine-chlorambucil hybrid regioisomers and their biological
activity are reported herein. Possible orientations within the targeted protein (estrogen

receptor alpha (ERa)) are discussed in relation to the biological activity.

Key words: Ortho-, Meta-, Para-, Tyrosine-chlorambucil hybrid, Breast cancer
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Introduction

Cancer is a devastating disease which continues to grow in size worldwide. In recent
years, much effort has been invested in developing new treatment for cancer. Usually,
the most effective treatments are nonspecific to cancer site and produce undesirable side
effects (Magrath 1994; Palmer and Wallace 2010). Hence, in order to overcome this lack

of specificity, drug targeting is still a current and important research subject.

The estrogen receptor alpha (ERa) is a nuclear protein which is present in breast cancer
cells and becomes overexpressed in cancerous cells (Shanle and Xu 2010). Some
research groups have already looked at the possibility of targeting this protein with
known cytotoxic compounds (Gust et al. 2009). It has been discovered that the toxic
moiety can concentrate only to female organs and thereby kill cancerous cells. Recently,
the anticancer property of chlorambucil (CLL) (1) has been exploited by linking it to
estradiol (2), the sex female hormone (Gupta et al. 2010) (Fig. 1). The new estradiol-
chlorambﬁcil hybrids (3) were made to target cells expressing the ERa. It is important to
indicate that an estrogenic drug could, not only target the cells, but also induce some
transcriptional activity as it was observed for other type of estrogen-cytotoxic
derivatives (Van Themsche et al. 2009). Hence, non-steroidal drugs with structural

similarities with the natural ligand could possibly avoid such estrogenic activity.

Natural products such as monoclonal antibodies, enzymes, proteins, peptides and amino
acids have already been transformed and used to improve anticancer treatment
(Sachdeva 1998). Drug delivery systems were conceived and developed based on these

natural entities, making the new compounds well tolerated by the human body.

Amino acid-drug conjugates have also been designed. Several amino acids (proline,
asparagine and glutamine) were linked to nitrogen mustard analogs (Chrzanowski et al.
2003; Gengrinnovitch and Izakovich 2005). These amino-acid drug conjugates were
then used as prodrugs to treat cancer cells. Furthermore, the development of amino
acid-antioxidant conjugates and amino acid-anti-angiogenic conjugates were also

recently reported in the literature (Ortial et al. 2006; Durand et al. 2009; Contino-Pépin



71

et al. 2009). Hence, amino-acid derivatives are a promising avenue which must be

further exploited in the search for new drug candidates.

Lately, we have reported the synthesis of D- and L-tyrosine-chlorambucil molecules (4)
(Descoteaux et al. 2010). L-tyrosine (5) was selected as ligand to reach the ERa as its
structure shows likeness with the steroid backbone. These new tyrosine analogs showed
potent activity against hormone-dependent breast cancer cells. Molecular modeling
study predicted possible interactions with the ERa. However, despite the theoretical
binding predictions and despite the interesting cytotoxicity observed, these molecules

had very little in vitro affinity for the ERo. when tested experimentally.
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Figure 1. Chemical structures of chlorambucil (1), 17B-estradiol (2), 17p-estradiol-
chlorambucil hybrids (3), tyrosine-chlorambucil hybrids (4a, 4b) and
L-tyrosine (5)

The study of interactions between the ERa and its potential ligands is a fime consuming
and difficult task. Structure activity relationship (SAR) studies have revealed that
various compounds with diverse and unrelated structures can bind to the ERa
(Demyttenaere-Kovatcheva et al. 2005). This can be explained by the motility and
plasticity of the ERa ligand-binding cavity. Nevertheless, other studies have found some
structural requirements for specific binding to the ERa (Muthyala et al. 2003). First of

all, a phenol group, acting like the A-ring of estradiol, must be a part of the ligand. In
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addition, a second hydroxyl group or a phenol function must be placed approximately
11 A from the A-ring phenol. These two polar entities act as contact points within the

ERa binding cavity via hydrogen bonding network.

Keeping in mind the importance of the phenol group, and being aware that subtle
structure discrepancies can change the binding affinity to the ERa, we looked into the
possibility of varying the position of the —OH group on the phenol portion of the
tyrosine-chlorambucil hybrids. The aim of this study was to investigate how the phenol
location could affect the cytotoxic activity of these molecules as well as their binding

affinity.

In an attempt to study this, several tyrosine-based scaffold, DL-ortho- (DL-0-), L-meta-
(L-m-) and L-para- (L-p-) tyrosine, wére used as starting materials. It is noteworthy that
the pure L-o-tyrosine was not commercially available. However, the mixture of isomers
is adequate for this investigation which was mainly aimed at studying the influence of
the phenol location on the cytocidal activity of the tyrosine-chlorambucil hybrids. The
chlorambucil moiety was either directly linked to the amino acid ligand or via an alkyl
amide spacer. All of the new DL-o- (6, 7), L-m- (8, 9) and L-p-tyrosine-chlorambucil
(10, 11) (Fig. 2) hybrid molecules synthesized were evaluated for their in vifro cytotoxic
activity on breast cancer cell lines (MCF-7, ER" and MDA-MB-231, ER). This
manuscript gives a detailed description of the synthesis and cytotoxic activities of these
novel tyrosine-chlorambucil hybrids. Finally, following molecular docking calculations,
the orientation of L-o- (12, ortho-), L-m- (12, meta-) and L-p- (12, para-) tyrosine
derivatives into the targeted protein, the ERa, was also investigated and the results are

reported herein.
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Figure 2. DL-o- (6-7), L-m- (8-9), L-p-tyrosine-chlorambucil (10-11) hybrids and
N-acetyl tyrosinols (12) regioisomers used as model for docking calculations

Materials and methods
Chemistry

All reactions were performed with ACS Fisher solvents. In some cases, solvent, as well
as starting materials and reactants, were first purified and dried by standard means
(Perrin and Armarego 1988). Anhydrous reactions required an inert atmosphere of dry
nitrogen. DL-o-tyrosine was purchased from ABCR GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Germany, L-m-tyrosine was purchased from PepTech Corporation, Burlington, MA,
USA and L-p-tyrosine was purchased from Laboratoire Mat, Quebec, Canada. Of note,
the pure L-o-tyrosine was not commercially available. The 6-aminohexanoic acid and
11-aminoundecanoic acid were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville,
Ontario, Canada. All reactions were monitored by UV fluorescence or staining with
iodine on Sigma T 6145 commercial TLC plates (polyester silica gel 60 A, 0.25 mm).

Purifications were done using flash column chromatography according to the method of
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Still et al. (1978) on Silicycle UltraPure Flash Silica Gel, 40-63 um mesh. Hexanes and

acetone were distilled before their use as chromatography eluent.

The infrared spectra were taken on a Nicolet Impact 420 FT-IR and a Thermo Nicolet
IS10 FT-IR with ATR. Sodium chloride, potassium bromide pellets or ATR diamond
accessory were used for analysis. Mass spectral assays were obtained using a MS model
6210, Agilent technology instrument. The high resolution mass spectra (HRMS) were
obtained by TOF (time of flight) using ESI (electrospray ionization) using the positive

mode (ESI+) (analysis at Université du Québec a Montréal).

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded on a Varian 200 MHz NMR
apparatus.  Samples were dissolved in  deuteroacetone  (acetone-ds)  or
deuterodimethylsulfoxide (DMSO-ds) for data acquisition using tetramethylsilane as
internal standard (TMS, & 0.0 ppm for '"H-NMR and "*C-NMR). Chemical shifts (&) are
expressed in parts per million (ppm), the coupling constants (J) are expressed in hertz
(Hz). Multiplicities are described by the following abbreviations: s for singlet, d for
doublet, dd for doublet of doublets, dt for doublet of triplets, t for triplet, q for quartet, m
for multiplet, #m for several multiplets, br s for broad singlet, br d for broad doublet and

br t for broad triplet.

General procedure for the preparation of the N-chlorambucil-aminoalky! carboxylic

acid (14, m = 5 or 10):

The amino acid (13) (6.57mmol) was dissolved in dichloromethane.
Hexamethyldisilazane (21.69 mmol) and concentrated sulfuric acid (catalytic) were
added. The mixture was stirred and heated to reflux under nitrogen atmosphere until
complete dissolution. The solution was kept to reflux for 0.5 h. After cooling down,
benzene, triethylamine (4.91 mmol) and chlorotrimethylsilane (4.91 mmol) were added.
The resulting mixture was stirred at room temperature for 12 h. In another flask,
chlorambuecil (1) (3.29 mmol) was dissolved in dichloromethane at 0°C. Triethylamine

(3.62 mmol) and isobutylchloroformate (3.62 mol) were added and the mixture was kept
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at 0°C for 1 h. Then, the chlorambucil solution was added to the activated amino acid
solution and the mixture was stirred at room temperature for 4 h. Work-up was done by
diluting with ethyl acetate and by washing the organic phase with chlorhydric acid 10%
solution (2x) and with a saturated sodium chloride solution. The organic phase was dried
with anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated. The product was purified by

flash chromatography (hexanes: acetone, 7: 3) to give the desired material in 98% yield.

Spectral data for N-(6-chlorambucilamino)-hexanoic acid (14, m = 5). IR (NaCl, vmax,
em™): 3300 (N-H), 3200-2600 (O-H), 1716 (C=0, COOH), 1622 (C=0, NHCO0O0), 1522
and 1255 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, Sppm): 7.26 (1H, br s, NH), 7.06 (2H, d,
J =8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.70 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 3.73 (8H, m, 2x CH,Cl
and 2x NCHy), 3.19 (2H, m, CH,NHCO), 2.51 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.27
(2H, t, ] = 7.2 Hz, CH,COOH), 2.18 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,NHCOCH)), 1.78-1.96 (2H,
m, CH,CH,CH,Ph), 1.28-1.67 (6H, m, 3x CH,). >*C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 174.3
(COOH), 173.0 (CONH), 144.8 (1-C CLL), 130.9 (4-C CLL), 129.7 (2C, 3-C CLL),
112.5 (2C, 2-C CLL), 53.3 (2C, 2x NCH,CH,CI), 41.0 (2x C, 2x NCH,CH(l), 39.1,
35.6, 34.3, 33.6, 294, 279, 26.5, 24.7. ESI+ HRMS: [M + H]+ calculated for
Co0H31CIN,03 = 417.1706; found = 417.1707.

Spectral data for N-(11-chlorambucilamino)-undecanoic acid (14, m = 10). IR (NaCl,
Vmax, €M)z 3300 (N-H), 3200-2600 (O-H), 1714 (C=0, COOH), 1618 (C=0, NHCOO),
1526 and 1250 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds, Sppm): 7.07 (2H, d, J = 8.6 Hz,
3-CH CLL), 7.03 (1H, br s, NH), 6.72 (2H, d, J = 9.0 Hz, 2-CH CLL), 3.75 (8H, m,
2x CH,Cl and 2x NCHy), 3.17 (2H, m, CH,NHCO), 2.90 (1H, br s, COOH), 2.51 (2H, t,
J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.27 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,COOH), 2.14 (2H, t, J = 7.2 Hz,
CH,NHCOCH,), 1.80-1.92 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.41-1.62 (4H, m, 2x CH>), 1.30
(12H, 6x CH,). "C-NMR (Acetone-ds, §ppm): 174.0 (COOH), 172.1 (CONH), 144.9
(1-C CLL), 131.0 (4-C CLL), 129.7 (2C, 3-C CLL), 112.5 (2C, 2-C CLL), 53.3 (2C, 2x
NCH,CH,Cl), 41.0 (2C, 2x NCH,CHCl), 39.0, 35.5, 34.2, 33.6, 29.8, 29.5 (2C), 29.3
(3C), 27.9, 27.0, 25.0. ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for C,sHs;CILN,O; =
487.2489; found = 487.2485.
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General procedure for the preparation of tyrosine-methyl ester hydrochloride

regioisomers (16) (DL-o-tyr, L-m-tyr, L-p-tyr)):

A solution of tyrosine 15 (DL-o0-, L-m- or L-p-, 1.67 mmol) in anhydrous methanol was
stirred at 0°C. Then, thionyl chloride (5.00 mmol) was slowly added to the solution. The
mixture was heated to reflux for 12 h. Then, the solvent was evaporated and the resulting
crude compound was recristalized in diethyl ether. The final material was filtered,
washed with cold ether and dried in a desiccator for one day. The crude hydrochloric

acid salt, obtained in a 100% yield, was pure enough to be used as such in the next step.

Spectral data for DL-o-tyrosine methyl ester hydrochloride (16, DL-0-). IR (ATR, Vax,
em™): 3258 (N-H), 3076 (O-H), 1734 (C=0 ester), 1246 (CO-O-C). 'H-NMR
(DMSO-d;s, 6ppm): 8.74 (3H, br s, NH3), 7.05 (1H, t, J = 10.9 Hz, 5-CH tyr), 7.03 (1H,
dJ = 6.6 Hz, 3-CH tyr), 6.84 (1H, d, J = 7.4 Hz, 6-CH tyr), 6.71 (1H, t, J = 6.9 Hz,
4-CH tyr), 408 (1H, t, J = 6.7Hz, CHNH;), 3.58 (3H, s, OCHs), 3.02 (2H, d,
J = 6.7Hz, CH,CH), 248 (IH, s, OH). "C-NMR (DMSO-ds, Sppm): 170.0
(COOCHa), 156.2 (1-C tyr), 131.5 (3-C tyr), 129.1 (2-C tyr), 121.2 (5-C tyr), 119.4 (4-
C tyr), 115.4 (6-C tyr), 52.9 (CHNH3), 52.4 (OCH3), 32.0 (CH,CH). ESI+ HRMS: [M +
H]" calculated for C;oH sNO3 = 196.0968; found = 196.0966.

Spectral data for L-m-tyrosine methyl ester hydrochloride (16, L-m-). IR (ATR, vyax,
em): 3243 (N-H), 3194 (O-H), 1745 (C=0 ester), 1231 (CO-O-C). 'H-NMR
(DMSO-ds, dppm): 9.53 (1H, br s, OH), 8.66 (3H, br s, NH3), 7.08 (1H, t, ] = 7.7 Hz,
5-CH tyr), 6.69-6.59 (2H, m, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 6.62 (1H, s, 2-CH tyr), 4.16 (1H,
t, ] = 6.25 Hz, CHNH3), 3.65 (3H, s, OCHs), 3.14-2.92 (2H, m, CH,CH). *C-NMR
(DMSO-ds, 6 ppm): 170.0 (COOCH3), 158.0 (1-C tyr), 136.2 (3-C tyr), 130.0 (5-C tyr),
120.3 (4-C tyr), 116.7 (2-C tyr), 114.8 (6-C tyr), 53.7 (CHNH3), 53.0 (OCHs), 36.3
(CH,CH). ESI+ HRMS: [M + H]' calculated for C,oH;sNO; = 196.0968;found =
196.0964.
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Spectral data for L-p-tyrosine methyl ester hydrochloride (16, L-p-). IR (KBr, vpax,
cm™): 3354 (N-H), 3078 (O-H), 1742 (C=0 ester), 1224 (CO-O-C). 'H-NMR
(DMSO-ds, 6 ppm): 9.46 (1H, br s, OH), 8.60 (3H, br s, NH3), 7.01 (2H, d, J = 8.6 Hz,
3-CH tyr), 6.73 (2H, d, J = 8.60 Hz, 2-CH tyr), 4.16 (1H, m, CHNH3), 3.67 (3H, s,
OCH3), 3.03 (2H, m, CH,CH). *C-NMR (DMSO-ds, § ppm): 170.1 (COOCH3), 157.4
(1-C tyr), 131.0 (2C, 3-C tyr), 125.0 (4-C tyr), 116.1 (2C, 2-C tyr), 54.1 (CHNH3;), 53.2
(OCH3y), 35.7 (CH,CH). ESI+ HRMS: [M + .H]+ calculated for C;oH 4NO3 = 196.0968;
found = 196.0968.

General procedure for the preparation of N-chlorambucil-DL-o0-, N-chlorambucil-L-m-

and N-chlorambucil-L-p-tyrosine methyl ester (6a, 8a and 10a):

The appropriate tyrosine methyl ester 16 (0.32 mmol) was dissolved in
dimethylformamide and triethylamine (0.32 mmol) was added. At the same time, a
solution of chlorambucil (1) (0.49 mmol) in dimethylformamide was activated using
dicyclobexylcarbodiimide (DCC) (0.52 mmol) followed by N-hydroxybenzotriazole
(HOBt) (0.52 mmol). The tyrosine solution was then added to the activated acid
chlorambucil solution. The mixture was stirred at room temperature under nitrogen at
room temperature for 24 h. The solution was diluted with ethyl acetate and water, and
then washed with water (4x). The organic phase was dried with sodium sulfate, filtered
and evaporated. The product was further purified by flash chromatogfaphy (hexanes:

acetone, 4: 1) to give a pure compound in 81% yield.

Spectral data for N-chlorambucil-DL-o-tyrosine methyl ester (6a). IR (ATR, Viay, cm™):
3150-3400 (O-H and N-H), 1745 (C=0, COOCHs;), 1652 (C=0, NHCO), 1524 (C-N-H).
'H-NMR (Acetone-ds, 6 ppm): 8.74 (1H, s, OH), 7.39 (1H, d, J = 7.4 Hz, CHNHCO),
7.01-7.13 (2H, m, 3-CH and 5-CH tyr), 7.03 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.67-6.88
(2H, m, 4-CH and 6-CH tyr), 6.69 (2H, d, J = 9.0 Hz, CH CLL), 4.75 (1H, m, CHNH),
3.74 (8H, dt, J = 4.7Hz and J = 1.2 Hz, CH,CI and NCH,), 3.63 (3H, s, OCH,),
2.92-3.20 (2H, m, CH,CHNH), 246 (2H, t, J = 7.7 Hz, CH,CH,Ph), 2.17 (2H, t,
J = 7.4 Hz, NHCOCH,), 1.76-1.87 (2H, m, CH,CH,CH,). *C-NMR (Acetone-ds,
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oppm): 172.48 (NHCOCH,), 172.3 (COOCHs), 155.4.(1-C tyr), 144.6 (1-C CLL),
131.1 (3-C tyr), 130.6 (C, 4-C CLL), 129.5 (2C, 3-C CLL), 128.0 (2-C tyr), 123.5
(5-C tyr), 119.5 (4-C tyr), 115.1 (C, 6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL), 53.0 (2C, 2x
NCH,CH,Cl), 52.8 (CHNH), 51.2 (OCHj), 41.8 (2x C, 2x NCH,CH)CI), 34.9
(CH,CHNH), 33.7 (CH,CH,Ph), 32.4 (NHCOCH,), 27.4 (CH,CH,CH,). ESI+ HRMS:
M+ H]+ calculated for Co4H31CLLN,04 = 481.1655; found =481.1652.

Spectral data for N-chlorambucil-L-m-tyrosine methyl ester (8a). IR (ATR, Viay, cm™):
3100-3450 (O-H and N-H), 1748 (C=0, COOCHs), 1643 (C=0, NHCO), 1519 (C-N-H).
'H-NMR (Acetone-ds, 8 ppm): 8.31 (1H, s, OH), 7.28 (1H, d, J = 8.2 Hz, CHNHCO),
7.06 (1H, t, J = 8.4 Hz, 5-CH tyr), 7.03 (2H, d, J = 9.0 Hz, 3-CH CLL), 6.72 (1H, s,
2-CH tyr), 6.70 (4H, 3d, J = 9.0 Hz, 4-CH tyr, 6-CH tyr and 2-CH CLL), 4.72 (1H, m,
CHNH), 3.74 (8H, dt, J = 47Hz and J = 1.2 Hz, CH,Cl and NCH;), 3.66 (3H, s,
OCH3), 2.85-3.12 (2H, m, CH,CHNH), 2.46 (2H, t, ] = 7.7 Hz, CH,CH,Ph), 2.18 (2H, t,
] = 7.4Hz, NHCOCH,), 1.76-1.88 (2H, m, CH,CH,CH,). *C-NMR (Acetone-dj,
oppm): 172.18 (NHCOCH,), 172.10 (COOCHs3), 157.4 (1-C tyr), 144.6 (1-C CLL),
138.7 (3-C tyr), 130.6 (4-C CLL), 129.5 (2C, 3-C CLL), 129.3 (5-C tyr), 120.2 (4-C tyr),
116.0 (2-C tyr), 113.7 (6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL), 53.4 (CHNH), 53.0 (2C,
2x NCH,CH,Cl), 51.3 (OCHs), 40.8 (2x C, 2x NCH,CHCl), 37.3 (CH,CHNH), 34.8
(CH,CH,Ph), 33.7 (NHCOCH)), 27.4 (CH,CH,CH,). ESI+ HRMS: [M + H]" calculated
for C24H3,CIN,04 = 481.1655; found = 481.1650.

Spectral data for N-chlorambucil-L-p-tyrosine methyl ester (10a). The spectral data for
this particular compound were reported elsewhere and are in accordance with the

literature (Descoteaux et al. 2010).

General procedure for the preparation of N-chlorambucil-DL-o-, N-chlorambucil-L-m-

and N-chlorambucil-L-p-tyrosinol (6b, 8b and 10b):

The N-chlorambucil-tyrosine methyl ester (6a, 8a or 10a) (0.15 mmol) was dissolved in

diethyl ether and dichloromethane and was stirred under nitrogen atmosphere. The
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resulting solution was cooled down with an ice and water bath, afterwards lithium
borohydride (0.90 mmol) was added. The mixture was kept at 0°C for 3 h. Afterwards,
sodium sulfate decahydrate (0.3 g) was added. Work-up was done by diluting with
_diethyl ether and the organic phase was washed with saturated ammonium chloride
solution (2x) and with water (4x). The organic phase was dried with anhydrous sodium
sulfate, filtered and evaporated. The product was purified by flash chromatography

(hexanes: acetone, 7: 3) to give a pure compound in 88% yield.

Spectral data for N-chlorambucil-DL-o-tyrosinol (6b). IR (ATR, Viax, cm™'): 3100-3450
(O-H and N-H), 1638 (C=0, NHCO), 1517 and 1242 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds,
Sppm): 9.03 (1H, s, OH), 7.35 (1H, d, J = 6.3 Hz, CHNHCO), 7.02-7.11 (2H, m, 3-CH
tyr and 5-CH tyr), 7.07 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.71 (2H, d, J = 9.0 Hz,
2-CH CLL), 6.69-6.85 (2H, m, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 4.18 (1H, t, J = 5.7 Hz,
CHNH), 3.74 (8H, dt, ] = 1.6 Hz and J = 5.1 Hz, 2x CH,Cl and 2x NCH>), 3.58 (2H, dt ,
J =12Hz and J = 55Hz, CH,0H), 2.92 (1H, s, CH,OH), 2.78-2.91 (2H, m,
CH,CHNH), 2.52 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.25 (2H, t, J = 7.3 Hz, NHCOCH,),
1.83-1.94 (2H, m, CH,CH,CH,). "C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 173.8 (NHCOCH,),
156.0 (1-C tyr), 1447 (1-C CLL), 130.9 (4-C CLL), 130.6 (3-C tyr), 129.5 (2C,
3-C CLL), 127.7 (5-C tyr), 124.6 (2-C tyr), 119.3 (4-C tyr), 115.8 (6-C tyr), 112.2 (2C,
2-C CLL), 62.3 (CH,OH), 54.1 (CHNH), 53.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 40.7 (2C, 2x
NCH,CH,CI), 35.1 (CH,CHNH), 33.9 (CH,CH,Ph), 31.9 (NHCOCH,), 27.5
(CH,CH,CH,). ESI+ HRMS: [M + HJ" calculated for Cp3H3 CI,N,0; = 453.1706;
found = 453.1702. '

Spectral data for N-chlorambucil-L-m-tyrosinol (8b). IR (ATR, Vmax, cm™): 3100-3450
(O-H and N-H), 1619 (C=0, NHCO), 1526 and 1254 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds,
Sppm): 8.34 (1H, s, OH), 7.08 (1H, t, J] = 7.4 Hz, 5-CH tyr), 7.03 (2H, d, J = 8.6 Hz,
3-CH CLL), 6.97-7.01 (1H, m, CHNHCO), 6.70 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL),
6.64-6.79 (3H, #m, 2-CH tyr, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 4.14 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H,
dt, J = 1.2 Hz and J = 4.7 Hz, 2x CH,Cl and 2x NCHy), 3.53 (2H, d, J = 4.7 Hz,
CH;0H), 2.67-2.91 (2H, m, CH,CHNH), 2.46 (2H, t, J = 7.5 Hz, CH,CH,Ph), 2.16 (2H,
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t, J = 7.4 Hz, NHCOCH,), 1.77-1.88 (2H, m, CH,CH,CH,). >C-NMR (Acetone-dj,
Sppm): 172.4 (NHCOCH,), 157.4 (1-C tyr), 144.6 (1-C CLL), 140.6 (3-C tyr), 130.7
(4-C CLL), 129.5 (2C, 3-C CLL), 129.1 (5-C tyr), 120.3 (4-C tyr), 116.1 (2-C tyr), 113.1
(6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL), 63.2 (CH,OH), 53.0 (2C, 2x NCH,CH,CI), 52.8
(CHNH), 40.8 (2C, 2x NCH,CH,CI), 36.8 (CH,CHNH), 35.3 (CH,CH,Ph), 33.9
(NHCOCHS,), 27.6 (CH,CH,CH,). ESI+ HRMS: [M + HJ" calculated for C3Hz,C1;N,05
= 453.1706; found = 453.1707.

Spectral data for N-chlorambucil-L-p-tyrosinol (10b). The spectral data for this
particular compound were reported elsewhere and are in accordance with the literature

(Descoteaux et al. 2010).

General procedure for the preparation of N-((N-chlorambucilamino)alcanoyl)-DL-o-,
L-m- and L-p-tyrosine methyl ester (7a, 9a and 11a):

The appropriate tyrosine methyl ester hydrochloride 16 (0.41 mmol) was dissolved in
dimethylformamide and triethylamine (0.41 mmol). The latter was added in order
to neutralize the hydrochloride salt. At the same time, a solution of N-chlorambucil-
aminoalkyl carboxylic acid 14 (m = 5 or 10) (0.62 mmol) in dimethylformamide was
activated using DCC (0.66 mmol) followed by HOBt (0.66 mmol). The tyrosine solution
was then added to the activated N-chlorambucil-aminoalkyl carboxylic acid solution.
The mixture was stirred at room temperature for 24 h. The solution was diluted with
ethyl acetate and water, and then washed with water (4x). The organic phase was dried
with sodium sulfate, filtered and evaporated. The product was further purified by flash

chromatography (hexanes: acetone, 7: 3) to give a pure compound in 71% yield.

Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-DL-o-tyrosine methyl ester (7a,
m = 5). IR (ATR, Vmax, cm™): 3100-3400 (O-H and 2x N-H), 1745 (C=0, COOCH;),
1634 (2x C=0, 2x NHCO), 1520 and 1253 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, & ppm):
9.04 (1H, s, OH), 7.36-7.20 (2H, 2d apparent, CHNHCO and CH,NHCO), 7.06-7.10
(2H, m, 3-CH and 5-CH tyr), 7.08 (2H, d, J = 7.0 Hz, 3-CH CLL), 6.75-6.92 (2H,
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2d apparent, 4-CH and 6-CH tyr), 6.72 (2H, d, J = 6.6 Hz, 2-CH CLL), 4.67 (1H, m,
CHNH), 3.75 (8H, s, 2x CH,Cl and 2x NCH;), 3.63 (3H, s, OCHj3), 3.17 (2H, br m,
CH,NHCO), 2.92-3.17 (2H, m, CH,CHNH), 2.53 (2H, t, J = 7.0 Hz, CH,CH,Ph),
2.15 (4H, m apparent, CH,NHCOCH, and CHNHCOCH,), 1.84-1.95 (2H, m,
CH,CH,CH,Ph), 1.28-1.58 (6H, #m, 3x CH,). "C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 172.4
(CONH), 172.2 (2C, CONH and COOCHj3), 155.5 (1-C tyr), 144.7 (1-C CLL), 131.1
(3-C tyr), 130.7 (4-C CLL), 129.5 (2C, 3-C CLL), 128.0 (2-C tyr), 123.6 (5-C tyr), 119.5
(4-C tyr), 115.1 (6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL), 53.2 (CHNH), 53.0 (2C, 2x
NCH,CH,CI ), 51.2 (OCHs), 40.7 (2C, 2x NCH,CHCl), 38.6, 35.4, 35.3, 34.0, 32.2,
29.0,27.7, 25.8, 24.9. ESI+ HRMS: [M + HJ" calculated for C30H4,ClN305 = 594.2496;
found = 594.2488.

Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-L-m-tyrosine methyl ester (9a,
m = 5). IR (ATR, Vuar, cm’): 3150-3450 (O-H and 2x N-H), 1745 (C=0, COOCH3),
1638 (2x C=0, 2x NHCO), 1517 and 1217 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, & ppm):
8.66 (1H, s, OH), 7.24 (1H, d, J = 7.8 Hz, CHNHCO), 7.16 (1H, m, CH,NHCO), 7.09
(1H, t apparent, J = 8.2 Hz, 5-CH tyr), 7.07 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.71 (2H, d,
J=28.6 Hz, 2-CH CLL), 6.64-6.75 (3H, m apparent, 2-CH tyr, 4-CH tyr and 6-CH tyr),
4.71 (1H, m, CHNH), 3.75 (8H, dt, J = 1.2 Hz and J = 5.1 Hz, 2x CH,Cl and 2x NCH,),
3.66 (3H, s, OCH3), 3.17 (2H, m, CH,NHCO), 2.84-3.10 (2H, m, CH,CHNH),
2.52 (2H, t, J = 7.7 Hz, CH,CH,Ph), 2.18 (4H, m apparent, CH,NHCOCH, and
CHNHCOCH,), 1.82-1.94 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.20-1.59 (6H, #m, 3x CH_).
BC-NMR (Acetone-ds, & ppm): 172.5 (CONH), 172.1 (CONH), 172.0 (COOCH3),
157.6 (1-C tyr), 144.6 (1-C CLL), 138.6 (3-C tyr), 130.6 (4-C CLL), 129.5 (2C, 3-C
CLL), 129.2 (5-C tyr), 120.1 (4-C tyr), 116.3 (2-C tyr), 113.8 (6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C
CLL), 53.3 (CHNH), 53.0 (2C, 2x NCH,CH.Cl ), 51.3 (OCH,), 40.7 (2C, 2x
NCH,CH,Cl), 38.7, 37.4, 35.4 (2C), 34.0, 27.7, 26.1, 25.1. ESI+ HRMS: [M + HJ"
calculated for C30H42,CIbN3O5 = 594.2496; found = 594.2491.
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Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-L-p-tyrosine methyl ester (11a,
m = 5). The spectral data for this particular compound were reported elsewhere and are

in accordance with the literature (Descoteaux et al. 2010).

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-DL-o-tyrosine methyl ester
(7a, m = 10). IR (ATR, Vmax, cxﬁ'l): 3200-3400 (O-H and 2x N-H), 1749 (C=0,
COOCH3), 1645 and 1602 (2x C=0 and 2x NHCO), 1520 and 1213 (C-N-H). 'H-NMR
(Acetone-ds, 6 ppm): 8.83 (1H, br s, OH), 7.31 (1H, d, J = 7.4 Hz, CHNHCO),
7.03-7.12 (3H, m, CH,NHCO, 3-CH tyr and 5-CH tyr), 7.07 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH
CLL), 6.69-6.89 (2H, m, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 6.71 (2H, d, ] = 9.0 Hz, 2-CH CLL),
4.69 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H, dt, ] = 1.6 Hz and ] = 5.1 Hz, 2x CH,ClI and 2x NCH>),
3.62 (3H, s, OCHj;), 3.19 (2H, q, J = 5.9Hz, CH,NHCO), 2.90-3.16 (2H, m,
CH,CHNH), 2.52 (2H, t, ] = 7.5 Hz, CH,CH,Ph), 2.17 (4H, m, CH,NHCOCH, and
CHNHCOCH;), 1.82-1.90 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.25-1.54 (16H, #m and s,
8x CH,). C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 172.‘3 (2C, 2x CONH), 172.1 (COOCHj3),
1554 (1-C tyr), 144.7 (1-C CLL), 131.1 (3-C tyr), 130.7 (4-C CLL), 1294 (2C,
3-C CLL), 128.0 (2-C tyr), 123.6 (5-C tyr), 119.4 (4-C tyr), 115.1 (6-C tyr), 112.2 (2C,
3-C CLL), 53.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 52.8 (CHNH), 51.1 (OCHs;), 40.7 (2C, 2x
NCH,CH,Cl), 38.8, 35.5, 35.3, 34.0, 33.7, 32.4, 29.5, 29.2, 29.1, 29.0, 28.8, 27.7, 26.6.
ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for C3sHs2CI,N305 = 664.3279; found = 664.3271.

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-L-m-tyrosine methyl ester
(9a, m = 10). IR (ATR, Vmax, cm™): 3150-3400 (O-H and 2x N-H), 1745 (C=0,
COOCH;), 1642 and 1613 (2x C=0 and 2x NHCO), 1517 and 1253 (C-N-H). '"H-NMR
(Acetone-ds, & ppm): 8.44 (1H, br s, OH), 7.26 (1H, d, J = 7.8 Hz, CHNHCO), 7.10
(1H, m, CH,NHCO), 7.04-7.13 (1H, m, 5-CH tyr), 7.06 (2H, d, J = 8.2 Hz, 3-CH CLL),
6.71 (2H, d, J = 9.0 Hz, 2-CH tyr), 6.65-6.75 (3H, m,2-CH tyr, 4-CH tyr and 6-CH tyr),
4.69 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H, dt, ] = 1.6 Hz and J = 5.1 Hz, 2x CH,Cl and 2x NCH,),
3.65 (3H, s, OCH;), 3.19 (2H, q, J = 59Hz, CH,NHCO), 2.83-3.10 (2H, m,
CH,CHNH), 2.51 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.16 (4H, 2t overlapped, J = 7.2 Hz,
CH,NHCOCH; and CHNHCOCH,), 1.81-1.92 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.25-1.55
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(16H, #m and s, 8x CH,). "C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 172.2 (CONH), 172.1 (2C,
COOCH; and CONH), 157.5 (1-C tyr), 144.6 (1-C CLL), 138.6 (3-C tyr), 130.7 (4-C
CLL), 129.5 (2C, 3-C CLL), 129.2 (5-C tyr), 120.1 (4-C tyr), 116.1 (2-C tyr), 113.6 (6-C
tyr), 112.2 (2C, 3-C CLL), 53.4 (CHNH), 53.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl ), 51.3 (OCHj),
40.7 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 38.8, 37.4, 35.5, 35.3, 34.0, 29.6, 29.2, 29.1, 289, 27.7,
26.7, 254. ESI+ HRMS: [M + HJ]" calculated for CssHs;CL,N3Os = 664.3279;
found = 664.3270.

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-L-p-tyrosine methyl ester
(11a, m = 10). The spectral data for this particular compound were reported elsewhere

and are in accordance with the literature (Descoteaux et al. 2010).

General procedure for the preparation of N-((N-chlorambucilamino)alcanoyl)-DL-o-,
L-m- and L-p-tyrosinol (7b, 9b and 11b):

The N-((N-chlorambucilamino)alcanoyl)-tyrosine methyl ester (7a, 9a or 11a)
(0.12 mmol) was dissolved in diethyl ether and dichloromethane and was stirred under
nitrogen atmosphere. The resulting solution was cooled down with an ice and water
bath; afterwards lithium borohydride (0.73 mmol) was added. The mixture was kept at
0°C for 3 h. Afterwards, sodium sulfate decahydrate (0.3 g) was added. Work-up was
done by diluting with diethyl ether and washing the organic phase with saturated
ammonium chloride solution (2x) and with water (4x). The organic phase was dried with
anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated. The product was purified by flash

chromatography (hexanes: acetone, 3: 2) to give a pure compound in 82% yield.

Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-DL-o-tyrosinol (7b, m = 5). IR
(ATR, Vmay, cm”): 3100-3400 (2x O-H and 2x N-H), 1638 (2x C=0, 2x NHCO), 1520
and 1242 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, & ppm): 9.16 (1H, br s, OH), 7.37 (1H, d,
J = 6.6 Hz, CHNHCO), 7.17 (1H, br t, J = 5.1 Hz, CH,NHCO), 7.02-7.11 (2H,
m apparent, 3-CH tyr and 5-CH tyr), 7.06 (2H, d, J =86 Hz, 3-CH CLL), 6.70-6.88
(2H, m apparent, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 8.5 Hz, 2-CH CLL), 4.01
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(1H, m, CHNH), 3.89 (1H, m, CH,OH), 3.74 (8H, dt, ] = 1.6 Hz and J = 5.1 Hz,
2x CH,Cl and 2x NCH,), 3.51 (2H, d apparent, J = 5.8 Hz, CH,0H), 3.19 (2H, dq,
J = 18Hz and J = 6.8 Hz, CH,NHCO), 2.71-2.93 (2H, m, CH,CHNH), 2.51 (2H, t,
J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.19 (4H, m apparent, CH,NHCOCH, and CHNHCOCH,),
1.78-1.93 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.27-1.67 (6H, #m, 3x CH,). "C-NMR (Acetone-d,
Sppm): 173.8 (CONH), 172.4 (CONH), 156.0 (1-C tyr), 144.7 (1-C CLL), 131.0
(4-C CLL), 130.7 (3-C tyr), 129.5 (2C, 3-C CLL), 127.7 (5-C tyr), 124.7 (2-C tyr), 119.3
(4-C tyr), 115.7 (6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL), 62.6 (CH,OH), 53.2 (CHNH), 53.0
(2C, 2x NCH,CH,CI), 40.8 (2x C, 2x NCH,CH,Cl), 38.6, 35.7, 35.4, 34.0, 31.8, 29.2,
27.7, 26.1, 25.1. ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for CoHyoClLN3O4 = 566.2547;
found = 566.2540.

Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl)-L-m-tyrosinol (9b, m = 5). IR
(ATR, Viax, cm™): 3100-3400 (2x O-H and 2x N-H), 1683 (2x C=0, 2x NHCO), 1520
and 1253 (C-N-H). '"H-.NMR (Acetone-ds, 6 ppm): 8.59 (1H, s, OH), 7.20 (1H, br t,
J = 53 Hz, CH,NHCO), 7.07 (1H, t, ] = 7.4 Hz, 5-CH tyr), 7.06 (2H, d, J = 8.6 Hz,
3-CH CLL), 6.98 (1H, d, J = 8.5 Hz, CHNHCO), 6.64-6.76 (3H, m, 2-CH tyr, 4-CH tyr
and 6-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 8.5 Hz, 2-CH CLL), 4.13 (2H, m, CHNH and CH,OH),
3.74 (8H, dt, J = 1.2Hz and J = 5.1 Hz, 2x CH,CI and 2x NCH;), 3.52 (2H, t,
J = 5.1 Hz, CH,OH), 3.16 (2H, m, CH,NHCO), 2.64-2.91 (2H, m, CH,CHNH),
251 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.14 (4H, m apparent, CH,NHCOCH, and
CHNHCOCH;), 1.82-1.89 (2H, m, CH.CH,;CH,Ph), 1.20-1.58 (6H, #m, 3x CH>).
BC-NMR (Acetone-ds, § ppm): 172.51 (CONH), 172.46 (CONH), 157.5 (1-C tyr),
144.6 (1-C CLL), 140.5 (3-C tyr), 130.6 (4-C CLL), 129.5 (2C, 3-C CLL), 129.0
(5-C tyr), 120.3 (4-C tyr), 116.3 (2-C tyr), 113.1 (6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL), 63.4
(CH,OH), 53.0 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 52.8 (CHNH), 40.8 (2x C, 2x NCH,CH,Cl), 38.7
(CH,NHCO), 36.8 (CHCHNH), 359 (CHNHCOCH;), 35.6 (CH,CH,Ph), 35.4
(CH,NHCOCH,), 34.0, 27.7, 26.2, 25.3. ESI+ HRMS: M + H].+ calculated for
CaoH42CIoN304 = 566.2547; found = 566.2541.
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Spectral data for N-((6-N-chlorambucilamino)hexanoyl-L-p-tyrosinol (11b, m = 5). The
spectral data for this particular compound were reported elsewhere and are in

accordance with the literature (Descoteaux et al. 2010).

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-DL-o-tyrosinol (7b,
m = 10). IR (ATR, Vma, cm™): 3100-3400 (2x O-H and 2x N-H), 1631 (2x C=0,
NHCO), 1524 and 1246 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, Sppm): 9.11 (1H, s, OH), 7.36
(1H, d, J = 5.9 Hz, CHNHCO), 7.02-7.10 (3H, m, 3-CH tyr, 5-CH tyr and CH,NHCO),
7.07 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.68-6.86 (2H, m, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 6.71
(2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 4.11 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H, dt, ] = 1.6 Hz and
J=5.1 Hz, 2x CH,ClI and 2x NCH>), 3.58 (2H,br d, J = 5.1 Hz, CH,0H), 3.18 (2H, q,
J = 5.8 Hz, CHNHCO), 2.70-2.93 (3H, m and br s, CH,CHNH and CH,OH), 2.52 (2H,
t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.22 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,NHCOCH;), 2.16 (2H, t,
J=17.2 Hz, CHNHCOCH,), 1.81-1.93 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.29-1.59 (16H, #m and
s, 8x CHy). >C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 173.9 (CONH), 172.0 (CONH), 156.0
(1-C tyr), 144.7 (1-C CLL), 130.9 (4-C CLL), 130.7 (3-C tyr), 129.4 (2C, 3-C CLL),
127.7 (5-C tyr), 124.6 (2-C tyr), 119.2 (4-C tyr), 115.8 (6-C tyr), 112.2 (2C, 2-C CLL),
62.3 (CH,OH), 53.1 (CHNH), 53.0 (2C, 2x NCH2CH2CI), 40.7 (2x C, 2x NCH,CH,Cl),
38.8, 35.7, 35.3, 34.0, 31.9, 29.6, 29.2 (3C), 29.0 (2C), 26.7. ESI+ HRMS: M + H]"
calculated for C34Hs,C1oN304 = 636.3329; found = 636.3318.

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-L-m-tyrosinol  (9b,
m = 10). IR (ATR, Vmax, cm’): 3100-3400 (2x O-H and 2x N-H), 1634 (2x C=0,
NHCO), 1520 and 1246 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, & ppm): 8.45 (1H, s, OH), 7.14
(1H, br t apparent, CH,NHCO), 7.07 (1H, t, J] = 7.6 Hz, 5-CH tyr), 7.06 (2H, d,
J = 8.6Hz, 3-CH CLL), 697 (1H, d, J] = 7.8 Hz, CHNHCO), 6.65-6.77 (3H, m,
2-CH tyr, 4-CH tyr and 6-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 4.08 (1H, m,
CHNH), 3.74 (8H, dt, J = 1.6 Hz and J = 5.1 Hz, 2x CH,Cl and 2x NCH3), 3.52 (2H, t,
J = 5.1 Hz, CH,0OH), 3.19 (2H, q, J = 6.5 Hz, CH,NHCO), 2.92 (1H, s, CH,OH),
2.65-2.91 (2H, m, CH,CHNH), 2.52 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.13 (4H,
m apparent, CH,NHCOCH; and CHNHCOCH;), 1.82-1.93 (2H, m, CH,CH,CH;Ph),
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1.25-1.56 (16H, #m and s, 8x CH,). "C-NMR (Acetone-d;, & ppm): 172.5 (CONH),
172.2 (CONH), 157.5 (1-C tyr), 144.6 (1-C CLL), 140.6 (3-C tyr), 130.7 (4-C CLL),
129.5 (2C, 3-C CLL), 129.0 (5-C tyr), 120.3 (4-C tyr), 116.2 (2-C tyr), 113.1 (6-C tyr),
112.2 (2C, 2-C CLL), 63.3 (CH,0H), 53.0 (2C, 2x NCH,CH,CI), 52.8 (CHNH), 40.7
(2C, 2x NCH,CH,Cl), 38.8, 36.8, 36.0, 35.4, 34.0, 29.6, 29.3, 29.2, 29.1, 29.0, 28.9,
277, 26.7, 25.6. ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for C33Hs,CLN304 = 636.3329;
found = 636.3326.

Spectral data for N-((11-N-chlorambucilamino)undecanoyl)-L-p-tyrosinol (11b, m = 10).
The spectral data for this particular compound were reported elsewhere and are in

accordance with the literature (Descoteaux et al. 2010).

Biology
In vitro cytotoxic activity

The cytotoxicity of the tyrosine-chlorambucil regioisomers (6a-11a and 6b-11b, m = 5
or 10) was evaluated on MCF-7 (ER") and MDA-MD-231 (ER") breast cancer cell lines.
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-phenyl-tetrazolium bromide) assay, a standard
colorimetric test, was used for measuring cellular proliferation (Carmichael et al. 1987).
Briefly, tumor cell lines were added into 96-well tissue culture plates in culture medium
and incubated at 37°C in a 5% CO; atmosphere. Dilutions were done using cremophore:
ethanol (1: 1) solution. Cells were incubated with or without drugs for 72 h. Culture
plates-were processed using MTT for 3.5 h afterwards SDS solubilisation solution (HCI
0.010 M, sodium dodecyl sulfate solution 10%) was added. The absorbance was read
using a scanning multiwell spectrophotometer (FLUOStar OPTIMA) at 565 nm. All
measurements were carried in triplicates. The results were compared with those of a
control reference plate fixed on the treatment day, and the growth inhibition percentage

was calculated for each drug contact period.
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Molecular modelling

17B-estradiol (2), L-o-N-acetyltyrosinol (12, ortho-), L-m-N-acetyltyrosinol (12, meta-)
and L-p-N-acetyltyrosinol (12, para-), our model compounds, were docked into the
ERa.. This was done using ArgusDock docking engine, implemented in ArgusLab 4.0.
This software is freely distributed for Windows platforms by Planaria Software
(http : //'www.ArgusLab.com) (Thompson, 2004). Although lagging behind in accuracy
when compared to other docking programs, previous research proved that results from
ArgusLab are biologically meaningful (Joy et al. 2006). The crystal structure of ERa in
complexation with 173-estradiol (1A52) was extracted from the Research Collaboratory
for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB) (Tanenbaum et al. 1998;
Berman et al. 2000). Ions, ligands and subunits not involved in the ligand binding were
removed from the original structure file. The receptor input pdb file was then generated.
Separatly, ligands files were prepared. The N-acetyl-tyrosinols (12) (Fig. 3) were used as
a model for two main reasons: 1) smaller ligand involve less calculation time and more
accurate results and 2) the N-acetyl-tyrosinol derivatives show similarities with our final
tyrosine-chlorambucil hybrid molecules. For each ligand (17(3-estradiol (2), L-0-, L-m-
and L-p-N-acetyltyrosinol (12)), structural optimization was performed according to
molecular mechanics (MM?2) calculations with ChemBio3D Ultra 11.0 program. Even if
the synthesis was achieved with a mixture of DL-ortho-tyrosine precursor, the pure
L-o-tyrosinol enantiomer was chosen for docking calculations. The resulting ligand file
was saved as a pdb file. Next, in ArgusLab, the binding site was defined. ArgusDock
search docking engine was used with a grid resolution of 0.40 A. Then, docking

calculations were performed with a flexible ligand mode.

Results and discussion
Synthesis of tyrosine-chlorambucil hybrid regioisomers

The synthesis of regioisomers 6-11 was accomplished using the convergent synthesis
previously reported for the para-tyrosine-chlorambucil series (Descoteaux et al. 2010)

(Scheme 1). The ease of synthesis and the excellent global yields obtained in our
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previous study encourage us to use this methodology for the two other commercially
available regioisomers of tyrosine (ortho- and meta-). Moreover, as proved in our earlier
~ study, the initial stereochemistry of the amino acids (with D- or L-para-tyrosine) was
maintained all along the synthesis, giving optically pure final compounds (Descoteaux et
al. 2010). For this study, DL-ortho-tyr and L-meta-tyr are used as the starting material.
So, the stereochemistry of the final hybrids made from L-mefa-tyrosine was maintained

during the course of the synthesis.

e
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(iv) £7a, 9a, 11a, R = CO,CH; (70%)
7b, 9b, 11b, R = CH,0H (57%)
m=5or [0

Reagents: i) 1. HMDS, H,S0, cat., DCM, triethylamine, TMSCI; 2. CLL, HOBt, DCC, triethylamine, DMF;
(i) MeOH, SOCI,; (iii) CLL, HOBt, DCC, triethylamine, DMF; (iv) LiBH, Et,0, 0°C to 22°C; (v}14, m=5o0r
10, HOBt, DCC, triethylamine, DMF.

Scheme 1. Synthesis of tyrosine-chlorambucil hybrid regioisomers (6a-11a and 6b-11b)

6-Aminohexanoic acid (13, m = 5) and 11-anﬂnouhdecanoic acid (13, m = 10) were
first coupled to chlorambucil (1). Thus, chlorambucil (1) was activated (with
isobutylchloroformate (C1CO,'Bu)) and then coupled to the amino acid function using
hexamethyldisilazane and trimethylsilyl chloride in acidic conditions. Separately,
DL-o-tyrosine (15, ortho-), L-m-tyrosine (15, meta-) and L-p-tyrosine (15, para-) were
transformed into the corresponding methyl ester hydrochloride salt (16) with thionyl
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chloride in methanol. The corresponding tyrosine methyl ester hydrochloride salts were
obtained in 96 to 100 % yield. Then, under standard reaction conditions (HOBt and
DCC), the resulting tyrosine esters were coupled to chlorambucil (1) via an amide
function giving the tyrosine-chlorambucil hybrids without spacer. Purification gave
compounds 6a, 8a and 10a in 68%, 81% and 81% yield, respectively. The tyrosine
methyl esters (16) were also linked to chlorambucil (1) via an alkyl chain spacer. The
six carbon atoms and the eleven carbon atoms derivatives prepared earlier (14, m = 5 or
10) were coupled to the tyrosine ester (16) moiety. Again, standard reaction conditions
(HOBt and DCC) were used for the coupling reaction. Subsequently, purification gave
compounds 7a (m = 5, 10), 9a (m = 5, 10) and 11a (m = 5, 10) in good yields (about
72%). Finally, all tyrosine-chlorambucil methyl ester derivatives (6a, 7a, 8a, 9a, 10a,
and 11a) were submitted to selective reduction of the ester function with lithium
borohydride in dry diethyl ether. The corresponding tyrosinol-chlorambucil hybrids (6b,
7b, 8b, 9b, 10b and 11b) were obtained in good to excellent yields (36 to 88%). All the
new compounds were fully characterized by their respective IR, 'H-NMR, *C-NMR and

mass spectra.

In vitro biological activity

All the DL-o0-, L-m- and L-p-tyrosine-chlorambucil hybrid regioisomers (6-11) were
evaluated for their cytotoxic activity on estrogen-receptor positive (MCF-7, ER") and
estrogen-receptor negative (MDA-MB-231, ER’) tumor cell lines using the MTT
colorimetric assay (Carmichael et al. 1987). Chlorambucil (1) was used as the control on

both human mammary carcinomas.

As shown by the MTT assays, all the derivatives tested were more cytotoxic than the
parent drug, chlorambucil (from 1.7 to 7.4 times), on both breast cancer cell lines
(Tables 1 and 2). The methyl ester (6a-11a) (m = 5, 10) as well as the tyrosinol (6b-11b)
(m = 5, 10) derivatives presented comparable biological activity. Chlorambucil is a
known bis-alkylation agent which forms covalent adducts with DNA (Armitage 1993). It
can initiate apoptosis regardless of the presence or absence of the ER protein. However,

the new tyrosine-chlorambucil hybrids show greater activity than chlorambucil (1) itself,
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which is already used for solid breast cancer treatments. This could reveal a possible
beneficial role of the tyrosine ligand to target the drug where it is needed. Thus, the
objective to increase the activity of chlorambucil by using an estrogen-like ligand was
achieved. This particular molecular combination could possibly diversify the use for this

type of nitrogen-mustard anticancer agent in the future.

The new tyrosine-chlorambucil hybrids were active on both breast cancer cell lines (ER”
and ER"). This can be explained by the complexity of the protein contents of these cell
types. The hormone-independent MDA-MB-231 cancer cell line does not express the
ERa protein, unlike the MCF-7 cell line. However, other similar proteins, which can be
ER subtypes, are also present in ER™ cell lines. A possible interaction of the tyrosine
with one (or more) of these proteins could explain the activity observed on ER™ cells
with the tyrosine derivatives. Moreover, the new tyrosine-chlorambucil molecules, being
bis-alkylating agents, show the same pattern of activity in vitro than chlorambucil. They
are active on both cell types. It is important to indicate that the desired selectivity
towards ER” cancer cells might be expressed more clearly in vivo as it was previously

reported for other anticancer agents (Otto et al. 1991; Karl et al. 1988).



Table 1

Cytocidal activity of tyrosine-chlorambucil regioisomers (6a-11a and 6b-11b, m = 5, 10) on estrogen receptor positive

(ER") MCF-7 breast cancer cell lines

DL-o L-m L-p
Compound Compound Compound
ICsp, uM? CLL ratio ICso, uM?*  CLL ratio ICso, pM*® CLL ratio

6a 52.63 £4.68 2.48 8a 17.72 +£1.27 7.36 10a 31.92 +£0.89 4.08

6b 20.54+1.97 6.35 8b 23.42+2.94 5.57 10b 34.11+2.04 3.82
7Ja,m=5 4497 +3.93 2.90 9a, m=5 18.63+2.32 7.00 11la, m=5 25.43+2.06 5.13
7b,m=35 43.71 £5.37 2.98 9b,m=5 48.31+1.36 2.70 11b,m=5 62.16+5.50 2.10
7a,m=10 NR e 9a, m=10 41.00+3.97 3.18 11a,m=10 67.90 +8.68 1.92
7b, m =10 47.73 +£3.61 2.73 9b, m=10 21.68+2.63 6.01 11b,m=10 19.39+2.66 6.72

1 130.36 +£2.92

* Inhibitory concentration (ICso, uM) as obtained by the MTT assay. Experiments were performed in duplicates and the results represent
the mean £ SEM of three independent experiments. The cells were incubated for a period of 72 h



Table 2

Cytocidal activity of tyrosine-chlorambucil regioisomers (6a-11a and 6b-11b, m = 5, 10) on estrogen receptor negative
(ER) MDA-MB-231 breast cancer cell lines

DL-o L-m L-p
Compound Compound — Compound
ICso, uM*  CLL ratio ICsp, uM*  CLL ratio ICso, uM*  CLL ratio

6a 57.45+5.38 2.38 8a 32.24 +£2.85 4.24 10a 37.83+1.52 3.62

6b 26.47+£2.09 5.17 8b 28.71 £3.51 4.77 10b 39.57+2.40 3.46
Ta,m=35 38.18+2.77 3.58 9a,m=5 34.01 £3.37 4.02 11a, m=5 36.81+£3.97 3.72
Tb,m=35 33.97+3.19 4.03 9b,m=5 45.07+5.04 3.04 11b,m=5 55.09+5.33 248
7a,m=10 NR - 9a,m=10 63.03+4.00 217  11a,m=10 NR -
7b, m= 10 79.37 £6.54 1.72 9b,m=10 71.83+5.65 1.91 11b,m=10 NR e

1 136.85 +6.79

? Inhibitory concentration (ICso, uM) as obtained by the MTT assay. Experiments were performed in duplicates and the results represent
the mean + SEM of three independent experiments. The cells were incubated for a period of 72 h
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Aforementioned, this study was undertaken in order to verify the influence of the
position of the phenol hydroxyl group on the biological activity. Interestingly, among all
the regioisomers tested, compound 8a, with the phenol group located in meta position,
showed the most significant cytocidal activity (7.36 times more active than
chlorambucil (1)). Generally, all the L-m-tyrosine methyl ester derivatives are more
active than their corresponding DL-o- and their L-p- analogs. Furthermore, in most
cases, the L-m-tyrosine-chlorambucil hybrids reveals to be slightly more specific (more
active) on hormone-dependent breast cancer cells compared to hormone-independent
breast cancer cells. This specificity could be explained by the phenol group in meta
position, which could possibly adopt a structure which favorises better orientation and
stronger interactions within the ERa compared to the other two regioisomers (ortho and
para). Otherwise, the location of the phenol group itself (ortho-, meta- or para-) might
play a role in the overall cytocidal activity observed with these various hybrids. Indeed,
it is reported that m-tyrosine is significantly more phytotoxic than its structural isomers
o- and p-tyrosine (Bertin et al. 2007). Furthermore, it is reported that phenolic
compounds exhibiting antioxidant properties can contribute to the destruction of cancer
cells (Durand et al. 2009). The slightly greater activity observed for the m-tyrosine
regioisomer might be explained by these factors being more important for the meta

isomer compared to the ortho and para isomers.

Some molecules (9a, 9b, 11a and 11b) (m = 5) have been submitted to estrogen receptor
alpha affinity evaluation. Even if these specific molecules presented non negligible
cytotoxic activity, only very little affinity was observed experimentally. Consequently,
further investigations will be done to elucidate the exact mode of action of these novel

tyrosine-chlorambucil hybrids.

Docking

To the best of our knowledge, to date, no study have been performed in order to verify if
tyrosine can theorically bind into the ERa pocket. In attempt to explain the mode of

binding, preliminary molecular docking calculations have been done using Arguslab
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program. This was done in order to verify if the amino acid squeletton could assume an
orientation close to specific residue (Arg394, Glu353 and His524) within the ERa and,
by doing so, establish H bonding interactions as estradiol. Such interactions could allow
the tyrosine moiety reach cells expressing ERa and then allow chlorambucil to act on

cancer cells more specifically.

In light of our molecular modeling results, the three regioisomers (L-o0-, L-m- and
L-p-N-acetyltyrosinol, (12)) seem to be oriented in different ways into the ERa binding
pocket (Fig. 3). Figure 3a shows the native ligand, 17B-estradiol (2), within the active
site of the ERa.. The m-tyrosinol derivative (12, meta-) (Fig. 3b) adopts a conformation
similar to that of estradiol (Fig. 3a). The docking calculations demonstrate that the
phenol group of the m-tyrosinol is located in the A-ring region of estradiol, near residues
Arg394 and Glu353. Beside, the same docking calculations were performed with the
para regioisomer (12, para-). This time, the same phenol group appears to be close to
the His524 residue (Fig. 3¢) an orientation completely opposite to that observed with
m-tyrosinol. The L-o-N-acetyltyrosinol (12, ortho-) behaves as its para regioisomer
(figure not shown). Hence, these results demonstrate that the mefa-tyrosine derivative

mimics the estradiol ligand much better than its ortho and para analogs. Also, all |
N-acetyltyrosine methyl esters were docked into the ERa. Each molecule behaves as its
corresponding ortho, meta or para tyrosinol analog (12) where, in each cases, the phenol
group is oriented similarly into the ERa pocket (figure not shown). The m-tyrosine ester
derivative still positions itself into the ERa like the natural ligand. Of note, the docking

of the various tyrosinol and tyrosine ester derivatives led repeatedly to the same results.
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Figure 3. 17B-estradiol (2), L-m- (12, meta-) and L-p- (12, para-) N-acetyltyrosinol
within the active site of the ERa. The main interactions are occurring on ring
A of the steroid nucleus (3a) or on the aromatic hydroxy group (Ar-OH) of
the tyrosinol derivatives (3b and 3c)

Furthermore, the tyrosine ligand is much smaller than estradiol. It is already known that
the hydroxyl functions on the estrogenic nucleus are involved in the receptor recognition
(Gabano et al. 2005). 1t is also known that the optimal distance between the two polar
regions (3-OH and 17B-OH) should be approximately 11A to achieve suitable binding
(Muthyala et al. 2003). Probably, the distance between the two polar regions of the
tyrosine unit studied (between Ar-OH and -CO,CHs for the tyrosine methyl ester
analogs or between Ar-OH and -CH,OH for the tyrosinol analogs) are not sufficiently
distant to allow H bonding interactions beeing formed between the ligand and all the
known ERa binding sites (Arg394, Glu353 and His524). So, molecules with polar
regions more distant from each other would possibly fit much better into the ERa

binding cavity.

Conclusion

Regiosomers of tyrosine were coupled to chlorambucil (1), directly or via a 5 carbon or
a 10 carbon atoms spacer. Eighteen compounds were synthesized in 38 to 67% overall
yield using an efficient synthetic methodology. The association of tyrosine to
chlorambucil gave compounds with higher cytotoxicity than chlorambucil itself when

tested on human breast cancer cell lines. One goal of this study was to verify the
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influence of the phenol group location on the biological activity of the new compounds.
The m-tyrosine-chlorambucil hybrids (6 and 8, m = 5, 10) showed greater cytotoxicity
compared to the other regioisomers. Moreover, the m-tyrosine molecules were slightly
more specific for hormone-dependent cancer cells. Docking calculations gave us insight
to the mode of binding of the m-tyrosine derivatives. The m-tyrosine regioisomer seems
to mimic closely the 3-OH group of estradiol into the ERa pocket when compared to the
two other regioisomers. This can explain, in part, the greater biological activity observed
for the meta regioisomer. Also, the antioxidant properties of the meta phenolic
compounds could contribute to the overall cytotoxicity. This exploratory study also
suggests that larger ligands could fit more adequately into the ERa binding cavity.
Hence, a second series of bulkier tyrosine-chlorambucil hybrids are presently designed

in our laboratory in order to obtain ligand with enhanced affinity for the ERa.
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CHAPITRE 1V

DESIGN DE NOUVELLES MOLECULES HYBRIDES TYROSINE-
MOUTARDE AZOTEE ACTIVES SUR LES LIGNEES CELLULAIRES
CANCEREUSES DE L’UTERUS, DE L’OVAIRE ET DU SEIN

Caroline Descoteaux, Kevin Brasseur, Valérie Leblanc, Sophie Parent, Eric Asselin et

Gervais Bérubé*

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans la revue
Steroids. La référence de cet article est la suivante : Steroids (2012) 77: 403-412.
DOI 10.1016/j.steroids.2011.12.021

4.1 Contribution des auteurs

La majeure partie des travaux présentés fut réalisée par Caroline Descdteaux, sous la
supervision des Drs Bérubé et Asselin. La synthése chimique de I’ensemble des
molécules a été effectuée par celle-ci. L’évaluation biologique fut également réalisée par
Caroline Descéteaux et Kevin Brasseur, avec le soutien de Valérie Leblanc. Des essais
préliminaires d’affinité pour le récepteur estrogénique alpha (non présentés) ont été
effectués par Sophie Parent. Premicre auteure de cette publication, Caroline Descdteaux
a rédigé, soumis, corrigé le manuscrit et répondu aux interrogations et suggestions des

examinateurs sous la supervision du Dr Bérubé.

4.2 Résumé

La L-para-tyrosine fut liée 1’ortho-hydroxyaniline, a la méta-hydroxyaniline et a la
para-hydroxyaniline formant trois molécules tyrosinamides distinctes. Les nouveaux

dérivés d’acide aminé au squelette élargi ont été construits dans le but d’imiter, en
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partie, I’estradiol (hormone sexuelle féminine naturelle, E2). Les tyrosinamides résultant
furent ensuite liés au chlorambucil soit directement, ou via une chaine de 5 ou 10 atomes
de carbone. Cela fut réalisé dans le but de cibler les cellules cancéreuses exprimant le
récepteur estrogénique alpha (REa) et pour obtenir un agent chimiothérapeutique plus
sélectif. Les molécules tyrosinamide-chlorambucil ont été congues et synthétisées avec
de bons rendements, selon deux approches synthétiques différentes. L’activité
anticancéreuse des nouveaux composés fut évaluée sur les cellules cancéreuses du sein
hormono-dépendantes et hormono-indépendantes (RE+; MCF-7 et RE-; MDA-MB-
231). 11 fut intéressant de constater que les dérivés méta-hydroxyphényl-tyrosine-
chlorambucil étaient plus actifs que les analogues ortho et para. Les molécules porteuses
d’une chalne a 5 atomes de carbone furent sélectionnées pour effectuer une étude
biologique plus poussée en utilisant une série de cellules cancéreuses féminines; sein
(ZR-75-1, MDA-MB-436, MDA-MB-468), ovaire (OVCAR-3, A2780) et utérus
(Ishikawa, HEC-1A). 1l fut constaté qu’avec les cellules cancéreuses du sein, les

nouveaux composés étaient 4,2 fois plus actifs que le chlorambucil.
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Abstract

L-para-tyrosine was linked to ortho-hydroxyaniline, mefa-hydroxyaniline and para-
hydroxyaniline giving three distinct tyrosinamide molecules. The new extended amino
acid derivatives were constructed to imitate, in part, the estradiol (E,, the natural female
sex hormone) nucleus. The resulting tyrosinamides were then linked to chlorambucil
either directly, or via a 5 and 10 carbon atoms spacer chain. This was done in an attempt
to target cancerous cells expressing the estrogen receptor alpha (ERa) and to obtain a
more specific chemotherapeutic agent. The tyrosinamide-chlorambucil molecules were
designed and synthesized in good yields, according to two different approaches. The
novel compounds were evaluated for their anticancer efficacy in hormone-dependent
and hormone-independent (ER+; MCF-7 and ER-; MDA-MB-231) breast cancer cell
lines. Interestingly, the meta-hydroxyphenyl-tyrosinamide-chlorambucil derivatives
were more active than the ortho- and para- analogs. The molecules bearing a 5 carbon
atoms spacer were selected for additional biological study using a panel of female
cancerous cells; breast (ZR-75-1, MDA-MB-436, MDA-MB-468), ovarian (OVCAR-3,
A2780) and uterine (Ishikawa, HEC-1A). It was discovered that for breast cancer cells,

the new compounds were up to 4.2 times more active than chlorambucil itself.

Key words: Ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl-tyrosinamide-chlorambucil

derivatives; female cancers; estrogen receptor alpha; chlorambucil; biological activity
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Introduction

Chemotherapy is a very common anticancer treatment which uses anti-proliferative
molecules to kill cancerous cells. These chemotherapeutic agents are highly active drugs
which also affect healthy cells, leading to severe side effects [1]. Drug targeting is a
challenging research subject which can be applied to various diseases such as cancer. In
recent years, many cytotoxic compounds have been designed in order to get more
specific anticancer drugs and as a result, to minimize toxic side effects [2, 3]. Targeting
strategies have been applied to cases where characteristic physiological differences exist

between diseased and healthy tissues [4].

Female organs (breast, ovary and uterus) are known to express a specific protein, the
estrogen receptor alpha (ERa) [5]. The ERa is a member of the nuclear receptor
superfamily which is responsible for the concentration of physiological levels of
estradiol (Ey) (1, Fig. 1), the most active steroidal female hormone [6]. In most cases,
female cancers are classified as hormone-dependent, which means that the tumor
development is stimulated by the presence of the ERa. Also, when normal cells become
cancerous, ERa is found to be overexpressed [7]. Hence, ERa is an attractive target

which has been recognized as a useful tool for endocrine therapy.

The ERoa has already been targeted in an attempt to accumulate a known
chemotherapeutic agent to breast cancer cells [4]. Endogenous hormones have been used
as potential carrier ligands for the ERa. These have been modified and designed
to create ligand-cytotoxic molecules targeting ERo overexpressing cells [8].
Anti-proliferative drugs have been linked to the steroidal ligand. Ej-based anticancer
molecules reported have shown cytocidal activity against hormone-dependent cancer
cells at a higher level than the parent drug given alone [9, 10, 11, 12]. Therefore, the use
of a shuttle ligand such as E, has demonstrated enhanced effectiveness of known
anticancer drug giving further evidence of the transport role of E, [13]. Moreover, such
steroidal-anticancer molecules have shown to reach the ERa and then, induce E,-like

genomic effects through the targeted protein [14].
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In an attempt to avoid the promotion of cancer in response to estrogenic activity,
non-steroid ligands conjugated to cytotoxic compounds were also designed [8]. There
are numerous reports of compounds with unusual structural skeleton binding to the ERa
[15]. Among these molecules, some are selective and have high binding affinity for the
ERa. Hence, many different molecules can bind to the ERa, even if their structures are
quite dissimilar to the natural hormone steroidal backbone. This can also be explained
by the known mobility of protein segments upon ligand binding [16]. Thérefore, the
binding cavity of the ERa is known to accommodate various non-steroidal synthetic

ligands.

Several structural characteristics need to be considered in order to build an estrogen-like
ligand. A phenol ring, similar to the A-ring of E,, must be a part of the molecule [17].
Moreover, two.polar functional groups, such as hydroxyl, must be also present. The
3-OH and 17B-OH located at the two extremities of E, skeleton are involved in the
E,-ER binding [18]. The interatomic distance of the hydroxyl groups in E; is 10.9 A.
Thus, in order to bind to the corresponding residue into the ERa, a molecule most have
two polar groups far away from each other. Other molecules, with polar functional
groups from 10.3 to 12.1 A apart, have also shown interesting binding affinity for the
ERa [18].

Recently, several tyrosine-chlorambucil derivatives (2 and 3, with R = CO,CHs or
CH,OH, Fig. 1) have been reported [9, 19]. Chlorambucil was linked, directly or via a
tether chain, to tyrosine ester (R = CO,CH3) or tyrosine hydroxymethyl (R = CH,OH)
molecules. Chlorambucil is a known anticancer agent which structure is shown in Fig. 1.
In this article, tyrosine (4, Fig. 1) was selected as a template to mimic, at least in part,
the A-ring phenol of the estradiol nucleus. Tyrosine is a natural amino acid reported to
have a structure similar to that of the phenol group of E; [18]. Molecular modeling study
showed that the phenol group of tyrosine can interact into the ERa binding cavity in the
same manner as the A-ring phenol of E; does [19]. The tyrosine-chlorambucil hybrid
molecules 2 and 3 showed enhanced cytotoxicity when compared to chlorambucil itself

and this can possibly indicate the role of tyrosine as a cytotoxic agent carrier.
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Figure 1. Structure of 17B-estradiol (1), chlorambucil, tyrosine-chlorambucil hybrid
molecules (2 and 3) and L-para-tyrosine (4).

In spite of the non negligible cytotoxicity observed, molecular docking calculations
showed that the tyrosine skeleton does not fully occupy the ERa binding cavity.
Tyrosine seems too small to fit correctly (and completely) into the ERa binding pocket
[19]. Hence, there is a reason to believe that perhaps, tyrosine-based molecules with
extended skeleton could interact more adequately into the receptor network and

consequently, be more active.

The new tyrosine-based molecules were designed and synthesized keeping in mind the
minimal structural requirements needed to create ERa ligands. Tyrosine was modified
and coupled to a hydroxyaniline moiety in order to obtain an extended backbone bearing
two phenol groups distant from each other. Then, tyrosine ester (R = CO,CHj;) and
tyrosine hydroxymethyl (R = CH,OH) derivatives previously synthesized were replaced
by a tyrosinamide entity. The two phenol groups of the tyrosinamide unit could possibly
create hydrogen bonding interactions with the same residue than E; does. It is
hypothesized that these molecules with an extended shape could fit more effectively into
the receptor than the smaller tyrosine-chlorambucil analogs, previously reported [19]. In
addition, adding an aromatic moiety to the ligand structure would certainly increase the

lipophilicity of the final derivatives. Such molecule would be less polar than tyrosine
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and consequently, more comparable to the steroid backbone. Hence, tyrosine-
hydroxyaniline conjugates would be more susceptible to imitate the natural steroid,

estradiol.

In this particular study, ortho, meta and para- hydroxyaniline moieties have been linked
to the L-para-tyrosine (4), in attempt to obtain ligands with different binding abilities.
The position of a second hydroxyl group, as a part of the hydroxyaniline moiety, was
varied. The tyrosinamide regioisomers were linked to chlorambucil, directly or via a 5

and a 10 carbon atoms spacer chain.

This manuscript gives the detailed synthesis “of all the tyrosinamide-chlorambucil
regioisomers made (5 and 6, Fig. 2). Two methodologies were used and compared; the
linear and the convergent synthesis. Then, the biological activity of all the cytotoxic
molecules synthesized was evaluated on hormone-dependent (MCF-7) and hormone-
independent (MDA-MB-231) breast cancer cell lines. The influence of hydroxyl group
location (ortho, meta and para) on the tyrosinamide-chlorambucil hybrids was studied.
Next, the molecules bearing a 5 carbon atoms spacer were selected for a more thorough
biological evaluation. These L-para-tyrosinamide-chlorambucil derivatives were further
teste-d on a panel of hormone-dependent and hormone-independent female cancer cell
lines; breast: ZR-75-1 (ER+), MDA-MB-468 (ER-), MDA-MB-436 (ER-);
ovarian: OVCAR-3 (ER+), A2780 (ER-); uterine: Ishikawa (ER+), HEC-1A (ER-).

H OH

O
0 Z /s 0 //
L ) [
N N X NN
H H @) Cl
HN
HO 3 HO HN N ;
(6]

o
5, made with ortho-, meta- and para-hydroxyaniline 6, made with ortho-, meta- and para-hydroxyaniline

m= Sorl0

Figure 2. Structures of the tyrosinamide-chlorambucil hybrid molecules (5 and 6).
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Experimental
Chemistry

All reactions were performed with ACS Fisher solvents. In some cases, solvent, as well
as starting materials and reactants, were first purified and dried by standard means [20].
Anhydrous reactions required an inert atmosphere of dry nitrogen. The 6-aminohexanoic
acid, 11-aminoundecanoic acid, N-Boc-tyrosine and all hydroxyaniline isomers (ortho,
meta and para) were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Ontario,
Canada. All reactions were monitored by UV fluorescence or staining with iodine on
Sigma T 6145 commercial TLC plates (polyester silica gel 60 A, 0.25 mm).
Purifications were done using flash column chromatography according to the method of
Still et al. [21] on Silicycle UltraPure Flash Silica Gel, 40-63 pnm mesh. Hexanes and
acetone were distilled before their use as chromatography eluent. Chloroform and

methanol were used without any prior purification.

The infrared spectra were taken on a Nicolet Impact 420 FT-IR and a Thermo Nicolet
IS10 FT-IR with ATR. Sodium chloride, potassium bromide pellets or ATR diamond
accessory were used for analysis. Mass spectral assays were obtained using a MS model
6210, Agilent technology instrument. The high resolution mass spectra (HRMS) were
obtained by TOF (time of flight) using ESI (electrospray ionization) using the positive
mode (ESI+) (analysis at Université du Québec a Montréal).

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded on a Varian 200 MHz NMR
apparatus. Samples were dissolved in deuteroacetone (acetone-ds) for data acquisition
using tetramethylsilane as internal standard (TMS, & 0.0 ppm for 'H-NMR and
BC.NMR). Chemical shifts () are expressed in parts per million (ppm), the coupling
constants (J) are expressed in hertz (Hz). Multiplicities are described by the following
abbreviations: s for singlet, d for doublet, dd for doublet of doublets, dt for doublet of
triplets, t for triplet, q for quartet, m for multiplet, #m for several multiplets, br s for
broad singlet, br d for broad doublet and br t for broad triplet.
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Preparation of the hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide-chlorambucil molecules with the
linear methodology

General procedure for the preparation of the N-Boc-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (8):

The hydroxyaniline (ortho, meta and para) (3.09 mmol, 1.05 eq.) was dissolved in
dimethylformamide (5.0 mL) and triethylamine (2.94 mmol, 1.00 eq.) was added.
Separately, N-Boc-tyrosine 7 (2.94 mmol, 1.00 eq.) derivative was dissolved in
dimethylformamide (5.0 mL), and DCC (3.24 mmol, 1.10 eq.) followed by HOBt
(3.24 mmol, 1.10 eq.) were added to activate the acid function. Then, the hydroxyaniline
solution was added to the activated tyrosine solution. The resulting mixture was stirred
at room temperature for 25 h. A precipitate of dicyclohexylurea was formed during the
course of the reaction. The reaction mixture was diluted with ethyl acetate (30 mL) and
water (20 mL), and then washed with water (4x 20 mL). The organic phase was dried
with sodium sulfate, filtered and evaporated. The product was further purified by flash
chromatography (hexanes: acetone, 7: 3) to give a pure compound in 92 to 96% yield.

Spectral data for N-Boc-para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (8, made with
para-hydroxyaniline). IR (KBTI, Vmax, cm™): 3100-3600 (2x O-H and 2x N-H), 1669 (2x
C=0, NHCOO and NHCO), 1516 and 1246 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds, &ppm):
9.05 (1H, s, OH AP), 8.24 (2H, br s, OH tyr and NH AP), 7.41 (2H, d, J = 9.0 Hz,
3-CH AP), 7.10 (2H, d, J = 8.2 Hz, 3-CH tyr), 6.76 (2H, d, J = 9.0 Hz, 2-CH AP), 6.74
(2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr), 6.11 (I1H, d, J = 8.2 Hz, NH-Boc), 4.42 (1H, m,
CHNH),2.80-3.16 (2H, m, CH,CHNH), 1.36 (9H, s, 3x CHz). C-NMR (Acetone-ds,
oppm): 170.2 (CONH), 156.3 (1-C tyr), 155.7 (NHCOO), 154.0 (1-C AP), 131.1 (4-C
AP), 130.6 (2C, 3-C tyr), 128.4 (4-C tyr), 121.8 (2C, 3-C CLL), 115.3 (4C, 2-C tyr and
2-C CLL), 78.8 (C(CHs)3), 57.0 (CHNH), 37.8 (CH,CHNH), 27.9 (3C, 3x CH3). ESI+
HRMS: [M + Na]+ calculated for C,oH4N;NaOs = 395.1577; found = 395.1572;
M+ H]+ calculated for CooH2sN20s = 373.1758; found = 373.1756.

Spectral data for N-Boc-meta-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (8, made with meta-
hydroxyaniline). IR (KB, Vmax, cm™): 3100-3600 (2x O-H and 2x N-H), 1671 (2x C=0,
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NHCOO and NHCO), 1514 and 1240 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds, dppm): 9.20
(1H, s, OH AP), 8.39 (1H, br s, OH tyr), 8.27 (1H, br s, NH AP), 7.34 (1H, t, ] =2.0 Hz,
4-CH AP), 7.10 (2H, d, J = 8.2 Hz, 3-CH tyr), 7.06 (1H, d, J = 7.8 Hz, 2-CH AP), 6.97
(1H,dt,J=1.2Hz and J = 8.6 Hz, 5-CH AP), 6.74 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr), 6.56
(1H, dq, J = 1.2 Hz and J = 7.8 Hz, 6-CH AP), 6.16 (1H, d, J = 7.4 Hz, NH-Boc), 4.45
(1H, m, CHNH),2.85-3.15 (2H, m, CH,CHNH), 1.36 (9H, s, 3x CH;). “C-NMR
(Acetone-ds, o ppm): 170.8 (CONH), 158.0 (1-C AP), 156.3 (1-C tyr), 155.8 (NHCOO),
140.1(3-C AP), 130.6 (2C, 3-C tyr), 129.6 (5-C AP), 128.2 (4-C tyr), 115.4 (2C, 2-C
tyr), 111.1 (2C, 4-C AP and 6-C AP), 107.2 (2-C AP), 78.6 (C(CH3)3), 57.2 (CHNH),
37.7 (CH,CHNH), 27.9 (3C, 3x CH;). ESI+ HRMS: [M + Na]® calculated for
Ca0H24N,NaOs = 395.1577; found = 395.1578; [M + H]" calculated for CpoHz5N205 =
373.1758; found = 373.1760.

Spectral data for N—Boc-ortho-hydroxyphenyl-L-para-tyfbsinamide (8, made with ortho-
hydroxyaniline). IR (KB, Vmax, cm™): 3100-3500 (2x O-H and 2x N-H), 1686 (2x C=0,
NHCOO and NHCO), 1519 and 1257 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, dppm): 9.21
(2H, br s, 2x OH), 8.26-9.19 (1H, br s, NH AP), 7.73 (1H, dd, J=1.6 Hzand J = 7.8 Hz,
3-CH AP), 7.15 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 6.78 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr),
6.74-7.04 (3H, #m, 4-CH AP, 5-CH AP and 6-CH AP), 641 (1H, d, J = 7.0 Hz,
NH-Boc), 4.55 (1H, m, CHNH), 2.92-3.26 (2H, m, CH,CHNH), 1.37 (9H, s, 3x CH3).
BC-NMR (Acetone-ds, 5 ppm): 171.8 (CONH), 156.4 (1-C tyr), 156.0 (NHCOO), 148.1
(1-C AP), 130.6 (2C, 3-C tyr), 128.3 (4-C tyr), 126.5 (2-C AP), 125.6 (5-C AP), 121.9
(3-C AP), 120.0 (4-C AP), 116.9 (6-C AP), 115.5 (2C, 2-C tyr), 79.3 (C(CHz3)3), 57.3
(CHNH), 37.2 (CH,CHNH), 27.9 (3C, 3x CH3). ESI+ HRMS: [M + Na]" calculated for
Ca0H24N;NaOs = 395.1577; found = 395.1582.

General procedure for the preparation of the N-chlorambucil-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (5):

The N-Boc-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide 8 (0.16 mmol, 1.00 eq.) was dissolved
in dichloromethane (5.0 mL) and trifluoroacetic acid (1.60 mmol, 10.00 eq.) was added.

The solution was stirred at room temperature for 24 h. After evaporation, the resulting
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trifluoroacetic salt was dissolved in dimethylformamide (2.5 mL) and neutralized
with triethylamine (0.16 mmol, 1.00 eq.). Simultaneously, chlorambucil (0.24 mmol,
1.50 eq.) was dissolved in dimethylformamide (2.5 mL) and DCC (0.25 mmol, 1.60 eq.)
followed by HOBt (0.25mmol, 1.60eq) were added. Then, the
hydroxyphenyltyrosamide solution was added to the activated chlorambucil solution.
The resulting mixture was stirred at room temperature for 27 h. A precipitate of
dicyclohexylurea was formed during the course of the reaction. The reaction mixture
was diluted with ethyl acetate (30 mL) and water (20 mL), and then washed with water
(4x 20 mL). The organic phase was dried with sodium sulfate, filtered and evaporated.
The product was further purified by flash chromatography (hexanes: acetone, 7: 3) to
give a pure compound in 37 to 44% yield.

Spectral data for N-chlorambucil-para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (5, made
with para-hydroxyaniline). IR (KBr, Viax, cm™): 3100-3600 (2x O-H and 2x N-H), 1654
(2x C=0, NHCO), 1517 and 1244 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, Sppm): 9.15 (1H, s,
OH AP), 8.18 and 8.20 (2H, 2s, OH tyr and NH AP), 7.41 (1H, d, partly hidden,
NH tyr), 7.40 (2H, d, J = 9.0 Hz, 3-CH AP), 7.11 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 7.01
(2H, d, J=9.0 Hz, 3-CH CLL), 6.66-6.77 (6H, 3d, ] =9.0 Hz, ] = 8.6 Hz and ] = 9.0 Hz,
2-CH AP, 2-CH tyr and 2-CH CLL), 4.78 (1H, m, CHNH), 3.73 (8H, m, 2x CH>Cl and
2x NCHy), 2.84-3.15 (2H, m, CH,CHNH), 2.44 (2H, t, ] = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.21
(2H, t, J = 7.2 Hz, NHCOCHy,), 1.76-1.87 (2H, m, CH,CH,CH,Ph). >C-NMR (Acetone-
ds, oppm): 172.9 (CO CLL), 170.0 (CO tyr), 156.3 (1-C tyr), 154.0 (1-C AP), 144.8
(1-C CLL), 131.2 (4-C AP), 130.9 (4-C tyr), 130.6 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL),
128.5 (4-C CLL), 121.6 (2C, 3-C AP), 115.3 (4C, 2-C tyr and 2-C AP), 112.4 (2C, 2-C
CLL), 55.6 (CHNH), 53.3 (2C, NCH,CH,Cl), 41.0 (2C, NCH,CH,Cl), 37.5, 35.2, 34.1,
27.7. ESI+ HRMS: [M + H]+ calculated for CpoH34CILN3O4 = 558.1921; found =
558.1929.

Spectral data for N-chlorambucil-meta-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (5, made
with meta-hydroxyaniline). IR (NaCl, Vpax, cm™): 3100-3500 (2x O-H and 2x N-H),
1656 (2x C=0, NHCO), 1516 and 1239 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds, 5 ppm): 9.30
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(1H, s, OH AP), 8.40 (1H, s, OH tyr), 8.22 (1H, s, NH AP), 7.44 (1H, d, ] = 8.2 Hz, NH
tyr), 7.34 (1H, t, J = 2.1 Hz, 4-CH AP), 7.11 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 7.01 (2H, d,
J=9.0 Hz, 3-CH CLL), 6.96-7.14 (2H, m apparent, partly hidden, 2-CH and 5-CH AP),
6.73 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr), 6.68 (2H, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 6.55 (1H, dgq,
J=12Hzand J =7.8 Hz, 6-CH AP), 4.80 (1H, m, CHNH), 3.73 (8H, m, 2x CH,Cl and
2x NCH,), 2.84-3.17 (2H, m, CH,CHNH), 2.44 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.22
(2H, t, J = 7.2 Hz, NHCOCH,), 1.73-1.87 (2H, m, CH,CH,CH,Ph). >*C-NMR (Acetone-
ds, Sppm): 173.1 (CO CLL), 170.4 (CO tyr), 158.0 (1-C AP), 156.3 (1-C tyr), 144.8 (1-
C CLL), 140.2 (3-C AP), 130.8 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL),
129.6 (5-C AP), 128.4 (4-C CLL), 115.3 (2C, 2-C tyr), 112.4 (2C, 2-C CLL), 110.9 (2C,
4-C AP and 6-C AP), 107.0 (2-C AP), 55.8 (CHNH), 53.3 (2C, NCH,CH,Cl ), 41.0 (2C,
NCH,CH,Cl ), 37.3, 352, 34.0, 27.7. ESI+ HRMS:[M + H]" calculated for
Ca9H34C1N304 = 558.1921; found = 558.1925.

Spectral data for N-chlorambucil-ortho-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (5, made
with ortho-hydroxyaniline). IR (NaCl, Vgay, cm™): 3100-3400 (2x O-H and 2x N-H),
1704 and 1656 (2x C=0, NHCO), 1523 and 1257 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds,
oppm): 9.16 (1H, s, OH AP), 8.29 (1H, d, J = 7.5 Hz, NH tyr), 8.16 (1H, s, OH tyr),
7.58 (1H, d, J = 7.5 Hz, 3-CH AP), 6.97-7.17 (7H, #m apparent, 3-CH CLL, 3-CH tyr,
4-CH AP, 5-CH AP and NH AP), 6.66-6.80 (SH, #m apparent, 2-CH tyr, 2-CH CLL
and 6-CH AP), 4.72 (1H, m, CHNH), 3.73 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCHy), 2.79-3.24
(2H, m, CH,CHNH), 2.63 (2H, t, ] = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.20 (2H, t, ] = 7.4 Hz,
CHNHCOCH), 1.76-1.87 (2H, m, CH,CH,CH,Ph). 3C-NMR (Acetone-ds, éppm):
174.0 (CONH), 171.6 (CO tyr), 156.3 (1-C tyr), 145.0 (1-C AP), 144.9 (1-C CLL),
130.7 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL), 128.6 (4-C CLL), 126.0 (2-C
AP), 123.8 (5-C AP), 122.9 (3-C AP), 121.5 (4-C AP), 115.4 (2C, 2-C tyr), 112.5 (6-C
AP), 1124 (2C, 2-C CLL), 559 (CHNH), 53.3 (2C, NCH,CHyCl ), 41.0 (2C,
NCH,CH:Cl ), 352, 34.1, 34.0, 27.8. ESI+ HRMS:[M + HJ  calculated for
Ca9H34C1N304 = 558.1921; found = 558.1925.
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General procedure for the preparation of the N-Boc-amino acid alkyl chains (10, m =5
or 10):

A solution of a commercially available aminoacid alkyl chain 9 (7.77 mmol, 1.00 eq.) in
water (10.0 mL) and dioxane (15.0 mL) was stirred at room temperature. Trielthyamine
(11.65 mmol, 1.50 eq.) was added slowly followed by Boc-ON (8.54 mmol, 1.10 eq.).
The solution was kept for 23 h under nitrogen. Afterwards, the mixture was diluted with
diethyl ether (75 mL) and water (50 mL) and then washed with water (6x 50 mL). The
aqueous layers were then combined and a few drops of 10% aqueous HCI solution were
slowly added in order to reach pH 2.5. The resulting solution was then washed with
dichloromethane (3x 60 mL). The organic layers were washed with saturated sodium
chloride salt solution (1x 50 mL). The organic phase was dried with magnesium sulfate,
filtered and evaporated. Flash chromatography (hexanes: acetone, 4: 1) was performed

to yield a colorless yellow viscous oil in 63 to 97% yield.

Spectral data for 6-Boc-amino-hexanoic acid (10, m = 5). IR (NaCl, viay, cm™): 3339
(N-H), 2860-3100 (O-H), 1711 (2x C=0), 1527 and 1250 (C-N-H), 1173 (C-O-C).
'H-NMR (CDCl;, S§ppm): 8.91 (1H, br s, COOH), 4.74 (1H, s, NH), 3.02 (2H, m,
CH;NH), 2.27 (2H, t, ] = 7.4 Hz, CH,COOH), 1.24-1.68 (6H, #m, 3 x CH,), 1.37 (s,
9H, 3 x CHj). "C-NMR (CDCl;, §ppm): 178.7 (COOH), 156.4 (OCONH), 79.4
((CH;);C), 40.5 (NHCH_y), 34.1 (CH,COOH), 29.8 (NHCH,CHy), 28.6 (3 x CHs), 26.4
(CH,CH,CH,CH,CH3,), 24.5 (CH,CH,COOH). ESI+ HRMS: [M + Na]" calculated for
C11H21NNaO4 = 254.1363; found = 254.1360.

Spectral data for 11-Boc-amino-undecanoic acid (10, m = 10). IR (NaCl, vy, cm™):
3365 (N-H), 2850-3100 (O-H), 1704 (C=0, COOH), 1683 (C=O OCONH), 1526 (C-N-
H), 1171 (C-O-C). 'H-NMR (CDCl;, §ppm): 10.98 (1H, br s, COOH), 4.55 (1H, s,
NH), 3.06 (2H, m, CH,NH), 2.32 (2H, t, ] = 7.4 Hz, CH,COOH), 1.61 (2H, m, CHy),
1.43 (s, 11H, 3 x CH; and 1x CHy), 1.26 (br s, 12H, 6 x CH;). "C-NMR (CDCl;,
oppm): 179.7 (COOH), 156.3 (OCONH), 79.3 ((CH3);C), 40.8 (NHCHy), 34.3
(CH,COOH), 30.2, 29.6, 29.5, 29.4 (2C), 29.2, 28.6 (3 x CH3), 27.0, 24.9. ESI+
HRMS: [M + Na]Jr calculated for C,sH3 NNaQO4 = 324.2145; found = 324.2145.
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General procedure for the preparation of the N-((N-Boc-amino)alcanoyl)-p-
hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (12):

The N-Boc-para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide derivative 8 (0.57 mmol,
1.00 eq.) was dissolved in dichloromethane (3.0mL) and trifluoroacetic acid
(5.70 mmol, 10.00 eq.) was added. The solution was stirred at room temperature for
29h. After evaporation, the resulting trifluoroacetic salt was dissolved in
dimethylformamide (2.0 mL) and neutralized with triethylamine (0.57 mmol, 1.00 eq.).
Separately, N-Boc-amino acid alkyl chain 10 (m = 5, 0.60 mmol, 1.05 eq.) was dissolved
in dimethylformamide (2.0 mL), and DCC (0.63 mmol, 1.10 eq.) followed by HOBt
(0.63 mmol, 1.10 eq.) were added. Then, the para-hydroxyphenyltyrosamide solution
was added to the activated amino acid chain solution. The resulting mixture was stirred
at room temperature for 28 h. A precipitate of dicyclohexylurea was formed during the
course of the reaction. The reaction mixture was diluted with ethyl acetate (30 mL) and
water (20 mL), and then washed with water (4x 20 mL). The organic phase was dried
with sodium sulfate, filtered and evaporated. The product was further purified by flash

chromatography (hexanes: acetone, 7: 3) to give a pure compound in 45 to 46% yield.

Spectral data for N-((N-Boc-amino)hexanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide
(12, m = 5). IR (KBr, vmax, cm-1): 3150-3450 (2x O-H and 3x N-H), 1666 (3x C=0,
NHCOO and 2x NHCO). 1H-NMR (Acetone-d6, o ppm): 9.36 (1H, s, OH AP), 8.44
(1H, br s, OH tyr), 7.71 (2H, d, J = 8.2 Hz, NH AP), 7.41 (2H, d, J = 8.4 Hz, 3-CH AP),
7.10 (2H, d, J = 8.2 Hz, 3-CH tyr), 6.76 and 6.74 (4H, 2d, J = 9.0 Hz and J = 8.6 Hz,
2-CH AP and 2-CH tyr), 5.97 (1H, br t, J] = 5.9 Hz, NH-Boc), 4.86 (1H, m, CHNH),
2.85-3.18 (4H, 2m, CH2CHNH and CH2NHCO), 2.19 (2H, t apparent, partly hidden,
NHCOCH?2), 1.41 (9H, s, 3x CH3), 1.21-1.51 (6H, #m, 3x CH2). 13C-NMR (Acetone-
dé, o ppm): 173.4 (CONH), 170.3 (CONH), 156.3 (2C, 1-C tyr and NHCOO), 154.1 (1-
C AP), 131.0 (4-C AP), 130.6 (2C, 3-C tyr), 128.4 (4-C tyr), 121.8 (2C, 3-C CLL),
115.4 (4C, 2-C tyr and 2-C CLL), 78.1 (C(CH3)3), 59.9 (CHNH), 40.4 (CH2NH), 37.8
(CH2CHNH), 35.9 (NHCOCH?2), 29.6, 28.1 (3C, 3x CH3), 26.4, 25.5. ESI+ HRMS: [M
+ NaJ+ calculated for C26H35N3NaO6 = 508.2418; found = 508.2422; [M + H]+
calculated for C26H36N306 = 486.2599; found = 486.2606.
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Spectral  data  for = N-((N-Boc-amino)undecanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (12, m = 10). IR (KBr, vmax, cm-1): 3100-3400 (2x O-H and 3x N-H),
1667 and 1681 (3x C=0, NHCOO and 2x NHCO). 1H-NMR (Acetone-d6, 5 ppm): 9.05
(1H, s, OH AP), 8.18 (2H, s, OH tyr and NH), 7.40 (2H, d, ] = 9.0 Hz, 3-CH AP), 7.28
(1H, br d, J = 7.8 Hz, NH), 7.09 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 6.73 and 6.75 (4H, 2d,
J=8.6 Hz and J = 9.0 Hz, 2-CH tyr and 2-CH AP), 5.93 (1H, br s, NH-Boc), 4.70 (1H,
m, CHNH), 2.94-3.10 (4H, 2m, CH2CHNH and CH2NHCO), 2.19 (2H, t, ] = 7.2 Hz,
NHCOCH?2), 1.40 (9H, s, 3x CH3), 1.26-1.50 (16H, #m, 8x CH2). 13C-NMR (Acetone-
d6, 5 ppm): 172.7 (CONH), 169.6 (CONH), 156.3 (2C, 1-C tyr and NHCOO), 153.9 (1-
C AP), 131.3 (4-C AP), 130.5 (2C, 3-C tyr), 128.5 (4-C tyr), 121.5 (2C, 3-C CLL),
115.2 (4C, 2-C tyr and 2-C CLL), 77.7 (C(CH3)3), 55.5 (CHNH), 40.4 (CH2NH), 37.3
(CH2CHNH), 35.9 (NHCOCH?2), 32.0, 26.8, 25.7, 22.7 (7C hidden). ESI+ HRMS: [M +
Na]+ calculated for C31H45N3NaO6 = 578.3201; found = 578.3200; [M + HJ+
calculated for C31H46N306 = 556.3381; found = 556.3381.

General procedure for the preparation of the N-((N-chlorambucilamino)alcanoyl)-para-
hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (6):

The N-((N-Boc-amino)alcanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide 12 (0.17
mmol, 1.10 eq.) was dissolved in dichloromethane (3.0 mL) and treated with
trifluoroacetic acid (1.70 mmol, 10.00 eq.). The solution was stirred at room temperature
for 22.5 h. After evaporation, the resulting trifluoroacetic salt was dissolved in
dimethylformamide (1.0 mL) and neutralized with triethylamine (0.18 mmol,
1.05 eq.). Simultaneously, chlorambucil (0.17 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in
dimethylformamide (1.0 mL) and treated with DCC (0.19 mmol, 1.10 eq.) and with
HOBt (0.19 mmol, 1.10 eq.). Then, the N-alkylated tyrosamide solution was added to the
activated chlorambucil solution. The resulting mixture was stirred at room temperature
for 44 h. A precipitate of dicyclohexylurea was formed during the course of the reaction.
The reaction mixture was diluted with ethyl acetate (20 mL) and water (15 mL), and
then washed with water (4x 15 mL). The organic phase was dried with sodium sulfate,
filtered and evaporated. The product was further purified by flash chromatography

(chloroform: methanol, 97: 3) to give a pure compound in 17 to 19% yield.
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Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)hexanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (6, m = 5). IR (KBr, vma, cm’): 3100-3500 (2x O-H and 3x N-H),
1639-1613 (3x C=0, NHCO), 1516 and 1230 (C-N-H). "H-NMR (Acetone-ds, & ppm):
9.13 (1H, s, OH AP), 8.24 and 8.34 (2H, 2s, OH tyr and NH AP), 7.41 (2H, d,

J =9.0 Hz, 3-CH AP), 7.34 (1H, d, J = 8.20 Hz, NH tyr), 7.13 (1H, br t, J = 6.0 Hz,
CH,NHCO), 7.09 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 7.06 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL),
6.69-6.78 (6H, 3d, ] =9.0 Hz, J = 8.6 Hz and J = 8.6 Hz, 2-CH AP, 2-CH tyr and 2-CH
CLL), 4.74 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCH), 2.80-3.20 (4H, 2m,
CH,CHNH and CH,NHCO), 2.51 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.17 (2H, t,
J =7.6 Hz, CH,NHCOCH,), 2.11-2.19 (2H, t partly hidden, CHNHCOCH,), 1.81-1.92
(2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.12-1.54 (6H, #m, 3x CH,). BC-NMR (Acetone-ds, 5 ppm):
172.74 (CONH), 172.70 (CONH), 170.0 (CONH tyr), 156.4 (1-C tyr), 154.0 (1-C AP),
145.0 (1-C CLL), 131.2 (4-C AP), 130.9 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C
CLL), 128.5 (4-C CLL), 121.6 (2C, 3-C AP), 115.4 (2C, 2-C tyr), 115.3 (2C, 2-C AP),
112.5 (2C, 2-C CLL), 55.5 (CHNH), 53.3 (2C, NCH,CH,Cl), 41.0 (2C, NCH,CH,Cl),
39.1, 37.5, 35.9, 35.6, 34.2, 27.9, 26.4, 25.5, (1C hidden). ESI+ HRMS: [M + HJ"
calculated for C35H45CLLN4O5s = 671.2762; found = 671.2754.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)undecanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (6, m = 10). IR (KB, Vmax, cm™): 3100-3500 (2x O-H and 3x N-H), 1643
(3x C=0, NHCO), 1517 and 1227 (C-N-H). 'H-NMR (Acetone-ds, §ppm): 9.11 (1H, s,
OH AP), 8.34 (2H, br s, OH tyr and NH AP), 7.41, (2H, d, ] = 9.0 Hz, 3-CH AP), 7.36
(1H, d, partly hidden, NH tyr), 7.15 (1H, br t, J = 6.0 Hz, CH,NHCO), 7.09 (2H, d,
J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 7.06 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.69-6.78 (6H, 3d,
J=9.0Hz,J=8.6 Hz and J = 8.6 Hz, 2-CH AP, 2-CH tyr and 2-CH CLL), 4.73 (1H, m,
CHNH), 3.74 (8H, m, 2x CH,CI and 2x NCHy), 2.83-3.25 (4H, 2m, CH,CHNH and
CH,NHCO), 2.52 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.18 (4H, 2t overlapped, J = 7.2 Hz,
CH,NHCOCH; and CHNHCOCH,;), 1.82-1.93 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.20-1.56
(16H, m, 8x CH»). BC-NMR (Acetone-ds, o ppm): 172.98 (CONH), 172.71 (CONH),
169.8 (CONH tyr), 156.4 (1-C tyr), 154.0 (1-C AP), 145.0 (1-C CLL), 131.2 (4-C AP),
130.9 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL), 128.5 (4-C CLL), 121.5 (2C,
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3-C AP), 115.3 (4C, 2-C tyr and 2-C AP), 112.5 (2C, 2-C CLL), 55.6 (CHNH), 53.3
(2C, NCH,CH,Cl), 41.0 (2C, NCH,CHCl), 39.0, 37.3, 35.9, 35.6, 34.2, 29.8 (2C), 29.4
(3C), 279, 268, 257, (1C hidden). ESI+ HRMS:[M + HJ  calculated for
C40Hs55C1oN4O5s = 741.3544; found = 741.3548.

Preparation of the hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide-chlorambucil molecules with the
convergent methodology.

General procedure for the preparation of the N-chlorambucil-amino acid alkyl chain (14,
m =5 or 10):

The amino acid 9 (6.57 mmol, 2.00 eq.) was dissolved in dichloromethane (2.0 mL).
Hexamethyldisilazane (21.69 mmol, 6.60 eq.) and concentrated sulfuric acid (1 drop,
cat) were added. The mixture was stirred and heated to reflux under nitrogen atmosphere
until complete dissolution. The solution was kept to reflux for 0.5 h. After cooling
down, benzene (2.0 mL), triethylamine (4.91 mmol, 0.67 eq.) and chlorotrimethylsilane
(4.91 mmol, 0.67 eq.) were added. The resulting mixture was stirred at room
temperature for 12 h. In another flask, chlorambucil (3.29 mmol, 1.00 eq.) was dissolved
in dichloromethane (2.0 mL) at 0° C. Triethylamine (3.62 mmol, 1.10 eq.) and
isobutylchloroformate (3.62 mol, 1.10 eq) were added and the mixture was kept at 0°c
for 1 h. Then, the chlorambucil solution was added to the activated amino acid solution
and the mixture was stirred at room temperature for 4 h. Work-up was done by diluting
with ethyl acetate (20 mL) and by washing the organic phase with HCI 10% solution (2x
15 mL) and with a saturated sodium chloride solution (2x 15 mL). The organic phase
was dried with anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated. The product was
purified by flash chromatography (hexanes: acetone, 7: 3) to give the desired material in
68 to 98% yield.

Spectral data for N-6-chlorambucil-hexanoic acid (14, m = 5). IR (NaCl, Vipaye, cm™):
3300 (N-H), 3200-2600 (O-H), 1716 (C=0, COOH), 1622 (C=0, NHCOO), 1522 and
1255 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, Sppm): 7.26 (1H, br s, NH), 7.06 (2H, d,
J =8.6 Hz, 3-CH CLL), 6.70 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 3.73 (8H, m, 2x CH,Cl
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and 2x NCHy), 3.19 (2H, m, CH,NHCO), 2.51 (2H, t, ] = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.27
(2H, t, J = 7.2 Hz, CH,COOH), 2.18 (2H, t, ] = 7.4 Hz, CH,NHCOCHy), 1.78-1.96 (2H,
m, CH,CH,CH,Ph), 1.28-1.67 (6H, m, 3x CH,), (1H, COOH hidden). *C-NMR
(Acetone-ds, Sppm): 174.3 (COOH), 173.0 (CONH), 144.8 (1-C CLL), 130.9 (4-C
CLL), 129.7 (2C, 3-C CLL), 112.5 (2C, 2-C CLL), 53.3 (2C, 2x NCH,CH,Cl), 41.0 (2x
C, 2x NCH,CH,Cl), 39.1, 35.6, 34.3, 33.6, 29.4, 27.9, 26.5, 24.7. ESI+ HRMS: [M +
HT calculated for CoH3,C1,N203 = 417.1706; found = 417.1707.

Spectral data for N-6-chlorambucil-undecanoic acid (14, m = 10). IR (NaCl, Viayx, cm™):
3300 (N-H), 3200-2600 (O-H), 1714 (C=0, COOH), 1618 (C=0, NHCOO), 1526 and
1250 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, Sppm): 7.07 (2H, d, ] = 8.6 Hz, 3-CH CLL), 7.03
(1H, br s, NH), 6.72 (2H, d, J = 9.0 Hz, 2-CH CLL), 3.75 (8H, m, 2x CH,CI and 2x
NCHy), 3.17 (2H, m, CH,NHCO), 2.90 (1H, br s, COOH), 2.51 (2H, t, J = 7.4 Hz,
CH,CH,Ph), 2.27 (2H, t, J = 7.4Hz, CH,COOH), 2.14 (2H, t, J = 7.2 Hz,
CH,NHCOCH,), 1.80-1.92 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.41-1.62 (4H, m, 2x CH,), 1.30
(12H, 6x CH,). C-NMR (Acetone-ds, Sppm): 174.0 (COOH), 172.1 (CONH), 144.9
(1-C CLL), 131.0 (4-C CLL), 129.7 (2C, 3-C CLL), 112.5 (2C, 2-C CLL), 53.3 (2C, 2x
NCH,CH,Cl), 41.0 (2C, 2x NCH,CHCl), 39.0, 35.5, 34.2, 33.6, 29.8, 29.5 (2C), 29.3
(3C), 27.9, 27.0, 25.0. ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for C,sHsCLN,O3 =
487.2489; found = 487.2485.

General procedure for the preparation of the N-((N-chlorambucilamino)alcanoyl)-
hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide (6):

The appropriate N-Boc-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide 8 (0.38 mmol, 1.00 eq.)
was dissolved in dichloromethane (3.0 mL) and treated with trifluoroacetic acid
(3.80 mmol, 10.0 eq.). The solution was stirred at room temperature for 24 h. After
evaporation, the resulting trifluoroacetic salt was dissolved in dimethylformamide
(1.5 mL) and neutralized with triethylamine (0.40 mmol, 1.05 eq.). At the same time, the
N-chlorambucil-amino acid derivative 6 (0.40 mmol, 1.05 eq.) was dissolved in
dimethylformamide (1.5 mL), and DCC (0.42 mmol, 1.10 eq.) followed by HOBt
(0.42 mmol, 1.10 eq.) were added. Then, the hydfoxyphenyltyrosamide solution was
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added to the activated chlorambucil-amino acid derivative (14) solution. The resulting
mixture was stirred at room temperature for 29 h. A precipitate of dicyclohexylurea was
formed during the course of the reaction. The reaction mixture was diluted with ethyl
acetate (30 mL) and water (20 mL), and then washed with water (4x 20 mL). The
organic phase was dried with sodium sulfate, filtered and evaporated. The product was
further purified by flash chromatography (hexanes: acetone, 7:3) to give a pure
compound in 25 to 51% yield.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)hexanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (6, m = 5). The spectral data of this derivative were identical to those

previously described for the same derivative made by the linear synthesis.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)undecanoyl)-para-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (6, m = 10). The spectral data of this derivative were identical to those

previously described for the same derivative made by the linear synthesis.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)hexanoyl)-meta-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (isomer of 6, m = 5). IR (NaCl, vmpax, cm"): 3100-3600 (2x O-H and 3x
N-H), 1619 (3x C=0, NHCO), 1515 and 1239 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, 5 ppm):
9.20 (1H, s, OH AP), 8.49 (1H, s, OH tyr), 8.34 (1H, s, NH AP), 7.29-7.35 (2H, d,
J=8.2Hz, NH tyr and t apparent, ] = 2.34 Hz, 4-CH AP), 7.13 (1H, br t, ] = 5.1 Hz,
CH,NHCO), 7.09 (2H, d, J = 8.2 Hz, 3-CH tyr), 7.07 (2H, d, ] = 8.6 Hz, 3-CH CLL),
6.99-7.11 (2H, m apparent, partly hidden, 2-CH and 5-CH AP), 6.74 (2H, d, J = 8.2 Hz,
2-CH tyr), 6.71 (2H, ] = 9.0 Hz, 2-CH CLL), 6.54 (1H, dq, ] = 1.2 Hz and J = 7.8 Hz,
6-CH AP), 4.73 (1H, m, CHNH), 3.74 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCH), 2.79-3.21 (2H,
m, CH,CHNH), 3.15 (2H, m, CH,NHCO), 2.52 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.18
(4H, 2t overlapped, J = 7.2 Hz, CH,NHCOCH; and CHNHCOCH_), 1.82-1.93 (2H, m,
CH,CH,CH,Ph), 1.18-1.59 (6H, #m, 3x CH,). "C-NMR (Acetone-ds, S ppm): 172.9
(CONH), 172.8 (CONH), 170.3 (CO tyr), 158.1 (1-C AP), 156.4 (1-C tyr), 1449 (1-C
CLL), 140.2 (3-C AP), 130.9 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL), 129.6
(5-C AP), 128.4 (4-C CLL), 115.4 (2C, 2-C tyr), 112.4 (2C, 2-C CLL), 110.9 (2C, 4-C
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AP and 6-C AP), 107.0 (2-C AP), 55.7 (CHNH), 53.3 (2C, NCH,CH,CI ), 41.0 (2C,
NCH,CH,CI ), 39.1, 37.1; 35.8, 35.6, 34.2, 27.9, 26.3, 25.5, (1C hidden). ESI+
HRMS: [M + H]" calculated for C3sHssCLN4Os = 671.2762; found = 671.2757.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)undecanoyl)-meta-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (isomer of 6, m = 10). IR (NaCl, vy, cm™): 3100-3500 (2x O-H and 3x
N-H), 1704, 1649 and 1622 (3x C=0, NHCO), 1526 and 1222 (C-N-H). 'H-NMR
(Acetone-ds, Oppm): 9.34 (1H, s, OH AP), 8.55 (1H, s, OH tyr), 8.45 (1H, s, NH AP),
7.47 (1H, d, J = 8.2 Hz, NH tyr), 7.33 (1H, t, J = 2.1 Hz, 4-CH AP), 7.21 (1H, br t,
J =5.7Hz, CH,NHCO), 7.10 (2H, d, J = 8.2 Hz, 3-CH tyr), 7.06 (2H, d, J = 8.2 Hz,
3-CH CLL), 6.96-7.12 (2H, m apparent, partly hidden, 2-CH and 5-CH AP), 6.74 (2H,
d, J=8.2 Hz, 2-CH tyr), 6.70 (2H, J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 6.56 (1H, dq, J=1.2 Hz and
J = 7.8 Hz, 6-CH AP), 4.78 (1H, m, CHNH), 3.73 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCH»),
3.20 (2H, q, J = 5.9 Hz, CH,NHCO), 2.83-3.15 (2H, m, CH,CHNH), 2.52 (2H, t,
J = 7.6 Hz, CH,CH,Ph), 2.19 (4H, 2t overlapped, J = 7.2 Hz, CH,NHCOCH; and
CHNHCOCH,), 1.79-1.96 (2H, m, CH,CH,CH,Ph), 1.22-1.59 (16H, #m and s, 8x
CH,). "C-NMR (Acetone-ds, dppm): 173.3 (CONH), 172.9 (CONH), 170.4 (CO tyr),
158.1 (1-C AP), 156.5 (1-C tyr), 144.9 (1-C CLL), 140.3 (3-C AP), 130.9 (4-C tyr),
130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL), 129.6 (5-C AP), 128.3 (4-C CLL), 115.3 (2C,
2-C tyr), 112.4 (2C, 2-C CLL), 110.9 (2C, 4-C AP and 6-C AP), 107.1 (2-C AP), 55.8
(CHNH), 53.3 (2C, NCH,CHCl ), 41.0 (2C, NCH,CH,Cl ), 39.1, 35.9, 35.7, 34.3, 29.4
(3C), 29.1 (2C), 28.0, 28.0 (2C), 26.8, 25.7. ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for
C40HssCIoN4Os = 741.3544; found = 741.3541.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)hexanoyl)-ortho-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (isomer of 6, m = 5). IR (NaCl, vmax, cm™): 3100-3400 (2x O-H and 3x
N-H), 1646 (3x C=0, NHCO), 1526 and 1246 (C-N-H). '"H-NMR (Acetone-ds, O ppm):
9.60 (1H, br s, OH AP), 9.17 (1H, br s, OH tyr), 7.90 (1H, d, J = 7.8 Hz, NH tyr), 7.68
(1H, d, J = 7.8 Hz, 3-CH AP), 7.45 (1H, br t, J = 5.7 Hz, CH,NHCO), 7.13 (2H, d,
J=8.6 Hz, 3-CH tyr), 7.06 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL ), 6.96 (2H, 2x d overlapped,
J =39 Hz, 4-CH AP and 5-CH AP), 6.78 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr), 6.70 (2H, d,
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J = 8.6 Hz, 2-CH CLL), 6.68-6.83 (2H, m apparent, partly hidden, 6-CH AP and NH
AP), 4.86 (1H, m, CHNH), 3.72 (8H, m, 2x CH,CI and 2x NCHy), 3.16 (2H, m,
CH;NHCO), 2.86-3.29 (2H, m, CH,CHNH), 2.51 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.22
(4H, m apparent, CH,NHCOCH, and CHNHCOCH);), 1.80-1.95 (2H, m,
CH,CH,CH,Ph), 1.11-1.63 (6H, #m, 3x CH,). *C-NMR (Acetone-ds, Sppm): 173.7
(CONH), 173.6 (CONH), 170.8 (CO tyr), 156.5 (1-C tyr), 147.7 (1-C AP), 144.8 (1-C
CLL), 130.9 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C CLL), 128.4 (4-C CLL),
126.7 (2-C AP), 125.0 (5-C AP), 121.2 (3-C AP), 120.0 (4-C AP), 116.9 (6-C AP),
115.5 (2C, 2-C tyr), 112.5 (2C, 2-C CLL), 55.9 (CHNH), 53.3 (2C, NCH,CH,(Cl ), 41.0
(2C, NCH,CH,Cl), 39.3, 36.7, 35.9, 35.6, 34.2, 33.6, 27.9, 26.3, 25.6. ESI+ HRMS: [M
+ H]Jr calculated for C35Hy5CI;N4Os = 671.2762; found = 671.2763.

Spectral data for N-((N-chlorambucilamino)undecanoyl)-ortho-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide (isomer of 6, m = 10). IR (NaCl, Viar, cm™): 3100-3600 (2x O-H and 3x
N-H), 1690, 1646 and 1615 (3x C=0, NHCO), 1526 and 1250 (C-N-H). 'H-NMR
(Acetone-ds, Sppm): 9.21 (1H, br s, OH tyr), 7.70 (1H, dd, J = 1.4 Hz and J = 7.8 Hz,
3-CH AP), 7.49 (1H, d, ] = 8.2 Hz, NH tyr), 7.13 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 7.11-
7.15 (1H, hidden, CH,NHCO), 7.06 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH CLL ), 6.83-7.02 (2H, #m,
4-CH AP and 5-CH AP), 6.76 (2H, d, J = 8.6 Hz, 2-CH tyr), 6.71 (2H, d, J = 9.0 Hz,
2-CH CLL), 6.68-6.80 (2H, m apparent, partly hidden, 6-CH AP and NH AP), 4.83 (1H,
m, CHNH), 3.74 (8H, m, 2x CH,Cl and 2x NCH;), 3.20 (2H, m, CH,NHCO),
2.88-3.25 (2H, m, CH,CHNH), 2.52 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,CH,Ph), 2.22 (4H, 2x d,
J =72Hz and J = 7.4 Hz, CH,NHCOCH, and CHNHCOCH,), 1.82-1.93 (2H, m,
CH,CH,CH,Ph), 1.24-1.56 (16H, #m and s, 8x CH,), (1H, OH AP, hidden). *C-NMR
(Acetone-ds, dppm): 173.2 (CONH), 172.7 (CONH), 171.2 (CO tyr), 156.5 (1-C tyr),
148.1 (1-C AP), 144.9 (1-C CLL), 130.9 (4-C tyr), 130.5 (2C, 3-C tyr), 129.7 (2C, 3-C
CLL), 128.3 (4-C CLL), 126.7 (2-C AP), 125.4 (5-C AP), 121.7 (3-C AP), 119.8 (4-C
AP), 116.9 (6-C AP), 115.4 (2C, 2-C tyr), 112.5 (2C, 2-C CLL), 55.6 (CHNH), 53.3
(2C, NCH,CH,C1 ), 41.0 (2C, NCH,CH,Cl ), 39.0, 36.7, 35.9, 35.8, 35.6, 34.2, 33.6,
29.0 (2C), 28.0, 26.7, 25.7, (2C hidden). ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for
CaoHssCIoN4Os = 741.3544; found = 741.3531.
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Biology

In vitro cytotoxic activity

The cytotoxicity of all the hydroxyphenyl-tyrosinamide-chlorambucil regioisomers (5
and 6, m = 5 or 10) was evaluated on MCF-7 (ER+) and MDA-MD-231 (ER-) breast
cancer cell lines. Chlorambucil was used for control. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-phenyl-tetrazolium bromide) assay, a standard colorimetric test, was used for
measuring cellular proliferation [22]. Briefly, tumor cell lines were added into 96-well
tissue culture plates in culture medium and incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere.
Dilutions were done using cremophore: ethanol (1: 1) solution. The cremophore: ethanol
solution was used in line with our standard protocol for the in vivo biological assays that
we might perform in the future [14]. Cells were incubated with or without drugs for
72 h. Culture plates were processed using MTT for 3.5 h afterwards SDS solubilisation
solution (HCl 0.010 M, sodium dodecyl sulfate solution 10%) was added. The
absorbance was read using a scanning multiwell spectrophotometer (FLUOStar
OPTIMA) at 565 nm. All measurements were carried in triplicates. The results were
compared with those of a control reference plate fixed on the treatment day, and the

growth inhibition percentage was calculated for each drug contact period.

Ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl-tyrosinamide-chlorambucil derivatives bearing a
5 carbon atoms spacer were used for a more exhaustive biological analysis. The three
selected molecules were submitted to the same MTT assay as described earlier, on a
panel of female hormone-dependent (ER+) and hormone-independent (ER-) breast,
uterine and ovarian cancer cell lines. The human cancerous cell lines used were MCF-7
and ZR-75-1 (breast; ER+), MDA-MB-231, MDA-MB-436 and MDA-MB-468 (breast;
ER-), Ishikawa (uterine; ER+), HEC-1A (uterine; ER-), OVCAR-3 (ovarian; ER+) and
A2780 (ovarian; ER-).
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Results and discussion

Synthesis of ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl-tyrosinamide-chlorambucil hybrid
molecules (5 and 6)

As shown in Scheme 1, the chlorambucil entity was directly linked to ortho, meta- and
para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosine. Commercially available N-Boc-L-tyrosine (7)
was coupled with hydroxyaniline (ortho-, meta- and para-) upon treatment with HOBt,
DCC in DMF to give derivative 8 with a 96% optimal yield. This compound was readily
deprotected under acidic conditions and coupled with chlorambucil using standard

reaction conditions (HOBt, DCC) to give derivative 5 with a 44% optimal yield.

Chlorambucil was also linked to the para-hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide by
means of a 5 or a 10 carbon atoms spacer. These molecules were designed and
synthesized according to two different methodologies; the linear synthesis (Scheme 1)
and the convergent synthesis (Scheme 2). Initially, following Scheme 1, the linear
synthesis was applied. The amino acids, 6-aminohexanoic acid 9 (m = 5) and
11-aminoundecanoic acid 9 (m = 10), were protected using BOC-ON given the
corresponding N-Boc-protected molecules (10). Beside, derivative 8 was deprotected
with TFA to give trifluoroacetic ammonium salt intermediate 11. Next, the tyrosine
based compound (11) was easily coupled with N-Boc-6-aminohexanoic acid or N-Boc-
11-aminoundecanoic acid (10, m = 5 or 10) to give derivative 12 with a 46% optimal
yield. Subsequent deprotection of compound 12, with TFA in dichloromethane, given
the trifluoroacetic ammonium salt intermediate 13, followed by coupling with
chlorambucil, using HOBt, DCC and triethylamine in DMF, gave hybrid 6 with a 19%
optimal yield.
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Reagents: (a) hydroxyaniline, HOBt, DCC, DMF (92-96%)); (b) TFA, CH,Cl, 10 min (100%); (c) CLL, HOBt, DCC, triethylamine,
DMF (37-44% for §; 17-19% for 6); (d) 2-(t-butoxycarbonyloxyimino)-2-phenylacetonitrile (BOC-ON), 1,4-dioxane, water,
triethylamine, 22°C (63-97%); (¢) BocNH(CH,),;,CO,H (10), HOBt, DCC triethylamine, DMF (45-46%) .

Scheme 1. Synthesis of the ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl-L-para-
tyrosinamide-chlorambucil molecules by the linear path.

Alternatively, the final molecules bearing a 5 or 10 carbon atoms spacer (6) were
synthesized using a convergent and more efficient approach. This method was used for
the preparation of all the regioisomers, the ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl-L-
para-tyrosinamide-chlorambucil derivatives. As shown in Scheme 2, 6-aminohexanoic
acid (9, m = 5) and 11-aminoundecanoic acid (9, m = 10) were initially coupled with
chlorambucil to give cytotoxic chains (14) with a 98% optimal yield. This
transformation was performed upon treatment of the corresponding amino acid with
1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane (HMDS) in the presence trimethylchlorosilane
(TMSCI) and catalytic sulfuric acid in DCM and triethylamine to give the sililated
amino acid intermediate. The latter was then added to activated chlorambucil to produce
derivative 14 with excellent yields. Then, the N-protected ortho-, meta- or para-

hydroxyphenyl-L-para-tyrosinamide derivative (8), prepared as previously described,
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was treated with TFA. The resulting trifluoroacetic ammonium salt was coupled with 14
using standard reaction conditions (HOBt, DCC) to give hybrid 6 with a 51% optimal
yield.

The optimal overall yield for the synthesis of 6 (para-hydroxyphenyl) was 8% via the
linear synthesis (scheme 1) and 24% via the convergent synthesis (scheme 2). Moreover,
considering N-Boc-L-tyrosine (7) as the starting material, the same final compounds
were prepared in only two chemical steps with the convergent path as compared to five
chemical steps with the linear path. The convergent synthesis is, as anticipated, more
efficient (3 times more) and more rapid than the linear synthesis. Of note, all the new
compounds were fully characterized by their respective IR, 'H-NMR, "“C-NMR and

mass spectra.

N
OI \/\Cl
(a) m=5o0rm=10
nocthm, 2 HOszg/ f

9,m=5or 10 14

//OH =/
0 0
L Q ®) S (o
N N NN
H —> H 0 cl
HO NHtBoc © HO HN J
8

(ortho, meta or para)

6 (ortho, meta or para)

Reagents: (a) 1. HMDS, H,S0, cat., TMSCI, DCM, triethylamine; 2. CLL, HOBt, DCC, triethylamine, DMF (66-98%);
(b) TFA, CH,Cl, 10 min (100%); (c) 14, HOBt, DCC, triethylamine, DMF (25-51%) .

Scheme 2. Synthesis of the hydroxyphenyl-L-para-tyrosine-chlorambucil molecules by
the convergent path.

In vitro cytotoxic activity

The cytotoxicity of the newly synthesized molecules was evaluated on several tumor cell
lines using the MTT colorimetric assay [22]. Chlorambucil, the parent drug, was tested

as the control on all human mammary carcinomas.
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Initially, all the regioisomers (5 and 6, ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl, with or
without a spacer chain) were tested against estrogen-receptor positive (ER+, MCF-7)
and estrogen-receptor negative (ER-, MDA-MB-231) breast cancer cells. As shown by
the MTT assays, in most cases, the tyrosinamide-chlorambucil hybrid molecules (ortho-,
meta- and para-5 and -6, m = 5) were more cytotoxic than chlorambucil itself (up to
4 times) (Table 1). For example, the ICsy for compound meta-5 was 31.25 pM as
compared to an ICsy of 130.36 uM for chlorambucil. Thus, the tyrosine entity
contributes to the higher activjty of the novel molecules, either by concentrating the drug
to the estrogen receptor site or by its own antioxidant effect contributing to the overall

activity of the hybrid.

According to the in vitro biological assays, the newly synthesized molecules were active
on both hormone-dependent (MCF-7) and hormone-independent (MDA-MB-231) breast
cancer cell lines. Even if the ERa content is much greater in MCF-7 cells, no specificity
was observed with the tysoninamide-chlorambucil compounds. It is possible that the
tyrosinamide part of the molecules interact with other estrogen receptors, which might
be present in both cancer cell lines. However the specificity could be noticed more
clearly in vivo, as it was previously reported for other studies [23, 24]. Further in vivo

studies will be performed.

Unlike other tyrosine-chlorambucil derivatives, the molecules bearing a 10 carbon atoms
chain (6, m = 10) did not present any activity on both cancer cell types. This lack of
cytotoxicity could be explained by a decrease in solubility resulting from the longer
alkyl chain. Interestingly, this study shows a superior biological activity for the meta-
hydroxyphenyl derivatives (meta-5, m = 5 and meta-6, m = 5) when compared to their
analogs, ortho- and para-hydroxyphenyl (ortho-5, para-5, and ortho-6, para-6, m = 5).
On both ER+ (MCF-7) and ER- (MDA-MB-231) cells lines, the meta derivatives (meta-
5, and meta-6, m = S5) were from 1.3 to 5.0 times more active than the two other
regioisomers (ortho-5, para-5 and ortho-6, para-6, m = 5). For example, on MCF-7
cancer cells lines, the meta-5 regioisomer showed an ICso of 31.25 uM as compared to

155.11 and 118.59 uM for the ortho-5 and para-5 regioisomers, respectively. A previous
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study reported that hybrids made from mefa-L-tyrosine isomer (see 2 and 3) produced
compounds exhibiting higher cytotoxic activity [19]. Then, according to these new data,
it is possible to confirm that the mefa-hydroxyphenyl derivatives (meta-5, and meta-6,

m = 5) also provide more active molecules.

Table 1

Inhibitory concentrations (ICso, uM?) of chlorambucil and the hybrids
(5, 6; m =5 and 10) on both ER+ and ER" breast cancer cell lines.

Compound’ MCF-7 (ER+) MDA-MB-231 (ER-)
Chlorambucil 130.36 £2.92 136.85£6.79
ortho-5 155.11 £19.31 115.07 = 7.61
meta-5 31.25+2.29 48.61 £ 6.28
para-5 118.59 £ 3.90 100.66 + 4.62
ortho-6, m =5 90.24 + 6.03 73.99 £3.80
meta-6, m =5 57.57 £2.04 53.70 £ 6.26
para-6, m=>5 137.61 £6.92 69.31+£4.15
ortho-6, m =10 NR NR
meta-6, m= 10 NR NR
para-6, m =10 NR NR

®Inhibitory concentration (ICso, pM) as obtained by the MTT assay. Experiments were
performed in duplicates and the results represent the mean + SEM of three independent
experiments. The cells were incubated for a period of 72 hours. NR : Not reached.

In order to explore the biological activity of the ortho-, meta- and para-hydroxyphenyl-
tyrosinamide molecules on other female cancer types, derivatives bearing a 5 carbon
atoms spacer (ortho-6, meta-6 and para-6 with m = 5) were selected and tested for a
more complete study using a panel of female cancer cell lines. The choice of these
molecules was based on their interesting biological activity on breast cancer cells
(Table 1). The MTT colorimetric assays were performed using ZR-75-1 (breast, ER+),
MDA-MB-468 and MDA-MB-436 (breast, ER-), OVCAR-3 (ovarian, ER+), A2780
(ovarian, ER-) Ishikawa (uterine, ER+) and HEC-1A (uterine, ER-) cancer cell lines.
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Once again, in most cases, on all the female cancer cell lines used, the novel hybrid
molecules were more cytotoxic than their parent drug, chlorambucil (Table 2). When
looking at the meta-hydroxyphenyl compound (meta-6, m = 5), its enhanced activity
(when compared to the two others regioisomers; ortho-6 and para-6, m = 5) was still
observed with breast and ovarian cancer cell lines. Derivative metfa-6, m = 5 possesses
an ICs of 31.79 uM as compared to 66.11 uM for chlorambucil on OVCAR-3 ovarian
cancer cells lines. This marked cytotoxicity for the meta-hydroxyphenyl molecules
(meta-6, m = 5) was more obvious with the ER+ breast (MCF-7) and ER+ ovarian

(OVCAR-3) cancer cell lines, which express the ERa protein.



Table 2

Inhibitory concentrations (ICso, pM") of chlorambucil and the hybrids (6, m = 5) on both ER+ and ER- breast,

ovarian and uterine cancer cell lines.

Compound ZR-75-1 MDA-MB-468 MDA-MB-436 OVCAR-3 A2780 Ishikawa HEC-1A

(breast, ER+) (breast, ER-) (breast, ER-)  (ovarian, ER+) (ovarian, ER-)  (uterine, ER+)  (uterine, ER-)

Chlorambucil 10048 +7.01  131.83+7.87 146.88+£10.69  6611+343  63.17+632  198.03+814 244.98+26.61
ortho-6,m=5  65.87+3.21 5324+5.14  6387+530  61.43+255  30.57+1.62  103.78+231  116.55+3.93
meta-6,m=5  52.10+4.76  35.42+273 NA 31.79+2.91  4891+4.82  118.10+£691  219.01 £7.66
para-6,m=5  5851+4.03  4503+0.92  69.67+147  5827+4.05  24.10+2.13 NR . 131.37 £11.32

® Inhibitory concentration (ICsp, pM) as obtained by the MTT assay. Experiments were performed in duplicates and the results
represent the mean = SEM of three independent experiments. The cells were incubated for a period of 72 hours. NR:Not reached.
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Conclusion

In conclusion, the natural amino acid, L-para-tyrosine, was modified in order to get a
structure similar to the steroid backbone. Ortho-, meta- and para-hydroxyaniline were
added to the tyrosine entity via an amide bonding. Chlorambucil was linked directly or
via a carbon atom spacer (5 carbon or 10 carbon atoms) to create cytotoxic molecules.
The design, the synthesis and the biological evaluation were presented in this

manuscript.

The various L-para-tyrosinamide regioisomers were made using two different synthetic
paths: linear and convergent methodologies were applied. The convergent synthesis
exceeds the linear synthesis with a global overall yield of 24% compared to 8% for the
latter. In vitro cytotoxicity assays revealed that all the tyrosinamide-chlorambucil
molecules synthesized (ortho-, meta- para-5 and -6, with m = 5) were generally more
active than chlorambucil itself on breast, ovarian and uterine cancer cells. Hence, the
tyrosinamide entity contributes to the enhanced cytotoxicity of the newly synthesized
molecules. In addition, all the cytotoxic compounds were active on both hormone-
dependent and hormone-independent cancer cells tested. Further biological in vivo
studies will be performed in order to elucidate the mechanism of action of these new

cytotoxic molecules.

Moreover, the meta-hydroxyphenyl derivative was more cytotoxic than it’s ortho and
para analogs on breast and ovarian cancer cells. These results are in line with an earlier
reported which showed that derivatives made of meta-tyrosine as the starting material
were more active than those made with ortho-tyrosine and para-tyrosine. So, the
specific combination of L-meta-tyrosine and meta-hydroxyaniline will be investigated in

our laboratory in an attempt to obtain even more powerful compounds.
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CHAPITRE V

EXPLORATION DE LA SYNTHESE DE MOLE’CULES L-TYROSINE-
PLATINE(I) COMME AGENTS ANTICANCEREUX POTENTIELS

Caroline Descéteauxa, Kevin Brasseura, Valérie Leblanca, Eric Asselina et

Gervais Bérubéa*

Le contenu de ce chapitre fera 1’objet d’une publication dans une revue scientifique

appropriée sous la forme d’un article rédigé en anglais.

5.1 Contribution des auteurs

La majeure partie des travaux présentés fut réalisée par Caroline Descoteaux, sous la
supervision des Drs Bérubé et Asselin. La synthése chimique de 1’ensemble des
molécules a été effectuée par celle-ci. L’évaluation biologique fut réalisée par
Kevin Brasseur et Valérie Leblanc. Premiére auteure de cette publication,

Caroline Descoteaux a rédigé ce manuscrit sous la supervision du Dr Bérubé.

5.2 Résumé

La recherche de nouveaux agents chimiothérapeutiques sélectifs congus pour diminuer
les effets secondaires associés a la chimiothérapie demeure un sujet d’intenses
recherches. L’objectif de cette étude était de concevoir un dérivé du platine(Il) au
squelette non-stéroidien qui pourrait cibler le récepteur estrogénique alpha (REa) sans
induire la prolifération cellulaire. Dans cette optique, 1’acide aminé L-tyrosine fut
modifé et lié a un analogue du cisplatine. Ainsi, la L-tyrosine pourrait possiblement agir
comme un transporteur pour interagir avec le REa et concentrer la portion cytotoxique
au niveau des cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes. Ici, nous décrivons
trois méthodologies alternatives qui ont été utilisées pour fabriquer ces nouvelles

molécules anticancéreuses.
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Abstract

The search for new specific chemotherapeutic drugs designed to minimize the toxic side
effects resulting from chemotherapy is still a subject of intense research. The objective
of the current study was to design a non-steroidal-platinum(II) derivative that would
target the estrogen receptor alpha (ERa) without triggering estrogenic cell proliferation.
For this purpose, L-tyrosine amino acid was modified and attached to a cisplatin analog.
Hence, the L-tyrosine entity could possibly act as a transporter, interact with the ERa
protein and concentrate the cytotoxic moiety to hormone-dependent breast cancer cells.
Herein, we describe three different alternative methodologies that were used to make
these new anticancer molecules. Preliminary biological activity on breast cancer cell

lines is also reported.

Key words: L-tyrosine; Platinum(II); Anticancer agent; Breast cancer
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Introduction

Lately, much research has been performed in order to develop more potent and selective
anticancer drugs. Different approaches have been used in attempt to concentrate a
known therapeutic compound to a specific organ or tissue [1-3]. Hence, the systemic
distribution of the drug and deleterious toxic side effects induced by chemotherapy were

expected to be considerable reduced.

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(Il)) (1) is a bisalkylating agent already used
for the treatment of several types of cancer, such as lung, head and neck, bladder,
ovarian and testicular tumors [4]. This small and effective anticancer agent has already
been linked to estradiol (2), the natural female sex hormone, giving new estrogen-
cytotoxic hybrid molecules (3) (Firgure 1) [5-7]. The effectiveness of one of these
compounds has been confirmed in vitro and in vivo on hormone-dependent breast
cancers [8]. It has been established that the estradiol portion of the molecule contributes
to target the ERa protein and then allows the platinum(IT) moiety to effectively kill
cancerous cells. Nevertheless, in spite of the interesting biological activity observed, the
estradiol-platinum(Il) molecule also induce transcriptional activity, which could

contribute to cancer progression.

Non-estrogenic cytotoxic molecules bearing platinum(Il) entity have also been
synthesized [9]. Ligand with structural analogies to estradiol were designed and linked
to platinum(Il) unit in an attempt to interact with the ERa and let the toxic moiety reach
and accumulate into hormone-dependent cancer cells. However, the steroid-like
cytotoxic molecules did not have significant binding affinity for the ERa and it was

found that the cytotoxic effects observed were not mediated through the ERa.

Recently, the natural amino acid L-tyrosine was transformed in order to act as an
estrogen receptor ligand. This particular amino acid had been already recognized as a
potential estrogen ligand as a part of its structure seems to imitate the phenol portion of
estradiol [10]. Chlorambucil, a chemotherapeutic drug mainly used for the treatment of

chronic lymphocytic leukemia, was linked to tyrosine, which acted as a transporter
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[11-13]. These innovative anticancer compounds (4) presented interesting in vitro

activity against breast cancer cell lines.

Although chlorambucil, given alone, can inhibit cancer cells proliferation, previous
study had revealed that it is less active than cisplatin on breast cancer cells [14]. In an
attempt to use the L-tyrosine skeleton as a potential estrogen receptor ligand, as well as
the powerful activity of cisplatin, L-tyrosine-Pt(II) hybrid molecules (5) have been
designed. These compounds were synthesized using three different synthetic
methodologies. This manuscript presents the chemical synthesis employed to make the
desired final compounds. To the best of our knowledge, it is the first time the synthesis
of tyrosine-Pt(II) molecules is reported. Preliminary in vitro biological results on two

breast cancer cell lines are reported in this manuscript.
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Figure 1. Structure of cisplatin (1), estradiol (2), estradiol-Pt(II) hybrid molecule (3),
L-tyrosine-chlorambucil hybrid molecules (4) and L-tyrosine-Pt(II) hybrid
molecules (5)
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Results and discussion
Synthesis of L-tyrosine methyl ester platinum(II) hybrids (5)

The L-tyrosine-Pt(II) hybrid (5) was synthesized using three different methodologies.
The first method is depicted in Scheme 1. L-tyrosine (6) was initially esterified using
standard reaction conditions (with thionyl chloride in methanol). The resulting
hydrochloride salt (7) was obtained in 96% yield. Then, in presence of isobutyl
chloroformate and triethylamine in N,N-dimethylformamide (DMF) at room temperature
(22°C), it was coupled to acrylic acid giving an amide (8) in 79% yield. Conjugate
addition of 2-(2-aminoethyl)pyridine to the conjugated amide (8) in the presence of
lithium perchlorate (LiClO4) was performed at room temperature (22°C). This solvent-
free Michael addition accelerates the reaction and makes possible the 1,4-conjugate
addition of amines to less reactive substituted o,B-unsaturated amides [15].
Subsequently, the resulting crude gummy solid was treated with potassium
tetrachloroplatinate (K,PtCls) in a mixture of DMF and water (1:1) to give the
corresponding L-tyrosine methyl ester platinum(II) complex (5, n = 2) in 48% yield.
This first method provides the desired L-tyrosine platinum(II) cytotoxic hybrid (5, n = 2)

in four chemical steps with 36% overall yield.
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Method #1 o 0
J\OH a OCHs
NH, 96% Hsy
HO crude HO & 8
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O
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HO w]/\ HO
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Reagents: a) SOCl,, MeOH, reflux; b) C1CO,iso-Bu, acrylic acid, Et;N, CH,Cl»;
¢) LiClOy,, 2-(2-aminoethyl)pyridine, N,; d) K,PtCl,, DMF, H,0, darkness.

Scheme 1.  Synthesis of L-tyrosine-Pt(II) hybrid molecule (5, n = 2) using the first
synthetic method

The same molecule (5, n = 2) was also synthesized starting from fert-butyl acrylate (9)
(Scheme 2). Under standard Michael conditions (reflux in methanol), 2-(2-
aminoethyl)pyridine was added to the fers-butyl acrylate (9) in 94% yield. The product
(10) was sufficiently pure to be used at the next step without any purification. The amino
functionality was then protected. Fmoc-OSu was used as protecting group and it was
added to the corresponding free amino fers-butyl ester in basic reaction conditions
(NaHCOs). The fully protected molecule (11) was obtained in 79% yield. Subsequently,
selective deprotection of the fers-butyl ester in the presence of Fmoc was performed
using ZnBr; in methylene chloride [16]. The free acid N-protected intermediate (12) was
generated in 72% yield. In presence of HOBt, DCC and triéthylamjne in DMF,
compound 12 was coupled to L-tyrosine methyl ester hydrochloride salt (7) previously
synthesized. The pure molecule (13) was isolated in 58% yield. Then, N-deprotection
(with morpholine in DMF) followed by complexation (with K,PtCls in DMF:H,0 (1:1))
gave the desired molecule (5, n = 2) in 34% yield. Using this second methodology, the
desired L-tyrosine platinum(II) cytotoxic compound (5, n = 2) was obtained in six

chemical steps with 11% overall yield.
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Method #2

crude
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Reagents: a) Relevant 2-(aminoalkyl)pyridine, dry MeOH, reflux; b) Only with 10, n = 2, Fmoc-OSu, NaHCO;,
H,0, 1,4-dioxane; ¢) ZnBr,, CH,Cl,; d) L-tyrosine-methy] ester hydrochloride (7), HOBt, DCC, Et;N,
DMF; e) morpholine, DMF; f) K,PtCl,, DMF, H,0, darkness.

Scheme 2.  Synthesis of L-tyrosine-Pt(II) hybrid molecule (5, n = 2) using the second
synthetic method

The third method involved the formation of the platinum(II) complex at an earlier stage
of the synthesis (Scheme 3). Hence, the 2-(2-aminoethyl)pyridine fert-butylacrylate
derivative (10, n=1 or 2, synthesized in 94% yield as described for the second
synthesis) has been immediately complexed to platinum(II) under usual conditions
(K;PtCls, DMF:H,0 (1:1)). The platinum(II) molecules (14, n =1 or 2) were obtained in
44 and 68% yield, respectively. Then, the tert-butyl protecting group was removed with
trifluoroacetic acid (TFA) and the resulting salt was condensed with the L-tyrosine
methyl ester hydrochloride salt (7, synthesized in 96% yield as previously described).
The coupling reaction was performed in presence of HOBt, DCC and triethylamine in
DMF. The final L-tyrosine-Pt(II) derivatives (5, n=1 or 2) were obtained in yields
ranging from 27 to 36%. Using this third methodology, the desired final cytotoxic

hybrids were obtained in four chemical steps with a 23% optimal overall yield.
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Reagents: a) Relevant 2-(aminoalkyl)pyridine, dry MeOH, reflux; b) K,PtCly, DMF, H,O,
darkness; ¢) TFA, CH,Cl,, darkness; d) L-tyrosine-methyl ester hydrochloride (7), HOBt,
DCC, Et;N, DMF.

Scheme 3.  Synthesis of L-tyrosine-Pt(II) hybrid molecules (5, n = 1 or 2) using the
third synthetic method

In vitro cytotoxic activity

The cytotoxicity of the newly L-tyrosine based platinum(II) hybrids was evaluated on
hormone-dependent (MCF-7) and hormone-independent (MDA-MB-231) breast cancer
cell lines. First, the MTT colorimetric assay was performed for the two final L-tyrosine-
Pt(II) hybrids, synthesized from 2-(aminomethyl)pyridine (5, n=1) and 2-(2-
aminoethyl)pyridine (5, n = 2). Unfortunately, no activity was observed with the final
hybrids. These products were only partially soluble in cells medium and this could
explain this lack of cytotoxicity. Subsequently, in order to verify if the toxic part of these
hybrids (without the ligand, L-tyrosine) was active, the corresponding precursors, 2-
(aminomethyl)pyridine-Pt(II) (14, n = 1) and 2-(2-aminoethyl)pyridine-Pt(II) (14, n = 2)
were tested. These molecules exhibited comparable cytotoxicity to the parent drug,
cisplatin (1) on both breast cancer cell lines. Moreover, the 2-(aminomethyl)pyridine
derivative (14, n = 1) was slightly more active than its 2-(2-aminoethyl)pyridine
(14, n = 2) analog.
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Table 1. Inhibitory concentrations (ICso, uM) of cisplatin (1), 2-methylaminopyridine-
Pt(I) (14, n = 1) and 2-(2-ethylamino)pyridine-Pt(II) (14, n = 2) derivatives on ER" and
ER’ breast cancer cell lines.

Compound MCE-7, ER* (uM) MDA-MB-231, ER” (uM)

Cisplatin (1) 30.1 £3.0 129+ 12
14,n=1 27.8+0.5 153 + 1.6
14,n=2 36.0+ 1.7 28.9+0.3

* Inhibitory concentration (IC50, uM) as obtained by the MTT assay. Experiments were
performed in triplicates and the results represent the mean + SEM of three independent
experiments. The cells were incubated for a period of 72 h.

These preliminary in vitro biological results confirm that the platinum(II) portion of the
molecules presents interesting cytocidal activity, similar to that of cisplatin (1), and that
the binding to a L-tyrosine moiety reduced considerably its solubility and, consequently,

its anticancer activity.

Conclusion

In conclusion, L-tyrosine methyl ester platinum(II) hybrids (5) were synthesized by
three distinct methodologies. The desired molecules were made in four chemical steps
(36% yield) following the first method, in six chemical steps (11% yield) following the
second method and in four chemical steps (23% yield) following the third synthesis.
This shows the feasibility of the synthesis as well as the variety of methods available
to make this type of product. The new compounds (5, n = 1 or 2) were tested against
hormone-dependent and hormone-independent breast cancer cell lines. No activity was
observed for the L-tyrosine-Pt(II) hybrid molecules (5§, n =1 or 2), but their platinum(II)
precursors (14, n=1 or 2) presented similar activity to cisplatin (1). Hence, work is
presently in progress to modify the amino acid portion of the molecules in order to make
it more soluble and consequently, to improve their overall cytocidal activity. This
preliminary study shows that it is possible to make such compounds by a variety of
synthetic methods paving the way for further development of this type of platinum(II)

complexes.
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Experimental section
Chemistry

All reac'tions were performed with ACS Fisher solvents. Anhydrous reactions were
performed under an inert atmosphere, the set-up assembled and cooled under dry
nitrogen. Unless otherwise noted, starting material, reactant and solvents were obtained
commercially and were used as such or purified and dried by standard means [17].
Organic solutions were dried over magnesium sulfate, evaporated on a rotatory
evaporator and under reduced pressure. All reactions were monitored by UV
fluorescence, or staining with iodine. Commercial TLC plates were Sigma T 6145
(polyester silica gel 60 A, 0.25mm). Flash column chromatography was performed
according to the method of Still and co-workers on Merck grade 60 silica gel,

230-400 mesh [18]. All solvents used in chromatography had been distilled.

The infrared spectra were taken on a Nicolet Impact 420 FT-IR and a Thermo Nicolet
IS10 FT-IR with ATR. Mass spectral assays were obtained using a MS model 6210,
Agilent technology instrument. The high resolution spectra were obtained by TOF (time
of flight) using ESI (electrospray ionisation) (Université du Québec & Montréal).

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded on a Varian 200 MHz NMR
apparatus. Samples were dissolved in deuterochloroform (CDCl;), deuteroacetone

(acetone-ds) or deuterodimethylsulfoxide (DMSO-ds) for data acquisition using

tetramethylsilane or chloroform as internal standard (TMS, & 0.0 ppm for IH-NMR and
CDCl; 8 77.0 ppm for *C-NMR). Chemical shifts (8) are expressed in parts per million
(ppm), the coupling constants (J) are expressed in hertz (Hz). Multiplicities are
described by the following abbreviations: s for singlet, d for doublet, dd for doublet of
doublets, t for triplet, dt for doublet of triplets, q for quartet, dq for doublet of quartets,

m for multiplet, #m for several multiplets, br for broad signal.
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First synthetic method (Scheme 1):

L-tyrosine methyl ester hydrochloride (7)

A solution of tyrosine 6 (3.89 mmol) in anhydrous methanol was stirred at 0°C. Thionyl
chloride (11.69 mmol) was then added slowly. The mixture was heated to reflux for
3.5 h. Then, the solvent was evaporated and the residue was recrystallized in diethyl
ether. The desired compound was filtered, washed with cold ether and dried in a
desiccator for a 1 day. Crude salt (7), obtained in a 100% yield, was sufficiently pure to
be use at the next step. The spectral data for this compound are as reported in the
literature [11]. IR (KB, Viay, cm™): 3354 (N-H), 3078 (O-H), 1742 (C=0 ester), 1224
(CO-0-C). 'H-NMR (DMSO-dg, 8 ppm): 9.46 (1H, br s, OH), 8.60 (3H, br s, NH3), 7.01
(2H, d, T = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 6.73 (2H, d, J = 8.60 Hz, 2-CH tyr), 4.16 (1H, m,
CHNH3), 3.67 (3H, s, OCH;), 3.03 (2H, m, CH,CH). *C-NMR (DMSO-ds, 5 ppm):
170.1 (COOCH3), 157.4 (1-C tyr), 131.0 (2C, 3-C tyr), 125.0 (4-C tyr), 116.1 (2C, 2-C
tyr), 54.1 (CHNH3), 53.2 (OCH3), 35.7 (CH,CH). ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for
C1oH14NO3 = 196.0968; found = 196.0968.

N-acryloyl-L-tyrosine methyl ester (8)

A solution of acrylic acid (1.19 mmol) in dichloromethane was neutralized with
triethylamine (1.31 mmol) and stirred at 0°C. Then, isobutylchloroformate (1.31 mmol)
was added. The solution was kept at 0°C for 1 h afterwards a solution of L-tyrosine
methyl ester hydrochloride (7, 3.89 mmol) in dichloromethane and triethylamine
(1.42 mmol) was added. The resulting mixture was stirred at room temperature for 24 h.
Work-up was done by diluting with ethyl acetate and by washing the organic phase with
water (4x). The organic phase was dried with anhydrous magnesium sulfate, filtered and
evaporated. The product was purified by flash chromatography (hexanes: acetone, 8:2)
to give a pure compound (8) in 79% yield. IR (ATR, Vimax, cm™): 3200-3450 (N-H and
O-H), 1738 (C=0 ester), 1231 (CO-O-C). '"H-NMR (Acetone-ds,  ppm): 8.26 (1H, s,
OH), 7.56 (1H, br d, ] = 7.4 Hz, NH), 7.04 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 6.74 (2H, d,
J=9.0 Hz, 2-CH tyr), 6.26 (2H, m, CH,=CH), 5.59 (1H, dd, J = 9.6 Hz and J = 2.5 Hz,
CH,=CH), 4.74 (1H, m, CHNH), 3.65 (3H, s, OCH3), 2.99 (2H, m, CH,CH). ’C-NMR
(Acetone-ds, 0 ppm): 170.2 (COOCH;), 165.0 (NHCO), 156.5 (1-C tyr), 131.3
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(CH,=CH), 130.4 (2C, 3-C tyr), 127.7 (CH,=CH), 125.8 (4-C tyr), 115.4 (2C, 2-C tyr),
54.2 (CHNH), 51.6 (OCH;), 36.9 (CH,CH). ESI+ HRMS: [M + H]' calculated for
C13H,6NO, = 250.1074; found = 250.1067.

N-3-(2-pyridin-2-yl-ethylamino)-propionyl-L-tyrosine methyl ester dichloroplatinate(Il)
(5,n=2)

The N-acryloyl-L-tyrosine-methyl ester (8, 0.38 mmol) solid was place in a flask in the
presence of LiClO4 (0.38 mmol). The mixture was kept under nitrogen. 2-(2-
Ethylamino)pyridine (in excess) was added and the mixture was stirred at room
temperature for 4 h. The gummy solid was then filtered and washed with
dichloromethane in order to isolate the crude product from the solid phase. After
evaporating the filtrate, the resulting oil was diluted with ethyl acetate and washed with
water (2x). The organic phase was dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and
evaporated. Crude compound (0.18 mmol) was dissolved in DMF. The starting pH value
was 9. Potassium tetrachloroplatinate(II) (0.19 mmol) dissolved in DMF/H,0 (1:1) was
added and the solution was stirring in darkness for 4 days. The final pH value was 5.
Then, 4 drops of DMSO were added to the resulting mixture to destroy the excess of
K,PtCls and the solution was stirred for two additional hours. Next, KCI (1 g) was added
and the mixture was stirred overnight. The KCl was filtered and the filtrate was
completely evaporated to give the crude material. Then, it was purified by flash
chromatography (chloroform: methyl alcohol, 9.5:0.5) to give a pure compound
(5, n=2) in 48% yield. After flash column chromatography, the fractions were collected
using diethyl ether. It was observed that the product recrystallized in contact with ether.
IR (ATR, Vimax, cm’™'): 3100-3400 (N-H and O-H), 1738 (C=0 ester), 1652 (C=0 amide),
1217 (CO-0-C). '"H-NMR (Acetone-ds, & ppm): 9.07 (1H, dm, J =5.9 Hz, 6-CH pyr),
8.22 (1H, s, OH), 8.03 (1H, dt, J = 1.4 Hz and J = 7.6 Hz, 4-CH pyr), 7.55 (1H, d,
J = 6.2 Hz, 3-CH pyr), 7.53 (1H, partly hidden, NH amide), 7.42 (1H, t, J = 6.9 Hz,
5-CH pyr), 7.04 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr), 6.75 (2H, d, J = 8.5 Hz, 2-CH tyr), 6.12
(1H, br s, NH-Pt), 4.62 (1H, m, CHNH), 3.63 (3H, s, OCHj3), 2.88 (2H, m, CH,CH).
BC-NMR (Acetone-ds, 8 ppm): 171.9 (COOCH3), 169.8 (NHCO), 156.3 (2-C pyr),
156.1 (6-C pyr), 153.5 (1-C tyr), 139.2 (4-C pyr), 130.2 (2C, 3-C tyr), 127.6 (4-C tyr),
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124.7 (3-C pyr), 123.7 (5-C pyr), 115.1 (2C, 2-C tyr), 52.4 (CHNH), 51.3 (OCH3), 39.3,
36.5, 33.6, 29.2. ESI+ HRMS: [M + H]+ calculated for C,oH6CI,N;04Pt = 638.0929;
found = 638.0927.

Second synthetic method (Scheme 2):

3-(2-Pyridin-2-yl-alkylamino)-propionic acid tert-butyl ester (10)

The relevant 2-(aminoalkyl)pyridine (13.65 mmol) was dissolved in anhydrous methanol
(20 mL) and fert-butyl acrylate (9, 6.83 mmol) was added. The mixture was stirred and
heated to reflux for 5 h. The solvent was then evaporated and the residue was diluted
with diethyl ether. The organic phase was washed with water (6x). The organic phases
were combined, dried with anhydrous sodium sulfate and evaporated to an orange
viscous oil (10, n =1 or 2) in 94%. No further purification was needed.
3-(2-Pyridin-2-yl-methylamino)-propionic acid tert-butyl ester (10, n = 1): IR (ATR,
Vimax, €M) 3324 (N-H), 1720 (C=0 ester), 1247 (CO-O-C). '"H-NMR (CDCls, 3 ppm):
8.48 (1H, dm, J = 3.9 Hz, 6-CH pyr), 7.57 (1H, dt, J = 2.0 Hz and J = 7.8 Hz, 4-CH pyr),
7.26 (1H, d, J = 7.8 Hz, 3-CH pyr), 7.08 (1H, m, 5-CH pyr), 3.85 (2H, s, NHCHpyr),
2.83 (2H, t, J = 6.6 Hz, CH,NHCH,pyr), 2.41 (2H, t, J = 6.8 Hz, COCH,), 2.37 (1H,
brs, NH), 1.38 (9H, s, 3x CH;). “C-NMR (CDCls, & ppm): 172.0 (CO), 159.7 (2-C pyr),
149.2 (6-C pyr), 136.3 (4-C pyr), 122.0 (3-C pyr), 121.8 (5-C pyr), 80.4 (C(CHj3)3), 55.0
(NHCH;pyr), 44.9 (CH,NHCH,pyr), 35.9 (COCH>), 28.0 (3C, CH3). ESI+ HRMS: [M +
H]+ calculated for C,3H;1N,O, = 237.1598; found = 237.1591.

3-(2-Pyridin-2-yl-ethylamino)-propionic acid tert-butyl ester (10, n = 2): IR (NaCl, vy,
em™): 3320 (N-H), 1728 (C=0 ester), 1266 (CO-O-C). 'H-NMR (CDCl;, & ppm): 8.47
(1H, dm, J = 3.9 Hz, 6-CH pyr), 7.54 (1H, dt, J = 2.0 Hz and J = 7.6 Hz, 4-CH pyr), 7.12
(1H, d, J = 7.8 Hz, 3-CH pyr), 7.09 (1H, m, 5-CH pyr), 2.94-2.95 (4H, 2d overlapped,
CH>NHCH,CH,pyr), 2.82 (2H, t, J = 6.6 Hz, NHCH,CH,pyr), 2.36 (2H, t, ] = 6.6 Hz,
COCHb>), 2.08 (1H, br s, NH), 1.36 (9H, s, 3x CHs). ?C-NMR (CDCl;, & ppm): 172.3
(CO), 160.4 (2-C pyr), 149.5 (6-C pyr), 136.6 (4-C pyr), 123.5 (3-C pyr), 1214
(5-C pyr), 80.6 (C(CHs)s), 49.4 (NHCH,CH,pyr), 45.3 (CH,NHCH,CH;pyr), 38.6
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(CHypyr), 36.1 (COCH,), 28.3 (3C, CH3). ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for
C14H23N202 =251. 1754, found =251.1747.

3-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-(2-pyridin-2-yl-ethyl)-amino]-propionic acid tert-
butyl ester (11)

3-(2-Pyridin-2-yl-ethylamino)-propionic acid tert-butyl ester (10, n = 2, 2.31 mmol) was
slowly dissoved in water (6 mL) in the presence of NaHCOs (0.4 g). In another flask,
Fmoc-OSu (3.47 mmol) was dissolved in dioxane (6 mL) at 0°C for 1 h. The latter
solution was added to the fert-butyl ester solution. The mixture was stirred at room
temperature for 28 h. Work-up was done by diluting with ethyl acetate and by washing
the organic phase with water (4x). The organic phase was dried with anhydrous sodium
sulfate, filtered and evaporated. The product was purified by flash chromatography
(hexanes: acetone, 8.8:1.2) to give a pure compound (11) in 79% yield. IR (NaCl, vpay,
em™): 1732 (C=0, t-Bu-ester), 1705 (C=0, NCOO). 'H-NMR (CDCls, & ppm): 8.51
(1H, 4, J = 4.3 Hz, 6-CH pyr), 7.74 (2H, d, J = 6.6 Hz, 6-CH Fmoc), 7.57 (2H, d,
J=6.3 Hz, 3-CH Fmoc), 7.56 (1H, t partly hidden, 4-CH pyr), 7.34 (4H, m, 4-CH Fmoc
and 5-CH Fmoc), 7.11 (1H, m, 5-CH pyr), 6.83 and 7.15 (2x 0.5H, 2x d, J = 7.8 Hz,
3-CH pyr), 4.48 (2H, t apparent, J = 5.3 Hz, COOCH,CH), 4.21 (1H, q apparent,
J=5.9 Hz, COOCH,CH), 3.49 (4H, m apparent, CH,NCH>), 2.74 and 3.00 (2x 1H, 2x t,
J=7.2 Hz, NHCH,CH,pyr), 2.21 and 2.42 (2x 1H, 2x d, J = 7.2 Hz, COCH,), 1.41 and
1.43 (9H, 2x s, 3x CH3). "C-NMR (CDCls, & ppm): 170.9 (CO tert-butyl ester), 158.9
(CO Fmoc), 155.8 (2-C pyr), 149.3 (6-C pyr), 144.0 (2C, 2-C Fmoc), 141.4 (2C,
1-C Fmoc), 136.3 (4-C pyr), 127.6, 127.1 and 124.9 (6C, 3-C Fmoc, 4-C Fmoc and
6-C Fmoc), 123.5 (3-C pyr), 121.4 (5-C pyr), 120.0 (2C, 5-C Fmoc), 80.9 (C(CH3)3),
47.6, 44,4, 37.5, 34.5, 283 (3C, CH;). ESI+ HRMS: [M + H]' calculated for
Ca9H33N204 = 473.2435; found = 473.2437.

3-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-(2-pyridin-2-yl-ethyl)-amino]-propionic acid (12)
Fmoc-(2-pyridin-2-yl-ethyl)-amino]-propionic acid tert-butyl ester (11, 0.18 mmol) was
dissolved in dichloromethane (4 mL) and ZnBr, (0.2 g) was added. The mixture was
stirred at room temperature for 4 days. Next, water (2 mL) was added and the mixture
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was stirred for two additional hours. The aqueous phase was then washed with
dichloromethane (2x) and the organic phase was dried with anhydrous magnesium
sulfate, filtered and evaporated. The product was purified by flash chromatography
(chloroform: methanol, 9.5:5) to giv\e a pure compound (12) in 72% yield. IR (NaCl,
Viax, M) 3230-3570 (COOH), 1692 (C=0, NCOO). 'H-NMR (CDCl, 8 ppm): 8.54
(1H, t apparent, ] = 6.5 Hz, 6-CH pyr), 7.76 (3H, d and br s partly hidden, J = 7.0 Hz,
6-CH Fmoc and COOH), 7.61 (2H, d, J = 6.6 Hz, 3-CH Fmoc), 7.37 (6H, m apparent,
4-CH pyr, 5-CH pyr, 4-CH Fmoc and 5-CH Fmoc), 6.70 (1H, d, J = 7.4 Hz, 3-CH pyr),
445 and 4.72 (2x 1H, 2d, J = 47 Hz and J = 6.6 Hz, COOCH,CH), 4.24 (1H,
m apparent, COOCH,CH), 3.49, 3.18, 2.67 and 254 (8H, #m apparent,
COCH,CH,NCH,CH,pyr). *C-NMR (CDCl;, & ppm): 174.3 (COOH), 156.2 (CO
Fmoc), 155.9 (2-C pyr), 146.8 (6-C pyr), 144.2 (2C, 2-C Fmoc), 141.6 (2C, 1-C Fmoc),
139.5 (4-C pyr), 1279, 127.4 and 125.2 (7C, 3-C Fmoc, 4-C Fmoc, 6-C Fmoc and
3-C pyr), 122.8 (5-C pyr), 120.2 (2C, 5-C Fmoc), 67.6,47.5, 43.8, 37.5, 35.4, 33.9. ESI+
HRMS: [M + H]+ calculated for C,sH,sN>O4 = 417.1809; found = 417.1801.

2-{3-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-(2-pyridin-2-yl-ethyl)-amino -

propionylamino}-3-(4-hydroxy-phenyl)-propionic acid methyl ester (13)

Fmoc-(2-pyridin-2-yl-ethyl)-amino]-propionic acid (12, 0.26 mmol) was dissolved in
DMF (2.5 mL) and the acid was activated using DCC (0.27 mmol) and HOBt
(0.27 mmol). Beside, tyrosine methyl ester hydrochloride (7, 0.25 mmol) was dissolved
in DMF (2.5 mL) and treated with triethylamine (0.26 mmol). The tyrosine solution was
then added to the activated acid solution. The mixture was stirred at room temperature
for 27 h. The solution was diluted with ethyl acetate and water, and then washed with
water (4x). The organic phase was dried with sodium sulfate, filtered and evaporated.
The product was further purified by flash chromatography (hexanes: acetone, 1:1) to
give a pure compound (13) in 58% yield. IR (ATR, Vmay, cm™): 3100-3400 (COOH),
1745 (CO ester), 1670-1702 (2x C=0, NCOCH, and NCOO). 'H-NMR (Acetone-ds, &
ppm): 8.56 (1H, d, J = 4.3 Hz, 6-CH pyr), 7.93 (1H, m, 4-CH pyr), 7.86 (2H, d,
J =7.8 Hz, 6-CH Fmoc), 7.70 (2H, d, J = 5.9 Hz, 3-CH Fmoc), 7.38 (6H, m apparent,
3-CH pyr, 5-CH pyr, 4-CH Fmoc and 5-CH Fmoc), 7.05 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-CH tyr),
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6.76 (2H, d, J = 8.2 Hz, 2-CH tyr), 4.65 (1H, m, CH tyr), 4.44 (2H, m, CH, Fmoc), 4.26
(1H, t apparent, J = 6.1 Hz, CH Fmoc), 3.63 (3H, s, OCH3), 2.36, 2.38 and 3.00 (10H,
#m apparent, COCH,CH,NCH,CH,pyr and CH; tyr). BC-NMR (Acetone-dg, & ppm):
172.2 (NHCOCH,), 170.5 (CO ester), 158.0 (CO Fmoc), 156.5 (1-C tyr), 155.6
(2-C pyr), 144.6 (3C, 2-C Fmoc and 6-C pyr), 141.5 (3C, 1-C Fmoc and 4-C pyr), 130.5
(2C, 3-C tyr), 127.8, 127.4 and 125.3 (8C, 4-C tyr, 3-C Fmoc, 4-C Fmoc, 6-C Fmoc and
3-C pyr), 120.2 (3C, 5-C pyr and 5-C Fmoc), 115.4 (2C, 2-C tyr), 54.1, 51.5,47.5, 36.8,
33.9. ESI+ HRMS: [M + H]+ calculated for Cs35H35N306 = 594.2599; found = 594.2585.

Synthesis of  N-3-(2-pyridin-2-yl-ethylamino)-propionyl-L-tyrosine  methyl ester
dichloroplatinate(ll) (5, n = 2)

The N-protected (Fmoc) molecule (13, 0.077 mmol) was dissolved in DMF (0.50 mL)
and morpholine (in excess, 0.50 mL) was added to the solution. The mixture was stirred
at room temperature (22°C) for 1.5 h. The solution was diluted with ethyl acetate
(15 mL) and was washed with an HCI 10% aqueous solution (10 mL, 2x), and then with
a NaOH 10% aqueous solution (10 mL, 1x). The organic phase was further washed with
water (10 mL, 1x), before drying with sodium sulfate, filtered and evaporated. The crude
product (0.073 mmol) was further dissolved with acetone (1.5 mL) and used for the next
reaction, without any purification. The starting pH value was 9. A solution of potassium
tetrachloroplatinate(Il) (0.070 mmol) in water (0.50 mL) was added to the alkaline
mixture and the solution was stirred in darkness for 7 days. The final pH value was 5.
Then, KCl1 (0.5 g) was added and the mixture was stirred for 3.5 h. The solution was
filtered, washed with acetone, and the filtrate was completely evaporated. The product
was purified by flash chromatography (chloroform: methyl alcohol, 9.5:0.5) to give a
pure compound (5, n = 2) in 34% yield. The spectral data for this compound are

identical to those reported above when it was made using the first synthetic method.
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Third synthetic method (Scheme 3):

3-(2-Pyridin-2-yl-alkylamino)-propionic acid tert-butyl ester dichloroplatinate(I)
(14,n=1o0r2)

To a solution of 3-(2-pyridin-2-yl-alkylamino)-propionic acid tert-butyl ester (10, n =1
or 2, 1.00 mmol) in DMF (4 mL) at room temperature, was added potassium
tetrachloroplatinate(II) (1.27 mmol) previously dissolved in a mixture of DMF/H,0O
(2.0 mL: 2.0 mL). The starting pH value was 10. After 10 days stirring in darkness,
pH reached 5. Then, solid KCI (1 g) was added and the mixture was stirred for 3 h. Next,
the solvents were evaporated and the residual crude product was purified by flash
chromatography (hexanes: acetone, 7:3) to give a pure compound (14, n =1 or 2) in
yields ranging from 44 to 68%.

3-(2-Pyridin-2-yl-methylamino)-propionic acid tert-butyl ester dichloroplatinate(Il) (14,
n = 1): IR (ATR, Vmax, cm’): 3127 (N-H), 1732 (C=0 ester). 'H-NMR (Acetone-ds, &
ppm): 9.21 (1H, d apparent, J = 5.9 Hz, 6-CH pyr), 8.20 (1H, dt, J = 1.6 Hz and
J = 7.8 Hz, 4-CH pyr), 7.75 (1H, d, J = 7.8 Hz, 3-CH pyr), 7.53 (1H, t apparent,
J = 6.8 Hz, 5-CH pyr), 6.11 (1H, br s, NH), 4.73 and 4.81 (2x 1H, 2d, J = 5.9 Hz,
NHCHpyr), 3.15 (2H, m apparent, CH,NHCH;pyr), 2.79 (2H, t, ] = 1.0 Hz, COCH,),
1.43 (9H, s, 3x CH;). “C-NMR (Acetone-dg, & ppm): 170.3 (CO), 148.1 (4-C pyr),
138.8 (2-C pyr), 124.4 (2C, 3-C and 6-C pyr), 122.7 (5-C pyr), 80.4 (C(CHs)3), 50.9
(NHCH;pyr), 39.6 (CH,NHCH;pyr), 33.1 (COCH,), 27.4 (3C, CH3). ESI+ HRMS: [M +
H]Jr calculated for C,3HoCI1,N,NaO,Pt = 525.0425; found = 525.0417.
3-(2-Pyridin-2-yl-ethylamino)-propionic acid tert-butyl ester dichloroplatinate(Il) (14,
n=2): IR (ATR, Vmax, cm'l): 3137 (N-H), 1725 (C=0 ester). 'H-NMR (Acetone-dg, &
ppm) : 9.09 (1H, d, J = 5.8 Hz, 6-CH pyr), 8.05 (1H, dt,J=1.6 Hzand J = 7.6 Hz, 4-CH
pyr), 7.56 (1H, d, J = 7.0 Hz, 3-CH pyr), 7.44 (1H, dt apparent, J = 1.6 Hz and ] = 7.6
Hz, 5-CH pyr), 6.03 (1H, br s, NH), 2.38-3.71 (8H, #m, COCH,CH,NHCH,CH,pyr),
1.41 (9H, s, 3x CH;). "C-NMR (Acetone-dg, & ppm): 169.9 (CO), 159.3 (2-C pyr),
153.5 (6-C pyr), 139.2 (4-C pyr), 124.7 (3-C pyr), 123.7 (5-C pyr), 80.4 (C(CH3)3), 51.8
(NHCH,CH,pyr), 46.2 (CH.NHCH,CHapyr), 39.3 (CHzpyr), 33.6 (COCH), 27.3 (3C,
CH;). ESI+ HRMS: [M + H]" calculated for C;3H»nCLN;NaO,Pt = 539.0582;
found = 539.0577.



153

N-3-(2-pyridin-2-yl-alkylamino)-propionyl-L-tyrosine methyl ester dichloroplatinate(Il)
(5,n=1o0r2)

The 3-(2-pyridin-2-yl-alkylamino)-propionic acid ters-butyl ester dichloroplatinate(II)
(14, n=1 or 2, 0.24 mmol) was dissolved in dichloromethane (2 mL) and TFA
(2.38 mmol) was added. The solution was stirred at room temperature for 6 h in
darkness. The solvent was removed by evaporation and the resulting oil was dissolved in
DMF (2 mL) with triethylamine (0.26 mmol). Then, DCC (0.26 mmol) followed by
HOBt (0.26 mmol) were added. Beside, the L-tyrosine methyl ester hydrochloride
(7, 0.29 mmol) was dissolved in DMF (2 mL) and triethylamine (0.29 mmol) was added
in order to neutralize the hydrochloride salt. Then, the amine solution was added to the
acid solution, and the mixture was stirring for 24 h in darkness. Afterwards, ethyl acetate
was added and the organic phase was washed with water (4x). The organic phase was
dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated. Purification was done by
flash chromatography with a mixture of chloroform and methanol (9.5:0.5). The
corresponding platinum(II) complexes (5, n = 1 or 2) were isolated with yields ranging
form 27 to 36%.

N-3-(2-pyridin-2-yl-methylamino)-propionyl-L-tyrosine methyl ester
dichloroplatinate(Il) (5, n = 1): IR (ATR, Vmay, cm™): 3100-3450 (N-H and O-H), 1734
(C=0 ester), 1649 (C=0 amide), 1217 (CO-0-C). '"H-NMR (Acetone-dg, & ppm): 9.67
(1H, d, J = 5.9 Hz, 6-CH pyr), 8.22 (2H, s and t overlapped, OH and 4-CH pyr), 7.80
(1H, t apparent, J = 6.9 Hz, 3-CH pyr), 7.52 (2H, t apparentv and d partly hidden,
5-CH pyr and NH amide), 7.02 (2H, m apparent, 3-CH tyr), 6.75 (2H, m apparent,
2-CH tyr), 6.09 (1H, br s, NH-Pt), 4.33-4.82 (3H, #m, CHNH and CH,pyr), 3.64 (3H, s,
OCHj3), 2.78-2.99 (6H, CH,CH, COCH,CH,NH). ?C-NMR (Acetone-ds, & ppm): 171.7
(COOCH3), 169.9 (NHCO), 161.9 (2-C pyr), 156.1 (6-C pyr), 150.7 (1-C tyr), 139.0
(4-C pyr), 130.3 (2C, 3-C tyr), 127.5 (4-C tyr), 125.1 (3-C pyr), 122.9 (5-C pyr), 115.1
(2C, 2-C tyr), 53.9 (CHNH), 51.4 (OCHas), 36.6, 36.5, 33.6, 33.2.

The spectral data for derivative 5§ (n = 2) are identical to those described above when it

was made using the first synthetic method.
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In vitro cytotoxic activity

The cytotoxicity of L-tyrosine-Pt(II) (§, n = 1 or 2) and their precursors (14, n =1 or 2)
was evaluated on MCF-7 (ER") and MDA-MD-231 (ER") breast cancer cell lines.
Cisplatin (1) was used for control. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-phenyl-
tetrazolium bromide) assay, a standard colorimetric test, was used for measuring cellular
proliferation [19]. Briefly, tumor cell lines were added into 96-well tissue culture plates
in culture medium and incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Dilutions were done
using cremophore:ethanol (1:1) solution. The cremophore:ethanol solution was used in
line with our standard protocol for the in vivo biological assays that we might perform in
the future. Cells were incubated with or without drugs for 72 h. Culture plates were
processed using MTT for 3.5 h afterwards SDS solubilisation solution (HCI 0.01 M,
sodium dodecyl sulfate solution 10%) was added. The absorbance was read using a
scanning multiwell spectrophotometer (FLUOStar OPTIMA) at 565 nm. All
measurements were carried in triplicates. The results were compared with those of a
control reference plate fixed on the treatment day, and the growth inhibition percentage

was calculated for each drug contact period.
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CHAPITRE V1

DISCUSSION GENERALE

Le cancer demeure 1’une des préoccupations les plus grandes dans le monde, notamment
au Canada. Depuis quelques décennies déja, la recherche de nouveaux moyens efficaces
pour vaincre cette maladie a fait I’objet de plusieurs études. Aujourd’hui, I’'une des
tendances est le ciblage thérapeutique via un vecteur tel des anticorps monoclonaux, des
hormones et autre. Des médicaments anticancéreux forts puissants existent sur le
marché, seulement ces derniers sont souvent non spécifiques aux cellules cancéreuses,
ce qui occasionne des effets toxiques indésirables importants. Dans ’espoir d’améliorer
la qualité de vie des malades, des chercheurs concentrent leurs efforts sur la conception
de nouveaux composés pour viser spécifiquement les organes touchés par le cancer. Le
groupe des Drs Bérubé et Asselin figure parmi les nombreuses équipes qui travaillent sur

le développement de tels médicaments.

Notre équipe a récemment synthétisé un composé hybride estradiol-Pt(II) dans le but de
traiter les cancers féminins, plus précisément le cancer du sein hormono-dépendant (94).
La portion estrogénique de la molécule agit comme vecteur pour transporter un dérivé
du cisplatine au niveau des cellules exprimant le récepteur aux estrogeénes. Les résultats
biologiques de ce nouveau composé cytotoxique se sont avérés tres intéressants.
Toutefois, il fut démontré que la portion hormonale activait la transcription des cellules
exprimant le récepteur. Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence qu’un composé
cytotoxique pouvait étre amené au niveau d’un organe précis dans le corps, mais que le
ligand stéroidien pouvait, en contre-partie, favoriser la prolifération cellulaire a cet

endroit, ce qui n’est pas souhaitable dans le cas d’un cancer.

Suite a cette étude, nous avons entrepris un nouveau projet sur lequel reposent les

travaux réalisés dans le cadre de ce doctorat. Nous avons décidé d’appliquer le concept
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du ciblage thérapeutique aux cancers féminins surexprimant le REca, mais cette fois-ci
en ayant recours a un ligand au squelette non-stéroidien. Ainsi, notre hypothése était
qu’en possédant une structure similaire a celle de I’estradiol, ce ligand pourrait se fixer
dans le récepteur au méme titre que I’hormone naturelle, sans toutefois engendrer
d’activité transcriptionnelle. De plus, nous avons choisi d’utiliser comme molécule
vectrice un produit naturel. L’avantage d’avoir recours a un tel composé est que ce
dernier est, probablement, bien toléré par I’organisme et qu’il est facile de se le procurer.
Nous avons donc décidé de concevoir des nouveaux composés hybrides cytotoxiques a
base de tyrosine, un acide aminé connu. A notre avis, la portion phénolique de la
tyrosine pourrait imiter le cycle A du noyau stéroide et permettre la fixation de 1’acide
aminé dans la pochette de liaison du récepteur, soit en agissant comme ligand. Les
travaux réalisés dans le cadre de ce doctorat ont porté sur le design, la synthése, la

caractérisation et I’analyse biologique de ces molécules tyrosine cytotoxiques.

Premier article

Dans un premier temps, le chlorambucil fut couplé€ a la L-tyrosine, I’acide aminé naturel,
ainsi qu’a la D-tyrosine, son isomére non naturel. L’objectif était d’abord d’étudier la
faisabilité de lier le chlorambucil a une telle entité biologique, et ensuite, de comparer

I’action ces dérivés naturel et non naturel sur les cellules cancéreuses du sein.

Ainsi, le composé cytotoxique fut lié soit directement a la fonction amine de ’acide
aminé ou encore, séparé via une chaine carbonée. Des acides aminés linéaires, I’acide
aminocaproique et I’acide aminoundécanoique, servaient d’espaceurs. Egalement, la
fonction acide carboxylique de |’entité tyrosine fut transformée pour produire les dérivés
esters ou hydroxyméthyles correspondants. Ceci fut réalisé dans le but de faciliter la
synthése chimique, mais aussi pour créer, possiblement, de nouvelles interactions

(liaisons hydrogene) avec des résidus spécifiques dans le récepteur estrogénique alpha.

Deux méthodologies différentes ont été exploitées et ont servi a fabriquer les molécules

hybrides cytotoxiques. La voie linéaire a d’abord permis d’obtenir les composés désirés
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en quatre et cing étapes chimiques avec des rendements de 31 et 54 %. La voie
convergente fut ensuite appliquée et s’avéra une amélioration notable de la synthese
avec I’obtention des mémes produits en moins d’étapes et avec de meilleurs rendements,

soit 67 et 38 % en deux et trois étapes respectivement.

Avant de procéder a ’évaluation biologique, les douze produits synthétisés ont tous été
soumis & une caractérisation compléte par spectroscopie infrarouge, sprectroscopie
RMN 'H et °C, de méme que par spectrométrie de masse. Egalement, afin de s’assurer
que les molécules aient maintenu leur activité optique, les énantioméres D- et L-tyrosine
ont été transformés en une paire de diastéréoisoméres pouvant étre distingués par

analyse spectrale.

En effet, les composés & base de tyrosine étudiés sont tous optiquement actifs.
Deux énantioméres distincts constituent en réalité deux composés différents. Des études
pharmacologiques ont démontré que deux stéréoisomeéres, c’est-a-dire des molécules ne
différant que par la disposition de leurs atomes dans ’espace, pouvaient engendrer des
réponses complétement différentes chez I’individu (113). Ainsi, il est donc primordial
qu’un médicament soit optiquement pur. Dans le cadre des travaux réalisés, il est
probable qu’en cours de synthése les molécules aient subi une épimérisation et aient
ainsi perdu leur pureté optique. La premiére étape des séquences réactionnelles étudiées
pour la synthése des molécules tyrosine cytotoxiques, soit I’estérification, représente
I’étape ou les conditions sont les plus propices a un tel changement de conformation. Il
fut donc convenu de vérifier la stéréochimie des molécules immédiatement aprés leur

estérification.

L’utilisation de réactifs chiraux est trés utile en chimie pour déterminer la pureté
énantiomérique ou la configuration absolue de molécules optiquement actives (114). La
synthése des amides de Mosher et leur analyse par spectroscopie de résonance
magnétique est une technique trés prisée qui permet de distinguer facilement deux

énantiomeéres.
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Dans le cadre des travaux réalisés, deux dérivés amides de Mosher ont €té synthétisés a
partir des analogues D-tyrosine et L-tyrosine estérifiés. Pour ce faire, le réactif acide
o-méthoxyphényl acétique de configuration absolue S fut couplé a chacun des dérivés
acides aminés via un lien amide, et ce de maniére a créer deux diastéréoisomeéres
distincts, S,S et R,S. Ensuite, une analyse des spectres RMN 'H de ces composés a
permis de noter une différence au niveau du déplacement chimique de certains signaux.
De maniére plus spécifique, les protons méthyle (—-OCH;) étaient positionnés a des
endroits différents sur le spectre RMN 'H des deux diastéréoisoméres, soit a 3,28 & ppm
(OCH; méthoxy) et 3,650 ppm (OCHj ester) pour le dérivé R,S (D-tyrosine) et a
3,33 6 ppm (OCH3; méthoxy) et 3,71 & ppm (OCHj ester) pour le dérivé S.,S (L-tyrosine).
Afin de mieux observer cette différenciation de déplacement chimique, un mélange 1 : 2
des analogues S,S et R,S fut également soumis a une analyse spectrale. Le spectre
RMN 'H illustré a la Figure 6.1 montre bien les signaux différents pour chacun des
constituants du mélange, et ce en respectant les proportions 1: 2 (S,5: R,S). Cette
analyse nous a permis de conclure que les stéréoisomeres L-tyrosine et D-tyrosine
maintenaient leur activité optique suite a 1’estérification, et que les composés finaux
pouvaient donc étre qualifiés d’optiquement purs. Les autres étapes de la synthése étant
relativement plus douces, nous jugeons que ces dernieres ne devraient pas modifier la

stéréochimie des molécules.



(L OCH; ester
OCH; Diastéréoisom.e‘:re (R, S) OCH; méthoxy
o HN_O (D-tyrosine) \ Diastéréoisomeére (R, S)
H / (D-tyrosine)

J.

o / OCHj; ester

( Diastéréoisomere (S, S) _
Y~ TOCH; . (L-tyrosine) OCH; méthoxy
o HN.__O | AN

Diastéréoisomére (S, S)

(L-tyrosine)

Figure 6.1  Spectre RMN 'H d’un mélange 1 : 2 des amides de Mosher L-tyrosine (S, S) et D-tyrosine (R, S) estérifiés.
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Ensuite, les composés optiquement purs ont tous été soumis a une analyse biologique
réalisée in vitro avec deux lignées cellulaires connues, soit les cellules cancéreuses du
sein hormono-dépendantes MCF-7 et hormono-indépendantes MDA-MB-231. Cet

examen préliminaire a permis de tirer quelques conclusions.

Dans un premier temps, de maniére générale, les molécules conjuguées tyrosine-
chlorambucil étaient plus actives que le chlorambucil administré seul. Cette observation
suggere que la portion tyrosine joue effectivement un réle dans I’actitivé cytotoxique des
nouvelles molécules, et ce possiblement en raison de I’implication du ligand acide aminé

dans le ciblage thérapeutique.

Egalement, les premiers résultats biologiques ont permis de conclure que dans bien des
cas, les dérivés L-tyrosine étaient plus actifs que leurs analogues D-tyrosine. Ceci
pourrait étre expliqué par le fait que la forme non naturelle de cet acide aminé cristallise
plus rapidement que la forme naturelle dans 1’eau (104). Il est possible que ce
phénomene se produise également dans les solvants biologiques, ce qui se traduirait par
une insolubilité plus marquée de la D-tyrosine comparativement a la L-tyrosine. L’acces
aux cellules €tant ainsi limité, ceci expliquerait la faible activité biologique des dérivés
D-tyrosine. Evidemment, il est aussi possible que I’isomére naturel soit tout simplement

plus actif que I’isomére non naturel.

Parmi le groupe de molécules dont il a été question dans les premiers travaux publiés,
certains composés se sont démarqués des autres avec une activité cytotoxique spécifique
pour les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes (MCF-7). 11 est a noter que
ceux-ci se distinguent des autres molécules de par la chaine de dix atomes de carbone
séparant le ligand de l’entité cytotoxique. Ces molécules présentaient une activité
inhibitrice significative (ICsq atteignant 16,27 uM) sur les cellules hormono-dépendantes
(MCF-7) alors qu’elles étaient totalement inactives sur les cellules hormono-
indépendantes (MDA-MB-231). Afin de confirmer cette spécificité, une étude plus
approfondie fut menée avec les lignées cellulaires du sein hormono-indépendantes

MDA-MB-468 et MDA-MB-436. Encore une fois, les molécules avec un espaceur de
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dix atomes de carbone étaient inactives sur ces cellules hormono-indépendantes
contrairement aux analogues sans espaceur et ceux porteurs d’une chaine carbonée plus
courte (5 atomes de carbone). Or, avec ces molécules spécifiques pour les cancers
hormono-dépendants, ’espaceur carboné situé entre I’acide aminé et le chlorambucil
semble étre d’une longueur adéquate pour permettre au ligand d’interagir
convenablement avec le récepteur. La portion cytotoxique étant ainsi suffisamment
¢loignée, celle-ci ne semble par nuire a la liaison du ligand dans la protéine. Ces
résultats corroborent avec des études menées antérieurement qui affirment qu’une chaine
d’une longueur approximative de onze atomes de carbone contribue a une activité

biologique optimale (115).

De cette étude, deux molécules hybrides se sont démarquées des autres avec des
activités de sept (ICsp : 19,39 uM) et huit (ICso : 16,27 uM) fois supérieures a celle du
chlorambucil (ICso: 130,36 uM). Au niveau de leur structure, non seulement ces
composés portent une chaine de dix atomes de carbone, mais il s’agit également de
dérivés hydroxyméthyles. Ici, la réduction de la fonction ester favorise sans doute la
formation de nouvelles interactions ligand-récepteur, ce qui pourrait expliquer, en partie,
cette activité cytotoxique accrue. Egalement, la portion hydroxyméthyle rend 1’ensemble
de la molécule plus hydrosoluble. En formant des liaisons hydrogéne avec les molécules
d’eau et les entités biologiques du milieu, les conjugués tyrosine-chlorambucil peuvent
possiblement accéder plus facilement a 1’environnement de la cellule. Un point
intéressant est que le simple fait d’augmenter la portion carbonée d’une molécule devrait
normalement contribuer a rendre celle-ci moins soluble. Seulement dans ce cas-ci, il
semble que le groupement hydroxyméthyle vienne contrebalancer ce fait, du moins
partiellement, en augmentant la solubilité des molécules porteuses d’une chaine de

dix atomes de carbone.

Afin de vérifier si les nouvelles molécules synthétisées exercaient leur activité
cytotoxique suite a une interaction avec le REa, une molécule fut sélectionnée pour
procéder a une étude de Dl’affinité estrogénique. Cette analyse constitue un test de

compétitivité entre le ligand naturel, I’estradiol, et un compétiteur. Dans un premier
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temps, le REa est placé en présence de I’hormone, laquelle est marquée de maniére a
émettre un signal lumineux lorsque liée au récepteur. En absence d’autres ligands, le
taux de luminosité est de 100 %. En présence d’un compétiteur, une compétition
s’établira entre les deux ligands potentiels. Celui dont [’affinité est la plus forte pour la
protéine visée déplacera le ligand en place dans le récepteur ou encore maintiendra sa
place dans le site de liaison. Ainsi, dans I’éventualité ou le nouveau ligand aurait une
plus forte affinité pour le récepteur que I’hormone naturelle, cette derniére se dissocierait
de la protéine et perdrait de son activité lumineuse. Une baisse de signal lumineux se

traduit alors par la présence d’un ligand ayant une forte affinité pour le REa.

Dans le cadre de ce projet, la molécule L-tyrosine-chlorambucil hydroxyméthyle avec
un espaceur avec cinq atomes de carbone fut soumise a un essai de compétitivité pour le
REa. Malgré 1’activité cytotoxique des conjugués tyrosine-chlorambucil, cette molécule
ne présenta aucune affinité pour la protéine visée. La Figure 6.2 illustre ’affinité de
I’estradiol, du chlorambucil et de la molécule L-tyrosine-chlorambucil hydroxyméthyle
(n=15) pour le REa. L’analyse de ce graphique démontre bien que méme a de fortes
concentrations, la molécule L-tyrosine-chlorambucil ne parvient pas a déplacer

I’hormone naturelle, au méme titre que le chlorambucil.

Affinité REa.:dérivés L-tyr-CLL
1°® famille

60000

40000+ - L-p-tyr-E, m=5
-+ CLL

20000+

Lialson-ED-Estradiol
(% du contréle)

0 T T T T
i0m 10 10% 0% 107

Concentration (M)

Figure 6.2  Affinité de I’estradiol (E2), du chlorambucil -(CLL) et de la molécule
hybride L-para-tyrosine-chlorambucil hydroxyméthyle avec un espaceur
contenant cinq atomes de carbone (L-p-tyr-E, m = 5) pour le REa.
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Cette analyse nous laissa croire que, possiblement, la structure du ligand L-para-tyrosine
ne permettait pas la formation de liaisons hydrogéne dans la cavité de liaison du
récepteur comme le faisait ’estradiol. En d’autres termes, I’emplacement du groupement

phénol de la L-para-tyrosine ne favorise probablement pas sa liaison dans le récepteur.

Deuxiéme article

Dans le méme ordre d’idée que les travaux menés précédemment, le chlorambucil fut
couplé a la tyrosine dans le but de cibler ’action de ce médicament au niveau des
cellules cancéreuses du sein. Toutefois, I’objectif de cette deuxiéme étude était d’avoir
recours aux différents régioisomeres de la L-tyrosine et d’utiliser ces derniers comme
ligands. Ainsi, la DL-ortho-tyrosine et la L-méta-tyrosine furent modifiées de maniére a
former des molécules couplées au chlorambucil. Ainsi, en modifiant la position du
groupement phénol, il est probable que cela puisse donner lieu a de nouvelles
interactions plus favorables avec le REa et que 1’actitivé cytotoxique en soit améliorée.

Les travaux présentés dans la revue Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters ayant
démontré que le stéréoisomére de configuration absolue L- était plus efficace
comparativement & son analogue de configuration D-, la L-méta-tyrosine fut choisie
pour la conception des nouvelles molécules. En ce qui a trait a ’isomeére ortho, ce
dernier fut utilisé sous la forme d’un mélange racémique 50 : 50, et ce en raison du fait

que I’énantiomere pur n’était pas commercialement disponible.

Les acides aminés DL-ortho et L-méta-tyrosine ont donc été utilisés comme produits de
départ pour la synthése de molécules tyrosine-hydroxyméthyle et tyrosinol. L’entité
cytotoxique fut couplée a I’amine de 1’acide aminé soit directement, soit via un espaceur
(5 ou 10 atomes de carbone). Pour les mémes raisons que mentionnées précédemment,
nous avons eu recours a la synthése convergente pour la conception des molécules.
Egalement, ayant antérieurement confirmé que les produits maintenaient leur activité
- optique pendant 1’estérification, et en supposant toujours que les autres étapes chimiques
étaient plus douces que cette derniére, nous avons considéré que les molécules finales
étaient optiquement pures. Au total, dix-huit composés tyrosine-chlorambucil ont été

synthétisés avec des rendements globaux variant de 38 a 67 %.
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L’activité biologique des différents isoméres fut ensuite comparée. Des essais de
cytotoxicité au MTT ont été effectués avec les cellules cancéreuses du sein hormono-
dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes (MDA-MB-231). Tout comme pour
les travaux menés précédemment, tous les dérivés testés présentaient une activité
cytotoxique supérieure a celle du chlorambucil. Encore une fois, ceci réveéle que la
portion tyrosine contribue, d’une maniére ou d’une autre, a augmenter |’activité
cytotoxique du chlorambucil. Par contre, cette fois, les résultats biologiques n’ont pu
permettre de montrer une différence entre les dérivés tyrosine hydroxyméthyle et

tyrosinol. Les deux types de composés présentaient des activités similaires.

Un des objectifs de ce travail était d’obtenir de nouvelles molécules anticancéreuses
spécifiques pour les cancers du sein hormono-dépendants. Toutefois, suite & 1’analyse
biologique effectuée in vitro, aucune spécificité ne fut observée sur les cellules
cancéreuses mammaires. Une explication possible & ce résultat pourrait étre la
complexité du contenu protéique au sein des lignées cellulaires utilisées. Effecﬁvement,
il est probable que les conjugués anticancéreux nouvellement synthétisés interagissent
avec une autre entité biologique présente dans les deux types de lignées, hormono-
dépendante et hormono-indépendante. Mise a part la surexpression du REa, d’autres
différenciations biologiques existent entre les cellules cancéreuses et les cellules
normales. Entre autres, des protéines telles HER-2 et GPR30 sont surexprimées au
niveau des tumeurs mammaires cancéreuses comparativement aux tissus mammaires
sains (116). Ces entités permettraient a 1’estradiol d’agir via une voie non génomique.
En effet, I’estradiol peut aussi se lier & des récepteurs membranaires permettant
’activation de voies de signalisation (PI3K-AKT, MAPK), lesquelles ont un impact
important sur la survie des cellules cancéreuses. Par exemple, la protéine GPR30 est un
rééepteur membranaire auquel 1’estradiol peut se lier. Cette protéine est surexprimée
dans de nombreux cancers hormono-dépendants, comme les cancers du sein (116). Elle
pourrait expliquer I’action persistante des estrogénes en ’absence du REa. Egalement,
la protéine HER-2 est un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase dont le géne
est amplifié chez 20 a 30 % des patientes atteintes du cancer du sein. La surexpression

de cette protéine induit une augmentation de la croissance cellulaire et du potentiel
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métastasique. Ainsi, il est possible que les molécules dérivées de la tyrosine empruntent
une voie de signalisation autre que celle du récepteur estrogénique. Ceci pourrait
expliquer, en partie, pourquoi les composés testés étaient actifs sur les deux lignées

cellulaires, et ce indépendamment de leur caractére estrogénique potentiel.

A la suite de cette étude, un résultat demeure particuliérement intéressant et positif.
Parmi tous les composés tyrosine-chlorambucil synthétisés, les dérivés du régioisomeére
L-méta-tyrosine présentaient, dans bien des cas, la plus forte activité. La plus importante
cytotoxicité observée fut de 17,72 uM avec le conjugué L-méra-tyrosine-chlorambucil
hydroxyméthyle (sans espaceur). Ce résultat représente une activité 7,36 fois supérieure
a celle du chlorambucil sur les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes
MCF-7. Sur les deux lignées cellulaires, les molécules a base de la L-méfa-tyrosine
estérifiée (hydroxyméthyle) se sont révélées les plus actives, soit avec une cytotoxicité
supérieure & celle de leurs analogues DL-ortho-tyrosine et L-para-tyrosine. Un fait
intéressant & soulever est qu’en plus de D’action anticancéreuse des dérivés du
régioisomere L-méta-tyrosine, une certaine sélectivité pour les cellules hormono-
dépendantes fut notée pour ce type de composés. En effet, une comparaison de I’activité
des molécules a base de la L-méta-tyrosine démontre que, dans la majorité des cas, la
lignée cancéreuse hormono-dépendante MCF-7 est plus sensible a ’action de ces

dernieres comparativement aux cellules hormono-indépendantes MDA-MB-231.

Cette activité anticancéreuse et cette spécificité du régioisomére L-méra-tyrosine
pourraient s’expliquer par la position de groupement phénol. L’emplacement de ce
demnier pourrait possiblement favoriser le positionnement du ligand tyrosine dans le
récepteur estrogénique et créer des interactions plus fortes au sein de la protéine. Bien
entendu, cette hypothése suggére ici que le récepteur estronénique soit la principale cible
des molécules étudiées. En d’autres termes, le phénol en position méfa pourrait
permettre une meilleure liaison du ligand dans le récepteur et de ce fait, étre responsable
de cette cytotoxicité marquée pour les dérivés de ce régioisomére. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons étudié le mode de liaison des différents ligands tyrosine dans le

REa. Pour ce faire, nous avons eu recours au modelage moléculaire ou plus
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précisément, a la technique de docking. Dans le but d’expliquer, de maniére théorique, le
mode de liaison des dérivés tyrosine dans le REa, nous avons effectué des calculs en
utilisant le programme Arguslab. Arguslab est un programme de modélisation
moléculaire simple d’utilisation. Cet outil permet de donner des résultats fiables et
reproductifs avec de petites molécules. Ainsi, Arguslab représentait un moyen simple et
efficace d’obtenir les résultats préliminaires nécessaires a notre étude. Toutefois, afin
d’alléger le temps de calcul et de diminuer les causes d’erreurs, nous avons choisi de
modéliser des analogues de la L-ortho, L-méta et L-para-tyrosine, soit les molécules
N-acétyl-tyrosine méthyl ester et N-acétyl-tyrosinol. De la sorte, nous pouvions étudier
I’influence des différentes structures phénoliques (ortho, méta et para) sur le
positionnement du ligand dans le récepteur, ce qui était le but principal de notre étude.
Ainsi, aprés avoir procédé au docking pour chacun des ligands dans le REa, une
comparaison des différents résultats nous a permis de. constater que les dérivés
méla-tyrosine adoptaient une conformation similaire a celle de ’hormone naturelle
(estradiol) dans le récepteur. Tandis que 1’atome d’oxygéne appartenant au groupement
phénolique de I’isomeére méta crée des liaisons hydrogéne avec les acides aminés
Arg394 et Glu353 de la protéine, au méme titre que 1’estradiol, le phénol des deux autres
isomeres s’oriente dans une tout autre direction. Ces résultats préliminaires nous ont
donc permis de conclure que 1’isomére méfa de la tyrosine imitait I’hormone naturelle
dans le récepteur contrairement a ses analogues ortho et para. Les mémes calculs ont été
effectués avec les dérivés tyrosine ester et hydroxyméthyle. Les molécules se sont
positionnées de la méme manicre, et ce indépendamment de cette différence structurale
(ester ou hydroxyméthyle). Les résultats obtenus avec les régioisomeres hydroxymeéthyle

sont présentés a la Figure 6.3.
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L-ortho-N-acétyltyrosine
hydroxyméthyle

P
His524

L-méta-N-acétyltyrosine L-para-N-acétyltyrosine
hydroxyméthyle hydroxyméthyle

Figure 6.3  Estradiol et dérivés L-ortho, L-méta et L-para-N-acétyltyrosine
hydroxyméthyle dans le REc.

Une autre explication a cette activité supérieure notée avec les conjugués L-méta-
tyrosine-chlorambucil pourrait provenir du caractére phytotoxique déja observé pour
I’acide aminé méta-tyrosine (117). Des études antérieures ont démontré que ce composé
présentait un caractére toxique sur certaines plantes, ce qui n’était pas le cas pour ses
analogues ortho et para-tyrosine. Etant donné la structure de 1’isomére méta de la
tyrosine, certains ont soulevé I’'idée que ce composé pourrait interférer dans le
métabolisme de certaines plantes. Dans le méme sens, d’autres études ont révélé que la
méla-tyrosine servait parfois de substituant a la phénylalanine dans les bactéries et dans
les cellules du sein, ce qui se traduisait par un accroissement du renouvellement

cellulaire (118,119). En ce sens, la portion acide aminé des molécules méra-tyrosine-
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chlorambucil synthétisées pourrait possiblement s’incorporer dans les protéines

mammaires ou la portion cytotoxique pourrait alors exercer son action.

Finalement, les travaux qui ont donné lieu a une publication dans la revue Amino Acids
ont permis de démontrer que I’isomere méfa de la tyrosine, une fois conjugué au
chlorambucil, augmentait I’activité cytotoxique de ce dernier. Les analogues ortho et
para-tyrosine-chlorambucil étaient moins puissants que les molécules L-méta-tyrosine-
chlorambucil. Une étude du mode de liaison théorique des différentes molécules
étudiées a permis de donner une explication possible & cette actitivé supérieure du
régioisomere méta. 1l fut démontré, par la technique de modélisation moléculaire, que le
noyau phénolique de la méra-tyrosine adoptait une position similaire a celle du cycle A
du stéroide au sein du REa, ce qui n’était pas le cas pour les deux autres isomeres. En
plus de nous informer sur le réle important du ligand méta-tyrosine, les analyses de
modélisation moléculaire nous ont informés quant a I’espace occupé par les différentes
molécules dans la pochette de liaison du récepteur. Les résultats obtenus nous ont révélé
que les ligands tyrosine, moins volumineux que I’estradiol, n’occupaient pas tout
I’espace disponible dans le site de liaison. Ainsi, il est probable qu’il y ait moins
d’interactions avec les résidus clés du récepteur, ou du moins que ces derniéres soient
moins fortes. Cette hypothése nous amena donc a diriger nos travaux vers une autre
étude, soit la conception de molécules tyrosine-chlorambucil avec une structure plus

¢élargie.

Troisiéme article

Les travaux de modélisation moléculaire menés dans le cadre de ce doctorat nous ont
clairement démontré que la portion tyrosine des molécules hybrides préalablement
synthétisées imitait, mais uniquement en partie, I’hormone naturelle dans le récepteur.
Les résultats que nous avons obtenus nous ont effectivement permis de constater que la
portion phénol de la tyrosine pouvait se positionner tel le noyau A du stéroide dans le
récepteur. Seulement, 1’acide aminé n’étant pas aussi volumineux que 1’estradiol, nous
avons observé que ce denier n’occupait pas la totalité du site de liaison du ligand, créant

ainsi moins d’interactions dans la protéine en question.
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De méme, 1l est connu que les groupements fonctionnels phénol et alcool en position 3
et 17 du noyau estrogénique sont responsables de la liaison de I’hormone féminine avec
le récepteur (73). L’alcool en position 3 du stéroide se lie aux acides aminés Arg394 et
Glu353 de la protéine tandis que 1’alcool en position 17 se lie au résidu His524. En ce
qui a trait & I’estradiol, ces deux entités sont situées a 10,9 A 'une de I'autre. Cette
distance semble optimale pour permettre des liaisons avec les résidus de la protéine. Par
contre, dans le cas de la tyrosine, une seule de ces interactions semble possible pour
I’isomere méta, soit celle impliquant le phénol et les résidus Ar394 et Glu353. Le ligand,
avec un squelette plus petit, rend impossible la formation d’une deuxieéme liaison
hydrogéne, et ce en raison de la distance séparant la région polaire du ligand et le résidu

His524.

Ces conclusions nous ont permis d’orienter nos recherches vers la conception de dérivés
tyrosinamides résultant de 1’association entre la tyrosine et I’hydroxyaniline, via une
liaison amide. Ainsi, le squelette de ce nouveau type de ligand, plus volumineux,
pourrait théoriquement rendre possible la formation de nouvelles liaisons hydrogéne
dans le récepteur, entre autres avec le résidu His524. Nous avons également choisi de
varier la position de groupement hydroxyle de I’entité hydroxyaniline utilisée afin
d’obtenir une variété de ligands. Ainsi, I’objectif de cette étude était non seﬁlement de
concevoir des molécules tyrosine-chlorambucil avec un squelette plus élargi, mais aussi
d’étudier D’effet des différents régioisoméres ortho, méta et para-hydroxyphényl-

tyrosine-chlorambucil sur I’activité biologique de ces derniers.

Dans I’ensemble, neuf composés ont été formés a partir de la L-para-tyrosine protégée.
Les différents régioisoméres de l’hydroxyaniline ont été couplés a I’acide aminé de
départ, aprés quoi le chlorambucil fut lié soit directement ou via un espaceur (acide
aminé linéaire avec 5 ou 10 atomes de carbone). Comme pour les molécules présentées
précédemment et qui ont fait I’objet de la publication dans la revue Bioorganic and
Medicinal Chemistry, les composés tyrosinamides pour lesquels la portion chlorambucil
était séparée d’un espaceur furent synthétisés selon deux méthodes de synthese : la voie

linéaire et la voie convergente. La voie de synthese linéaire permettait d’obtenir les
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molécules voulues en cinq étapes chimiques avec 8 % de rendement global
comparativement a deux étapes et 24 % pour la voie convergente. Ceci corrobore avec
les travaux antérieurs qui attestent que la voie de synthése convergente surpasse la voie

linéaire en étant a la fois plus efficace et plus rapide.

L’ensemble des molécules synthétisées fut également soumis a une analyse biologique
sur les cellules cancéreuses du sein, hormono-dépendantes (MCF-7) et hormono-
indépendantes (MDA-MB-231). Comme pour les études précédentes, dans la majorité
des cas, les nouveaux conjugués tyrosinamides cytotoxiques synthétisés étaient plus
actifs que le chlorambucil lui-méme, soit avec une actitivé jusqu’a quatre fois
supérieures a celle du médicament administré seul. Ainsi, encore une fois, ces
observations nous permettent de conclure que le fait d’ajouter un dérivé de la tyrosine au

chlorambucil permet d’augmenter son efficacité sur les cellules cancéreuses du sein.

Toutefois, ce constat ne fut pas le méme pour les molécules porteuses d’un espaceur
avec dix atomes de carbone. Ces derniéres étaient inactives sur les deux types de cellules
étudiées, hormono-dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes (MDA-MB-231).
Cette inactivité s’explique probablement par ’insolubilité des molécules porteuses d’une
chaine carbonée plus longue. En effet, les hydrocarbures sont difficilement solubilisés
dans les solvants polaires, tels 1’eau et les liquides biologiques. Ainsi, I’augmentation de
la chaine alkyle contribue vraisemblablement a faire diminuer la solubilité d’un
composé. Malgré le fait que des études antérieures portant sur des molécules estradiol-
Pt(IT) révelent que I'utilisation d’une chaine de dix a douze atomes de carbone permet
d’obtenir une meilleure activité biologique, il semble que ce ne soit pas le cas pour les
molécules tyrosinamides. Probablement que la structure plus ample de ces nouveaux
composés augmente le caractére hydrophobe de ces demiers, ce qui expliquerait
pourquoi ’utilisation d’une chaine alkyle plus longue (10 atomes de carbone) nuit a la

solubilité et affecte, par le fait méme, leur activité biologique.

Egalement, cette étude ne nous permet pas de tirer de conclusions quant  la sélectivité

des molécules hybrides sur les cellules cancéreuses du sein. En effet, les composés
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étudiés présentaient des activités comparables sur les deux types de lignées cellulaires,
hormono-dépendante et hormono-indépendante, et ce indépendamment de la teneur en
REa retrouvée au niveau de ces cellules. Nos conclusions sont donc que la portion
tyrosinamide pourrait interagir avec d’autres récepteurs estrogéniques, tel le récepteur
estrogénique B, présents chez les deux types de cellules (MCF-7 et MDA-MB-231). 1l
est aussi probable que I’activité cytotoxique observée soit occasionnée par autre chose
qu’une interaction entre le ligand tyrosinamide et un récepteur. Les propriétés
antioxydantes de la tyrosine pourraient possiblement contribuer, elles aussi, a ’action
anticancéreuse des composés étudiés (120). En effet, suite a diverses réactions, des
radicaux libres peuvent s’accumuler dans le corps et causer des lésions au niveau
cellulaire. Le groupement phénol de la tyrosine peut agir en tant qu’antioxydant, réagir
avec les substances réactives et former un radical phénolique relativement stable. Dans
la cellule, celui-ci pourrait provoquer la formation d’autres espéces réactives et

endommager cette derniére.

Malgré I’absence de spécificité pour les cancers hormono-dépendants, cette étude nous a
permis de tirer une conclusion intéressante en ce qui a trait a I’influence des différents
régioisomeéres de la portion hydroxyaniline sur I’activité biologique des molécules. Suite
aux travaux publiés dans la revue Amino Acids, nous avions démontré I’importance de
I’isomere L-méta-tyrosine sur 1’activité anticancéreuse. Encore une fois, nos récents
travaux nous ont permis de constater que 1’isomére méta-hydroxyaniline permettait
d’obtenir des composés plus actifs sur ’ensemble des cellules cancéreuses étudiées.
Dans un premier temps, cette observation fut notée sur les cellules cancéreuses du sein
MCF-7 et MDA-MB-231. Les molécules dérivées de la méta-hydroxyaniline étaient de
1,3 a 5,0 fois plus cytotoxiques que les analogues couplés a 1’ortho-hydroxyaniline et a

la para-hydroxyaniline.

Afin de vérifier si les molécules nouvellement synthétisées pouvaient également étre
actives sur d’autres types de cancer, la cytotoxicité des molécules hydroxyphényl-
tyrosine-chlorambucil (chaine avec cinq atomes de carbone) fut étudiée sur une vaste

gamme de lignées cellulaires. Les cellules cancéreuses ZR-75-1 (hormono-dépendantes
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du sein), MDA-MB-468 et MDA-MB-436 (hormono-indépendantes du sein), OVCAR-3
(hormono-dépendantes de 1’ovaire), A2780 (hormono-indépendantes de 1’ovaire),
Ishikawa (hormono-dépendantes de 1’utérus) et HEC-1A (hormono-indépendantes de
I’'utérus) ont été utilisées. Encore une fois, dans la majorité des cas, les nouvelles
molécules étaient plus actives que le chlorambucil lui-méme, ce qui démontre bien que
le ligand a base de tyrosine contribue a la cytotoxicité des nouveaux composés.
Egalement, avec les cellules cancéreuses hormono-dépendantes du sein et de 1’ovaire
(ZR-75-1 et OVCAR-3), le dérivé L-tyrosine couplé a la méfa-hydroxyaniline présentait
une activité anticancéreuse supérieure a ses analogues ortho et para. Cette activité
supérieure observée avec les régioisomeres méta pourrait encore une fois étre attribuable
soit a un positionnement plus adéquat du ligand dans le récepteur ou encore au caractére

cytotoxique possible des dérivés méta-phénoliques.

Un des objectifs de mes travaux était de synthétiser des molécules dérivées de la
L-tyrosine, mais avec un squelette plus élargi, et ce afin de permettre d’éventuelles
liaisons hydrogene entre le ligand et le récepteur. Les études de modélisation
moléculaire qui ont fait I’objet de la deuxiéme publication de ce projet de doctorat
(travaux publiés dans la revue Amino Acids) nous avaient clairement démontré la
nécessité de concevoir un ligand plus volumineux avec une portion polaire pouvant
interagir avec le résidu His524 du récepteur. Ainsi, la portion tyrosinamide des
nouvelles molécules fut modélisée dans les mémes conditions que pour les travaux
précédents, soit avec le programme Arguslab et la protéine REa. Aussi, pour les mémes
raisons qu’énumérées précédemment, les analogues simplifiés N-acétyl-tyrosinamides
(ortho, méta et para) ont été utilisés pour la modélisation. Comme le démontre la
Figure 6.4, la modélisation de chacune de ces entités nous a permis de constater que le
fragment hydroxyaniline nouvellement ajouté a la tyrosine ne se positionnait non pas a
proximité de 1’acide aminé His524 comme nous le présagions, mais plutét dans une
petite cavité hydrophobe du récepteur. A cet endroit se retrouvent les résidus Met421 et
Phe425 appartenant a I’hélice 8 de la protéine. Des études ont déja démontré que ce site
sert souvent d’emplacement pour certains groupements (121). Ainsi, avec les ligands

ortho et méta-N-acétyl-tyrosinamides nouvellement synthétisés, le groupement phénol
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de la portion tyrosine interagit avec les résidus Arg394 et Glu353 du récepteur tandis
que le groupement hydroxyaniline occupe la cavité hydrophobe délimitée par les résidus
Met421 et Phe425. Avec le ligand para-N-acétyl-tyrosinamide, le contraire est observé.
Ainsi dans les trois cas, aucune liaison n’est observée avec le résidu His524. Ce qui
pourrait expliquer ces résultats est la flexibilité de la protéine du ligand induite par la
rotation libre de la liaison amide. Le mouvement du ligand pourrait sans doute permettre
le positionnement du deuxiéme phénol dans une région plus favorable, soit en raison
d’un plus grand espace ou encore étant donné le caractére hautement hydrophobe de

cette région.

Estradiol Ortho-hydroxyphényl-L-para-N-
acétyltyrosine

' -
Glu353 Y Glu353 1

i( ' -"ﬁ’issu_ ik ' N ’Iﬁbsn

Méta-hydroxyphényl-L-para-N- Para-hydroxyphényl-L-para-N-
acétyltyrosine acétyltyrosine

Figure 6.4  Estradiol et dérivés ortho, méta et para-hydroxyphényl-L-para-N-
acétyltyrosine dans le REa.
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Finalement, les résultats présentés dans la revue Steroids témoignent de la possibilité de
fabriquer des molécules L-tyrosinamide-chlorambucil avec une activité cytotoxique
accrue comparativement au chlorambucil. Ces travaux ont aussi permis de constater que
les analogues de la meéta-hydroxyaniline étaient plus actifs que les deux autres
régioisomeres, ortho et para, et ce sur les cellules cancéreuses du sein et de 1’ovaire.
Toutefois, la modélisation moléculaire a mis en évidence que la rotation du lien amide
pouvait permettre au ligand d’adopter une conformation différente de celle de I’estradiol

dans le REa.

Quatriéme article

Jusqu’a présent, les travaux réalisés dans le cadre de ce doctorat portaient sur le
développement de molécules tyrosine-chlorambucil. L’utilisation d’un ligand
non-stéroidien, tel ’acide aminé L-tyrosine, permettait théoriquement de concentrer un
médicament connu comme le chlorambucil au niveau des cellules éxprimant le REc.
Cependant, bien que parfois utilisé pour traiter certains cancers du sein, le chlorambucil
demeure toutefois moins actif contre ce type de cancer. La principale raison pour
laquelle notre choix s’était arrété sur cet agent anticancéreux était la facilité avec
laquelle ce composé pouvait étre modifié chimiquement. De plus, une nouvelle

utilisation du chlorambucil contre le cancer du sein pouvait ainsi étre explorée.

Le cisplatine, bien que plus difficile a transformer chimiquement, demeure un composé
tres actif contre les cellules cancéreuses du sein. Ainsi, nous avons décidé d’appliquer le
concept de ciblage thérapeutique en couplant la L-tyrosine a un dérivé du cisplatine, et
ce toujours dans I’optique de traiter les cancers féminins hormono-dépendants. Pour ce
faire, nous nous sommes inspirés de travaux antérieurs réalisés dans notre labortatoire
pour la conception de molécules estradiol-Pt(II) (94). Nous avons créé un analogue du
cisplatine, soit un dérivé aminopyridine-Pt(Il) résultant de la complexation d’un sel de

platine (K,PtCly) avec I’aminopyridine.
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La principale difficulté de ce projet était la synthése chimique des molécules L-tyrosine-
Pt(II). Les réactions chimiques impliquant des complexes de platine sont souvent plus
difficiles a réaliser, soit en raison de la difficulté a solubiliser ces derniers ou encore
étant donné leur instabilité. Ainsi, les travaux présentés dans cet article montrent trois
méthodes de synthése qui ont été élaborées afin de fabriquer ces nouvelles entités

L-tyrosine-Pt(II).

La premic¢re méthode étudiée utilise la L-tyrosine comme réactif de départ. Celle-ci fut
soumise a quatre transformations chimiques consécutives. Cette séquence réactionnelle a
permis d’isoler le produit désiré (L-tyrosine-2-éthylaminopyridine-Pt(II)) avec 36 % de
rendement global. La particularité de cette voie de synthese est qu’elle fait appel a une
réaction singuliere, soit I’addition de Michael en milieu solide. En présence du
perchlorate de lithium, 1’addition conjuguée d’une amine sur un amide o,B-insaturé

devient possible a température ambiante (122).

La deuxiéme méthode débute par le couplage du ligand de type aminopyridine a
I’acrylate de tert-butyle, suivi de la liaison avec la portion L-tyrosine. Ces
transformations ont nécessité plusieurs réactions chimiques, dont la déprotection
sélective de Pacide carboxylique en présence du réactif ZnBr,. Cette séquence
réactionnelle s’est terminée par la complexation avec le sel de platine(II) pour obtenir la
molécule L-tyrosine-2-éthylaminopyridine-Pt(II) en six étapes chimiques avec 11 % de

rendement global.

Pour la troisiéme méthode, la différence est que nous avons procédé a la complexation
en cours de synthése, aprés quoi nous avons couplé le dérivé cytotoxique au ligand
L-tyrosine. Cette séquence réactionnelle a permis d’isoler les produits convoités en
quatre étapes chimiques et 23 % de rendement global. Deux molécules ont été
synthétisées selon cette méthode, soit les analogues du méthylaminopyridine et de

I”éthylaminopyridine.
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Les deux molécules L-tyrosine-Pt(II) synthétisées ont ensuite été soumises a une analyse
biologique in vitro sur les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes (MCF-7)
et hormono-indépendantes (MDA-MB-231). Toutefois, contre toute attente, aucune des
molécules ne présentait d’activité cytotoxique. D’importants problémes de solubilité
étaient observés, ce qui explique principalement I’inactivité de ces composés.
Effectivement, les complexes de platine sont peu solubles dans les solvants polaires

comme |’eau, constituant principal du milieu de culture cellulaire utilisé (RPMI-1640).

Afin de vérifier si la portion platine(II) des molécules fabriquées pouvait exercer son
action sur les cellules cancéreuses, 1’activité biologique des précurseurs non liés a la
L-tyrosine, soient le méthylaminopyridine-Pt(Il) et 1’éthylaminopyridine-Pt(II), fut
étudiée. Les résultats ont été que ces entités étaient aussi actives que le cisplatine
lui-méme sur les deux types de lignées cellulaires. Ainsi, cette analyse nous a permis de
conclure que la portion aminopyridine-Pt(Il) des molécules nouvellement synthétisées
pouvait agir sur les cellules cancéreuses et que I’inactivité observée pour les molécules
completes L-tyrosine-Pt(II) résultait du couplage a la L-tyrosine. Il est possible que la
liaison du ligand avec le dérivé Pt(Il) ait contribué a modifier les propriétés physico-
chimiques du composé résultant et a le rendre moins soluble, et ce en raison de

I’augmentation du volume de la molécule.
Pendant la réalisation des travaux qui font 1’objet de cette quatriéme publication,

d’autres molécules Pt(II) couplées a la L-tyrosine ont été synthétisées. Il s’agit des

molécules de type tyrosinamide-Pt(II) illustrées a la Figure 6.5.
~ HO \ | A
Cl/Pt‘\N - I/Tt\N P
c1

L-p-tyrosine-p-aminophénol L-p-tyrosine-p-aminophénol

Figure 6.5  Molécules L-tyrosinamide-Pt(II).
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Celles-ci ont été congues pour produire des analogues Pt(Il) des composés tyrosinamide-
chlorambucil présentés dans la revue Steroids. Les molécules tyrosinamide-Pt(II) ont été
synthétisées en empruntant la troisiéme voie de synthése des molécules L-tyrosine-Pt(Il)
décrite précédemment. Chacun des composés a été fabriqué en quatre étapes chimiques
et 13 % de rendement global. Ces deux molécules ont aussi été soumises a une
évaluation biologique sur les cellules cancéreuses du sein hormono-dépendantes
(MCF-7) et hormono-indépendantes (MDA-MB-231). Bien que ces résultats étaient
prévisibles, les composés L-tyrosinamide-Pt(II) ne présentaient aucune activité
biologique. Tout comme pour leurs analogues plus petits L-tyrosine-Pt(II), cette
inactivité s’explique majoritairement par 1’insolubilité des composés. Des composés tres
polaires, donc présentant un faible caractére lipophile, pourraient plus difficilement

traverser la membrane cellulaire et agir a I’intérieur de la cellule.



CHAPITRE VII

CONCLUSION

Les travaux réalisés dans le cadre de ce doctorat nous ont permis de constater qu’il est
possible de modifier un acide aminé telle la tyrosine et d’y lier des agents cytotoxiques
connus. Une vaste gamme de molécules a base de tyrosine conjuguée a des dérivés
chlorambucil et cisplatine a été synthétisée. Ces derniéres se sont avérées posséder une
activité trés intéressante sur les cellules cancéreuses féminines étudiées, voire méme
supérieure a celle de leurs analogues non liés a la tyrosine (pour le chlorambucil). Une
étude de modélisation moléculaire nous a également aidés a8 mieux comprendre le mode
de liaison du ligand tyrosine dans le REa, ce qui nous a permis d’orienter le design des

nouveaux COII’lpOSéS.

Ces résultats ne sont toutefois que préliminaires. Pour approfondir les recherches,
d’autres études devront éventuellement €tre réalisées. Entre autres, en ce qui concerne le
design des molécules, il pourrait étre intéressant de synthétiser des molécules L-méta-
tyrosine-L-méta-aminophénol couplées au chlorambucil. En effet, les régioisomeres
L-méta-tyrosine et L-para-tyrosine-méta-aminophénol ayant démontré une activité
anticancéreuse supérieure a leurs analogues ortho et para, 1l est fort probable que la -
combinaison des deux entités méta donne lieu a un conjugué encore plus puissant. De
méme, les travaux de modélisation nous ont permis de constater que le squelette de la
tyrosine devait étre plus volumineux pour faciliter I’interaction du ligand dans le
récepteur. Egalement, nous avons pu remarquer que la rotation de la liaison amide des
dérivés tyrosine-aminophénol permettait & ces derniers d’adopter une conformation
différente de celle de I’hormone naturelle dans la protéine. Ainsi, il serait alors fort
intéressant de rigidifier la structure de ce type de ligand de maniére a ce que celui-ci
puisse mieux imiter le noyau stéroide dans le récepteur. Nous pourrions ainsi,

possiblement, obtenir I’affinité¢ désirée pour le REa. En ce qui a trait aux molécules
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tyrosine-Pt(II), la complexation au platine(Il) avait comme conséquence une grande
diminution de la solubilité des composés. Pour contrer ce probléme, 1’addition de

groupements polaires telle une chaine polyéthyléne glycol pourrait étre envisageable.

Des essais biologiques supplémentaires pourraient également permettre de mieux
comprendre le mode d’action des molécules nouvellement synthétisées. Entre autres,
une analyse in vitro sur des cellules saines permettrait de constater si ’action des
conjugués couplés a la tyrosine se limite aux cellules cancéreuses. Un effet cytotoxique
sur des cellules non atteintes serait, bien entendu, non souhaitable. Les composés
tyrosine-chlorambucil et tyrosine-Pt(II) pourraient €tre mis en présence de cellules
¢épithéliales mammaires humaines (MCF-10A) et leur action pourrait alors étre comparée

a celle observée chez les cellules cancéreuses.

De méme, des études ont déja démontré que les analyses in vifro et in vivo pouvaient
révéler des résultats complétement différents. En effet, en milieu cellulaire, une
molécule est mise en contact direct avec la cellule ce qui rend son action beaucoup plus
facile. Par contre, au sein d’un organisme vivant, cette méme molécule doit coexister
avec une multitude d’autres composantes biologiques et se frayer un chemin pour
pouvoir agir au niveau des cellules atteintes. Il y a aussi la possibilité que cette derniére
soit métabolisée avant méme de pouvoir agir. De ce fait, en raison de I’importante
différence qui existe entre les milieux, il est normal que les analyses in vitro et in vivo
donnent des résultats différents. En ce sens, afin de vérifier si les molécules
nouvellement synthétisées peuvent exercer leur action au sein d’un organisme vivant,
des essais in vivo pourraient étre effectués. Il serait intéressant d’évaluer |’action
qu’auront les dérivés tyrosine cytotoxiques chez les animaux. Nous pourrions avoir
recours a des souris immunodéficientes auxquelles nous aurions greffé des tumeurs
mammaires humaines ou encore a des rates chez lesquelles nous aurions induit un cancer

au niveau des glandes mammaires.

Finalement, la réalisation de ce travail constitue un avancement pour la Société, plus

spécifiquement en ce qui a trait au développement de nouveaux médicaments pour
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traiter le cancer. A notre connaissance, le fait d’avoir eu recours 4 un acide aminé naturel
pour transporter un médicament a un endroit spécifique dans le corps représente une
innovation importante dans le domaine du ciblage thérapeutique. Bien certainement,
avant de voir ce type de composé sur le marché, d’autres travaux devront étre réalisés.
Cependant, les recherches effectuées par notre équipe constituent un pas important dans

le développement de ce nouveau type de médicaments.
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ANNEXE

Les travaux effectués et présentés dans le cadre de ce doctorat portent sur le
développement de molécules cytotoxiques a base de tyrosine. Parallélement, une autre
étude fut réalisée dans les laboratoires des Drs Bérubé et Asselin. Les résultats de cette
derni¢re sont présentés dans I’article intitulé « Syntheése, activité antiproliférative et
affinit¢ sur le REa de nouveaux complexes estradiol-platine(Il) analogues au
carboplatine et a ’oxaliplatine. Des complexes vecteurs potentiels pour cibler les tissus
hormono-dépendants ». L’objectif principal de ces travaux était de modifier des
molécules estradiol-Pt(II) déja existantes pour former de nouveaux analogues platine(II).
Des molécules furent synthétisées auparavant dans notre laboratoire en couplant
’estradiol a un dérivé du cisplatine. Ce méme concept fut appliqué cette fois en utilisant
des dérivés du carboplatine et de I’oxaliplatine, d’autres agents anticancéreux connus.
Les molécules de départ furent synthétisées selon une méthodologie déja publiée par
notre équipe, a I’exception de la demieére étape de synthése, soit la transformation en
dérivés du carboplatine et de I'oxaliplatine (93). Les molécules platine(II) obtenues ont
été soumises a une évaluation biologique in vitro, réalisée sur les cellules cancéreuses du
sein hormono-dépendantes (MCF-7) et hormono-indépendantes (MDA-B-231), de

méme qu’a une étude de I’affinité sur le REa.
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RESUME

A travers les efforts menés pour développer des agents anticancéreux i base de
17B-estradiol ciblant les tissus hormone-dépendants, nous avons identifié trois
complexes estradiol-platine(Il) analogues au cisplatine (E-CDDP) : VP-128 (1), CD-38

(2) et IMP-39 (3). Ceux-ci démontrent une puissante activité in vitro et in vivo (pour le



198

dérivé VP-128) avec une interaction pour le récepteur estrogénique o (REa). Dans cette
étude, nous avons préparé et effectué des analyses biologiques sur deux nouvelles
classes de composés estradiol-platine(II) analogues au carboplatine (E-CarboP, 1a-3a) et
a I’oxaliplatine (E-OxaP, 1b-3b). E-CarboP and E-OxaP furent congus et inspirés de la
structure des dérivés E-CDDP déja connus. Ainsi, nous avons étudié Dactivité
antiproliférative des sels de platine(Il) sur les lignées cellulaires de carcinomes
mammaires MCF-7 et MDA-MB-231 ainsi que leur affinité pour le REa suite au
remplacement du groupement dichloroplatine(II) par les groupements cyclobutane-1,1-
dicarboxylateplatine(Il) ou oxalateplatine(II). A I’exception du composé 3b, lequel était
inactif aux concentrations utilisées, les activités antiprolifératives de tous les composés
sur les deux lignées cellulaires du sein sont de 1’ordre du micromolaire. Ceux-ci sont
plus actifs que le carboplatine et 1’oxaliplatine administrés seuls, mais moins actifs que
leurs analogues E-CDDP (1-3). Egalement, les dérivés E-CarboP 1a-3a présentent une
trés faible affinité pour le REa tandis que les dérivés E-OxaPs 1b et 2b montrent une
affinité supérieure pour le REa que les molécules semblables E-CDDPs (1-2), ce qui
suggere que la nature du sel de platine(II) dont il est question dans les complexes est trés
importante pour I’activité antiproliférative, pour la sélectivit¢ pour le REo et
possiblement pour le ciblage des tissus hormono-dépendants. Finalement, les molécules
E-OxaPs 1b et 2b représentent des alternatives prometteuses pour cibler les tissus

hormono-dépendants.
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Abstract

In the course of efforts to develop 17B-estradiol-linked to anticancer agents targeting
estrogen-dependent tissue, we identified three estradiol-linked platinum(Il) complex
analogs to cisplatin (E-CDDP) derivatives namely : VP-128 (1), CD-38 (2) and JMP-39
(3) that exhibit potent in vitro and in vivo (for derivative VP-128) activity along with
interaction with the estrogen receptor oo (ERa). In this study, we prepared and
biologically evaluated two novel classes of estradiol-linked platinum(Il) complex
analogs to carboplatin (E-CarboP, 1a-3a) and oxaliplatin (E-OxaP, 1b-3b). E-CarboP
and E-OxaP were designed and based on the estradiol-linker scaffold of E-CDDP
derivatives previously identified. Consequently, we assessed the importance of the
nature of platinum(Il) salt on the antiproliferative activity on MCF-7 and MDA-MB-231
human mammary carcinoma cell lines together with affinity for the ERa by replacing
the dichloroplatinum(Il) moiety by a cyclobutane-1,1-dicarboxylateplatinum(II) or an
oxalateplatinum(II) moiety. Except for compound 3b which is inactive at the
concentration tested, the antiproliferative activity of all compounds on both human
mammary carcinomas cell lines are in micromolar range and are more active than
carboplatin and oxaliplatin alone but less active that their E-CDDP counterparts (1-3). In
addition, E-CarboP derivatives 1a-3a show very low affinity for ERa whereas E-OxaPs
1b and 2b show higher affinity for ERa than their parents E-CDDPs (1-2), suggesting
that the nature of the platinum(Il) salt involved in the vector complexes is extremely
important to both retain significant antiproliferative activity and selectivity for the ERa
and possibility to target estrogen-dependent tissues. Finally, E-OxaPs 1b and 2b are

potentially promising alternatives vector complexes to target estrogen-dependent tissues.

Keywords: Estradiol-carboplatin analogs; Estradiol-oxaliplatin analogs; Vectorization

therapy; Anticancer agents; Estrogen receptor; Breast cancer
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Introduction

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(Il)) is an effective anticancer drug widely used
against ovarian carcinoma, lung, head and neck cancers. Its discovery has triggered
numerous research programs to find platinum(II) derivatives with enhanced biological
activities, decreased toxicities and not triggering chemoresistance of cancer cells. Hence,
the screening of hundreds of platinum(Il) drugs has resulted in the discovery of
carboplatin (cis-diammine(cyclobutane-1,1-dicarboxylato)-platinum(Il)) and oxaliplatin
(1,2-diaminocyclohexaneoxalato platinum(Il)) [1, 2]. The latter is in use for the
treatment of metastatic colorectal cancer and is less prone to side effects than cisplatin
[2, 3]. Another new drug, nedaplatin (cis-diammine-glycoloato-O,0-platinum(1l)) that is
tenfold more water soluble than cisplatin, and is significantly less nephrotoxic than
cisplatin and carboplatin has been recently approved in Japan for the treatment of non-
small-cell lung carcinoma, small cell lung cancer, oesophageal and head and neck
cancers (Fig. 1) [2, 3].

H;N.  NH;
N\ /
/Pt\
o o0
H;N NH
N
/Pt\ 0 0
Cl Cl
Cisplatin Carboplatin
HzN\ /NHZ H3N /NH3
PN PN
O o O 0
0 o ~0
Oxaliplatin Nedaplatin

Figure 1. Structure of cisplatin, carboplatin, oxaliplatin and nedaplatin
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The platinum(I)-based anticancer agents cause damages to tumors by the formation of
reactive platinum species that bind to nucleophillic groups such as purine present in
DNA, resulting in intrastrand [4] and interstrand [5] cross-links that ultimately lead to
apoptosis [1, 2]. Apoptosis resulting from platinum salts cytotoxicity is also responsible
for the characteristic nephrotoxicity, ototoxicity and other toxicities described for
platinum(II)-based drugs, that are a direct consequence of their systemic effects and lack

of selectivity toward cancer cells. Another major drawback of platinum(Il)-based drugs |
treatments is the triggering of tumor cell chemoresistance notably : (1) reduction of drug
uptake and/or increased drug efflux, (2) degradation and deactivation by intracellular

thiols and (3) improvement of repair or tolerance of DNA—cisplatin adducts [1-3].

Several strategies have been used to increase tumor cell selectivity of platinum drugs,
including their conjugation to potentially site-directing molecules, such as folate,
porphyrins, adenine, terpenoids, peptides and many others [6-14]. The approach used by
our research group and few others is based on their potential site-direction through their
conjugation to estrogen analogs and derivatives to target estrogen-dependent tissues
such as breast, ovarian and uterus [15-20]. In the course of our research program, we
have selected three potent derivatives amongst three different series of estradiol-linked
platinum(II) complex analogs to cisplatin (E-CDDP) exhibiting favorable in vitro
biological activity compared to the corresponding cisplatin against breast cancer
cell lines [16-19]. These derivatives selected are namely: 16a,p-[11-
(2-pyridylethylamino)undecanyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,17B-diol  dichloroplatinum(II)
(VP-128, 1),  16B-hydroxymethyl-160a-[10-(2-pyridylethylamino)decyl]-1,3,5(10)-
estratrien-3,17-diol dich'loroplatinum(II) (CD-38, 2) and 16B-hydroxymethyl-16a.-[8-
(2-pyridylethylamino)-3,6-dioxaoctyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,173-diol ~ dichloroplatinum(ITI)
(JMP-39, 3) (Fig. 2) [16-19]. E-CDDP derivatives 1, 2 and 3 showed better in vitro
activity than cisplatin against breast cancer cell lines along with higher affinity with the
estrogen receptor a. (ERa), RNA and DNA [21-24]. In addition, a human breast cancer
tumors estrogen-receptor positive (ER+) xenograft model using MCF-7 cells on mice

showed that E-CDDP derivative 1 achieved a better tumor regression than cisplatin [24].
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This demonstrates that E-CDDP is a good approach to increase both tumor cell

selectivity of platinum(II) drugs and selectively target estrogen-dependent tissues.

Figure 2. Structure of the E-CDDP selected to make E-CarboP and E-OxaP

In the aim to improve selectivity and efficacy while minimizing the potential deleterious
effects of our E-CDDP, we prepared and assessed the biological activity of two novel
classes of estradiol-linked platinum(II) complex analogs to carboplatin (E-CarboP,
1a-3a) and oxaliplatin (E-OxaP, 1b-3b). These two novel classes were designed and
based on the estradiol-linker scaffold of E-CDDP derivatives previously identified. In
this study, we assessed the importance of the nature of platinum(II) salt by replacing the
dichloroplatinum(Il) moiety of our E-CDDP derivatives by a cyclobutane-1,1-
dicarboxylateplatinum(II) or a oxalateplatinum(Il) moiety on the antiproliferative
activity on ER+ (MCF-7) and ER- (MDA-MB-231) human mammary carcinomas cells
together with their affinity for the ERa.
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Results and discussion

Chemistry

Cisplatin, carboplatin and oxaliplatin were linked to the estradiol framework at
position16 (a or B) of the steroid nucleus. The starting E-CDDP derivatives 1, 2 and 3
material were obtained from estrone with overall yields of 21%, 28% and 22%,
respectively using procedures described previously [16-19]. The different platinum
complexes were linked to estrone using either an eleven (derivative 1) or a ten carbon
atom alkyl chain (derivative 2) or a triethylene glycol chain (derivative 3). For
compound 1, the chain substitutes position 163 of the steroid nucleus whereas for
compounds 2 and 3 the substitution is at position 16a of the steroid nucleus and bears a

16B-hydroxymethyl side chain (Fig. 2).

The method used for the preparation of E-CarboP derivatives (1a-3a) and E-OxaP
derivatives (1b-3b) is described in Scheme 1. Briefly, compounds 1a-3b were prepared
by treating compounds 1, 2 or 3 with silver cyclobutane-1,1-dicarboxylate or silver
oxalate in a mixture of acetone/H,O (2 : 1) at room temperature for 1 to 15 days to
afford the desired material in yields ranging from 34% to 67%. It was observed that the
reaction time was significantly different following the solubility of the starting material.
The completion of the reaction took 7-15 days for compounds 1, 2 and only 1 day for

compound 3.
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HO 1 (VP-128, 75% beta)

OH |
OH
Cl—
HO N7
2 (CD-38) SN

3 (JMP-39)

Scheme 1.  Reagents: (i) Silver cyclobutane-1,1-dicarboxylate, acetone, H,O; (ii)
Silver oxalate, acetone, H,O.
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Antiproliferative activity

The antiproliferative aptivity of E-CarboP derivatives (1a-3a) or E-OxaP derivatives
(1b-3b) was evaluated on the human ER+ MCF-7 and ER- MDA-MB-231 mammary
carcinomas using the MTT colorimetric assay [25]. The antiproliferative activity of
compounds 1a-3b was tested along with E-CDDP derivatives (1-3), cisplatin,
carboplatin and oxaliplatin. As shown in Table 1, compound 3b and carboplatin is
inactive at the concentration evaluated (80 uM) whereas antiproliferative activities of
E-CarboP derivatives (1a-3a) and E-OxaP derivatives (1b-2b) are in the micromolar
range on both human mammary carcinomas cell lines. They are more active than
carboplatin and oxaliplatin but less active that their parent E-CDDP derivatives (1-3).
Consequently, the general order of activities is as follow : E-CDDP > E-OxaP > E-
CarboP. In general, the antiproliferative activity trend into two different classes of E-
CarboP and E-OxaP is similar to parent E-CDDP and the general order of
antiproliferative activities is as follow : compound 1 > compound 2 > compound 3. For
that reason, the importance of the nature of the platinum(Il) salts used seems to affect
only slightly the antiproliferative activity of E-OxaP derivatives whereas mére
significantly E-CarboP derivatives, decreasing activity of 1.2 (1b/1) to 2.6-fold (2b/2)
and 2.2 (3a/3) to 7.8-fold (2a/2), respectively, comparatively to the E-CDDP derivatives.
As expected the nature of platinum(Il) salts in the vector complexes seems to play an
important role in the antiproliferative activity. This difference activity could be related to
different biological and biophysical properties of platinum salt together with different

conformations and steric hindrance for the binding to DNA.
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Table 1

Antiproliferative activity on both ER+ MCF-7 and ER- MDA-MB-231 human
mammary carcinoma cell lines and affinity for the ERa of novel E-CarboP derivatives
(compounds 1a, 2a and 3a) and E-OxaP derivatives (compounds 1b, 2b and 3b) together
with parent E-CDDP derivatives (compounds 1, 2, 3), cisplatin, carboplatin,
oxaliplatin and 17-estradiol

Compounds ICsp (LM)* ~ ECso (nM) [26]
MCF-7 (ER") MDA-MB-231 (ER")

17B-estradiol [16, 17] NT® NT® 0.40 - 0.66
Cisplatin [16] 19.0+04 17 +£2 NA®
1[16] 3.81 £0.05 1.88 +£0.04 2.75

2 [17] 40+0.6 5+3 2.26
3[18,19] 33+£2 18+ 1 4.25
Carboplatin NR® NR® NA®

la 21 +£2 13.1+0.7 59500
2a 311 16.0+0.4 299400
3a 74 £3 53+4 3000
Oxaliplatin 21+3 19+1 NA®

1b 8.7+0.6 22+0.1 . 273

2b 10.5+0.9 7.6+0.1 1.30
3b NR’ NR* NT®

*Inhibitory concentration (ICso, tM) as obtained by the MTT assay and expressed as the
concentration of drug inhibiting cell growth by 50%. Experiments were performed in
duplicates and the results represent the mean = SEM of three independent experiments;
®NT = Not tested; © NA = No affinity; “ NR = Not reached.

Estrogen receptor binding affinity

E-CDDPs (1-3) were linked to the estradiol framework at position 16 (o or B) of the
steroid nucleus (Fig. 2). Although this position is close to the estrogenic binding site, its
substitution does not affect drastically its binding to the estrogen receptor a.. As depicted
in Table 1, we observed that the use of estradiol as a drug-carrier moiety for E-CDDP
(1-3) provides hybrids exhibiting good to excellent receptor binding affinity [16-19]. In
this study, we showed that all E-CarboP derivatives (1a-3a) exhibit also some affinity
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- for the ERa, albeit very low. More interestingly, E-OxaP derivatives 1b and 2b had
excellent affinities for ERa with ECsp of 2.73 nM and 1.30 nM, respectively, which are
higher than their E-CDDP counterparts. Compound 3b was devoid of antiproliferative
activity and therefore its affinity for ERa was not assessed. As expected, cisplatin,
carboplatin and oxaliplatin had no affinity for ERa [16]. As shown in our previous
study, the estrogen analogs and linker moieties of 173-estradiol-linked to platinum(II)
salts play an important role for the antiproliferative activity and the affinity of the drug
for the ERa [16-19]. Unexpectedly, the nature of platinum(Il) salts in the vector
complexes seems to play also a key role in the affinity of the drugs for the ERa and the
possibility to target estrogen-dependent tissues. We hypothesized that the final folding
conformation of the vector complexes obtain with different platinum(II) salts could
interfere iﬂ the interaction occurring between the estrogen analog moiety and ERa.
Therefore, further SAR studies must be conducted to assess the relationship between
affinity of the estrogen analog for the ERa and the structure of the platinum salt

involved in the complex.

Conclusions

This manuscript describes the synthesis, the in vifro biological evaluation and the
affinity for the ERa of two novel classes of E-CarboP and E-OxaP derivatives. The aim
of this study was to evaluate the effect of converting the dichloroplatinum(Il) moiety
into cyclobutane-1,1-dicarboxylateplatinum(II) and oxalateplatinum(II) moieties on the
antiproliferative activity and the affinity of the drugs for the ERa to develop alternative
vectors for the targeting of anticancer drugs to estrogen-dependent tissues. The results
showed that the modification of dichloroplatinum(ll) moiety by oxalateplatinum(II)
(E-OxaP, derivatives 1b and 2b) seems to affect only slightly the antiproliferative
activity whereas modification of dichloroplatinum(II) -moiety by cyclobutane-1,1-
dicarboxylateplatinum(Il) (E-CarboP, derivatives 1a-3a) affect more significantly
antiproliferative activity. In addition, E-CarboP derivatives are losing their affinity for

ERa whereas E-OxaP derivatives 1b and 2b maintain an excellent affinity for the ERa.
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Consequently, the nature of platinum(ll) salt in the vector complexes is extremely
important to retain significant antiproliferative activity and selectivity for the ERa and
possibility to target estrogen-dependent tissues. Finally, E-OxaP derivatives 1b and 2b
will be further studied for their in vitro and in vivo biological potential on animal models
and potentially be promising alternatives vector complexes to target estrogen-dependent

tissues.

Experimental protocols
Biological Methods

Human breast carcinoma cell lines MCF-7 (ER+) and MDA-MB-468 (ER-) were
generously provided by Dr René C.-Gaudreault (CHUQ Research Center, Québec,
Canada) and maintained in RPMI medium containing 10% bovine growth serum
containing 50 mg/mL gentamycin. The cells were maintained at 37°C in a moisture-

saturated atmosphere containing 5% CO..

Antiproliferative activity MTT assay

Cells were plated in 96-well plates 48 h before the assay. Stock solutions of the
compounds were prepared by dissolving them in cremophor EL™ : ethanol (1 : 1). Cells
were treated for 72 h with serial dilution of the drugs between 80 and 1 uM in a total
volume of 100 pL per well. The final concentration of cremophor : ethanol (1 : 1) in the
culture media was 0.1% and was kept constant in all experiment conditions. After 68 h
of incubation, 10 pL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (5 mg/mL) was added to each well. 4 h later, 100 puL of the solubilization
solution (10% SDS in 0.01 M HCI) was added and the plate was incubated overnight
(37°C, 5% CO,). The optical density was read with Fluostar OPTIMA BMG (BMG
LABTECH inc., Durham, NC) at 550 nm.
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Estrogen receptor a binding affinity |

The ERa affinity assay was performed using recombinant hERoa (Calbiochem/EMD
BioSciences, Darmstadt, Germany) and the HitHunterTM Enzyme Fragment
Complementary (EFC) Estrogen Receptor Assay kit (Discoverex Corporation, Fremont,
CA) according to manufacturer's protocol [26]. HitHunterTM EFC technology is based
on a genetically engineered [-galactosidase enzyme that consists of two fragments
termed Enzyme Acceptor and Enzyme Donor. Briefly, different concentrations of drugs
were added to wells containing Estrogen Steroid Receptor + Enzyme Donor in a 96-well
black plate. Incubation provided competition for the estrogen receptor binding against
labeled Enzyme Donor-Estrogen Steroid hormone conjugate, a small peptide fragment
of B-galactosidase. Then, Enzyme Acceptor, an inactive [3-galactosidase protein
fragment, and a Fluorescent substrate were added to each well. Unbound Donor-
Estrogen Steroid hormone conjugate bind to Enzyme Acceptor to form an active
enzyme, which subsequently hydrolyses the fluorescent substrate for EFC detection by a
microplate reader (FLUOStar OPTIMA). The excitation wave is 530 nm and luminosity
is detected at 620 nm. The amount of free Enzyme Donor conjugate in the assay is
proportional to the concentration of drugs bound to the estrogen receptor [26]. A

standard curve of 173-estradiol was run in parallel. All assays were done in triplicate.

Chemistry

Proton NMR spectra were recorded on a Varian 200 MHz NMR apparatus and carbon
NMR spectra were recorded on a Varian 50 MHz NMR apparatus. Chemical shifts (5)
are reported in parts per million. IR spectra were recorded on a Nicolet Impact 420 FT-
IR spectrophotometer (Nicolet instrument corporation, Madison, WI, USA). All
reactions were conducted under a dried nitrogen atmosphere. Chemicals were supplied
by Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI, USA) or VWR International (Mont-Royal, Qc,
Canada). Liquid flash chromatography was performed on silica gel Merck grade 60
Silica Gel, 230-400 mesh and solvent mixture expressed as volume/volume ratios. The

progress of all reactions was monitored using commercial TLC plates from Sigma
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T6145 (polyester silica gel 60 A plates, 0.25 mm). The chromatograms were viewed
under UV light at 254 and/or 265 nm. The platinum(II) complexes were analyzed using
a MS model 6210, Agilent technology instrument. High resolution mass spectra
(HRMS) were obtained by TOF (time of flight) using ESI (electrospray ionization) using
the positive mode (ESI+). The syntheses of estradiol-linked cisplatin 1, 2 and 3 have
been described previously [16-19].

General procedure for the synthesis of E-CarboP derivatives (compounds 1a, 2a and 3a).

Compounds 1, 2, or 3 (0.06 mmol) was taken in a flask and dissolved in acetone (2 mL)
and water (1 mL). Silver cyclobutane-1,1-dicarboxylate (0.06 mmol) was added slowly
to the solution. The reaction mixture was stirred in the dark until the disappearance of
the starting material (1, 2 or 3) as indicated by thin layér chromatography. The reaction
mixture was filtered and the solvent evaporated under reduced pressure. The residue was
purified by flash chromatography using a mixture of dichloromethane/methanol (92 : 8)

as the eluent.

Note : The silver salt was initially prepared from cyclobutane-1,1-dicarboxylic acid
(1.0 g, 6.93 mmol) upon treatment with NaOH (555 mg, 13.87 mumol) in water (10 mL),
followed by addition of AgNO; (2.47 g, 14.57 mmol) in H,O (2 mL). The reaction
mixture was stirred vigorously for 2 h and the precipitate silver salt was filtered, washed
with water (100 mL) and dried in a desiccator before use. This preparation yielded
2.32 g (94% vyield) of silver cyclobutane-1,1-dicarboxylate. The same procedure was
used for the preparation of silver oxalate using oxalic acid as the starting material

instead of cyclobutane-1,1-dicarboxylic acid.

16a, B-[11-(2-Pyridylethylamino)undecanyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,17 f-diol

cyclobutane-1,1-dicarboxylateplatinum(II) (1a) :Yield : 46% (reaction time 14 days);
IR : 3339, 1644 cm’'; '"H NMR (CD;OD) 6 8.67 (d, J = 5.90 Hz, 1H), 7.98 (t,
J = 7.05Hz, 1H), 747 (d, J = 7.80 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 6.85Hz, 1H), 7.06 (d,
J=8.60 Hz, 1H, ArH), 6.84 (bs, 1H, NH), 6.55-6.46 (m, 2H, ArH), 3.65 (m apparent,
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1H, OH), 330 (m apparent, 1H, CHOH), 3.16-2.68 (several m, 13H,
CH2-NCH2CH2PyridyI,' 6-CH,, 9-CH, 2x CH;-carboPt), 2.29-1.30 (several m, 34H,
15xCH,, 3xCH, 1xOH), 0.79 and 0.75 (2s, 3H, 18-CHj, 16a,8 (1: 3)); >C NMR
(50 MHz, CDsOD) ¢ 180.3, 179.8, 159.5, 154.5, 151.2, 139.5, 137.4, 131.3, 125.8,
124.9, 123.5, 114.7, 112.3, 81.9, 55.9, 53 .4, 48.6, 48.2, 45.9, 44.0, 43.8, 40.2, 38.6, 37.8,
37.7, 32.2, 31.6, 30.8, 30.4, 29,6, 29,4, 29.2, 29.1, 28.5, 27.4, 26.5, 26.2, 15.1, 11.9;
HRMS (ES+) m/z (M+H)" and (M+Na)" calculated for Cg4HgN,OPt and
Cs2HoNaNaOgPt :  884.4176 and 906.3995; found = 884.4154 and 906.3982,

respectively.

16 3-Hydroxymethyl-16c-[10-(2-pyridylethylamino)decyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,17 -
diol cyclobutane-1,1-dicarboxylateplatinum(ll) (2a) . Yield: 61% (reaction time
7 days); IR : 3342, 1644 cm™; "H NMR (CD;0D) § 8.70 (d, J = 5.50 Hz, 1H), 8.00 (t,
J = 7.50Hz, 1H), 7.49 (d, J = 7.50Hz, 1H), 7.40 (t, J = 6.50 Hz, 1H), 7.10 (d,
J=8.40 Hz, 1H, ArH), 6.83 (bs, 1H, NH), 6.59-6.41 (m, 2H, ArH), 3.72 (2d, 2H, parts
A and B of an AB system, J3 = 7.40 Hz, CH,OH), 3.40 (s, 1H, CHOH), 3.25-2.50
(several m, 13H, CH,-NCH,CH,Pyridyl, 6-CH,, 9-CH, 2x CHj-carboPt), 2.40-1.18
(several m, 33H, 14xCH,, 2xCH, 3xOH), 0.87 (s, 3H, 18-CHs); *C NMR (CD;0D) §
180.3, 179.8, 159.5, 154.5, 151.1, 139.5, 137.3, 131.2, 125.8, 124.9, 123.5, 114.6, 112.3,
89.1, 66.0, 55.9, 54.6, 46.0, 44.8, 44.0, 43.7, 39.1, 38.3, 37.8, 34.2, 30.9, 30.3, 29.3,
29.2, 29.0, 27.3, 26.4, 26.2, 24.0, 15.1, 11.3; HRMS (ES+) m/z (M+H)" and (M+Na)"
calculated for C4HgN,O7Pt and C4HgoN2NaO7Pt : 900.4125 and 922.3944; foundn=
900.4115 and 922.3931, respectively.

16 F-Hydroxymethyl-16 - [8-(2-pyridylethylamino)-3,6-dioxaoctyl]-1,3,5(10)-estratrien-
3,17 diol cyclobutane-1,1-dicarboxylateplatinum(Il) (3a) : Yield : 65% (reaction time
24 hours); IR : 3362, 1610 cm™; 'H NMR (CD;0D) § 8.68 (d, J = 5.80 Hz, 1H), 8.00 (t,
J = 7.80Hz, 1H), 7.55 (d, J = 7.40 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 6.65 Hz, 1H), 7.06 (d,
J = 820 Hz, 1H, ArH), 6.82 (bs, 1H, NH), 6.55-6.46 (m, 2H, ArH), 3.94 (m, 1H,
CH,HyOH), 3.75-2.70 (several m, 23H, CHOH, CH,HyOH, 4xOCH; on PEG chain,
CH,-NCH,CH,Pyridyl, 6-CH,, 9-CH, 2xCH,-carboPt), 2.50-1.18 (several m, 17H,
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6xCH,, 2xCH, 3xOH), 0.84 (s, 3H, 18-CH;); *C NMR (CD;0D) § 180.2, 179.9, 159.6,
154.5, 151.1, 139.6, 137.3, 131.1, 125.8, 124.8, 123.4, 114.6, 112.4, 89.1, 69.7, 68.1,
67.9, 67.6, 66.1, 55.9, 53.8, 44.8, 44.0, 38.8, 38.7, 38.3, 38.0, 35.3, 31.3, 31.2, 30.0,
29.8, 29.3, 28.1, 27.3, 26.1, 15.1, 11.4; HRMS (ES+) m/z (M+H)" and (M+Na)"
calculated for CigHssN,OoPt and CigHs;N,NaOoPt: 876.3397 and 898.3216;
found = 876.3377 and 898.3206, respectively.

General procedure for the synthesis of E-OxaP derivatives (compounds 1b, 2b and 3b).

Compounds 1, 2, or 3 (0.10 mmol) was taken in a flask and dissolved in acetone (2 mL)
and water (1 mL). Silver oxalate (0.10 mmol) was added slowly to the solution. The
reaction mixture was stirred in the dark until the disappearance of the starting material
(1, 2 or 3) as indicated by thin layer chromatography. The reaction mixture was filtered
and the solvent evaporated under reduced pressure. The residue was purified by flash

chromatography using a mixture of dichloromethane/methanol (92 : 8) as the eluent.

16a, -[11-(2-Pyridylethylamino)undecanyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,17 f-diol

oxalateplatinum(I) (1b) : Yield : 46% (reaction time 15 days); IR : 3361, 1695 cm™;
'H NMR (CD;0D) 6 8.70 (d, J = 6.20 Hz, 1H), 8.01 (t, J = 7.40 Hz, 1H), 7.50 (d,
J=17.80 Hz, 1H), 7.39 (t, J = 6.80 Hz, 1H), 7.07 (d and bs overlapped, J = 8.20 Hz, 2H,
ArH and NH), 6.54-6.47 (m, 2H, ArH), 3.62 (m, 1H, OH), 3.30 (m, 1H, CHOH),
3.16-2.67 (several m, 9H, CH>-NCH,CH,Pyridyl, 6-CH,, 9-CH), 2.31-1.29 (several m,
32H, 14xCH,, 3xCH, 1xOH), 0.79 and 0.76 (2s, 3H, 18-CHs, 160,p (1 : 3)); >C NMR
(CD;0D) o0 168.4, 167.5, 159.1, 154.5, 151.3, 139.6, 137.4, 131.3, 125.8, 125.4, 123.6,
114.6, 112.3, 81.9, 43.8, 38.6, 37.7, 37.2, 31.5, 29.3, 28.9, 28.4, 27.4, 27.2, 26.4, 26.2,
16.9, 11.8; HRMS (ES+) m/z (M+H)" and (M+Na)® calculated for CsgHssN,OgPt
and CigHssN,NaOgPt: 830.3706 and 852.3525; found = 830.3698 and 852.3514,

respectively.

16-Hydroxymethyl-16 a-[10-(2-pyridylethylamino)decyl]-1,3,5(10)-estratrien-3,17
diol oxalateplatinum(ll) (2b) : Yield: 67% (reaction time 10 days); IR: 3354,
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1695 cm™; "H NMR (CD;0D) § 8.78 (d, J = 5.50 Hz, 1H), 8.00 (t, J = 7.50 Hz, 1H),
7.55 (d, J="7.50 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 6.50 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 8.40 Hz, 1H, ArH), 7.00
(bs, 1H, NH), 6.60-6.41 (m, 2H, ArH), 3.72 (2d, 2H, parts A and B of an AB system,
Jus = 7.40 Hz, CH,OH), 3.41 (s, 1H, OH), 3.30 (m apparent, 1H, CHOH), 3.25-2.50
(several m, 9H, CH,-NCH,CH,Pyridyl, 6-CH,, 9-CH), 2.40-1.20 (several m, 31H,
13xCH,, 3xCH, 2xOH), 0.87 (s, 3H, 18-CHs); *C NMR (CD;OD) & 168.4, 167.5,
159.0, 154.5, 151.3, 139.6, 137.3, 131.2, 125.8, 125.4, 123.6, 114.6, 112.3, 89.0, 66.0,
54.6, 45.9, 44.8, 44.0, 39.0, 38.3, 37.8, 37.2, 34.2, 30.2, 29.3, 29.1, 28.9, 27.3, 27.1,
26.4, 262, 24.0, 11.3; HRMS (ES+) m/z (M+H)" and (M+Na)" calculated for
C3gHssN,07Pt and CigHssNoNaO-Pt : 846.3655 and 868.3474; found = 846.3647 and
868.3475, respectively.

16 -Hydroxymethyl-16 a-[8-(2-pyridylethylamino)-3,6-dioxaoctyl]-1,3,5(10)-estratrien-
3,17 diol oxalateplatinum(Il) (3b) : Yield : 34% (reaction time 24 hours); IR : 3324,
1698 cm™; '"H NMR (CD;0D) 6 8.70 (d, J = 5.80 Hz, 1H), 8.00 (t, J = 7.80 Hz, 1H),
7.50 (d, J = 7.00 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 7.40 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.60 Hz, 1H, ArH),
6.55-6.45 (m, 2H, ArH), 3.92 (m, 1H, CH,H,OH), 3.75-2.70 (several m, 19H, CHOH,
CH,H,OH, 4xOCH; on PEG chain, CH,-NCH,CH, Pyridyl, 6-CH,, 9-CH), 2.50-1.21
(several m, 17H, 5xCH,, 3xCH, 3xOH, NH), 0.85 (s, 3H, 18-CH3); '>’C NMR (CD;0D)
0 168.3, 167.5, 159.1, 154.5, 151.3, 139.6, 137.3, 131.1, 125.8, 125.4, 123.6, 114.6,
112.3, 89.1, 69.8, 69.5, 68.1, 67.1, 66.1, 54.3, 45.8, 44.7, 43.9, 38.2, 37.8, 37.3, 35.0,
29.3, 27.3, 26.1, 11.4; HRMS (ES+) m/z (M+H)" and (M+Na)" calculated for
C34H47N209Pt and C34HssN2NaOgPt : 822.2927 and 844.2746; found = 822.2908 and
844.2735, respectively.
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