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LISTE DES ABREVIATIONS

°C : Degré Celsius.

'H: Proton.

AcOEt : Acétate d'éthyle

ADN : L'acide désoxyribonucléique.

Ar : Aryle.

CCM : Chromatographie sur couche mince.
CMI : Concentration minimale inhibitrice.
coll : Collaborateurs.

d : Doublet.

DABCO : 1,4-diazabicyclo [2.2.2] octane.
DBU: 1,8-Diaza Bicyclo[5.4.0] Undéc-7-ene.
DHA : Acide déhydroacétique.
DMA-DMA: N,N-dimethylacetamide diméthyle acétal.
DMF-DMA : N,N-diméthylformamide diméthylacétal.
éq : Equivalent.

ESI : Electrospray ionisation.

Et : Ethyle.

EtOH: Ethanol.

Eu (hfc) 3: L'europium tris 3 - (heptafluoropropylhydroxymethylene) - (+)-camphorate.
g : Gramme.

gram : Gram négatif.

gram’: Gram positif.

h: heure.

Hz: Hertz.

IC : ionisation chimique.

IR: Infrarouge.

J : Constante de couplage.

m : Multiplet.

Me : Méthyle.

MEM: Methoxy Ethoxy Méthyle.

MeOH: Méthanol.


http://fr.wikipedia.org/wiki/1,8-diazabicyclo(5.4.0)und%C3%A9c-7-%C3%A8ne

MHz : Méga Hertz.

min : Minutes.

ml : Millilitre.

mmole : Millimole.

MO : Micro-ondes.

Ph : Phényle.

ppm : Partie par million

g: quadruplet.

R : Alkyle.

R X :Rayons X

Rdt : Rendement.

RMN : Résonance magnétique nucléaire.
s : Singulet.

Sc(OTH) 3: Trifluorométhanesulfonate de scandium.
SM : spectrométrie de masse.
T.a : température ambiante.
Ts : Température de fusion.
TFA : Acide trifluoroacétique
THF: Tétrahydrofurane.
TMS : Tétraméthylsilane.

6: Déplacement chimique.



Notes techniques

Résonance Magnétique Nucléaire :

Les spectres RMN *H et *C ont été enregistrés & la température ambiante sur les
spectrometres: Briiker Avance Il (400 MHz) et Briker Avance AC 300 (300 MHz).

Les déplacements chimiques sont donnés en echelle & et exprimés en partie par million (ppm),
le TMS étant utilisé comme référence interne (6 = 0). Les spectres sont enregistrés dans le

chloroforme deutéré CDCI3 ou le dimethyle sulfoxyde deutéeré DMSO- dg.

Spectrométrie de masse :
Les spectres de masse ont été réalisés par Electrospray ionisation en mode positif (ESI) sur un
spectrometre Perkin-Elmer SCIEX API 300.

Spectroscopie Infra Rouge :
L’analyse IR a été réalisée sur un Spectrometre Perkin-Elmer (Paragon1000). Les produits

sont greffés sur des pastilles en KBr. Les fréquences d’absorption sont données en cm™

Point de fusion :
Les points de fusion ont été¢ déterminés a 'aide d’un appareil pour point de fusion a capillaire

«Stuart Scientific Melting Points SMP1» et n’ont pas été corrigés.

Chromatographie sur couche mince
Les chromatographies analytiques (CCM) ont été effectuées sur des plaques Merck en
aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 (épaisseur 0,2 mm) et révélées par une

lampe UV réglée sur une longueur d’onde A= 254 nm.

Diffraction des rayons X :

Les mesures des intensités diffractées sont réalisées sur un diffractometre Nonius Kappa
CCD. La longueur d’onde utilisée est celle du molybdéne (A Ka = 0.71073 A).

Les solvants et produits utilisés :
Le dichlorométhane est seché sur CaH, sous agitation pendant quelques heures. Les solvants

suivants ont été utilisés sans purification prealable :

6



(Ethanol-99.8%) ; (Méthanol-99,7%) ; (Chloroforme- 99.4%) ; (Diéthylethére- 99,5%)
(Acétate d’éthyle-99,8%) ; (Acide Acétique 99,5%); (Dichlorométhane -99,5%).
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Introduction générale

L'apport de la chimie hétérocyclique dans de multiples domaines est incontestable. En
effet, les hétérocycles constituent I’architecture de base de nombreux composés naturels et
synthétiques tels que les acides nucléiques et les alcaloides [1]. La chimie des médicaments
leur est redevable de ses plus belles réussites [2]. Peu d'industries fines peuvent se passer des
hétérocycles, celle des ardbmes, des parfums [3] et des colorants [4] leur doit beaucoup. Pour
ces raisons, la recherche de nouvelles voies d’accés aux hétérocycles fonctionnalisés est donc

toujours un sujet d’actualité.

Une des thématiques de recherche du laboratoire est la mise au point d’outils et de
méthodologies pour la synthése de composés hétérocycliques [5-7] a visée pharmaceutiques
via la chimie des B-énaminones. Le travail de recherche du présent mémoire s’inscrit dans la
continuité de cet axe et a pour objectif ’acces a la diversité structurale, avec une activité

biologique potentielle.

Les benzimidazoles, les pyrazole, les 2- pyrone et les pyrrolidines sont des hétérocycles dont
les propriétés biologiques diverses et variées sont reconnues dans le domaine de la chimie
médicinale. Dans cette optique et afin d’accéder aux structures benzimidazoles et
pyrazolopyranopyrrole ciblées, nous avons choisi d’utiliser comme mati¢re premiere la
dimédone (1,3-dicétone cyclique) et 1’acide déhydroacetique (DHA), deux synthons

hautement fonctionnalisés offrant diverses possibilités synthétiques.

O OH
| ~N CH,
HsC ~N X
HC o) H,C o o)
Dimédone Acide
déhydroacétique

Le travail présenté dans ce mémoire est repartie en quatre chapitres :

Le chapitre un est un rappel bibliographique dans lequel nous avons presenté dans une
pemiere partie, la chimie des énaminones, notamment leurs preparations et leurs applications
en synthése organique. La deuxieme partie decrit les principales méthodes de construction et
les propriétés biologiques de quelques noyaux incluant les structures visées. La derniére partie

rappelle quelques notions de microbiologie.
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Dans un deuxieme chapitre, nous présenterons la synthese d’hétérocycles benzimidazoles
et de leurs homologues 2-methylbenzimidazoles a partir des énaminodimédones et des
aldéhydes masquées (DMF- DMA ,DMA-DMA) selon deux méthodes : sous chauffage

classique et en absence de solvant sous irradiations par micro-ondes.

Le troisieme chapitre est consacré a la mise au point, via les énaminopyrazoles issues du
DHA, d’une voie d'accés a une nouvelle série de composés tricycliques associant les noyaux
pyrrolidine, pyrazole et la 2- pyrone, susceptibles de présenter une activité pharmacologique

potentielle.

Les tests antimicrobiens réalisés sur I’ensemble des produits issus de ce travail feront I’objet

du quatrieme chapitre.

Nous termineronsenfin par une conclusion sur le travail effectué au cours de ce meémoire.
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|.1- Introduction

Afin de prendre en considération le contexte dans lequel ce travail a été réalisé, nous
présenterons dans cette étude bibliographique les systémes f-énaminones précurseurs de base
dans la conception des structures visées. Nous décrirons ensuite les propriétés biologiques et
les différentes voies de synthese des noyaux benzimidazole, 2-pyrone, pyrazole et pyrrolidine
incorporant les structures ciblées. Enfin, nous effectuerons un bref rappel des notions liées a

[’activité antimicrobienne.

I.2- Rappels bibliographiques sur les systéemes p-énaminones et les
hétérocycles cibles.

1.2.1-Les f-énaminones

Les B-énaminones sont aujourd’hui reconnues comme synthons importants en

synthése organique et ont montré des activités biologiques multiples reliées a la présence de
leur groupement fonctionnel, les plus importantes étant 1’activité anti-convulsivante et
antiépileptique [1] (schéma I.1). Certaines énaminones ont révélé une activité antivirale
(anti-HIV) [2], antitumorale [3] et antimicrobienne [4]. La synthése de ces structures a donc

suscité une grande attention et de nombreuses méthodes ont été mises au point.

— Cl
0
H X 7/
~N N \O\N/H
H\N/CH2

HyC o HyC" 0
W \
COOCH 4 H4C 0 COOCH4
COOCH,
isoxazol Enaminone Benzylamine Enaminone Aniline Enaminone

Schéma 1.1 : Agents antiépileptiques cités en littérature [1]
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1.2.1.1-Méthodes de synthéses des énaminones

Les potentialités synthétiques des eénaminones ont été fortement exploitées ces
dernieres décennies et plusieurs revues y sont consacrées. En effet ce sont des synthons
hautement réactifs impliqués dans 1’¢laboration de molécules hétérocycliques fonctionnalisées

présentant des activités pharmacologiques variées [5-8].

La méthode de synthese la plus simple et la plus utilisée pour former une énaminone consiste
a condenser des amines sur les composés 1,3- dicarbonylés dans diverses conditions
expérimentales [9,10]. Parmi les nombreuses voies d’accés aux - énaminones rapportées dans

la littérature, quelques-unes ont retenu notre attention.

1.2.1.1.1- Synthése par chauffage classique

La réaction de la cyclohexanone avec le N,N-diméthylformamide diméthyl acétal
(DMF-DMA) dans différentes conditions opératoires, (au reflux de 1’éthanol [11], de 1’éther
diéthylique [12], sous azote [13], dans le toluene [14], dans le DMF [15] ou sans solvant
[16]), conduit dans chaque cas a la formation de 1’énaminone 1 avec des rendements allant de
60% a 90%.

DMF-DMA = >N7
— = |
CHj

=

Les énaminones 4 ont été obtenues par la condensation de I’aminopyrrole 2 oule

méthoxypyrrole 3 avec les a-methylénecétones aromatiques [17,18].

CH
Hc CHs HoC s HsC 3
RCH,COAr RCH,COAr
_ 2_, R 42_ = _CHs
N N (@)
N NH,
H
N
Ar - Xo

N
lw
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La réaction du benzoylacetonitrile 5 avec le trichloroacetonitrile 6 en présence d’une

base,permet I’accés a 1’énaminone 7 avec un rendement relativement faible (38%) [19].

|
CN
Ph N
PhCOCH,CN 4+ Cl;CCN ———— H
ccll NH,
5 6 L

Le 6,6'-diacetyl-2,2"- bipyridine 8 mis en réaction en présence du dimethylformamide

dimethylacetal au reflux du xylene sous azote, fournit la bis-énaminone 9 [20].

/_N\>_<\N_/ DMF - DMA

Xyleng/ reflux
H;C CH
3 \\ // 3
o o

Me,N

(o6}
(e}

La réduction dans 1’éthanol de I’isoxazole 10 sous hydrogéne avec une quantité catalytique
de nickel induit 1’ouverture de ce cycle, donnant 1’énaminone trisubstituée 11 avec

d’excellents rendements [21].
R, R
R2 XN H,(Ni) Re .~ NH,
\ T con
o EtOH ~
R; Yo
R%
10

Batori et coll. [22] ont synthétisé I’énaminopyridine 13 par irradiation du pyridopyridazin-9-

ium-4-olate 12.
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12

Par ailleurs Friary et coll. [23] ont réalisé I’acylation de la cyclohexenamine 14 par le

chlorure d’acide 15 pour obtenir 1’énaminone cyclique 16.

O

I I

X cl X

+ | — |

= =
H,N N NHR N I\ll
R

14 15 16

L'énaminone 18 a été préparée avec un rendement de 92% a température ambiante, en
condensant la benzylamine avec [’acétoacétate de méthyle 17 dans le dichlorométhane en
présence de 5% molaire de catalyseur FeCl3 6H,0 et de sulfate de sodium comme dessechant
[24].

(|D| <|D| . ©ANH2 FeCl,, 6H,0, 5%mol OA)\A
Hee” " ocH, CHZCIZ T.a OCH,

17 18
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1.2.1.1.2- Synthése sous micro-ondes
Geénéralités

Contrairement au chauffage classique qui présente 1’inconvénient d’étre lent et de
n’atteindre que progressivement 1’ensemble des produits a chauffer, I’irradiation des milieux
réactionnels par les micro-ondes offre des avantages certains en synthése organique, elle est
simple a mettre en ceuvre, rapide, sélective et efficace.
La littérature montre que pas moins de 2000 articles ont été publiés concernant la synthese
organique assistée par micro-ondes depuis les premieres syntheses organiques realisées dans
un four domestique en 1986 par Gedye et Giguere [25,26].
Le domaine d’applications s’est élargi jusqu’a s’étendre a la chimie hétérocyclique, la chimie
organomeétallique, et la chimie combinatoire [27].
A présent, de nombreux groupes de recherche utilisent les micro- ondes pour optimiser
rapidement des réactions chimiques difficiles ou impossibles a réaliser par d’autres méthodes

et définir de nouvelles réactivités. Un nombre important de revues décrivent ces méthodes, et

toutes s’accordent sur les bénéfices apportés par ’irradiation aux micro-ondes [28] :

Gain de temps considérable: temps d’irradiation de quelques minutes.
propreté des réactions : produits isolés de plus haute pureté.

rendements généralement augmenteés.

YV V V V

chauffage volumétrique des molécules polaires (chauffage au cceur de la matiére).

Dans I’ensemble des méthodes utilisées pour accéder aux structures €naminones sous

irradiation micro-ondes on peut distinguer :

La synthése de I’énaminone N-substituée 20, est réalisée sous irradiations aux micro-ondes
par addition d’amines primaires sur la 1,3-dicetone 19 en absence de solvant et de catalyseur
[29].

i
M + Ry —NH;, Mo M
R CHg . H,C R
sans solvant 3
19 sans catalyseur,sans support 20
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Shingare et coll. [30] ont développé une méthode de synthése permettant 1’accés aux
hydroquinolines 24 incorporant le motif énaminone. Elle consiste en une réaction
multicomposants a partir de quatre produits de départ 1’aldéhyde 21, la dimédone 22,
I’acétoacétate d’éthyle 23 et I’acétate d’ammonium sous chauffage par micro-ondes a sec en

utilisant les Ni- Nanoparticules comme catalyseur.

” || || NH, OAC/Ni_nanoparticule OFt
ArCHO + + Hee” 7 Dom - o
Xo MO

H5;C CHg

Irz

1.2.2- Réactivité des énaminones

Les énaminones constituent une catégorie de produits stables, leur potentiel tient dans
la réactivité exceptionnelle de leurs groupes fonctionnels. Elles comportent un systeme
conjugué offrant a ces dernieres une grande polyvalence synthétique. A ce titre elles
posseédent cinq sites (a, b, ¢, d, e) rendant leur chimie particuliérement riche et d’une portée
considérable. La conséquence directe de ces propriétés est la possibilité pour les énaminones

de réagir avec des électrophiles et des nucléophiles (schéma 1.2).

e)
)1
J I

HZN/\(/)\R N

Schéma 1.2 : Les différents types de réactivité des énaminones
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1.2.2.1- Comportement nucléophile

L’acces aux derives pyrroles 28 [31] s’effectue via une cyclisation intramoléculaire, en
faisant réagir a température ambiante en absence de solvant les amines primaires 25, l'alkyl

acetoacetate 26 et le chlorure de fumaryle 27.

(@]
/
CO,R’
T) | Q ? OH
RNH, + M t o = @ — [ cl
RO Me Me
o} \
25 26 27 R 28

Braibante et coll. [32] ont publié une voie d'accés aux structures pyrrolinones 30 par
réaction des énaminones 29 avec le benzil en opérant dans différentes conditions (I’éthanol &
reflux ou sous irradiations par micro-ondes en présence d’un support solide la

montmorillonite K-10).

R
R\ /H (@] (@] |
\ ﬁ AN /< O ) CHj
Ph Ph
He X OEt > Ph
3 EtOH,reflux 24 h Ph / OEt
ou k10,MO 650W,7min 0o

L’action du benzoyl isothiocyanate 31 sur 1’énaminone 32 dans des conditions douces en

présence de bromopyruvate d’éthyle 33 donne le 2-(4-acetyl-5-benzoylamino-3-methyl-2-

theinyl)-2-oxoacetate d’ethyl 34 [33].

HaC CO,Et
VY AN
o/ \ \o
P s » )
Z HN
N o N CO.Et CH,Cl,
+ /H\)\ + Brﬁ/r Bt 77 o —
/
R HaC CH, S
R
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1.2.2.2- Comportement électrophile

Les réactifs binucleophiles réagissent, dans des conditions bien déterminées sur les
sites électrophiles des énaminones, engendrant ainsi divers composes hétérocycliques.

Nous donnerons a titre d’exemple les réactions suivantes :

L’action de 1I’hydrazine hydrate (NH;NH,, H,0) et du chlorure d’hydroxylamine (NH,OH,
HCIl) sur I’énaminone 35 a permis la formation respectivement des structures

thiadiazolopyrazole 36 et thiadiazoloisoxazole 37 [34].

NH,OH,HCI

o
o M gnwmey
PhCON:< |
b NH,NH ,,H,O
N/
/
Ph

EtOH a reflux l

K,CO5 a reflux
35

N N
i N
S \ s
PhCON¢&N/N phCON¢&N/\N
Fl’h F|>h
37 36

L’action de I’hydrazine hydrate sur 1I’énaminone 38 dans 1’éthanol a reflux [35], a permis

d’isoler le dérivé pyrazolotriazole substitu¢ 39.

CH4COHN o CH4COHN N
/ N—CHs  NH,NH, H,0 /
\
N EtOH, reflux N—N
/
Ph Ph
38 39
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Plusieurs réactions ont été réalisées sur 1’énaminone 40 en la soumettant a des amino-

hétérocycles azotés, permettant 1’accés aux polyhétérocycles fonctionnalisés 41, 42 et 43

[34].

/e &\ N\/\NH
N PNk, PRCONY s N4<
H N
o /N\N/ \ /
AcOH a reflux Ph
41
\ Q/<”
S / H N
PhCON:< W/LKAN(Me)Z - /N\N/>_<\_//
n—N AcOH a reflux Ph
/
Ph ‘ 42
40 Ph Ph
N
N/\ ) NH PhCON \
N 2 N N
H
N
> No 7
AcOH a reflux pn” N \_/
43

1.3. Intérét biologique et synthése des hétérocycles constituant les structures
ciblées

Les hétérocycles sont des composeés cycliques dans lesquels un ou plusieurs atomes de
carbone formant le cycle sont remplacés par un hétéroatome, les plus communs sont 1’azote,
I’oxygene et le soufre. Ils présentent un intérét considérable en raison de leurs nombreuses
propriétés qui leurs ouvrent des applications dans plusieurs domaines. En effet, les
benzimidazoles, les pyrazoles, les 2-pyrones, et les pyrrolidines, noyaux ciblés dans ce travail,
sont des hétérocycles qui ont montré diverses activités pharmacologiques. Nous

développerons dans ce qui suit quelques méthodes de synthese et 1’intérét biologique de ces

hétérocycles.

26



1.3.1- Les Benzimidazoles

1.3.1.1- Intérét biologique

Le motif benzimidazolique le plus important dans la nature est le N-ribosyl-
riméthylbenzimidazole, qui constitue un ligand pour le cobalt dans la vitamine B12 essentielle

au fonctionnement normal du systéme nerveux et a la formation du sang [36].

Il se distingue également par son haut potentiel en chimie medicinale, en effet il est présent

dans plusieurs médicaments synthétiques ayant des propriétés variées [37] (Schéma I.3).

~
)
“"'\-\.\1 l_g‘\
L /%N*Q .
W
Vitamine B, Astemizole
Antihistaminique
e N H o
=N S | />—s S
T H A9 o
[+ \ﬂl Q "\
I N
CHa
[+ TH O—CHy
Albandazole Um.eprazole
. Antihelmintique Antincereux y

Schéma 1.3- Les benzimidazoles en chimie médicinale

Ces composés sont connus aussi pour leurs propriétés antipsychotiques, anti-HIV,
inhibitrices de 1’enzyme cyclooxygenase, antivirales, anticoagulantes, anticancéreuses et

antimicrobiennes [38 - 44].

En tant que telles, ces structures ont fait I’objet de I’attention de nombreux groupes de
recherche, qui ont travaillé a I’élaboration de nouvelles voies de synthése pour accéder a des

molécules plus actives et plus spécifiques.
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1.3.1.2 - Synthese des benzimidazoles

La synthése des benzimidazoles 46 a été realisée par condensation des o-
phénylenediamines 44 avec I’acide cinnamique substitué 45 dans 1’éthyléne glycol pendant 6
heures a 200°C [44]. L’ensemble de ces dérivés a montré une activité anti-

tuberculeuse, antifongique et antibactérienne.

H,N N OH Oi
Ri—
TS Ty o
H,N = | /—R2 ethylene
glycol
45

44

Radatz et coll. ont decrit la synthese du benzimidazole 48 par addition de 1’o-
phénylenediamine 47 sur le benzaldéhyde a une température de 90°C et dans le glycérol

comme solvant [45].

0

NH, . N
|| glycérol AN
+ Ny >\ph
ph H 90°C N
NH, A
p
47 48

L’équipe de Pritchard a décrit I’obtention du benzimidazole C.substitué 50. La réaction est
effectuée en portant au reflux de I’éthanol 1’o-phénylenediamine 47 et la pyrrolidinone

convenablement substitué 49 [46].
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(i\ HO || NH, NHBOC
: EtOH N CO-tBu
But— g + @ —_— \>J\ 2
/N NH, reflux N
BOC CO,tBu H
49 47 50

Navarrete-Vazquez et coll [47]. réalisent a partir de 1’o-phénylénediamine 47, d’aldéhydes
aromatiques 51 et du metabisulfite de sodium, sous irradiations par micro-ondes en absence
de solvant, la synthese avec de bons rendements des 2-(alkyloxyaryl)- benzimidazoles
52.Ces derniers soumis a des tests biologiques ont montré une activité antispasmodique

intéressante.

Z
I
N
+
I 40
=
=z
Ky
z | 8
° 1'%
o
Y
ZYZ
=

Le systtme benzimidazolique est obtenu avec de bons rendements en soumettant les
aldéhydes 53 a I’action de I’o-phénylenediamine 47. Cette réaction est réalisee dans le
dichlorométhane a température ambiante en présence de SO, et du systtme SOCI,- SiO,

comme support minéral [48].

NH, H
ﬂ NHZ ﬁ

NP2 SOCI,-SiO SO \
- I 2
+ RCHO % N==CHR | =72 N R
CH,Cl,

Une équipe [49] a développé en quatre étapes, au départ de 1’acide 4-fluoro-3-nitrobenzoique

54 la synthése des benzimidazoles N-pyrazoleés 55.
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ﬁ 5_amino_3 tert butyl H NO,

o
I NO, NO, pyrazole(PZ) HzCO
HO MeOH/H2804 H3CO E—
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Ni raney /
hydrazine hydrate
N ArCHO | NH,
H,CO H5CO
; S

N\ TH
Pz

55 =74

1.3.2- Les Pyrazoles

1.3.2.1- Intérét biologique

Durant ces dernieres années, la littérature a rapporté un grand nombre de travaux faisant
état de I’activité biologique de composés présentant dans leur squelette de base un noyau pyrazole
[51]. Parmi ces composés, nombreux sont ceux qui ont révélé des propriétés
antimicrobiennes, antivirales anticancéreuses et antiinflammatoires [51-55].

A ce jour plusieurs composés d’intérét thérapeutique ou agrochimique sont constitués
d’hétérocycles pyrazolés. Quelques exemples de dérivés pyrazoles utilisés cliniguement sont

présentés sur le schéma 1.4.

L’edaravone est un exemple d’agent neuroprotecteur. Le celecoxib est un médicament
anti-inflammatoire, inhibiteur sélectif de la COX2 [55]. Ce pharmacophore incorpore une
variété de médicaments comme 1’Allopurinol qui est un inhibiteur de [’enzyme xanthine
oxydase utilisé dans le traitement de I’arthrite goutteuse [56]. Le Pyrazofurin est un exemple
de composé antibiotique [57], alors que le Rimonabant est agent anorexigéne employé dans
les cas d’obésité [58].

Plus d'étre impliqués dans des molécules démontrant des propriétés biologiques pour
la santé humaine, on retrouve egalement des dérivés aminopyrazoles dans le domaine de
I'agriculture. Par exemple, le Fipronil, s'est avéré étre un pesticide et un antiparasitaire tres
actif [59].
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Schéma 1.4 : Exemples de dérivés pyrazoles possédant diverses bio-activités.

Des chercheurs [52] ont mis au point une méthode de préparation de nouveaux dérives
3,4-diphenyl-1,2,4,7-tetrahydro-7H-pyrazolo[3,4-d]pyridazin-7-one. Parmi les molécules
obtenues, certaines possedent une activité inhibitrice intéressante contre les bactéries a Gram

négatif et a Gram positif.

0
mo MM
| N—R2
NG =
Bh Ph

3, 4-diphenyl-1,2,4,7 -tetrahydro-7H-pyrazolo[3,4-d]pyridazin-7-one

Une étude préliminaire de relation structure-activité a montré une activité antiproliférative

pour le composé 3-amino-pyrazoloquinoxaline ci- dessous [60,61].
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N
N

N
/
N &
3 Amino-pyrazolo [3, 4-b] quinoxaline

D’autres propriétés associées aux pyrazoles ont également été relevées dans la
littérature parmi elles on peut citer les activités antihyperglycémique, analgésique,

antipyrétique [62,63].

De nombreuses méthodes de synthése de composés pyrazoliques ont été rapportées dans la

littérature. Dans ce qui suit, nous allons présenter quelques-unes parmi les plus significatives.

1.3.2.2- Synthése des pyrazoles

Depuis la découverte du premier pyrazole et de ses dérivés par Knorr en 1883 [64], de

nombreux pyrazoles diversement substitués ont été synthétisés (Schéma 1.5.).

o) o OH (@) Rs R, 4 R,
| | - X I T NH-NH, ——> N/N Ry /
Rl/\/\Rz Ry R, 2 >\J/ R/N—N
3

Schéma 1.5 : Dérivés pyrazole de knorr

La méthode la plus employée pour synthétiser le motif pyrazole est la condensation de dérivés

de I’hydrazine avec des composés B-dicarbonylés [65].

Katristzky et coll. [66] ont mis au point une méthode de synthése permettant d’obtenir les
pyrazolines 57, en faisant réagir les dérivés de I’hydrazine avec la 1, 3- diarylénone 56 en
présence d’éthylate de sodium comme base. La C-alkylation en position 4 de la pyrazoline

suivie d’une déshydrogénation donne accés aux pyrazoles tetrasubstitués 58.
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Ar, R
Ry NHNH2 Ny Rzl | AN
7N [ TnBuli N
Ary O C,HOONa AT, N\ AT, \
R, Ry
56 57 58

La condensation des a-hydrazino acides 59, préalablement déprotégés en milieu acide
trifluoroacétique (TFA), avec les B-cétonitriles 60 dans le méthanol a température ambiante
conduit aux 5-Aminopyrazoles 61. Ces derniers traités dans le dichlorométhane par le 1-ethyl-
3-[3-(dimethylamino) propyl] carbodiimide hydrochloride (ECDI,HCI) cyclisent par

déshydratation en imidazopyrazol-2-ones 62 [67].

R R
R, R N
HO N P
A)\ HOQ\ LTRAICH,CI, (50%) W)\N/\ ~. EDCLHCI ’2\'\‘ N\_R,
1 —
R1 CN + NHNHBoc — —a © S
I I - MeOH. T o) CH,CI, N
o] o) -MeUH, T.a H,N H R
R, 2
60 59 61 62

Une équipe [68, 69] a obtenu une série de pyrazoles 64 différemment substitués en position 1,
en condensant des hydrazines avec les hydroxycyclohexén-2-ones 63 dans le 1,2-

dichloroethane a reflux.

R1
\
OH ﬁ N\N
RINHNH, R \
R - \
CICH,CH,CI
reflux
63 64

Dans un autre travail, Zhai et coll. [70] ont également préparé des motifs pyrazoliques
fonctionnalisés 67, d’abord en condensant le DMF-DMA avec les B- cétoesters 65 suivi d’une

cyclocondensation des dérivés hydrazines sur I’énaminone 66 obtenue.
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Trés récemment [71], une réaction a trois composants impliquant les hydrazines, les
aldéhydes 68 et les B- cétoesters 69 via une catalyse au Sc(OTf) 3 et sous irradiations par

micro- ondes a conduit de facon efficace aux pyrazoles 70 ciblés.

o o EtOOC CHs
|| || SC(OTf), —
RiNHNH, + R,CHO + ., ~ N~ ™
2 N
68 69 70

La condensation d’alkylhydrazinoalcools 72 sur des B-dicétones 71 a lieu au reflux du
méthanol en présence de HCI concentré pendant 24 h [72] permettant 1’acces aux dérivés

pyrazoles 73.

R
O| ‘|3| Rs _NH, HCl . Rl\m/ ’
)\/\ + \K\NH T \ N—N
R} R, OH CH4OH >\/
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1.3.3- Les 2- Pyranones

1.3.3.1- Intérét biologique

La chimie des lactones a connu ces dernieres annees, une attention particuliére,
inhérente a la mise en évidence des différentes applications de ce noyau dans divers domaines
[73]. Le motif 8- lactone (2-pyranones), le plus fréquemment rencontré, est un hétérocycle

oxygéné résultant de la cyclisation d’acides hydroxylés. Il est présent dans une multitude de

produits naturels bioactifs sous leurs formes simples ou combinées [74, 75].

Les molécules d’origine naturelle représentées ci-dessous (Schéma 1.6.) illustrent quelques
exemples de structures contenant le motif 2-pyranone : la Kavaine (isolée de la plante Piper
methysticum, présentant une activité anxiolytique et neuroprotectrice) [76], la Warfarine
(une molécule utilisée pour ses propriétés anticoagulantes) [77], ’embelliférone, un dérivé de

la coumarine, utilisé pour ses propriétés odoriférantes [78]. La Cryptofolione est un exemple

d’agent antitumoral possédant le cycle d-lactone [79].

4 OCH 3
OH

Hi
~o" =

S :

kavaine Warfarine
OH OH o
1o
HAL 0 0 P
\ Embilliférone Criptofolione

Schéma 1.6 : Molécules lactoniques bioactives d’origine naturelle
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Etant données les nombreuses occurrences du noyau 2-pyranone (d-lactone) dans les
structures de composés naturels biologiquement actifs, le nombre de dérivés - lactoniques
ayant trouvé une application thérapeutique est trés élevé. Parmi ceux-ci, on peut citer le
Tripanavir un agent antiviral, I’Acénocoumarol (Sintrom) utilisé comme anticoagulant, et le

Topotecan un agent actif contre certaines tumeurs (Schéma 1.7).

Tripanavir y

Schéma 1.7 : Exemples de dérivés &-lactone utilisés en thérapie

Les dérivés 2-pyranones possedent toutefois de nombreuses autres vertus, puisque certains
ont été décrits comme présentant un caractére antiprotozoaire[80] , antioxydant [81] ,

antibacterien[82] , et anti-inflammatoire [83].

A travers cette étude bibliographique, nous présenterons les différentes réactions les plus

employées pour la construction du cycle 2-pyranone.
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1.3.3.2- Synthése des 2- Pyranones

Le nombre croissant de travaux consacrés a l'obtention de nouveaux dérivés o-

lactones s'explique par lI'importance des activités biologiques associées a ces cComposés.

L’équipe de Keck [84], s’est intéressé a la préparation de lactones o, B-insaturées 76. Ainsi
les B-acétoxyaldéhyde 75, obtenus par ozonolyse des alcools homoallyliques 74, sont

ensuite additionnés a 1’énolate de lithium conduisant a la formation des lactones désirées.

(|)| OMe (|3|
OH CHy Hsc/\o 0 o%ou 0
)\) 3 || |
R R H R
4 75 76

L’action du diethyl methylmalonate 77 sur la tert-butyl 2- phenylethynyl cétone 78 au reflux
du 1,4-dioxane en présence d’une base a permis d’isoler avec de bons rendements les 2-

pyrones substitués 79 et 80 [85].

I |
H4C HaC
0] . 3 3
EtO,C /\/|K base (2€q) | O + | o]
—_—
N 1,4 dioxane
: St P BU reflux1ih  pp ZNgu  ph "
EtO,C
CO,Et
77 78 79 ¢ 80

Cao et coll. [86] ont décrit la synthése des 2- pyrones 83 par addition de la cyclohexane-1,3-
dione 81 sur le dialkyl but-2-ynedioate 82 a température ambiante dans le dimethyle

formamide en présence du DABCO comme catalyseur.

CO,R;
o - DABCO
+
DMF, Ta
Ry
81 82 83
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1.3.4- Les Pyrrolidines

1.3.4.1- Intérét biologique et chimique

Les pyrrolidines constituent une famille trés importante d’hétérocycles azotés a cinq chainons.
En effet, certains de ces composes ont montré des activités bactéricides [87], antibiotiques
[88], antalgiques et anticancéreuses [89].

La pyrrolidine est présente naturellement dans les feuilles de tabac et de carotte et constitue le
squelette de deux acides aminés naturels : la L-proline (acide aminé protéinogénique),
I’hydroxyproline et L’aplidine (molécule antileucémique isolée d’un animal marin 1’ascidie)
Schéma 1.8.

Le motif pyrrolidine est largement représenté parmi les alcaloides naturels qui jouent un role
biologique fondamental. Par exemple la nicotine qui est un agoniste des récepteurs
nicotiniques, pourrait étre utilisée comme un stimulant respiratoire. L’hygrine est quant a elle
une molécule extraite des feuilles de coca a effet stimulant et permetant une meilleur

oxygénation du sang (Schéma 1.8).

- Aplidine )

Schema 1.8 : Molécules naturelles contenant le cycle pyrrolidine.
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De nombreuses molécules contenant le pharmacophore pyrrolidinique possédent des
applications thérapeutiques extrémement diverses. Le Piracetam est un nootropique employé
pour traiter la maladie d’alzheimer. Une autre molécule que nous avons choisi de mettre en
lumiere, le Bépridil une molécule au pouvoir anti-arythmique et anti-angineux, est utilisé en
cardiologie. Pour finir, nous avons également fait figurer sur le schéma 1.9, la Procyclidine,

utilisée principalement pour le traitement des symptdmes de la maladie de Parkinson.

| ([

oL, K
5 @f o,

Piracetam Bepridil Procyclidine

Schéma 1.9. : Exemples de médicaments a noyau pyrrolidinique.

En plus de constituer des cibles thérapeutiques de choix, les dérivés pyrrolidines sont
des intermédiaires tres versatiles en synthése asymétrique, notamment pour la synthése de
composés biologiquement actifs [90, 91].

L’intérét de ces composés en chimie médicinale a entrainé le développement de nombreuses

préparations, nous allons détailler ici les méthodes les plus générales.

1.3.4.2- Synthése des Pyrrolidines

Il existe de nombreuses syntheses permettant d'accéder aux pyrrolidines dont nous

citerons les plus connues :
Une méthodologie [92] s’appuyant sur une cycloaddition 1,3-dipblaire a été récemment

décrite. Dans un premier temps, la cycloaddition du methylacrylate avec la nitrone 84 donne
acces aux structures isoxazolidines N- protégées 85. Apres une hydrolyse en milieu acide, ces
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dernieres sont clivées et réduites, pour conduire par recyclisation a la pyrrolidinone

optiquement active 86.

o 0
o) HZC\/H\ Etozc\(w .“‘\\[A EtOZC OH
|11+ CO,Et CHa CHs 1) HCl N
R V0 N—0 - N N\
R 2) H,, Pd(OH),
84 85 86

Un autre type de réaction utilise 1’addition du nitrométhane sur I’ester a,B-insaturé 87 dans
I’acétonitrile en présence de DBU [93]. Aprés 1’élimination de HNO,, I’obtention de la

pyrrolidinone 88 est finalisée par une séquence de réduction-lactamisation [94].

Rl
Ry Ry Rz
>_>V MeNO, ‘)L>‘ H, PAIC
OMe —>

oMe N
2N\
R o

8z 88

Une autre stratégie décrite par Murray implique une cyclisation intramoléculaire de type oxo-
Diels-Alder des triénes 89 [95] conduisant a la pyrrolidinone bicyclique 90 qui est ensuite

hydrolysé générant les pyrrolidinones hautement fonctionnalisées 91.

Ry
Riy . ~CO2Et Ho PO 4 CO,Et
\K\/ R Toluene Bn~y M0 g
NM 0 \N
Bn~ X o V4 _
O H
R,

COR,

L’addition d’amines sur le dimethyl 2-methylidenebutanedioate 92 suivie d’une lactamisation

[96] permet d’obtenir en grande quantité les pyrrolidinones B-substituées 93.
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|.4- Rappels de quelques notions de microbiologie :

1.4.1- Introduction

La derniere partie de ce manuscrit consiste en 1’évaluation du pouvoir antibactérien et
antifongique des produits synthétisés. 1l nous a paru utile de définir quelques notions de
microbiologie essentielles a la compréhension de ce travail.

Le terme micro-organisme a remplacé celui de microbe pour décrire des organismes
de taille microscopique appartenant a des groupes divers : bactéries, champignons,
protozoaires, ainsi que les virus caractérisés par une structure non cellulaire. Ils sont associés
aux plantes ou aux animaux avec lesquels ils peuvent entretenir des relations de symbiose, ou
de parasitisme. Dans ce travail, on s’intéresse en particulier aux bactéries et aux champignons
[97].

1.4.2- Description des bactéries

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement.
Certaines bactéries exercent des actions bénéfiques (bactéries fertilisantes du sol,...) mais
d'autres sont pathogenes et sont responsables de différentes infections chez les plantes, les
animaux et également chez I’homme (infections nosocomiales, mycoses, infections
bactériennes, ...). Elles causent aussi des contaminations alimentaires.

Les bactéries, sont des organismes vivants unicellulaires caractérisées par une absence de
noyau (procaryotes) dont le génome est constitué d'ADN. L’étude microscopique a révelée
I’existence [97] de plusieurs formes : sphériques (coques ou coccus), en batonnets (bacilles)
ou spiralées, voire des formes plus complexes.

Un ¢élément important de la bactérie est sa paroi cellulaire, c’est une structure vitale qui est le

support de la rigidité, de la forme bactérienne et qui a un réle de protection
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Il existe deux grandes classes de bactéries : les bactéries a Gram positif et les bactéries a
Gram négatif. La différence réside essentiellement dans la structure de la paroi cellulaire. Les
bactéries peuvent étre différenciées avec la coloration de Gram (mis au point en 1884). Elle
permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et ainsi de pouvoir les

classifier.

1.4.3- Bactéries Gram négatif et Gram positif
1.4.3.1- Bactéries Gram négatif

La paroi des bactéries Gram négatif a une structure qui comporte : la membrane externe,
une couche de peptidoglycane, 1’espace periplasmique et la membrane plasmique.
Généralement, la paroi des bactéries Gram™ a une épaisseur comprise entre 15 et 20 nm
(Schéma 1.10).

» Par opposition aux bactéries a Gram +, la membrane externe des bactéries a Gram-

située a la surface de I’enveloppe, induit une résistance a plusieurs classes de
molécules antibactériennes par imperméabilité. En effet, chez ces bactéries, la

membrane externe est complexe et relativement étanche aux substances externes

1.4.3.2- Bactéries Gram positif

La paroi des bactéries Gram * (épaisseur comprise entre 20 nm et 100 nm) a une
structure s’organisant en trois couches : la couche de peptidoglycanes composant la paroi
cellulaire, I’espace periplasmique et la membrane plasmique.

- La couche de peptidoglycanes des bactéries Gram positif est beaucoup plus épaisse que celle
des bactéries Gram négatif. (Schéma 1.10).

» Chez les bactéries a Gram positif, il n’existe pas de membrane externe, la paroi

bactérienne est constituée exclusivement du peptidoglycane qui est relativement

perméable a la plupart des antibiotiques.
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Schéma 1.10. Paroi bactérienne Gram+ et Gram-

1.4.4- Description des champignons

Les champignons sont des organismes qui forment un groupe homogene constitué de
champignons macroscopiques et de champignons microscopiques (mycétes) a savoir les
levures et les moisissures qui peuvent étre saprophytes ou parasites. D’une part ils sont
bénéfiques, car utilisé dans la production bio-industrielle et d'autre part nuisibles a la santé
[97].Dans ce dernier cas, ils peuvent attaquer soit 1’étre humainon parle alors de mycose, soit

les plantes, causant ainsi des maladies cryptogamiques.

1.4.5- Les antimicrobiens
1.4.5.1- Les antibiotiques

A l’origine, le mot antibiotique désigne toute substance naturelle qui, méme a trées
faibles concentrations, a une action d’inhibition ou de destruction spécifique contre les
bactéries. Actuellement, cette définition s’est encore élargie pour devenir : toute substance
naturelle, semi-synthétique ou synthétique qui a le pouvoir d’inhiber ou de détruire des
microorganismes. Les antibiotiques sont répartis en plusieurs familles parmi ces dernieres
on peut citer:

- Les pénicillines.

- Les céphalosporines.
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- Les quinolones.
- Les sulfamides.

- Les tétracyclines.

Les substances antibiotiques sont donc des agents strictement antibactériens dont la
toxicité sélective résulte d’un mode d’action spécifique. Ce sont donc des "médicaments" qui
ont pour effet soit d’empécher la prolifération des bactéries soit de les tuer de fagon ciblée. On

parlera alors d’antibiotiques "bactériostatiques" ou "bactéricides" respectivement.

1.4.5.2- Les antifongiques

Les antifongiques sont des médicaments utilisés pour lutter contre les champignons.
IIs ont la capacité de traiter les mycoses qui sont a 1’origine de plusieurs infections pouvant
étre soit superficielles, sous-cutanées ou encore systémiques.

Selon l'activité qu'il exerce, un antifongique peut avoir un effet fongistatique (arréte la
croissance des champignons) ou fongicide (détruit completement la cellule fongique).
Comparé aux infections bactériennes, le traitement des mycoses est souvent beaucoup plus
difficile.

Les principaux médicaments possédant une activité antifongique sont :
La nystatine.
Le kétoconazole.
Le fluconazole.
La flucytosine.

La griséofulvine.

1.4.6- Apercu sur les techniques d’études in vitro du pouvoir antimicrobien

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne in vitro d’une
substance. Un grand nombre de techniques aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide est
utilisé pour I’évaluation du pouvoir antimicrobien.

L’insolubilité de certains composés dans 1’eau et d’une maniere générale dans les milieux
aqueux largement utilisés en microbiologie a suscité le développement de nombreuses

techniques pour les tests microbiologiques. Ces différentes techniques peuvent étre classées
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selon le milieu dans lequel se fait la diffusion du composé (liquide, solide ou gazeux.) [98,99].
Selon la souche microbienne, les composés testés et 1’application choisie, divers milieux de

culture peuvent €tre mis en ceuvre.

1.4.6.1- Technique d’étude en vapeur

C’est une technique d’¢tude en phase vapeur. Son principe est d’ensemencer une
boite de Pétri avec les germes tests, tandis que 1’on dépose I’échantillon a tester (généralement
les huiles essentielles) sur un papier filtre au fond et au centre du couvercle. La boite est
incubée couvercle en bas. Il se produit une évaporation des substances volatiles et on note

apres incubation, la croissance ou I’inhibition des germes [100].

1.4.6.2- Méthode de dilution

C’est la méthode de référence, qui peut étre pratiquée en milieu liquide et solide.
1.4.6.3- Meéthode de dilution en milieu liquide

La mesure de la CMI en milieu liquide [101] est effectuée de la maniére suivante, on
distribue dans un premier temps dans une série de tubes stériles, un méme volume de
concentrations décroissantes d’antibiotiques (habituellement en progression géométrique de
raison 2). Puis on ajoute dans chacun des tubes, un méme volume de culture bactérienne de
facon & obtenir une concentration finale de 10° bactéries / ml. Aprés incubation la galerie
préparée sera examinée a I’ceil nu en la comparant avec un tube témoin. La CMI de
I’antibiotique sur la souche étudi¢e est définie comme la plus faible concentration inhibant
toute croissance bactérienne visible a I’ceil apres 18 ou 24 h de contact & 37°C. (Figure 1.1)

La CMI dépend d’un certain nombre de facteurs qui influent sur 1’action de I’antibiotique :
- Le milieu,
- Le nombre et I’état des bactéries,

- Le type d’observation.
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Figure 1.1 : Détermination de la CMI d’un antibiotique par dilution en milieu liquide.

1.4.6.4- Méthode de dilution en milieu solide

Le principe de la technique de dilution en milieu solide est identique, 1’antibiotique

étant ici incorporé dans la gélose maintenue a une température de 55°C. L’intérét de cette
technique de dilution en milieu solide réside dans la possibilité d’étudier un grand nombre de
souches bactériennes au moyen d’une série de boites de Pétri préparées avec différentes
concentrations de la substance.
Cette technique consiste a incorporer la substance a étudier a une concentration donnée dans
la gélose maintenue a une température de 55°C. Une série de boites de Pétri est préparée avec
différentes concentrations de la substance. On ensemence par la suite la surface du milieu
gélosé préalablement préparé avec les diverses bactéries ciblées. Cette technique est illustrée
par la figure 1.2.

Figure 1.2 : Ensemencement des souches sous forme de stries avant incubation.
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L’ensemencement est réalisé soit :

- D’une facon automatisée a I’aide d’un dispositif portant des tiges métalliques qui les
déposent avec un méme volume en forme de puits.

- Manuellement a I’aide d’une pipette pasteur sous forme de stries.

L’estimation du pouvoir antimicrobien se fait apres incubation pendant 18 heures a 37°C en

notant la croissance ou I’absence de croissance de chaque souche.

1.4.6.5- Méthode de diffusion en milieu solide

Elle est appelée aussi technique de " I’antibiogramme" (Figure 1.3) Les disques de
papier buvard imprégnés d’une quantité¢ définie d’antibiotique sont déposés a la surface d’un
milieu gelosé (Mdaller Hinton), préalablement ensemencé avec la suspension bactérienne
ciblée [102].

A partir du disque, I’antibiotique diffuse dans la gélose, sa concentration étant d’autant
plus faible qu’on s’¢loigne de la source (gradient de concentration). Les boites de Pétri
(milieu de culture) sont incubées (18 h a 37 °C). A la lecture on constate que chaque disque
est entouré d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne : la multiplication des
microorganismes s’arréte 1a ou il existe une concentration d’antibiotique supérieur ou égale a
la CMI. La figure 1.4 montre une représentation théorique de cette technique.

Pour chaque antibiotique on mesure le diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne et on

en déduit la valeur approchée de la CMI de 1’agent antimicrobien vis a vis de la souche

étudiee.
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Figure 1.3 : Antibiogramme
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Figure 1.4 : Détermination de la CMI d’un antibiotique par diffusion en milieu solide.

1.4.7- Conclusion

Nous avons pu voir au cours de cette revue bibliographique que les B-énaminones sont
d’excellents candidats pour la conception de molécules a haut degré de fonctionnalisation. La
faculté de ces systemes polyvalents a réagir a la fois avec des électrophiles et des
nucléophiles, permet en effet de générer une variété de molécules polyhétérocycliques
d’intérét biologique. Nous avons ensuite souligné les potentialités offertes par les hétérocycles
a cing et six chainons (benzimidazole, 2- pyrone , pyrrolidine et pyrazole) dans le domaine de
la chimie thérapeutique et I’intérét porté par les chimistes a 1’élaboration de ces structures. Ce

theme de recherche sera donc approfondi au cours de ce mémoire.

1.5 - Objectifs de ce travail

L’un des axes de recherche de notre laboratoire est 1’utilisation des B-énaminones comme
précurseurs clés pour 1’élaboration d’une grande diversité de structures polyfonctionnalisées a
intérét biologique. En effet ces intermédiaires extrémement précieux en synthése organique,
ont permis d’accéder a une large gamme de molécules hétérocycliques contenant des noyaux

connus pour leurs bioactivités [103,104].
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Dans des travaux plus récents, notre groupe de recherche a étudié la réactivité des
énaminodimedones 94 issues d’une autre 1,3-dicétone cyclique (la dimédone) qui a fait
I’objet de nombreux travaux. Ces énaminodimédones se sont avérés étre des synthons de
choix pour la conception de différents squelettes incluant plusieurs motifs hétérocycliques

[105,106] représentés sur le schéma 1.11 ci apres.

HaC  CHy

X

o” o

Dimédone

R
R
N CH,
X\ NH; NH HsC
H3C R HsC
o} N\ N
NH AN <~ E—— N~
H,N
o
94 (]
HsC CHs3 /
o} HaC

Q(”HWN” @ i S%Q

e} s H

Schéma 1.11 -Les différents motifs issus des énaminodimédones 94

Depuis plusieurs années, notre équipe a mis a profit la réactivit¢ de [’acide

dehydroacétique, puissant outil synthétique, pour la mise au point de méthodologies originales
qui ont généré, différents composés hétérocycles [107-109].
La B-dicétone 96, produit d’ouverture du cycle pyranique du DHA, a quand a elle, permis
I’obtention des P —pyrazoloénaminones. Ces derniéres engagées dans des réactions de
cyclisation, ont conduit aux structures pyrazoloxazinones et pyrazolooxazinthiones [110].
(Schéma 1.12)
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Schéma 1.12 - Les différents composés hétérocycliques issus du DHA.

Nos travaux s’inscrivent dans la continuité des recherches menées au Laboratoire sur
la chimie des B-énaminones. Afin de diversifier la gamme des molécules hétérocycliques,
nous nous proposons de les utiliser comme briques moléculaires dans nos syntheses.

Dans ce contexte, nous avons envisagé de développer dans les prochains chapitres des voies
d’acces a des dérivés benzimidazole 95 et & de nouvelles structures 98 incorporant a la fois
les noyaux pyrazol , 2-pyrone et le motif pyrrol idine. Les stratégies de synthése que nous
avons adopté impliquent comme précurseur clé les P-enaminodimedones 94 et B-
pyrazoloenaminones 97 respectivement schéma 1.13.

L'activité antimicrobienne de ces composés a été évaluée en collaboration avec Madame S.

Merabtene chef d’unité du service des milieux de culture de I’institut Pasteur d’Alger.
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11.1- Introduction

Compte tenu de ’importance synthétique des 1,3-dicétones et de leur grande réactivite,
nous avons envisagé dans cette partie I’exploitation de ces fonctions dans la dimédone (1,3-
dicétone cyclique) utilisée comme produit de base dans la succession de réactions conduisant a la
structure benzimidazole via les énaminodimédones 94. En effet, nous avons, dans une premiere
étape, synthétise les dérivés intermédiaires 94 dont 1’étude de la réactivité vis-a-vis des
aldéhydes masqués (DMF-DMA et DMA-DMA), a permis d’accéder, dans une deuxi¢me étape,
a une série de composés présentant le noyau benzimidazole N-substitué 95 qui se distingue par

son haut potentiel en chimie médicinale.

I1.2- Synthese des intermédiaires eénaminodimédones 94, précurseurs du

noyau benzimidazole

Les B-énaminodimédones 94 sont générées par action de (11 mmol, 1.1 éq) d’o-
phénylenediamines sur (10 mmol,1 éq) de dimédone en utilisant deux techniques, au reflux de
I’éthanol et sous chauffage aux micro- ondes a 300 W en I’absence de solvant (avancement de la
réaction suivi par CCM) selon le schéma réactionnel 11.1 ci-apres [1]. Les données physiques et
les rendements obtenus selon les deux techniques de synthése de ces dérivés sont rassemblés

dans le tableau 11.1.

@]
CH
NH 3
H,N
ou parMO
No M e ]
HsC O
CHj @]
94
R=H, CH,, Cl

Schéma 11.1: Synthese des dérivés 94
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Tableau I1.1: Propriétés physiques et synthese des dérivés 94 selon deux méthodes.

Dérivés R EtOH a reflux Micro-ondes T:(°C)
Rdt Temps
o)
Rdt % | Temps (h) % (mn)
94a H 78 8 82 13 163-165
94b CH3 75 9 81 20 182-184
94c Cl 71 12 75 28 188-190

Ces résultats montrent que, par rapport au chauffage classique, 1’activation aux
micro-ondes en milieu sec a été d’un grand apport tant du point de vue réduction des temps de

réaction, que de 1’augmentation des rendements réactionnels.

11.3-Caractérisation des précurseurs 94

11.3.1- Spectroscopie IR

L’étude des spectres IR des dérivés 94 a-c pris en suspension dans KBr montre la
présence de deux bandes fine et intense & 1241-1351 cm™ et 1631-1665 cm™ caractéristiques

des vibrations des groupements C-N et C=0 respectivement (Tableau 11.2).

Une autre bande plus intense apparait entre 3196-3322 cm™ est attribuée & la vibration N-H et

deux bandes de vibration entre 3302- 3501cm- relatives au NH,

Tableau 1.2 : Donnés IR des précurseurs 94

IR (KBr) ; vem™.
Composés R
C=0 NH; NH C-N
94a H 1665 3447 et 3302 3322 1334
94b CH3 1631 3468 et 3333 3196 1241
94c Cl 1638 3501 et 3435 3304 1352
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11.3.2- Spectroscopie RMN 'H

La structure des intermédiaires 94 a été confirmée par la RMN du proton réalisée dans

le DMSO-ds, I’attribution des signaux est reportée dans le tableau 11.3, elle appuie la

structure attendue.

Tableau I1. 3: RMN *H (3 ppm) des précurseurs 94.

Composés R RMN 'H (8 ppm) (400MHz, DMSO-ds)

1,02 (s, 6H, 2CH3); 1,99 (s, 2H, NC-CH2);

94a H 2,37 (s, 2H, OC-CH2); 4,63 (s, 1H, =CH); 4,84 (s, 2H, NH2);
6,63-6,99 (M, 4H, Ar); 8,13 (s, 1H, NH).
1,01 (s, 6H, 2CH3); 1,98 (s, 2H, NC-CH2);

94b CH3  [2,35(s, 2H, OC-CH2); 4,62 (s, 1H, =CH ); 4,75 (s, 2H, NH2);
6,36-6,78 (m, 3H, Ar); 8,06 (s, LH, NH)
1,02 (s, 6H, 2CH3); 2,00 (s, 2H, NC-CH2); 2,36 (s, 2H, OC-

94c Cl CH2); 461 (s, 1H, =CH ); 519 (s, 2H, NH2);
6,53-6,92 (M, 3H, Ar); 8,11 (s, 1H, NH).

Nous donnons a titre d’exemple les attributions des déplacements chimiques en RMN

'H pour le dérivé 94a (Schéma I1.2).

1,02 (s) —%

HaC
H

2,37 (s)

CH; H \
@)

1,99 (s)

8,13 (s)

H/
) S—
N

4,63 (s) 4,84 (s)

Schéma 11. 2 : Caractéristiques spectrales RMN *H (5 ppm) du dérivé 94a
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11.4- Synthése des benzimidazoles 95

Les structures benzimidazoles 95a-c ont été obtenues en procédant a la réaction
d’hétérocyclisation des intermédiaires 94 en présence de 1’aldéhyde masqué le DMF- DMA
(N,N-dimethylformamide diméthyle acétal, R;=H). Afin d’examiner I’effet induit par
I’introduction d’un groupement méthyle en position 2 du noyau benzimidazole sur les
propriétés antimicrobiennes, nous avons utilisé un autre dérivé le DMA-DMA (N,N-
dimethylacetamide diméthyle acétal, R;= CH3) qui a permis d’accéder aux 2-
methylbenzimidazoles 95d-f. Dans le but d’apprécier les parameétres expérimentaux, les
diverses reactions ont été réalisées en utilisant dans les mémes conditions, deux voies de
synthese : Le chauffage au refux du solvant et la technique « couplage milieu sec / irradiation

micro-ondes ».

11.4.1- Réaction au reflux du solvant

Dans ce cas le noyau benzimidazoles 95 est formé (Schéma I1.3) en soumettant les
énaminodimédones 94 a I’action des aldéhydes masqués R;C(OMe);NMe, au reflux du
dichlorométhane en présence d’acide acétique comme catalyseur. L’évolution de la réaction
suivie par CCM, montre a chaque fois 1’obtention d’un produit unique. La réaction dure
quelques heures (8h-12h). Nous avons, a chaque fois, isolé par évaporation puis
recristallisation dans 1’éthanol, les produits ciblés avec des rendements allant de 62 a 75%.

Leurs données physiques sont reportées sur le tableau 11.4.

HaC
NH
HyC | X R1C(OMe)N(Me),

R

| H,N
0

94

Schéma I1. 3: Synthése des benzimidazoles 95

Tableau I1. 4: Propriétés physiques des dérivés benzimidazoles 95
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Composes 95a 95b 95¢ 95d 95e 95f
R H CH3 Cl H CH3 Cl

R1 H H H CH3 CH3 CH3
Rdt % 75 62 65 64 75 70
Temps (h) 6 6 8 8 9 9

T¢ (°C) 180-182 | 196-198 | 210-212 | 188-190 | 190-192 | 220-222

bleu- :

blanc marron . blanc Jaune gris

Couleur fonce
I.R(KBr)| v C=N 1506 1504 1507 1534 1530 1525
v (cm?) | v C=0 1649 1660 1646 1635 1667 1673

11.4.2- Réaction sous irradiation aux micro-ondes

Cette nouvelle technigue est largement utilisée dans la synthése de molécules actives

en raison du grand intérét qu’elle présente par rapport au chauffage classique ainsi que pour la

protection de 1’environnement. Ceci nous a incités a 1’appliquer a la réaction précédente.

Dans ces conditions, nous avons opéré a sec a et a une puissance de 300 W. La fin de la

réaction est ainsi confirmée par CCM avec des temps d’irradiation variant entre 14 — 45

minutes suivant la nature du substituant.

Le produit final récupéré a été recristallisé dans

I’éthanol. Le tableau 1.5 présente les résultats des deux réactions réalisées selon les deux

techniques.

Tableau I1.5 : Syntheése des dérivés 95 dans CH,ClI; a reflux et par chauffage micro-ondes.

Dérivés | R Rs CH,Cl, & reflux Micro-ondes
(300W)
Rdt % [ Temps(h) | Rdt% | Temps (min)
95a H H 75 6 70 30
95b CH3 H 65 6 64 45
95¢ CL H 62 8 74 40
95d H CH3 64 8 75 18
95e CH3 CH3 75 9 69 16
95f CL CH3 70 9 73 14

La synthese des benzimidazoles 95 utilisant le chauffage conventionnel, nécessite des

temps de reflux compris entre 6 et 9 heures. En revanche | utilisation des irradiations aux
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micro-ondes s’est révélée efficace et rapide. En effet elle a permis de réduire les temps
réactionnels de fagcon trés significative (entre 15 et 45 minutes) et d obtenir ces composés
avec des rendements similaires a ceux obtenus par chauffage conventionnel voire supérieurs

dans certains cas.

I1.5- Caractérisation spectrale des structures benzimidazoles 95
Les méthodes spectroscopiques usuelles de RMN *H, *3C, IR et spectrométrie de
masse Electrospray en mode positif (ESI) ont servi comme outils de base pour établir les

structures des produits 95 obtenus.
11.5.1- Spectroscopie IR

L’¢tude des spectres infrarouge des dérivés 95, pris dans le KBr, montre la
disparition de la bande d’absorption du NH; dans I’intervalle 3400-3500 cm™. Elle indique
aussi la présence d’une bande d’absorption entre 1646 — 1673 cm™ due au groupement C=0
et une autre bande entre 1504 — 1534 cm™ caractéristique de groupement C=N.
(Tableau 11.3). Ces premiéres données militent en faveur de la structure 95 attendue.

11.5.2- Spectroscopie de RMN
I1.5.2.1- RMN du proton

Une analyse des spectres de RMN*H des produits 95 enregistrés dans le CDCl; & 400
MHz, indique la disparition des signaux relatifs aux protons des groupements NH; (-5 ppm)
et NH (- 8,1 ppm) des précurseurs 94 ce qui atteste de leur participation dans la réaction

d’hétérocyclisation.
On note aussi:

» Pour les dérivés 95a-c (R;= H), la présence d’un nouveau singulet a environ 8,2 ppm
dont I’intégrale correspond parfaitement au proton porté par le carbone C,- du cycle

imidazole.

> Pour les dérivés 95d-f (R;= CHg), I’apparition d’un nouveau singulet résonnant a 2,60

ppm attribuable au méthyle introduit sur le C,: du cycle benzimidazole.
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Nous donnons dans le schéma I1-4 les différents déplacements chimiques du dérivé 95a

2879 1,23 (9)
6,43 (9 2,43 (9)
8,19 (9

N " H
\\ I
N
7,37_7,85 (M) __»

Schéma 11.4 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 95a.

11.5.2.2-RMN du carbone 13

La structure des produits 95 a été appuyée par la RMN du carbone 13 (100,6 MHz,

CDCI3) qui montre notamment :

% Pour les derivés 95a-c (R;= H), la présence du signal caractéristique du carbone C,: de

la fonction imine (HC=N) qui apparait a environ 140 ppm.

¢ Pour les dérivés 95d-f (R1= CHg), I’apparition de deux nouveaux signaux a 15 et 150
ppm correspondants respectivement au carbone du groupement méthyle en C,: et a celui
de I’imine (HC=N).

Nous indiquons sur le schéma I1.5 les différentes attributions des déplacements chimiques

en RMN * C 95a.
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28

50
198
42
112
151
140
116_125——>
132-14¢

Schéma 11.5 : Caractéristiques spectrales RMN **C du dérivé 95a.

11.5.3- Spectrométrie de masse

Les spectres de masse ESI en mode positif de tous les produits 95 confirment
également la structure par la présence systématique de 1’ion quasi-moléculaire [M+ H]

correspondant a la formule globale attendue. (Tableau I1.6).

Tableau 11.6 : Spectrométrie ESI des composés 95

Produit 95a 95b 95¢ 95d 95e 95f
R H cH3 Cl H CH3 Cl
R H H H cH3 cH3 cH3
mz [M] 240 254 274 254 268 288
Théorique
miz [M+HTT | 241 255 275 255 269 289
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11.6- Proposition du mécanisme réactionnel

La formation des composés 95 peut étre expliquée par le mécanisme suivant (Schéma 11.6).

M (‘H\ ak A OCHy | ROW

2

k/f N )< (IDLCHS
OCH3 S He N M5 he . 0

H,C

3 N\ H 0

sC

m e T Em mm mm mm mm mm mm Em Em Em Em Em Em Em Em o o,
Pu)
Py

o o Em Em Ee o e o Ee e Ee e Ee Ew Em o o

-
~

Schéma 11.6 : Mécanisme de formation des composés 95.

La réaction est amorcée par I’attaque de 1’azote du groupement NH, des énaminones
94 sur le carbone diméthoxylé du DMF-DMA ou DMA-DMA. L’élimination successive
d’une molécule de diméthylamine et de méthanol conduit a I’ion intermédiaire [B] qui cyclise
en benzimidazoles 95, par I’implication de I’amine secondaire et la perte d’une deuxiéme
molécule de CH3;OH.



Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons préparé en une seule étape des composes
incorporant le noyau benzimidazole au départ des énaminones 94 issues de la dimédone peu
couteuse. Deux techniques ont été utilisées, le chauffage classique et sous micro-ondes en
milieu sec. L’irradiation sous micro-ondes a permis de réduire considérablement les temps
réactionnels et d’obtenir des rendements comparables a ceux obtenus par chauffage classique
voire supérieurs dans certains cas. Nous avons également proposé un mécanisme de formation
des benzimidazoles 95. Ces derniers feront I’objet d’une étude de 1’activité antimicrobienne

vis-a-vis de divers germes.
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Partie expérimentale

Procédé général d’obtention des composés de structure 94

Meéthode A : Chauffage classique

A (3 mmol, leq) de la démidone solubilisées dans 12 ml d’éthanol, est additionné
(3,3 mmol, 1,1eq) d’orthophénylénesdiamines substituées. Le mélange réactionnel est
maintenu sous agitation a reflux, le suivie de la réaction a été réalisé par chromatographie sur
couche mince avec le mélange acétate d’¢thyle/méthanol comme éluant dans un rapport 97/3.
Apres évaporation partielle (6 ml) du solvant, le brut réactionnel est lavé avec I’éther.

le précipité formé est filtré puis séché pour donner 1’énaminone 94 sous forme de poudre.

Meéthode B : Irradiation par micro-ondes

Un tube pyrex contenant (Immol, 1éq) de la démidone, (1.1mol, 1.1éq)
d’orthophénylénesdiamines est introduit dans un four micro-ondes. On procede alors a des
activations d’une minute & une puissance de 300W. Les réactions ont été suivies par CCM
dans 1’éluant acétate d’éthyle/méthanol dans un rapport 97/3. Le brut réactionnel est lave a

I’éther, le précipité formé est filtré puis seché.

3-[(2-aminophenyl)amino]-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one 94a

Tt: 163-165 °C.
IR (KBr, V (cm™): 1334 (C-N), 1665 (C=0). 3322(NH)
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 1,02 (s, 6H, 2CH3); 1,99 (s, 2H, NC-CH2);
2,37 (s, 2H, OC-CH?2); 4,63 (s, 1H, =CH); 4,84 (s, 2H, NH2): 6,63-6,99 (m, 4H, Ar);

8,13 (s, 1H, NH).
3-[(2-amino-5-methylphenyl)amino]-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one 94b

Tr: 182-184 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1241 (C-N), 1631 (C=0), 3196(NH)

RMN 'H (400 MHz, DMSO0-d6) & (ppm) 1,01 (s, 6H, 2CH3); 1,98 (s, 2H, NC-CH2);
2,35 (s, 2H, OC-CH2); 4,62 (s, 1H, =CH ); 4,75 (s, 2H, NH2); 6,36-6,78 (m, 3H, Ar); 8,06 (s,
1H, NH)

3-[(2-amino-5-chlorophenyl)amino]-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one 94c

Ty: 188-190 °C.
IR (KBr, V (cm™)): 1352 (C-N), 1638 (C=0). 3304(NH)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 1,02 (s, 6H, 2CH3): 2,00 (s, 2H, NC-CH2);

2,36 (s, 2H, OC-CH2); 4,61 (s, 1H, =CH ); 5,19 (s, 2H, NH2): 6,53-6,92 (m, 3H, Ar):
8,11 (s, 1H, NH).
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Procédé général d’obtention des composés de structure 95

Méthode A : Chauffage classique

A (Immol, leq) d’énaminone 94, dans 15 mL de dichloromethane anhydre, on ajoute
(Immol, 1eq) de N,N-dimethylformamide (acétamide)dimethylacétal et 0,ImL d’acide
acétique glacial. L’ensemble est porté a reflux sous agitation entre 6 a 9 heures, ’avancement
de la réaction est suivi par CCM (éluant AcOEt /MeOH, 98/2). Apres évaporation a sec du

mélange réactionnel, le résidu obtenu est recristallisé dans 1’éthanol.

Meéthode B : Irradiation par micro-ondes

Un tube pyrex contenant (Immol, 1éq) d’énaminone 94, (1.1mol, 1.1éq) de
DMF(DMA)-DMA et 0,1mL d’acide acétique glacial est introduit dans un four micro-ondes.
On procede alors a des activations d’une minute a une puissance de 300W. Les réactions ont
été suivies par CCM dans I’¢luant ACOEt /MeOH dans un rapport 98/2 . Le brut réactionnel

est lavé a 1’éther puis purifié€ par recristallisation dans I’éthanol.

3-(1H-benzimidazol-1-yl)-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one 95a
Tr. 180-182 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1506 (C=N), 1646 (C=0).

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 1,23(s, 6H); 2,43 (s, 2H); 2.87 (s, 2H); 6.43 (s, 1H);
7,37-7,85 (m, 4H).

RMN 3C (100,6 MHz, CDCls) & (ppm) 28,2 (2CHs en Cs); 33,6 (Cs); 42,1 (C4); 50,4 (Ce);
112,5 (C,); 116,0. 121,0. 123,9. 124,6. 131,8. 144,6 (C Ar); 140,3(C,); 1514 (Cy);
198,3(C=0).

SM (ESI) m/z 241[M+H]*
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5, 5-dimethyl-3-(5-methyl-1H-benzimidazol-1-yl) cyclohex-2-en-1-one 95b
Ts: 196-198°C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1504(C=N), 1660(C=0)

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm) 1,25(s, 6H); 2,44 (s, 2H); 2,51 (s, 3H); 2,87 (s, 2H);
6,44 (s, 1H); 7,23-7,87 (m, 3H).

RMN *3C (100,6 MHz, CDCI3) & (ppm) 21,3. 28.3 (2CHaen Cs); 33,6 (Cs); 42,1 (C4); 50,5
(Ce), 112,2 (C2);115,5. 121,0. 126,1. 130,0. 134,0. 145,1. (C Ar); 140,3(Cy?); 151,5(Cy3);
198,4(C=0).

SM (ESI) m/z 255.0 [M+H]".

3-(5-chloro-1H-benzimidazol-1-yl)-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one 95c

Tr: 210-212 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1507(C=N), 1646(C=0).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm):1,24 (s, 6H); 2,45 (s, 2H): 2.85 (s, 2H); 6,39 (s, 1H);
7,35-7,83 (m, 3H); 8,17 (s, 1H).

RMN *3C (100,6 MHz, CDCl3) & (ppm) 28,3 (2CHaen Cs); 33,8 (Cs); 42,3 (Cy); 50,6 (Ce);
113,1 (C,); 116,6. 121,1. 125,1. 129,7. 130,6. 145,7 (C Ar); 141,4 (C»"); 151,0 (Cs);
198,1(C=0).

SM (ESI) m/z 275.0 [M+H]"

5, 5-dimethyl-3(2-methyl-1H-benzimidazol-1-yl) cyclohex-2-en-1-one 95d

T¢: 188-190 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1534(C=N), 1635(C=0).

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 1,25(s, 6H); 2,47 (s, 2H); 2,61 (s, 3H); 2,69 (s, 2H);
6,19 (s, 1H); 7,25-7,72 (m, 4H).
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RMN C (100,6 MHz, CDCl3) & (ppm) 15,1 (CH3en C»,) ; 28,1 (2CHsen Cs) ; 34,0 (Cs) ;
43,4 (C4); 51,0 (Cs); 110,2 (C,); 119,5. 123,0. 123,2. 125,6. 134,3. 143,0 (C Ar); 149,9 (C»);
153,1 (Cs); 198,3 (C=0).

SM (ESI) m/z 255,0. [M+H]".

3-(2, 5-dimethyl-1H-benzimedazol-1-yl)-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one
95e

T¢: 190-192 °C.

I.R (KBr, V (cm™)): 1530(C=N), 1667(C=0).

RMN *H (400 MHz, CDcls) & (ppm) 1,24(s, 6H); 2,46 (s, 5H, CH3+CH2); 2,59 (s, 3H); 2,68
(s, 2H); 6,16 (s, 1H); 7,07-7,48 (m, 3H).

RMN *3C (100,6 MHz, CDCl3) & (ppm) 15,1 (CHsen C"); 21,4 (CH3 Ar);

28,0 (2CHaen Cs); 34,0 (Cs); 43,3 (C4); 50,9 (C6); 109,8 (C2); 119,3. 124,5. 125,1.127,9.
132,8. 143,2 (C Ar); 149,9 (C»"); 153,2 (C3); 198,4 (C=0).

SM (ESI) m/z 269.0 [M+H]".

3-(5-chloro-2-methyl-1H-benzimidazol-1-yl)-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-
one 95f

Tt: 220-222 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1525(C=N), 1673(C=0).

RMN *H (400 MHz, CDcls) & (ppm) 1,25(s, 6H); 2,48 (s, 2H); 2,61 (s, 3H); 2,66 (s, 2H);
6,18 (s, 1H); 7,18-7,69 (m, 3H).

RMN “*C (100,6 MHz, CDCl5) & (ppm) 15,2 (CHsen Cy'); 28,1 (2CH3en Cs); 34,1 (Cs); 43,5
(Cy); 51,02 (Cg); 110,1 (Cyp); 119,5. 123,6. 126,0. 128,7. 133,2. 143,98 (C Ar) ; 151,3 (Cy) ;
152,6 (Cs) ; 198,2 (C=0).

SM(ESI) m/z 289,0 [M+H]".
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I11.1- Introduction

Les résultats obtenus lors du précédent chapitre ont montré que les B-énaminones
sont des synthons intéressants qui offrent une large palette de transformations possibles. En
effet elles ont permis ’accés aux dérivés benzimidazoles 95. Dans la continuité de ce travail
nous avons envisagé d’étendre le champ d’application des énaminones aux J-
pyrazoloénaminones 97 issues de I’acide déhydroacétique (DHA) afin d’accéder a d’autres
cibles moléculaires d’une complexité structurelle plus élevée.

Comme nous I’avons précisé dans la partie bibliographique, les noyaux pyrazol, 2-pyrone et
pyrrolidine possedent des propriétés pharmacologiques diverses. Dans ce contexte, nous
avons voulu synthétiser au départ des intermédiaires 97 de nouvelles molécules associant ces
trois motifs de structure pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98 présentant de potentielles

activités biologiques.

I11.2- Synthese des précurseurs B-pyrazoloénaminones 97

La méthodologie adoptée pour accéder aux composeés 98 s’articule autour du
schéma réactionnel 111.1. Elle consiste dans un premier temps a préparer a partir de 1’acide
déhydroacétique, par ouverture du cycle pyronique, la 1,3-dicétone pyrazolée 96. Cette

synthese a été réalisée en deux étapes selon le procédé précédemment décrit par Gelin [1].

OH O o o RS
NH (0]
| 1/ PhNH-NH, Il i Lo
3
| N CHs  EtOH,A HaC \ Ny RN, H3g/ X2 \zh/
B — e /
DHA 96 97

R = pCH,C.H,, pCIC,H,, pBrCH,

Schéma 111.1 : Synthése des composés 97 a partir du DHA

Les B-pyrazoloénaminones 97 précurseurs des structures 98 ont été ensuite préparées
selon une approche décrite dans la littérature [2]. Celle-ci consiste a faire réagir au reflux de
I’éthanol 5 mmol de B-dicétone 96 et 5 mmol de monoamines primaires aromatiques (Suivi
de la réaction par CCM). Le précipite formé est filtré, puis lavé plusieurs fois avec du

méthanol chaud pour donner les synthons 97 sous forme d’une poudre jaune-orange. La

76



recristallisation de ces derniers n’a pas été nécessaire. Le tableau Ill.1 regroupe les

caractéristiques physiques des dérivés 97.

Tableau I11.1 : Caractéristiques physiques des précurseurs 97.

Composé R Rdt (%) T (°C)
97a p-CH3CgHa 75 164-166
97b p-CICsH, 68 158-160
97¢c p-BrCeHa 65 148-150

111.3- Caractérisation spectrale des précurseurs 97

111.3.1- Spectroscopie RMN
111.3.1.1- RMN du proton

Pour les trois intermédiaires 97a, 97b et 97c, les spectres RMN'H (tableau 111.2)
réalisés dans le CDCIl; a 300MHz montrent les signaux caractéristiques des protons du
groupement R introduit via I’énamination de la dicétone 96. Les autres signaux correspondent
a ceux attendus pour ces derniers. Nous avons choisi a titre d’exemple de reporter sur le
schéma I11.2 les déplacements chimiques du dérivé 97a sur lequel on observe la présence
d’un nouveau signal sous forme d’un singulet a 2,37 ppm attribuable aux trois protons du

groupement méthyle se trouvant sur le phényle.

Tableau 111.2 : Caractéristiques spectrales RMN *H des dérivés 97.

COMPOSES R 6 (ppm) (300MHz, CDCls)
2,11 (s, 3H, CHs); 2,37 (s, 3H, Ar-CHy)
97a p-CH3CeHs 2,48 (s, 3H, N-N=CCHB3); 5,35 (s, 1H , C=CH),

7,04-7,89 (m, 10H , 2ar, NH ); 11,87 (s, 1H , OH).

2,12 (s, 3H, CH3); 2,48 (s, 3H, N-N=CCH3),
97b p-CICgH; | 5,39 (s, 1H, C=CH); 7,09-7,88 (m, 10H , 2Ar, NH);
- 12,00 (s, 1H, OH)

2,10 (s, 3H, CH3); 2,47 (s, 3H, N-N=CCH3);
/C p-BrCsH, 5,38 (s,1H,C=CH); 7,01-7,88 (m, 10H , 2Ar, NH);
12,00 (s, 1H, OH).
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7,04-7,89(m)

2,37(5) —» HAC Ng//

_H

N CHy<——— 2,48(s)

|
2148 > Hsc/& N

H /
5,35(8) / HO N
11,87(s) 7 @} < 7,04-7,89(m)

Schéma 111.2 : Caractéristiques spectrales RMNH (8 (ppm)) du dérivé 97a.

111.3.1.2- RMN du carbone *C

L’étude des spectres RMN **C des dérivés 97a, 97b et 97c, enregistrés dans le
CDClza 100.6 MHz ont permis de relever, en plus des déplacements chimiques & (ppm) des
signaux attendus, de nouveaux signaux correspondants aux carbones du groupement R (p-
méthylphényl, p-chlorolphényl, p-bromophényl) inséré. Les attributions détaillées des signaux

sont rassemblées sur le tableau 111.3.

Tableau 111.3 : Caractéristiques spectrales RMN *3C (8 ppm) des précurseurs 91.

Comp. | ch, | ¢, |arCHs | C» | C. Cu C; | G | G | C=0
97a |159 | 207 | 209 |934 1005 | 120,4-138,0 | 1464 | 160,6 | 1624 | 1838
97b | 159 |20,7| ~ | 9451008 | 120,5-137,8 | 1464 | 1600 | 161,3 | 184.6
97c¢ | 159 |207| - |946 1008 |119,2-137,8 | 146,3 | 160,0 | 161,1 | 184,5

I11.4-Synthese des pyrazolopyranopyrrole-1,6-diones 98

Les B-pyrazoloénaminones 97 précédemment obtenues comportant un systeme o,-
insaturé de type —N-C=C-C=0, entité requise pour la réaction envisagée, ont été dissoutes
dans du dichlorométhane et engagées a 0°C dans une cyclisation en présence d’un agent
biélectrophile judicieusement choisi le chlorure de fumaryle ( CICO-CH=CH-COCI)
(Schéma 111.3).

78



CgHs CgH
N My
R HsC—37 T H3C—3'\/ 1
~ 5 5
NH ] CH 4'— \‘9 4,;5\
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Schéma 111.3 : Synthése des composés 98

Ces conditions ont permis d’isoler en une seule étape avec des rendements compris
entre 64 et 69 % des structures inedites de type pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98 dont les

données physico-chimiques sont consignées dans le tableau 111.4.

Tableau I11.4 : Propriétés physico-chimiques des dérivés 98

Composés 98a 98b 98¢
R p-CH3CgH., p-CIC¢Hs | p-BrCeHa
Rdt. % 64 69 67
Temps(h) 12 15 12
T¢(°C) 222-224 220-222 195- 197
Couleur Jaune bleu- foncé marron
L C=0
I.LR(KBr) | Pyrazole 1636 1627 1636
V C=0
v (cm™) | Lactone 1659 1678 1673
V C=0
Pyrolidinone 1729 1711 1720

79



I11.5- Caractérisation spectrale des pyrazolopyranopyrrole-1,6-diones 98

Le composé 98a a été totalement caractérisé par IR, RMN (*H, *3C), spectrométrie de
masse et diffraction des rayons X. Tandis que les dérivés 98b et 98c ont été identifies par IR
et RMN 'H.

111.5.1- Spectroscopie IR

Les spectres infrarouges des composés 98a, 98b et 98c présentent trois bandes de
vibration & 1626-1636 cm ', a 1659-1678 cm™ et & 1711-1729 cm™ correspondant
respectivement aux carbonyles (C=0) de la pyrazolone , de la lactone et celui de la

pyrrolidinone appuyant ainsi la forme cétonique 98;.

111.5.2- Spectroscopie RMN
111.5.2.1- RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton des pyrazolopyranopyrrole-
1,6-diones 98 ont été enregistrés a 300 MHz dans le DMSO-ds. Les attributions des signaux

sont reportées sur le tableau 111.5 et sont en accord avec la structure proposée.

Tableau 111.5 : RMN *H (5( ppm), J (Hz)) des pyrazolopyranopyrrole-1,6-diones 98
COMpPOSES R 6 (ppm), J (Hz) (300 MHz, DMSO-ds)

1,10 (d, 3H, J= 6,2HZ, C4-CHa); 2,32 (s, 3H, Ar-CHa);
98a | p-CH3CeHa |2.46 (s, 3H, C-CHs): 5,80 (q, 1H, J= 6,2HZ, Ca-H):
6,37 (5, 1H, C;-H); 7,27-7,71 (m, 10H, 2Ar, C,5-H)

1,13 (d, 3H, J= 6,2HZ, C;-CH3); 2,47 (s, 3H, C-CH);
98b  |p-CICeHs |59 (g, 1H, J= 6,2HZ, Cs-H); 6,39 (5, 1H, Cr-H);
7,27-7,73 (m, 11H, 2Ar, Co-H)

1,13 (d, 3H, J= 6,2HZ, C;-CH3); 2,48 (s, 3H, C-CHa);
98¢ |p-BrCeHs |588 (g, 1H, J= 6,2HZ, C5-H); 6,40 (s, 1H, Cr-H);
7,28-7,73 (M, 11H, 2Ar, C,a-H)

Le composé 98 est susceptible d’exister sous des formes tautomeéres parmi les quelles les
deux formes cétonique 98, et énolique 98, du schéma I11.3. Cependant, selon ’analyse
structurale, seule la forme cétonique 98; est présente. En effet ’examen des spectres RMN
'H montre la disparition des signaux relatifs au proton éthylénique =C»-H et a I’hydroxyle

Cs-OH  habituellement observés dans les précurseurs 97 a 5,40 ppm et 12 ppm
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respectivement. Cette observtion confirme la participation de ces fonctions dans la réaction

d’hétérocyclisation. On note également I’apparition des nouveaux pics:

% Un doublet centré & 1,12 ppm, intégrant pour trois protons (J= 6,2 Hz) correspondant
au méthyle porté par le carbone Cjs du cycle pyrrole.

% un signal sous forme d’un quadruplet centré & 5,86 ppm (J= 6,2 Hz), caractéristique
du proton lié au carbone C3 confirmant ainsi le non couplage de ce dernier avec le
proton vicinal en Cs, (Figure 111.1)

% Un signal sous forme d’un multiplet a 7,27-7,7 ppm, intégrant pour dix protons,

attribuable aux neuf protons aromatiques et a celui porté par le carbone C3, —H
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Figure I11.1: Spectre RMN *H du dérivé 98a
La grande mobilité du proton Hgs lié au carbone Cs, est due a sa position en o de deux

systémes o,B- insaturés (Schéma I11.4) d’ou le déblindage du signal de ce proton (7,27 -7,7

ppm) vers le domaine des protons aromatiques.
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I CHa

Schéma ll1.4

En se conformant a la figure 111.2, I’absence de couplage (J moyen =~ 0 ) du proton Haz avec le
proton voisin Hyy peut s’interpréter sur la base, d’une part, de la mobilité du proton Hys et
d’autre part, de la stéréochimie du composé 98a qui privilégie la configuration 98a cis ( Haz
et Hyq sont en position cis sur le cycle pyrrolidinone ) par rapport a la configuration 98a
trans, stériguement moins privilégiée, pour laguelle la valeur de la constante de couplage

devrait étre généralement plus élevée que celle de la configuration 98a cis.
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98a trans

Figure 111.2: Configuration spatiales du dérivé 98a.

Nous reportons a titre d’exemple sur le schéma I11.5 les déplacements chimiques RMN'H (8
(ppm), J (Hz)) du dérivé 98a.

CHy~—2,32(s)

- 727-171(m)

1 10 (d, J=6,2 Hz)

CH/—580 (q, J=6,2 Hz)
6,37(s) —>H
H : 727 7,71 (m)

o\”@}

246() — H3c

Schéma 111.5 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 98a.
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111.5.2.2- RMN du carbone 13

Dans des conditions similaires, le spectre de RMN **C réalisé & (75 MHz, DMSO-ds),
est en faveur de la structure 98.
L’¢étude des spectres RMN BCa permis de confirmer I’hétérocyclisation des précurseurs 97
impliquant leurs trois sites nucléophiles (N-C=C-C=0). Cette observation est confortée par

I’apparition pour le composé 98a de nouveaux signaux a:

% 161,5; 161,8 et 162 ppm caractéristiques des carbones C;, Cs: et Cg des trois

carbonyles des cycles pyrrolidinone, pyrazolone et lactone respectivement.

% 13,2; 55,4 et 96,6 ppm attribuables aux carbones du méthyle C;-CHgs, Cs, et Cs-H

respectivement.

D’autre part la comparaison du spectre RMN **C du produit de départ 97 avec le
compos¢ d’arrivé 98 révele 1’absence sur ce dernier du signal correspondant au carbone du
carbonyle C;=0O & 182-185 ppm confirmant ainsi son engagement dans la réaction de
cyclisation. Le Schéma 111.6 illustre les caractéristiques spectrales de RMN *3C (5 (ppm)) du

dérivé 98a.

115,3 -129,6 20,5

1336 Zﬁ _/ 136,1

1615 \ N\ / >

N 13,2
149,5 NN ¥
T

CH, 99,5

96,6 S NS
162 ——>= s

07 Vo7 NN _1153-129,6
152,3 -
103,1 N \

135,8

H,;C \
17,3 s 147,6

Schéma 111.6 : Déplacements chimiques du dérivé 98a en RMN **C
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111.5.3 - Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du dérivé 98a (Figure 111.3) obtenu par ionisation chimique
(NHs) présente un pic trés intense spécifique de 1’ion quasimoléculaire [M+H]"a m/z = 428
(100%) et le pic a m/z = 445 (35%) correspondant a I’ion [M +NH,4]". Les résultats sont

présentés sur le tableau I11.6.

Tableau 111.6: Spectrométrie de masse de 98a par ionisation chimique (NH3).

, Masse + +
, . M+H M +NH
compose moléculaire [ ] [ J
98a (M /z) 427 428 445
¢ Full ms [100,00-800.00]
428.1
mi }!“‘N’/CGHS
w0 HC—] |
3 =~ H
707 _,f? :-,:C_BfCH’
4 0= Nl
w;
J !‘r_! k / CHs
3 5.1
»:
:
446.2
T { s R MY 1 T 1 1 7 I 1 1 4
450 500 550
miz

Figure 111.3: Spectre de masse en ionisation chimique du dérivé 98a.
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111.5.4- Etude radiocristallographique

En vu d’appuyer davantage la structure des produits 98 synthétisés, nous avons fait
appel a la diffraction aux R.X aprés avoir obtenu un monocristal (recristallisation par
évaporation lente dans I’éthanol absolu) du dérivé 98a. L’ORTEP de ce dernier (Figure 111.4)
confirme effectivement la structure pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione qui cristallise avec deux

molécules d’eau et montre également la stéréochimie privilégiée de cette structure.

Figure 111.4: Diagramme ORTEP de la pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98a

Tableau 111.7 Données cristallographiques de 98a.

Formule chimique Cas Hag N3 Oy, 2(H, O)

Masse molaire 462.47

Température 150 K

Systeme cristallin Triclinique

Groupe d’espace P1

Dimensions de la maille a=10.3178(18) A a =63.929(8)°
b=10.7096(18) A B= B =76.778(8)°
c=11.6450(2) A v =82.069(8)°

Volume 1124.2(3) A3

Z 2

Radiation Ko Mo, A=0.71073 A
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111.6- Proposition du mécanisme réactionnel

Sur la base des données structurales déterminées ci-dessus, le mécanisme réactionnel

de formation des produits 98 peut étre interprété comme suit (Schéma 111.7) :

o M TE NN NN NN M M M M M M M M M E R - -—-,
o mm em Em o Em o o EE A EE EE A EE AN EE A EE Ee A Em Em o Em wm ws

Schéma 111.7 : Mécanisme de formation de la pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98

La premiere étape du mécanisme correspond a la formation de I’intermédiaire
dichlorure A par I’attaque nucléophile du fragment énamine sur le carbone éthylénique du
chlorure de fumaryle. L’intermédiaire pyrazolopyranone B est formé aprés I’attaque de
I’oxygene en Cy sur le carbone électrophile du groupement CI-C=0O et I’élimination d’une
molécule d’HCI. L’attaque de 1’azote de I’imine de B sur 1’autre carbonyle permet apres perte
d’une deuxiéme molécule d’HCI, d’obtenir I’intermédiaire C qui se réarrange par tautomérie

pour donner la structure pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98 ciblée.
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Conclusion

Nous avons développé une voie d’acces originale et efficace a une série de composés
inédits de type Pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98 avec de bons rendements. Cette nouvelle
stratégie de synthese, facile a mettre en ceuvre, utilise des réactifs simples et peu couteux. Elle
consiste a soumettre les B-pyrazoloénaminones 97, précurseurs clés aisément accessibles au
départ de I’acide déhydroacétique, a I’action d’un agent biélectrophile, le chlorure de
fumaryle. Au cours de cette synthése, nous avons observé un aspect inattendu sur la réactivité
des énaminones 97 vis-a-vis de ce réactif biélectrophile, a savoir 1I’implication des trois sites

nucléophiles de 97 dans la formation des structures 98.
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Partie expérimentale

Procédé général d’obtention des composés de structure 97

R

SNH O CH,

mon

3

H,C™ X2 NN\
& | N
5.\ /2

/"N

HO 1\
Ph

Nous avons introduit un équivalent de DHA (10mmol, 1.681g) avec un équivalent

de phénylhydrazine (10mmol, 0.985ml) dans 150 ml d’éthanol. La réaction a été suivie par
CCM avec I’¢luant CH2C12/MeOH dans un rapport de 94/6. Apres cing heures de reflux, La
CCM montre une seule tache. Aprés refroidissement Le précipité formé est récupéré par
filtration sous la forme d’une poudre jaune, qui est rincée avec de I’acétonitrile donnant acces
aux hydrazone.

En portant 9g d’hydrazone au reflux de I’acide acétique (60ml) pendant 2 heures

on obtient la 4-acétoacétyl-3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one avec un rendement de

91%. La réaction a été suivie par CCM (¢éluant éther de pétrole/acétate d’éthyle avec un
rapport 10/90), La B-dicétone formée est séparée en versant la solution obtenue sur de la
glace. Le précipité formé est récupéré par filtration, rincé avec de I’eau jusqu'a 1’obtention
d’un PH neutre ( le contrdle du PH a été réalisé avec du papier PH) . La recristallisation de ce
dernier est réaliséedans ’acétonitrile.

A une solution de B-dicétone (leq, Smmol) dans 1’éthanol (10ml) est ajoutée 1’amine
primaire (leq, 5mmol) sous agitation magnétique. Le milieu réactionnel est porté au reflux
pendant deux heures. La fin de la réaction est déterminée par CCM (éluant CH2CI2/MeOH
dans un rapport de 99/1).Le précipité formé est filtré, puis lavé plusieurs fois avec du
méthanol tiéde pour donner Les pyrazolénaminones 97 sous forme d’une poudre jaune-

orange.
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1-(5-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)-3-[(4-methylphenyl)amino]but-2-en-1-
one 97a

Rdt: 75%. Ts: 164-166 °C.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 2,11 (s, 3H , CHa); 2,37 (s, 3H, Ar-CHa)
2,48 (s, 3H, N-N=CCH3); 5,35 (s, 1H , C=CH) ,7,04-7,89 (m , 10H , 2ar, NH ); 11,87 (s, 1H , OH).

RMN “*C (100.6 MHz CDCl3) & (ppm) 15,9 (CHs); 20,7 ( C4); 20,9 (CHs Ar); 93,4 (C-);
100,5 (C4); 120,4-138,0 (Car); 146,4 (Cs); 160,6 (C’3), 162,4 (Cs), 183,8 (C;=0).

3-[(4-chlorophenyl)amino]-1-(5-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)but-2-en-1-
one 97b

Rdt: 68%. Ts: 158-160 °C.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 2,12 (s, 3H , CH3); 2,48 (s, 3H , N-N=CCH3),
5,39 (s, 1H, C=CH ); 7,09-7,88 (m , 10H , 2Ar, NH); 12,00 (s, 1H , OH)

RMN **C (100.6 MHz CDClI3) & (ppm) 15,9 (CHs): 20,7 ( C4); 94,5 (C-,); 100,8 (C4); 120,5-
137,8 (Car); 146,4 (Cs); 160,0 (C’3), 161,3 (Cs), 184,6 (C,=0).

3-[(4-bromophenyl)amino]-1-(5-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)but-2-en-1-
one 97¢

Rdt: 65%. Ts: 148-150 °C.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 2,10 (s, 3H , CH3); 2,47 (s, 3H , N-N=CCH3);
538 (s, 1H, C=CH); 7,01-7,88 (m , 10H , 2Ar, NH); 12,00 (s , 1H , OH).

RMN C (100.6 MHz CDCl3) & (ppm) 15,9 (CHs); 20,7 ( Ca:); 94,6 (C-): 100,8 (Ca); 119,2-
137,8 (Car); 146,3 (Cs); 160,0 (C’3), 161,1 (Cs), 184,5 (C,=0).
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Procédé général d’obtention des composés de structure 98

A (Immol, leq) d’énaminopyrazole 97 dissous dans 20 mL de dichlorométhane
anhydre, on additionne goutte a goutte (30 min) a 0°C sous agitation magnétique (1.1mmol,
1,1eq) de chlorure de fumaryle solubilisé dans 5mL de CH,CL, Le mélange revenu a
température ambiante est laissé sous agitation pendant 12 a 15 heures (suivi de la réaction par
CCM dans 1I’éluant CH,Cl, /MeOH, 98/2). Le précipité obtenu est filtré, lavé avec de I’acétate

d’éthyle (3x 10mL) puis recristallisé dans 1’éthanol pour donner des cristaux jaunes-oranges.

4-(3-methyl-5-oxo-1-phenyl-1,5-dihydro-4H-pyrazol-4-ylidene)-2-(4-methylphenyl)-
2,3,3a,4-tetrahydropyrano[3,4-c]pyrrole-1,6-dione: 98a

Rdt: 64%. Ts: 222-224 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1636(C=0 Pyrazole), (1659(C=0 Lactone), 1727(C=0 Pyrolidinone).

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 1,10 (d, 3H, J= 6,2HZ, Cs-CHy); 2,32 (s, 3H, Ar-
CHs): 2,46 (s, 3H, C'-CHs); 5,80 (g, 1H, J= 6,2HZ, Cs-H); 6,37 (s, 1H, C-H); 7,27-7,71 (m,
10H, 2Ar, Cas-H).

RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 13,2 (CHsen Cs); 17,3 (CHsen Cs); 20,5 (CHs Ar);
55,4 (Cs); 96,6 (C7); 99,5 (Csa); 103,1 (C4); 115,3. 120,8. 123,5. 126,1. 129,6. 133,6. 135,8 (C
Ar), 136,1 (CCHs Ar), 147,6 (Cg'), 149,5 (Ca), 152,8 (C4), 161,5 (C1=0), 161,8 (C5:=0), 162
(C6=0).
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SM (IC/ NHs) m/z 428 [M+H]", 445 [M + NH,]".

2-(4-chlorophenyl)-4-(3-methyl-5-oxo-1-phenyl-1,5-dihydro-4H-pyrazol-4-ylidene)-
2,3,3a,4-tetrahydropyrano[3,4-c]pyrrole-1,6-dione: 98b

Rdt: 69%. Ty: 220-222 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1627(C=0 Pyrazole), 1678(C=0 Lactone), (1711(C=0 Pyrolidinone).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 1,13 (d, 3H, J= 6,2Hz, C3-CH3): 2,47 (s, 3H, C*-
CHs); 5,89 (q, 1H, J= 6,2HZ, Cs-H); 6,39 (s, 1H, C-H); 7,27-7,73 (m, 11H, 2Ar, Cag-H).

2-(4-bromophenyl)-4-(3-methyl-5-oxo0-1-phenyl-1,5-dihydro-4H-pyrazol-4-ylidene)-
2,3,3a,4-tetrahydropyrano[3,4-c]pyrrole-1,6-dione: 98c

Rdt: 67%. T¢: 195-197 °C.
I.R (KBr, V (cm™)): 1636 (C=0 Pyrazole), 1673(C=0 Lactone), 1720(C=0 Pyrolidinone).

RMN H: (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 1,13 (d, 3H, J= 6,2HZ, C3-CH3); 2,48 (s, 3H, C*-
CHy): 5,88 (g, 1H, J= 6,2Hz, Cs-H); 6,40 (s, 1H, C-H): 7,28-7,73 (m, 11H, 2Ar,CazH).

92



Références bibliographiques

[1]- S. Gelin, B. Chantegrel, A.l. Nadi, Org. Chem. 48, 4078, 1983.

[2]- A. Bendaas, M. Hamdi, N. Sellier, Heterocyclic. chem. 36, 1291, 1999.

93



7

N

Chapitre 1V:

Evaluation in vitro de D’activite
antimicrobienne des composes
synthétisés

~

/

94



IV.1. Introduction

De tout temps on a utilisé des microorganismes (bactéries, levures et moisissures) pour
fabriquer des produits comme le pain, la biére, le fromage. Malgré ce c6té tres bénéfique des
microorganismes, certains d’entre eux causent des problémes majeurs pour I’humanité. Il

s’agit de bactéries, de levures unicellulaires et de champignons pathogenes pour ’homme.

La découverte des antibiotiques a la fin des années 1940 a marqué une étape capitale dans la
lutte contre les maladies infectieuses. Ces traitements ont permis d'épargner un grand nombre

de vies.

A Theure actuelle, I’apparition de maladies nouvelles et la résistante massive
développée par certains microorganismes pathogenes vis-a-vis des molécules antibactériennes

et antifongiques mises sur le marché, pose de tres sérieux problemes de santé publique.

Face a ce probleme, le développement de méthodologies de synthese pour la
préparation de nouveaux agents bioactifs constituent un objectif majeur et une préoccupation

permanente pour de nombreux chercheurs.

A travers I’étude bibliographique, de nombreuses propriétés biologiques ont été
relevées pour les systémes énaminones et les structures qui présentent le noyau
benzimidazole, pyrrolidine pyrazole ou lactone. Ceci nous a incités a synthétiser des
structures analogues et a évaluer les propriétés antimicrobiennes des composés obtenus sur

différentes souches.

Les tests microbiologiques ont été réalisés avec la collaboration de madame Samira

Merabtene a I’Institut Pasteur d’ Algérie dans le service des milieux de culture.

IVV.2- Souches microbiennes étudiées

Notre choix s’est porté sur trois souches bactériennes (Staphylococcus-aureus
Escherichia coli , Klebsiella preumoniae) et deux champignons (Saccharomyces cerevisiae,

Candida albicans) que nous décrivons ci-dessous:
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IV.2.1- Bactéries a Gram négatif

Escherichia coli : est une bactérie intestinale des mammiferes tres commune chez I'étre
humain, c'est un coliforme fécal généralement commensal. Cependant certaines souches d"E.
coli peuvent étre pathogénes. E. coli est un bacille gram négatif de la famille des

entérobactéries.

Klebsiella pneumoniae : les Klebsielles sont des bacilles immobiles, souvent capsulés. Elles

sont présentes dans le tube digestif et I'appareil respiratoire.

IV.2.2- Bactéries a Gram positif

Staphylococcus aureus : Communément appelé staphylocoque doré, est I'espece la plus
pathogene du genre Staphylococcus, ce sont des bactéries sphériques. Les staphylocoques sont
des germes largement distribués dans I'environnement naturel de I'nhomme, mais ils le sont
plus fréqguemment et en plus forte densité sur les surfaces cutano—muqueuses des

mammiféres.

IVV.2.3- Champignons

Candida albicans : Est un champignon de type levure c’est l'espece de levure la plus
importante et la plus connue du genre Candida. Il vit a I'état naturel sur la peau, dans la

bouche et le tube digestif de I'étre humain.

Saccharomyces Cerevisiae : S. cerevisiae a été isolée de la flore intestinale chez I’humain, il

est considéré comme un agent pathogene opportuniste de faible virulence.

Le tableau 1V.1 regroupe les différents germes ciblés dans notre étude. Ils ont éteé isolés et

identifiés a partir de produits biologiques contaminés.
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Tableau IV.1 : Les différents germes étudiés.

Les souches Type . .
yp Infections courantes causées par ce type de souches
) Intoxications alimentaires, infections localisees
Staphylococcus Cocci ) ) A
suppurées et dans certains cas extrémes et de
aureus G+ o _ . _
septicémies physiques (greffe, prothéses cardiaques).
Bacille Gastro-entérites, méningites, abceés, péritonites,
Escherichia coli G- septicémies et surtout infections urinaires
) infections des voies respiratoires comme celles des
Klebsiella o o
Bacill poumons et plus spécifiqguement des bronches ainsi que
acille
pneumoniae G des angines, infection des voies biliaires et des plaies
chirurgicales.
Saccharomyces _ La fongémie, un empyeme, un abces du foie, une
o Champignon L ) o ]
Cerevisiae péritonite, infection urinaire et une endocardite
) Infections fongiques candidoses essentiellement au
Champignon

Candida albicans

niveau digestives et gynécologiques.

IV. 3- Méthodes microbiologiques utilisées

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des composés issus de ce travail

(Schéma 1V.1) en utilisant deux méthodes de criblage: L’antibiogramme et la méthode de

dilution en milieu solide. Des solutions meres de nos produits a tester et des antimicrobiens

de référence ont été préparées stérilement grace a un filtre millipore en utilisant le diméthyle

sulfoxyde (DMSO) comme solvant. Pour assurer la survie des bactéries, nous avons utilisé

comme milieu de culture la gélose Mueller Hinton(MH).
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Schéma 1V.1 : Structures soumises aux tests microbiologiques

IVV3.1- Technique de diffusion sur milieu gélose : L’Antibiogramme

Elle est aussi appelée méthodes des disques en papier, réalisée sur un milieu gélosé
solide MH dans une boite de Pétri. Toutes les manipulations sont réalisées sous atmosphére

stérile autour d’un bec bunzen et les milieux de cultures ont été autoclavés a 121 °C pendant

15 mn. Elle consiste :

- A préparer des disques de papier filtre (6 mm de diamétre) imprégnés d’une concentration

fixe 30 pg/mL des composés a étudier.

- Les disques sont par la suite déposés a la surface de la gélose préalablement ensemencée par

une suspension du micro-organisme cible & I'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen.

- Les boites de pétri sont incubées a une température de 37°C pendant 18 a 24 heures.
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Aprés incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure les diamétres des halos clairs
tout autour des disques, ou zones d'inhibition (Figure IV.1) Plus le diamétre de cette zone est
grand plus la souche est sensible a I’agent antimicrobien et plus ce dernier est puissant. Nous
considérons comme actif le produit dont le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a

6mm.

o
Tapis microbien

[nocuhmm microbien

disque impregné du :>
produit 3 tester
incubation a 37°C
Biote de petri avec —-f‘/ﬂ

gélose nutritive

Figure I1V.1 : Principe de la méthode de diffusion par disque

Une boite témoin ensemencée par un microorganisme donné et ne contenant aucun

compose servira simultanément de contrdle pour chaque essai.

L’activité antibactérienne du diméthyle sulfoxyde (témoin négatif) solvant dans lequel
ont ete dissouts les composeés a étudier a été préalablement testée aux concentrations utilisées
et n’a montré aucun effet sur la croissance bactérienne. Nous avons également testé dans les
mémes conditions opératoires 1’ampicilline, 1’érythromycine (témoins positifs) pris comme

antibiotiques de référence au cours de cette étude (Schéma IV.2).

4 B
NH; H
HFI___
SR PpEvs -
x'“"“- OoH O
. Ampicilling Ervthromycine )

Schéma 1V.2: Structures des antibiotiques de référence
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L’ampicilline appartient a la famille des aminopénicillines & spectre large. Elle est
utilisée pour traiter les infections bactériennes depuis 1961. Elle inhibe la synthése de la paroi

cellulaire bactérienne.

L’érythromycine est une molécule naturelle faisant partie des macrolides avec un
spectre d’action tourné principalement vers les Gram”. En effet, elle pénétre mal au travers de
la membrane externe des Gram’. Elle inhibe la synthése des protéines indispensables a la

survie de la bacterie.
IV.3.2-Technique de dilution en milieu solide

Cette technique est pratique et plus économique, elle permet de tester dans la méme

boite plusieurs souches bactériennes déposées en surface sous forme de stries (Schéma IV.3).

¥7- Escherichia coli
/ 2 \ 2 Staphylococcus aureus

/ 3 \ 3 Klepsiella pnemeuniae

\\ 4 // 4° Saccharomyces cerevisiae

& Candida albicans

Schéma 1.3 : Ensemencement des souches en stries.

Elle consiste a réaliser une gamme de dilutions de base 2, dans du DMSO, a partir des
solutions meres de produits a tester. ImL de chacune des dilutions de la gamme sont ajoutés
dans des tubes contenant 19 mL de milieu gélosé MH, maintenus en surfusion dans un bain
thermostaté a 55°C. La gamme de concentrations ainsi généree est de 50, 100, 150, 200 ug
/ml. Le contenu de chaque tube est rapidement versé dans une boite de Pétri stérile aprés une
agitation de quelques secondes. Aprés solidification de la gélose, les différentes souches
microbiennes sont déposées en surface sous forme de stries a 1’aide d’une pipette Pasteur

sterile. Les boites sont ensuite incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.
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La lecture des résultats permet de déterminer la CMI qui est définie comme la plus petite
concentration de produit pour laquelle aucune croissance n'est visible (inhibition totale)

comparativement au témoin sans produit.

IV.4- Résultats et Discussions

% Méthode des disques (Antibiogramme)
La mesure des diameétres des auréoles d’inhibition a conduit aux résultats présentés sur le
tableau 1V.2, dans lequel figurent également les diametres correspondants aux antibiotiques

de référence.

Tableau 1V.2: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des composés synthétisés sur les

souches ciblées

composés | Staphylococcus | Escherichia | Klebsiella | Saccharomyces | Candida
aureus coli pneumoniae cerevisiae albicans

08

94a 11 10 <6 <6
94b 12 12 <6 <6 11
94c 10 09 <6 <6 10
95a 10 <6 <6 <6 11
95b 11 <6 <6 <6 09
95¢ 10 <6 <6 <6 12
95d 12 <6 <6 <6 <6
95e 10 <6 <6 <6 12
95f 12 7 <6 <6 16
97a <6 <6 <6 <6 <6
97b 11 <6 <6 <6 <6
97c 10 <6 <6 <6 <6
98a 13 <6 <6 <6 <6
98b 11 08 <6 <6 <6
98¢ <6 <6 <6 <6 12
DMSO <6 <6 <6 <6 <6
Ampicilline 25 19 <6 <6 <6
Erythromycine 15 15 10 <6 <6

Les photos de la figure 1V.2 montrent les auréoles d’inhibition de la croissance du
Staphylococcus aureus et de Candida albicans autour des disques de dépdt de quelques

produits actifs.
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Staphylococcus Aureus Staphylococcus Aureus

Candida Albicans

Figure 1V.2 : Photos représentant les zones d’inhibition des produits actifs.

«» Méthode de dilution en milieu solide

Les CMI des composés préparés dans ce travail ont été déterminées sur toutes les souches
microbiennes étudiées. Les résultats obtenus sont indiqués sur les tableaux 1V.3 et IV.4.
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Tableau I1V.3: Tests de détermination de la CMI (ug/ml) des composés sur les germes

étudiés.

Souches bactériennes

Souches fongiques

COMPOsés

(g/ml)

Staphylococcus
Aureus

Escherichia
Coli

Klebsiella
Pneumoniae

Saccharomyces
Cerevisiae

Candida
Albicans

94a

50

+

+

+

+

100

+

+

150

+

200

50

100

+ |+

+
+

150

200

94c

50

100

150

+|+ |+

200

95a

50

100

150

200

50

100

150

200

93¢

50

100

150

200

95d

50

100

150

200

9se

50

100

150

200

95f

50

100

150

200

S S T S R O [ RN (S N S IR I (S I S [ R (S [ [ P

AR AR R R R R A A B R R A R R R R B R B R B A B R B R s

A B R R R A R R R A R R R A R B B A R B A B B B B B A R B B B
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Tableau 1.3

COMpPOses

C (ng/ml)

Staphylococcus
Aureus

Echerichia
Coli

Klebsiella
Preumoniae

Saccharomyces
Cerevisiae

Candida
Albicans

97a

50

100

+

150

+

200

+

50

100

150

200

97b

50

100

150

200

98a

50

100

150

200

98b

50

100

150

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ ]+ ][+]|+

200

+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ ]+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ ]+][+]|+

50

100

150

200

+ [+ [+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ ]|+ |+ |[+[+]|+]+][+]|+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ ]|+ |+ [+]|+|[+[+]|+]+][+]|+

(+) : Croissance

(-) : Absence de croissance

Les résultats portés sur le tableau 1V.3 nous ont permis de déterminer les intervalles des

concentrations minimales inhibitrices (CMI) des composés testés sur les diverses souches

étudiées tableau 1V.4. Dans ces tests, les produits les plus intéressants seront ceux dont la

CMI est la plus faible possible, soit ceux pour lesquels le moins de substance est nécessaire

pour inhiber la croissance microbienne.
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Tableau IV.4: CMI (ug/ml) des composeés synthétisés sur les germes ciblés.

Souches bactériennes

Souches fongiques

CMI en (pg/ml) CMI en (pg/ml)

Staphylococcus Escherichia Klebsiella Saccharomyces Candida

aureus coli pneumoniae Cerevisiae albicans

94a 100-150 150-200 >200 >200 150-200

94b 100-150 100-150 >200 >200 150-200

94c 150-200 150-200 >200 >200 150-200

95a 50-100 >200 >200 >200 50-100
95b 50-100 >200 >200 >200 <50

95¢ 100-150 >200 >200 >200 150-200
95d 50-100 >200 >200 >200 >200
95e 50-100 >200 >200 >200 <50
95f 100-150 >200 >200 >200 <50
97a >200 >200 >200 >200 >200
97b <50 >200 >200 >200 >200
97c <50 >200 >200 >200 >200
98a <50 >200 >200 >200 >200
98b 150-200 150-200 >200 >200 >200
98c >200 >200 >200 >200 <50
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A titre d’exemple nous donnons sur la figure 1V.3, les photos correspondants aux tests de
détermination des CMI des composés 95f (150ug/ml) et 98¢ (100 pg/ml) par la méthode de

dilution en milieu solide sur I’ensemble des souches étudiées.

Dérivé 95f Dérivé 98c

Figure 1V.3 : Tests de détermination des CMI des dérivés 95f et 98c

Sur la base de ces résultats on reléve les constatations suivantes :

Les souches Escherichia coli, Klebsiella Pneumoniae et Saccharomyces Cerevisiae

ont été résistantes a la majorité des composés testés.

Les énaminones 94.

» D’apres les zones d’inhibition, générées par les énaminones 94, les germes qui ont été
sensibles a leur action sont Staphylococcus aureus (10-11mm), Escherichia coli (9-
12mm) et le champignon Candida aalbicans (8-11mm) avec des CMI (ug/ml)
comprises dans des intervalles ci-dessous :

100 < CMI < 200 pour Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
150 < CMI < 200 pour Candida albicans.

» la substitution sur le motif phényléne diamine du Chlore dans le dérivé 94c (9-
10mm) par un groupement méthyle 94b (11-12 mm) engendre une amélioration de

I’activité antimicrobienne.
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Les benzimidazoles 95 :

> La bactéerie Staphylococcus aureus (10-12mm), et le champignon Candida albicans
(9-16mm) ont été sensible aux derivés 95.
= Pour Staphylococcus aureus les CMI sont comprises entre (50- 150pug/ml).
» Pour Candida albicans :
- les dérivés 95b, 95e et 95f présentent les CMI les plus faibles (<50
ug/ml).
- Les dérivés 95a, 95c ont des CMI allant de 50 a 200ug/ml, alors que
pour 95d elle est supérieure a 200 pg/ml.

» L’insertion d’un groupement méthyle en position 2 dans les benzimidazoles 95a (10
mm) et 95¢c (10 mm), induit une diminution de la croissance du Staphylococcus
aureus pour 95d (12 mm) et 95f (12 mm).

» Parmi les produits 95 testés les dérivés Chlorés 95¢ (12 mm) et 95f (16 mm) ont été

les plus actifs sur Candida albicans.

Les énaminopyrazoles 97

> Les produits 97 (diamétres < 6mm) n’exercent aucune activité antifongique sur la
souche Candida albicans

> Avec des CMI relativement basses (< 50 pug/ml), les produits 97b (11 mm) et 97c (10
mm) inhibent la croissance de la bactérie Gram™ Staphylococcus aureus. En revanche

la CMI du dérivé inactif 97a (diametre < 6mm) est supérieure a 200 pg/ml.

Les pyrazolopyranopyrrolidines 98

» La souche Escherichia coli est faiblement sensible au composé 98b (8mm) avec une
CMI comprise entre 150 et 200 pg/ml.

> Les dérivés 98a (13mm) et 98b (11lmm) ont montré une activité anti-
Staphylococcique significative, avec des CMI <50 ug/ml pour le produit 98a et
comprise dans I’intervalle 150 - 200 pg/ml pour 98b.

» L’introduction d’un chlore dans le dérivé 98c (diametre< 6 mm ; CMI>200 pg/ml) a

annulé I’activité antibactérienne, en revanche elle a induit une inhibition de la
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croissance de la souche fongique Candida albicans avec un diametre de 12 mm et une

CMI (<50 pg/ml) relativement basse.

Conclusion

Les tests microbiologiques préliminaires réalisés in vitro sur les composés issus de ce
travail ont révélé pour certains, par rapport a I’ampicilline et I’érythromycine pris comme
antibiotique de référence, une activité antibactérienne et antifongique modeérée.

L’analyse des résultats montre qu’au sein des micro-organismes étudiés, il existe des
degrés de sensibilité différents vis-a-vis des produits testés.

La bactérie la plus sensible a 1’action des composés testes est la bactérie Gram positive S.
aureus avec des diameétres allant de 10 a 13 mm. En effet, les CMI obtenues sur cette
derniére sont généralement plus basses que celles produites sur les bactéries Gram négatives
(Escherichia-coli, Klebsiella Preumoniae). Ceci peut étre expliqué par la structure de la paroi
cellulaire des bactéries Gram positives qui est moins complexe (perméable aux agents

antibacteriens) que celle des bactéries Gram négatives.
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Conclusion geneérale
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Conclusion générale

Les différentes études entreprises dans le cadre de ce travail ont eu pour objectif

principal I’élaboration d’hétérocycles d’intérét biologique a partir de - énaminones issues de

deux synthons réactifs, la dimédone et I’acide déhydroacétique qui offrent des potentialités

synthétiques considérables.
Les résultats essentiels obtenus ont été analysés comme suit :

»  Nous avons dans un premier temps préparé au départ de la dimedone (1,3-
dicétone cyclique) et des o-phénylénediamines les énaminodimédones 94 qui serviront
comme syntons de base dans la suite de ce travail.

>  Grace a la réactivité du systeme énaminodimedone 94, des réactions
d’hétérocyclisation ont été effectuées sur ce dernier, en présence des aldéhydes masqués
(DMF- DMA, DMA-DMA) sous chauffage classique, donnant I’accés avec de bons
rendements a une famille de composés incorporant le noyau benzimidazole 95. Les mémes
réactions realisées en absence de solvant sous irradiations par micro-ondes ont permis de
réduire de facon significative les temps réactionnels et d’obtenir des rendements
comparables a ceux obtenus par chauffage classique voire supérieurs dans certains cas.

»  Dans I’optique d’élargir le champ d’application des énaminones nous avons
procédé a une séquence de réactions sur 1’acide déhydroacétique (DHA), en présence des
hydrazines puis des amines. Ces réactions ont conduit, par ouverture du cycle pyrone du
DHA, aux systéemes B-pyrazoloénaminones 97.

»  Nous avons par la suite exploré dans le dichlorométane, la réactivité des
énaminopyrazoles 97 vis a vis d’un agent biélectrophile le chlorure de fumaryle. Cette
étude a permis d’isoler en une seule étape avec des rendements satisfaisants une série de
composés tricycliques inédits de type pyrazolopyranopyrrole-1,6-dione 98, composes
attractifs quant a leur potentiel thérapeutique. Au cours de cette synthése, nous avons
observé un aspect inattendu sur la réactivité, des énaminones 97 vis-a-vis de ce réactif
biélectrophile, a savoir I’implication des trois sites nucléophiles de 97 dans la formation

des structures 98.

»  Les structures de tous les composés synthétisés ont été déterminées par une

étude spectroscopique I.R, R.M.N *H, R.M.N 3C, spectrométrie de masse et RX pour la
structure 98.
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»  L’étude spectroscopique a permis de proposer une configuration trans pour la
structure 98. Les mécanismes impliqués dans les diverses réactions ont fait I’objet d’une
étude détaillée.

» L’analyse des résultats des tests microbiologiques montrent qu’au sein des
micro-organismes étudiés, il existe des degrés de sensibilité différents vis-a-vis de
quelques produits testés. Ces derniers ont révélé, par rapport a I’ampicilline et
I’érythromycine pris comme antibiotique de référence, une activité antibacterienne et
antifongique modérée.

»  La bactérie la plus sensible a I’action des composés testés est la bactérie Gram

positive S. aureus avec des diameétres allant de 10 a 13 mm et des CMI relativement basses.

Les résultats obtenus ouvrent des perspectives intéressantes. Ils permettront, en opérant
d’autres pharmacomodulations sur les différents dérivés synthétisés, d’orienter nos travaux de
synthese vers la préparation de molécules dont le profil pharmacologique est susceptible

d’étre amélioré ou modifié.
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Spectre RMN *3C dans le DMSO-d6 & 400 MHz du composé 94a
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Spectre RMN *3C dans le CDCl; & 400 MHz du composé 95¢

‘v‘ o
o
, 3
o8z : e B Ir
nTE —— 2 |
] H
sz - c \_ V
o p— g © 7 ﬁ
5 1% e
= - 193
- N SN —
KAk N - 208 [
N [ = ) {
Wi —— S
k o ..l_
=
| < \ / ,V
V = ‘
L g O i
LZEM =\ : w -
OO 5 rx
P0°BZ = - > @ | g
WS —— 2 ? |
i : g # "Te |
0V ——— = | |
T |
PP AP e O —_— B A ,
195 = | < - g | | =
65054 — -8 = 2 I,/. |
S \ W v (o4 &t —\
.V @ oL —
» =] WL )
O 192 £
. D . m— =108
g L S o R— ="
& 8 = - { —o097
I} uwe — -0

el m

ppm (1)
pom (1)

114



Spectre RMN *H dans le CDCl5 & 400 MHz du composé 95d
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Spectre RMN *3C dans le CDCl3 & 400 MHz du composé 95d
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