REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Mohamed Khider-Biskra

[ ' X |
| 4ol 1y, |
\ Omdd |
, Eya /
Faculté des Sciences Exactes et Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Sciences de la Matiére

THESE

Présentée en vue de 1’obtention

Du diplome de Doctorat en Sciences

Option : Chimie Organique
Filiere : Chimie

Présentée Par

Rébat Moulkrere BACHAR

Théme

Syntheses et caractérisations de structures hétérocycligues
obtenues a partir de I’ABL et de DHA
et evaluation de leur activité anti-tuberculeuse

Soutenue le 01 Juillet 2019
Devant le jury composé de :

Mr. A. MEGHEZZI Pr. Université de Biskra, Président
Mr. M. FODILI Pr. Université de Djelfa, Directeur de thése
Mr. M. BENALIA Pr. Université de Laghouat, Examinateur

Mme.N.NEBBACHE MCA. Université de Biskra,

Examinatrice
Mme.N.BENCHIKHA  MCA. Université d’El Oued,

Examinatrice



Remerciements

Ce travail de these a été effectué au sein du laboratoire de Chimie organique et de substances
naturelles Université Ziane Achour de Djelfa.

Je remercie le Professeur Mokhtar FODILI de m’avoir acceptée dans son équipe et de m’avoir
offert 1’opportunité de réaliser ce travail de thése. Je lui suis reconnaissante de ses qualités
scientifiques et humaines, de m’avoir fait confiance et d’avoir toujours été¢ a I’écoute durant
toutes ces années.

Puisse-t-il trouver dans ce travail le témoignage de ma grande reconnaissance et de mon
profond respect.

Je tiens a remercier solennellement M. Ahmed. MEGHEZZI, Professeur a 1’Université de
Biskra d’avoir accepté de juger ce travail de thése en sa qualité de président, ainsi que M.
Mokhtar BENALIA, Professeur a 1’Universit¢é de Laghouat, Mme Nadia NEBBACHE,
Maitre de conférences a I’Université de Biskra et Mme Naima BENCHIKHA, Maitre de
conférences a 1I’Universit¢ d’El Oued en leur qualité d’examinateurs. Je les remercie de
m’avoir fait I’honneur de participer & mon jury de thése et je leur exprime toute ma gratitude
pour le temps qu’ils ont consacré a évaluer ce travail.

Mes remerciements vont également aux responsables et au personnel du Département des
Sciences de la Matiere de la Faculté des Sciences Exactes et Sciences de la Nature et de la Vie
de I’Université de Biskra pour leur accueil et leur soutien.

Je ne saurais exprimer suffisamment ma reconnaissance et ma profonde gratitude a Mr.
Mohamed AMARI, Professeur a I’'USTHB, pour sa gentillesse, son investissement et sa
disponibilité. J’ai eu la chance de pouvoir profiter de son vaste savoir, il m’a aidée, corrigée et
encouragée depuis le début de mon parcours dans la recherche et tout le long de mon travail de
thése.

Je remercie vivement le Dr. Pascal HOFFMAN, membre du (SPCMIB) Université Paul
SABATIER de Toulouse pour son accueil chaleureux, sa collaboration active dans la réalisation
de ce travail de these, ainsi que 1’ensemble des membres de ce laboratoire en particulier
Nathalie Saffon-Merceron, Frédéric Rodriguez et Christian Lherbet pour le temps consacré a
ce travail.

Je souhaite remercier Beatrice S. Orena et Giorgia Mori, du Département de Biologie et
Biotechnologie Lazzaro Spallanzani University of Pavia, Pavia, Italy pour la réalisation des
tests biologiques.

Jadresse mes sincéres remerciements a M Saad BOUTAIBA, Maitre de conférences a
I’Université de Ziane Achour, pour son aide et sa disponibilité. Ses conseils et ses orientations
m’ont permis de mener a bien la derniére partie de ce manuscrit.

Un grand merci a M. Nadji BELKHEIRI, Maitre de conférences a Université Ziane Achour, de
Djelfa pour son aide et son soutien.

Je remercie mes amis et collegues de paillasse, Maamar D, Zhor B, Omar B pour leur
gentillesse et leur bonne humeur.

Merci a mon mari de m’avoir soutenue et aidée depuis le début.

Mille mercis @ ma sceur pour beaucoup mais surtout pour les longues heures d’écoute.
Merci a Djamel et Karim pour leur disponibilité.

Merci a Zakaria, Walid, Wassim, lhsane , Radhouane et Joumane d’étre 1a.



% dédie ce travail
=

A

JZ; trés dowuce meére que :ﬁieu Ja protéqe et Ja garde

7

La mémoire de mon trés reqretté pére qui me mangue chague jour un pew plus




Sommaire

- Liste des abréviations
- Liste de tableaux
- Liste des figures

Introduction générale

Chapitre 1 : Mise au point bibliographique sur les lactones :
2-acétylbutyrolactone

DHA
I-1Mise au point bibliographique sur les lactones...............cccooviiiiiiiiiiinnn. 01
I-2 Présentation de la 2-acétylbutyrolactone................oooiiiiiiiiiiiiii 06
[-2-1Synthese de la 2-acétylbutyrolactone...............ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeaa, 09
I-2-2Mise au point bibliographique sur I’intérét du acétylbutyrolactone en
SYNTNESE OFgANIGUE ... vttt et e e e e 10
[-2-2-10uverture du cycle furanique..............ooiiiiiiiii i 13
I-2-2-2Actions de deérivés thioamide sur la 2-acetylbutyrolactone........................ 15
[-2-BLe thiazole. ... et 16
I-2-3-1Présentation et intéréts du noyau thiazolique..............cc.ccceiviiiiiiininnnn.n. 16
I-2-3-2Mise au point bibliographique sur la synthese de thiazoles......................... 19
1-3GEnéralités surle DHA ..., 27
I-3-1Synthese de I'acide déhydroacétique ..............ccooiiiiiiiiiii i 30
I-3-2Réactivité de I’acide déhydroactique..............oooviriiiiiiiii i, 32
I-3-2-1Réactivité du DHA vis-a-vis des aldéhydes....................cooiiiiiiiin.i, 33
I-3-2-2Synthése d hétérocycles azotés a quatre ChainoONs...............ccccoeeviniinnn... 34
I-3-2-3Synthése d’hétérocycles azotés a cing ChalnONS .............ccoovviiiniiieinninns 35
I-3-2-4Synthése d hétérocycles azotés a six €halnons ...................ccoeiiiininn.n. 38

I-3-2-5Synthése d hétérocycles azotés a sept ChalnONS ...........ccoveeveeveviieieevee e 41
I-3-3Action des thioamides et thiocarbamide surle DHA ..., 44
I-4Les traveaux de notre laboratoire a partir de ’ABL et du DHA.........ccocooireenene. 51
Références bibligraphiqUes. ..o 57



Sommaire

Chapatre 11
Synthese de molécules de structure thiazolopyrazolone

Introduction
11-10Dbtention de 1a Pyrazolone 2...........cooniiniiriii i 70
I1-2Caractérisation des pyrazolones 2.........c.ouiriuiniie i, 71
a.Caractérisation par RMN TH ... 71
b. Caractérisation par RMN 2C ;RX . ......oummiieeeeiiee e, 72
11-3Mécanisme réactionnel. ... ... ..o 74
11-4Synthéses de structures thiazolopyrazolones ................ooviiiiiiiiiiiiin.. 76
I1-5Caractérisation des thiazolopyrazolones 3...........ccoooiiiiriiiiiiiiiieeees 77
a.Caractérisation par RMN MH ...ooooniiie e, 77
b. Caractérisation par RMN 2C ; RX .....ooumiiieee e 81
[1-6Meécanisme réactionnel............o.oiiiriii e 84
CONCIUSION. ... e e e e 86
Partie eXperimentale. ... ... 87

Chapitre III : Synthéses a partir du DHA

Introduction

I11-1 Le 3-(2-Carbamothioylhydrazino)-5-(4-hydroxy-6-méthyl-2- oxo-pyran-3-

yl)-3,4-dihydropyrazole-2-carbothioamide 6. 93
[11-1-1Synthese du cinnamoyle 5. 93
I11-1-1-1 Caractérisation du COMPOSE 5:.....vriiiiri i 93
a.Caractérisation par RMN TH 1. ... 94
b. Caractérisation par RMN 2C.........oooiiiiii e 96
[11-1-2 Synth@se du COMPOSE B......veneiniie et 97
[11-1-2-1Caractérisation du COMPOSE B:........oviiririe i 97
a.Caractérisation par RMN TH 1. ..o o 97
b. Caractérisation par RMN BC,RX ... .covumie e, 99
[11-1-2-2 Mécanisme réactionnel..............ocooiiiiiiiiiiii e 103

I11-2Le (4E)-4-(2-Ethylsulfanyl-7-méthyl-[1,3,4] thiadiazolo[3,2-a] pyrimidin-5-



Sommaire

ylidéne)-5-méthyl-2-phenyl-pyrazol-3-0ne 9...........ccooiiiiiiii 104
[11-2-1 Synth@se du COMPOSE.7... ..o 104
[11-2-2 Synthése de la pyrazolyl butanedione.8......... .....coiiiiiiiiiiiiinnnn. 105
[11-2-2-1Caractérisation du COMPOSE 8:.......c.oviriieiriiii e 106
a.Caractérisation par RMN TH ... 106

b. Caractérisation par RMN 3C.........ooiiiiiiiiiiee e, 107

[11-2-3 Synthése du composé 9 et du compose 10.........coovviviniiiiniiiiiiinnen, 108

[11-2-3-1..Caractérisation des COMPOSES Q.. .ovvvinirieiieei e 110
a. Caractérisation par RMN *H ... 110

b. Caractérisation par RMN *C....... ..o 113

C. SPECtromeétrie de MASSE ......ouueueineettiitee ittt eeeaaaneeanns 115

d- Analyse cristallographique aux rayons-X...........cocvvvviiiiinneinnnnn. 116

I11 -2-3-2Caractérisation du COmMPOSE 10.........ovviriiieiniieeei e 116

a- Caractérisation par RMN TH ... 116
b-Caractérisationpar RMN 23C....... ..., 118

[11-2-3- 3. Mécanisme réactionnel..............oooeiiiiii i 120
CONCIUSION. ..o e e e e 121
Partie eXPerimentale. .. .. ..o 122

Chapitre IV Evaluation de l'activité Anti-tuberculeuse

1-Mise au point bibliographique
2-Reésultats et discussions

Introduction

IVV-1Historique, évolution et INCIAENCE .........cviiiiriii e, 135
IV-1-1lincidence de la tuberculose en Algerie ..........ccovviiiiiiiiiiiiiee, 137
I\V-2Physiopathologie de la tuberculose. ...........c.ooviiiiiiii e 138
1VV-3 Les Mycobacterium tuberculoSiS. .........o.oiiiriiie e 140
IV 3. L PrEsentation. ...ttt e e e 140
IV-3-2 MOIPROIOEIC .. .eeeieie e e e 140
IV-3-3Particularité du genre Mycobacterium.................ooiiiiiiiiii, 141
IV-3-4Paroi mycobactérienne du genre Mycobacterium......................ooeenl. 142

IV-3-5 Acide MyCOIIQUE. ... 143



Sommaire

IV-3-5-1 Biosynthése des acides myCOlQUES. ..........oeeviiriiriiiiiiiiiee e 144
IV-3-5-21L¢énoyl-ACP réductase de M. tuberculosis : InhA............................. 146
IVV-4 Le diagnostic bactériologique de la tuberculose...............c.ocoviiiiiiia. 146
V-5 Lutte contre la tuberculose ... ... 148
Y I I 1 P 148
IV-5-2 Traitement de la tuberculose. ..o, 148
IV-5-2-1Mode d’actions des anti-tuberculeux ................ccocooiiiiiiiiiiiiiiiniininn.. 149

IV-5-2-218S anti-tUDEICUIBUX ... ... oo eee oo e e e e e e e e e e e et e 149

Isoniazide (INH)......oo.oii i e 149
RIfampicine (RMP). ... e e 151
Ethambutol (EMB).......oouuiii e 151
Pyrazinamide (PZA). ... 152
La StrEPtOMYCINE. ..o . ettt e 153
IV-6 Résistance mycobactérienne aux antibiotiques............couvveiueenenniininnenenn.. 154
IV-6-1Modes de résistances mycobactriennes aux antibiotiques ........................ 155
IV-6-2 Approche pour contourner la résistance par inhibition directe de I’InhA ...... 156
Reésultats €t diSCUSSIONS. . .....iutitt et 159
Références bibliographiqUes. .. .. ....oueuiniiriiti e e 165

Conclusion générale ... 169



Liste des abréviations

ABL : AcétylButyroLactone DHA : Acide dehydroacetique

ADN :Acide désoxyribonucléique DMC : Diméthylcarbonate ((CH30),CO)

ARN Acide ribonucléique DMF : diméthyl formamide

Ac : Groupement Acétyle (CH;CO)- DMF-DMA: N,N-diméthylformamide-

diméthylacétal (CH(CHs3),N(CHs),)
AcO : Groupement Acétate (CH3CO,)-

) ) DMSO : Diméthylsulfoxyde ((CH3),SO)
AcOH, CH3COOH :Acide acétique

_ DDCOoA : trans-2- dodécénoyl-coenzymeA
ACONH, :acétate d'ammonium

) Et : Groupement éthyle (CH;CH,)-
Ar : Groupement Aromatique

EtO : Groupement éthoxy(CH;CH,0)-
ArCHO bezaldéhyde

_ ) EtOH : Ethanol (CH3;CH,0OH)
BCGLe bacille de Calmette et Guérin

) o o Et,O : Ether diéthylique (CH;CH,OCH,CHys)
BF;OET,Boron trifluoride éthyl éthérate

. . . EtONa :Ethanoate de sodium
BiCl; trichlorure de bismuth

. ) . FAS : FattyAcidSynthase
Bi(OTF), triflate de bismuth

NaOAc : Acétate de sodium
Bn : Benzyle (CsHsCHy)

GC : Guanine et Cytosine
BNZ : Benzene (C¢Hs)

) HCN : Cyanure d'hydrogéne
Br, Dibrome

o InhA : Enoyl-[acylcarrier- protein] réductase
BTC Bis(trichlorométhyl)carbonate

. ) . HX halogénure d’alkyl
CF3;COOH : acide trifloroacétique.

IBD diacétate d'iodobenzéne (IBD)
CHCI; :Chloroforme

) iPr : Isopropyle ((CHs),CH)
CS,CO; : Carbonate de césium

IPTG :mMd’isopropyl-b-D-galactopyranoside
(CH5CO0),CO: groupe acétyle

] o o K,COsCarbonate de potassium
CMI :concentrations minimales inhibitrices

KSCN Thiocyanate de potassium de sodium
(COCI), : phosgene

) ] ) PCls : Pentachlorure de phosphore
CAN : nitrate dammonium cérique

) Pd(OAC), : Palladium(ll) acetate
CFU/ml :cellules souches unipotentes par

millilitre Pd : palladium

DCM : Dichlorométhane (CH,CI,) PIPES : Acide pipérazine-N,N'-biséthanesulfonique)



katG. :Enzyme catalase peroxydase du M.
tuberculosis )

Me : Groupement méthyle (CHs,)
MeNO, nitrométhane

MeO : Groupement méthoxy (CH;0)
MeOH : méthanol (CH3;OH)

MeCN : Acétonitrile (CH3CN)
MeONa :méthoxyde de sodium

MO : micro-ondes

MTB : M. tuberculosis

NaH : Hydrure de sodium

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide

NADH ‘énoyl-[acyl-carrier-protein] réductase

NaOH Hydroxyde de sodium
NaOAc : Acétate de sodium

MDR : Souches multirésistantes
NH,NH, : Hydrazine

NH; : Ammoniac

NH,CSNHNH, :Thiosemicarbazide
NH,CSNH, : Thioury

Nu- : Nucléophile

Nb : nombre

n-But : n-Butanol (C;H;OH)
0-PDA : Orthophénylénediamine
OMS : organisation mondiale de la santé

OADC : oléique-albumine-dextrose-catalase

Ph : Groupement phényle

PhNH,NH, : Phényl hydrazine

pip : Pipéridine

POCI; : Oxyde de trichlorure de phosphate
PPA : Acide polyphosphorique

Pph3 : Triphénylphosphine

SM : spectrométrie de masse

SiO, : Dioxyde de silicium

TB : Tuberculose

TEA : triéthylamine (NEts)

THF : Tétrahydrofurane

TMG : 1,1,3,3-tétraméthylguanidine

TMS : Tétraméthylsilane (Si(CHs),)

THF : Tétrahydrofurane

t-But : tertiobutyle (C(CHs)s)-

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine
XDR : Souches ultra résistantes

ZnCl, :Dichlorure de zinc



Symboles couramment utilisés

A : Chauffage

0 : déplacement chimique

°C : Température en degré Celsius
J : Constante de couplage

DRX : diffraction aux rayons X
E+ : Electrophile

éq : Equivalent

IE : impact électronique

FAB : lonisation par Bombardement des
Atomes Accélérés (Fast Atom Bombardment )

L : ligand

M : Molaire (concentration en moles par litre)
m/e : masse/charge

Pf : point de fusion

ppm : Partie par million

Rdt : Rendement

RMN'H:RésonanceMagnétique Nucléaire
du Proton

RMN™C : Résonance Magnétique
Nucléaire du Carbone

T. Amb : Température Ambiante



Liste des tableaux

Tableau I- 1 : Exemples de vy -butyrolactones naturelles..............c.ooviviiiiiiiinininininiinnnnn, 3
Tableau I- 2 : Exemples de 2- pyrones naturelles.............ooviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee, 5
Tableau 11-1: Propriétés physico-chimiques du dérivé 2..............ocooiiiiiiiiiiiiiiieeene, 71
Tableau 11-2 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 2..............cooveiiieiiiiineei, 72
Tableau I1- 3 : Caractéristiques spectrales RMN *C du dérivé 2...............ccooeeeeiiiiien., 73
Tableaull-4: Propriétés physico-chimiques des dérives 3...........coiiiiiiiiiiiiiiiie, 76
Tableau 11-5: Caractéristiques spectrales RMN *H des dérivés 3..............cccooeeeiiiienen.. 80
Tableau 11-6 : Caractéristiques spectrales RMN *C des dérivés 3.............ceveeeeveeeeeennnn. 82
Tableaulll-1-1: Propriétés physico-chimiques dudérivé 5..............cocooiiii i, 94
Tableaulll-1-2 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 5.............ccovveeeeeiiii., 95
Tableau I11-1-4 : Propriétés physico-chimiques du dérivé 6...............cooiiiiiiiiiiiiiin, 97
Tableaulll-1-5 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 6.................coeveeeeien..n. 98
Tableaulll-1-6: Caractéristiques spectrales RMN *C du dérivé 6................coeveeeeeennn.. 101
Tableaulll-2-1: Propriétés physico-chimiques dudérivé 7...............ocoviiiiiiiiiiiiiin.n, 105
Tableau I11-2-2 : Propriétés physico-chimiques du dérivé 8...............ccooiiiiiiiiiiinienn, 105
Tableaulll-2-3 : Caractéristiques spectrales RMN "H du dérivé 8..............c.ccoeeevereiii. ... 106
Tableau I11-2-4: Caractéristiques spectrales RMN “H du dérivés..................ccccveevenn.e. 108
Tableaulll-2-5 : Propriétés physico-chimiques des dérivés 9 et 10...........cocoiiiiiiiiinn.in. 109
Tableaulll-2-6: Caractéristiques spectrales RMN *H des dérivés 9.........cccoovevuueeeienn..... 112
Tableaulll-2- 7: Caractéristiques spectrales RMN **C des derivés 9.................cccoeeevnn 114
Tableaulll-2- 8: Caractéristiques spectrales RMN *H du derivé 10...............ccoceevvmnnevnnnns, 117
Tableaulll-2-9: Caractéristiques spectrales RMN *C & du dérivé 10............................. 119

Tableau 1V- 1Composés synthétisés testés comme agents inhibiteurs de la souche M.

de tuberculose H37RV et activités biologiques contre I’enzyme InhA............................. 160



Liste des figures

FIQUrel-1 1a CYtOVATICING. . ... eueeee et e et ee e e e ae e 1
Figure 1-2 la gonioheptoide A €t B.......o.iuiiiiiii i 2
Figurel- 3 lactone @ cing ChaiNONS. ..........ouiuiuiti e 2

Figurel-4 2-pyrone , l'acide triacétique lactone , I'acide tétraacétique lactone......................4

Figure I-5 12 2-acétylbutyrolactone. ... ......vrerieieitiie e e e 6
FIgUre 1-6 ReSperidone. .......oviuiirie ittt e e e 6
Figure 1-7 forme céto et énol de la 2-acétylbutyrolactone................covvvviniininiiiininninn.. 7
Figure 1-8 I’a-acétyl-y-butyrolactone 1’ a-méthyléne-y-butyrolactone...............cceeevinnnnnn. 8

Figurel-9 Le fragment a-méthyléne-butyrolactone...............cccoeveeiiiininiiiinininiiireieienennn8
Figure 1-10 Dérivés de I’acetylbutyrolactone a activité spermicide................ccccoceevevvenee.nnn 13

Figure 1-11 Condensation des dérivés de 1I’hydrazine sur I’acétybutyrolactone.....................13

Figure 1-12 Le thiazole. . .....ovoe i e e e 16
Figure 1-13 forme limite du thiole ............ooiuiiii e 17
Figure 1-14 Acide déhydroacétique 3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one.................. 27
Figure 1-15 le DHA comme anti-micCrobien...............o.iiiiiiiiiii i 27
Figure 1-16 le déshydroacetate. ... .......covveiuinieinii e e 27
Figure 1-17 Pharmacophores potentiel obtenus a partir du DHA .................ooiiiiininnn. 28
Figure I-18 Pharmacophores reconnus obtenus a partir du DHA...............ocoiiiiiiiine 29
Figurel-19 formes limites du DHA . ... ... e 30
Figure -1 DErive 2 RMN TH........ i, 72
Figure 11-2 DErivE 2 RMN 3C....... o, 72
Figure 11-3 Dérivé 3a RMIN "H...........cooiiiiiii oo 77
Figure -4 DErivé 3D RMN TH........ooiiiiii e 78
Figure 11-5 Caractéristiques spectrales RMN ®*C de3aet3b.............cccoeeeeiiiiiiiiiiiennn, 81

Figure -1 DErVE S RMN TH........ooiiiiiie e, 94



Figure I11-2 DErIVE 5 RMN 3C ... 95

Figurelll-3 DErIVE B RMN THe......ouiiie e, 98
Figure I11-4 DErive 6 RMN 3C .. ... 100
Figure 111-5 RMN 'H du composé 8sous sa forme di cétonique. ..................ccceeeeeeenn... 106
Figure 111-6  RMN *3C du composé 8 sous sa forme di cétonique.................cc.ovuunnen... 107
Figure I11-7 Derive 9C RMN TH.......oomm i, 110
Figure 111-8 DErivE 9C RMN B3C.....oo e, 113
Figure 1119 DErive 10 RMN MHe......ooomme it 118
Figure HH-10 ComMPOSE 10 .o.viniitii e e e, 118
Figure VI-1Evolution du taux de la tuberculose en Algerie (1962-2012).............c..ccceoue.. 138
FigurelV-2 Histoire naturelle de la tuberculose et immunité antituberculeuse.................... 139
FigurelV-3 Structure d’une mycobactérie tuberculeuse au microscope électronique .......... 140

Figure VI-4 A. Colonies de Mycobacterium tuberculosis,................coovvvivvecenieereeceennenn. 141

Figure 1V-5 structure du motif myCOliqUEe. ... ....ovviiuiiiririiiiiiee e e 144
Figure 1V-6 structure des acides MyCOIIQUES. ... ...vvetreririi e e s 144
Figure IV-7 Rifampicine (RMP)...... ..ottt 151
Figure 1V-8 Ethambutol (EMB).........coouuieii e 152
Figure 1IV-9 Pyrazinamide (PZA).........ouiiiiniii e e 152
Figure 1V-10 La StreptOmYCINe. . ......ouieiit ettt et et et et e et e e ee s eveeeeeeeeeas 153
Fig IV-11les anti-tuberculeux de deuxiéme ligne les plus couramment utilisés................ 154

Figure IV-12 inhibiteurs montrants de bonnes capacités contre InhA............................ 158



Introduction générale




Introduction générale

Introduction générale
“@nviron trois millions'de composés enregistrés jusqu'ici dans les résumés chimiques sont

hétérocycliques. Ils constituent la famille de composés organiques la plus vaste et la plus
variée. De nombreux aspects plus généraux de la chimie hétérocyclique sont reconnus
comme des disciplines d’importance générale qui touchent presque tous les aspects de la

chimie organique, de la chimie médicinale et de la biochimie.

La synthése de composes hétérocycliques répondant a un besoin thérapeutique est I’axe
principal des traveaux de notre équipe de recherche «synthese des composés
héterocycliques a activité biologique » au sein du laboratoire COSNa de 1’université Ziane
Achour de Djelfa. Dans ce contexte, la démarche de synthése adoptée pour mon travail de
thése de doctorat est 1’¢laboration de séries de composes répondant & notre préoccupation,
qui est d’obtenir des dérivés dont les analogues structuraux sont doués d’activités
biologiques. En effet, certaines structures pyrazoliques analogues sont déja connues

comme anti tuberculeux potentiels.

Dans un esprit de continuité, nous avons utilisé la 2-acétylbutyrolactone et 1’acide
déhydroacétique, deux lactones peu onéreuses deéja utilisées dans nos travaux antérieurs,
comme produit de départ. La 2-acétylbutyrolactone intervient dans la synthése de
molécules biologiquement actives, telles que les anti-inflammatoires, les analgésiques et
les antipyrétiques®, de méme le DHA est couramment utilisé comme agent de conservation,
antimicrobien ou encore antifongique.ll est également utilisé comme une molécule de
départ polyvalente pour la synthése de nombreux pharmacophores avec une variété

d’activités*

L’un des grands soucis de la chimie médicinale actuelle est de faire face au nombre
important de cas de résistance aux antibiotiques. Car malgré I’arsenal thérapeutique
existant, beaucoup de patients continuent de succomber suite a des maladies dont les

remedes sont disponibles depuis prés d’un siécle.

La Tuberculose (TB), est une maladie infectieuse qui reste un probleme de santé mondial
majeur, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). En 2016, il a été estimé que
10,4 millions de personnes étaient touchées par la tuberculose et 1,4 millions de personnes

sont mortes de la maladie, avec 0,4 million de déces de plus chez les personnes
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séropositives. Faire face aux souches multi résistantes (MDR) avec des résistances aux
antibiotiques comme l'isoniazide, la rifampicine et les souches ultra résistantes (XDR) de
la tuberculose résistantes au fluoroquinolone, kanamicyne, et capréomycine reste un défi

majeur du traitement contre la tuberculose .

Dans cette étude, une série de nouveaux composés de type thiazole portant un résidu
pyrazolique préparé a partir de 2-acétylbutyrolactone et d’autres séries de structures
condensees thiazolepyrimidinepyrazole, pyrazoles et cinamoyles obtenues a partir du
DHA ont été synthétisées, caracterisés et ont fait I’objet d’une interprétation mécanistique
puis soumis a 1’évaluation de leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) contre la
souche la plus virulente du Mycobacteriumtuberculosis H37Rv. lls ont ensuite été évalués
comme inhibiteurs directs de I'enzyme InhA une enzyme impliquée dans la synthése de la
paroi cellulaire mycobactérienne qui est une cible privilégiée de maniére & contourner le

probléme de résistance lié aux antibiotiques classiques.

Ce manuscrit se présente en quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la mise au point bibliographique sur les lactones : la 2-
acétylbutyrolactone et ’acide déhydroacétique, leurs modes de synthese, les principaux
composés hétérocycliques obtenus a partir de ces deux produits de départ ainsi qu’un

apercu de ceux qui présentent un intérét biologique.

Le chapitre deux rapporte la synthese et la caractérisation par analyses spectrales, d’une
nouvelle série de composés de structure thiazole portant un résidu pyrazolique

difféeremment substitués préparée a partir de la 2-acétylbutyrolactone.

Le chapitre trois, présente la synthése des composés de structures condensées
thiazolepyrimidinepyrazole, pyrazoles et cynamoyles obtenus a partir du DHA selon

différentes voies et leurs caractérisations par des méthodes d’analyses spectrales.

Le chapitre quatre est réparti en deux parties : la premiére présente quelques généralités
concernant la tuberculose, I’agent étiologique responsable de cette pathologie, la paroi
mycobactérienne responsable de la résistance aux agressions chimiques, les traitements

actuels disponibles ainsi qu’un apercu sur les nouvelles molécules en cours d’étude.
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Dans la deuxiéme partie, les résultats biologiques et les propriétés antituberculeuses des
composés synthétisés sont presentés. Une évaluation biologique réalisée dans le cadre
d’une collaboration avec le Département de Biologie et de Biotechnologie Lazzaro
Spallanzani Université de Pavia, Italie et Laboratoire de Synthese et Physicochimie de

Molécules d’Intérét Biologique (SPCMIB) Université Paul Sabatier Toulouse

Une conclusion sur les avancées réalisées au cours de ce travail terminera ce manuscrit.

1Petel, A. R., Raval, R., “Importance of Heterocycles in Medicinal Chemistry” LAP LAMBERT
Academic Publishing. 2015, résumé

2 a)Ntie-Kang, F., Kannan, S., Wichapong, K., OwonoOwono, L.C., Sippl,W., Megnassan, E.,
MolBiosyst.2014, 10, 223-239(b) Manetti, F., Magnani, M., Castagnolo, D., Passalacqua, L., Botta, M.,
Corelli, F., Saddi, M., Deidda, D., De Logu, A., MedChem 2006, 1,973-989

(c) Castagnolo, D., Manetti, F., Radi, M., Bechi, B., Pagano, M., De Logu, A., Meleddu, R., Saddi, M., Botta,
M. , Bioorg Med Chem. 2009, 17:5716-5721

® (a) Rammah, M.M., Othman, M., Rammah,M.B., J. Soc. Chim. Tunisie. 2008,10, 11-21; (b) Rafiee, E.,
Azad,A., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 2756-2759; (c) Sabry, S.M., J. Pharm.Biomed.Anal.2006, 40,
1057-1067; (d) Bonacorso, H.G., Martins,D. B., Martins,M.A.P., Zanatta, N., Flores, AF.C.,
Synthesis.2005, 809-813. (e) Sabry, S.M., Abdel-Hady, M., Elsayed, M., Fahmy, O.T., Maher, H.M., J.
Pharm. Biomed. Anal.2003, 32, 409-423, (f) Takayama, K., Iwata,M., Hisamichi, H., Okamoto,Y., Aoki,
M., Niwa, A., Chem. Pharm. Bull. 2002, 50, 1050-1059.

* Gupta, G.K., Mittal ,A., Kumar V., Lett Org Chem.2014 ,11,273-286
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Introduction

Les lactones sont trés répandues dans les produits naturels et présentent des activités
biologiques diverses. Depuis de nombreuses années, ces différentes propriétés sont

devenues une cible privilégiée pour la recherche en chimie organique.

De nouvelles voies de préparation sont donc constamment expérimentées pour la
synthése stéréosélective de produits naturels, de composés a nouvelles activités
biologiques, ou pour leur utilisation en tant que briques en synthéses.

Dans ce premier chapitre, nous nous sommes intéressés a apporter une mise au point
bibliographique sur le DHA et la y-acétylbutyrolactone, deux lactones a 1’origine de
notre travail de recherche.Leurs propriétés, les différentes voies de leurs syntheses,

ainsi que leur importance en synthése organigque seront exposées.

I-1 Mise au point bibliographique sur les lactones

Les lactones aussi appelées 4-olides et 5-olides sont des esters particuliers comportant
un cycle bi-oxygéné, résultant de la cyclisation d’acides hydroxylés en position 4 ou 5.

Les y- ou o-lactones représentent les deux structures les plus fréqguemment identifiées

[1].

Suivant la taille du cycle lactone, on distingue trois classes qui sont : les grandes ou
macrocycliques (plus de 11 chainons), les moyennes (de 8 a 11 chainons) et les petites

lactones de tailles inférieure a 8 chainons

La diversité des lactones est liée aux substituants présents sur les cycles et sur la chaine
latérale, au nombre de doubles liaisons et a la configuration spatiale des molécules
(formes énantiomériques R et S) [1]. A I’image de la cytovaricine, une lactone
macrocyclique complexe comportant 21 carbones asymétriques, un antibiotique isolé en

1981 d’un champignon [2] puis synthétisé en 1989 par Evans [3].
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Figurel : 1 La cytovaricine

Les lactones de taille moyenne sont, de méme, importantes et occupent une place
considérable en synthése organique depuis 1’isolement et la caractérisation de lactones
biologiquement actives comme I’illustre les gonioheptoides A et B deux lactones a huit

chainons montrant une activité anticancéreuse [4].

CeHs
Gonioheptolides A et B
Ho N BlReey
HO OH
Figure I-2 : Les gonioheptolides AetB
Les lactones de taille moyenne seraient les plus difficiles a synthétiser. La réaction de
cyclisation serait défavorisée par des facteurs entropiques [5] certains sont synthétisés

par iodolactonisation [6].

Les lactones de taille plus petite ont aussi révélé des activités biologiques intéressantes.
La 2-alkényl-3-hydroxy-2,4-diéne-4-olidelactone insaturée a cing chainons est un

exemple assez représentatif, il présente une activité antimicrobienne [7].

(CHy)
o) 26

/

0 OH

(CH, 5H3

Figurel- 3 : Lactone a cing chainons



Chapitre | Mise au point bibliographique

Les y-butyrolactones chirales substituées d’origine naturelle représentent environ10%
de tous les produits naturels connus[8] et beaucoup de ces composés présentent une
activité biologique significative. Les y-butyrolactones sont présentes dans une variété
importante de fruits et de fleurs, dans les phéromones[9], dans les lignanes[10] ainsi que
dans les lichens[11]. Ces composés possédent des intéréts tres divers en tant que
substances aromatiques [12], composés antitumoraux [13], antibactériens (traitement de
la tuberculose[14], du paludisme[15], antiplaquettaires et vasorelaxants[16],
phytosanitaires[17], régulateurs de la croissance des plantes[18], antiulcéreux,[19]

cardiotoniques[20] ou contraceptifs

Tableau I-1 : Exemples de y -butyrolactones naturelles

2,
%,
&

(-)-cis-whisky Dﬁ\o Composés Synthétisés par
RV aromathues

factone R= n?C4H9 présents T.Ebora
(-)-cis-cognac B a maturation dans 1993[21]
lactone de nombreuses
boissons
alcoolisées

Acostonolide Agent e}nti- Synthétisé en
bactérien 1977 par
. . P.Grieco et al
Extrait du laurier [22]

Agent antitumoral,

antibactérien, Synthétisé en
antifongique, 2014 selon une

N _ R de Barbier
anti-inflammatoire o 31 oot g

extrait de Ia_grande [23]
camomille

parthénolide
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Le motif y-butyrolactone est également important en tant que synthon pour la synthése
de molécules a activité pharmaceutique, en particulier pour la synthése d’antibiotiques,
d’analgésiques[24] et de composes antitumoraux [25], ou un substrat de départ pour la
synthese de produits naturels [26], par exemple de lignanes [27].

Pour leur part, les a-pyrones ou 2-pyrones, lactones insaturées a six chainons sont
présentes dans un grand nombre de produits naturels dans les trois regnes de la vie,
comme ils peuvent étre obtenus par diverses voies de synthése chimiques et biologiques
[28].

Les plus simples, c'est-a-dire I'acide triacétique lactone [29] et l'acide tétra-acétique
lactone [30] (Figurel-4), représentent des motifs largement exploités en synthése
decomposés tels que l'a-chymotrypsine, les coumarines, les phéromones et les

solanopyrones [31].

OH OH o]
o o} o) o o) )
2-pyrone acide triacétique

acide tétracétique

Figurel-4 : 2-pyrone, acide triacétique lactone, acide tétracétique lactone

Les activités biologiques des 2-pyrones sont importantes: antimicrobien [30],
antitumorales [31,32], analgesique, anticonvulsives, anxiolytique, et hypnotique [33],
comme ils peuvent étre cytotoxiques [34]. Certains sont aflatoxines produites par
plusieurs especes d'Aspergillus. Les composés ci-aprés donnent un apercgu sur quelques
2-pyrones a activités biologiques.
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Tableau I-2 : Exemples de 2- pyrones naturelles

Mermesin

I
o o) o)

Anti-cancéreuse, extrait des
fruits de I’ Ammielevé[35-36]

H3C\
) OH  (CH,)g
Myxocoumarine
N CH,
O,N o) o)

Antibactérien, antifongique
extrait

du
StigmatellaaurantiacaMY X-
030 [37]

Yagonin

Activité analgésique,
anticonvulsive,anxiolytique,

hypnotique extrait du kava
[38-33]
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| -2 Présentation de la 2-acétylbutyrolactone

La 2-acétylbutyrolactone ou I’a-acétyl-y-butyrolactone (ABL) [39] ou encore la 4,5-
dihydro-3-acétylfuran-2(3H)-one) CgHgO3 1 est un composé organique dérivé

lactonique constitué de six atomes de carbone et trois atomes d’oxygene.

C’est une entité polyfonctionnelle, réunissant a la fois une cétone énolisable, un ester
pentacyclique et un protonacide entre ces deux fonctions chimiques. Ce caractére

multifonctionnel rend la réactivité chimique de cette molécule intéressante [40].

O

1
Figure I-5 : La 2-acétylbutyrolactone

Le composé 1 peut étre défini comme un ester de type B-céto-ester renfermant le motif
y-butyro-lactone. 1l est présent dans la constitution de quelques produits naturels et il est

utilisé dans la préparation de molécules synthétiques [41-43].

Ainsi la 2-acétylbutyrolactone est utilisé comme produit de départ pour la synthése de
la Resperidone, un antipsychotique utilisé principalement pour traiter la schizophrénie,
le trouble bipolaire et I'irritabilité chez les enfants et les adolescents [44]. Il est vendu

sous le nom commercial Risperdal par la compagnie pharmaceutique Janssen.

O/N\ S Q
OO

Figure 1-6 :Resperidone
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Par ailleurs le Central Drug Research Institute en Inde a mis au point un dérivé de la

primaquine dérivé de la 8-aminoquinoline,un antipaludéen. Il sagit de la Bulaquine

N—(3-éthylidinotetrahydrofuran-2-one)-N-(6-methoxy-8-quinolinyl)-1,4-
pentanediamine utilisée dans la prévention de la rechute dans le cas du paludisme a P.
vivax [45].

La Bulaquine est intéressante parce qu’elle présente moins d’effets secondaires en
particulier, la méthémoglobinémie et aussi moins d'effet sur les enzymes de defense

antioxydantes.

Elle est obtenue par une simple condensation de la 2-acétylbutyrolactone sur la

molécule-mere en présence de pipéridine a température ambiante [45].

O

N o 0
HN . HN\I/\/\H AN
j/\/\NHz Pipéridine N
O O

Primaquine Bulaquine

Schémal- 1 : Synthése de la Bulaquine

La 2-acétylbutyrolactone existe du point de vue structural en équilibre entre les formes
céto et énol du groupement acétyle en position 3. Son spectre RMN'H en solution dans
le chloroforme deutérié montre clairement la présence de la forme énol par la présence

d’une large bande a 15,2 ppm attribuable au groupement OH.

Ceto Enol

Figure 1-7 : Formes céto et énol de la 2-acétylbutyrolactone


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9th%C3%A9moglobin%C3%A9mie
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Sous certaines conditions, le substrat 1 se présente sous la forme solide qui est une -
butyrolactone munie d’un groupement acétyle en position o [46]. Mais, C’est sous sa
forme a-méthyléne-y-butyrolactone qu’on le retrouve comme constituant dans un

certain nombre de produits naturels aux activités biologiques remarquables.

Figurel-8 : L a-acétyl-y-butyrolactone; I’a-méthylene-y-butyrolactone

Le fragment a-méthyléne-y-butyrolactone est connu pour étre responsable de diverses
activités biologiques. Ces lactones ont un profil biologique impressionnant incluant des
antibiotiques forts (par exemple la Xanthatine), des antifongiques (par exemple,
I’Encelin), des antitumoreus, des antiviraux, des anti-inflammatoires (Fig.1-9). Ils sont
bioactifs en raison de la capacité de leur groupement méthylene en position a a se lier

avec les sites nucléophiles des biomolécules par addition conjugué [47 ].

Encelin (antifogique) Xantine (an'ﬁbiotique)

O
HOOC

o AcO

C5H11\\\\ 0

Méthyénolactocin 1-Oacetylbritannilactone

Figurel-9 : Le fragment a-méthylene-y-butyrolactone
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[-2-1Synthese de la 2-acétylbutyrolactone

La littérature converge vers deux méthodes principales pour la synthése de la 2-
acetylbutyrolactone.

La premiere utilise de I'oxyde d'éthyléne et l'acétoacétate d’éthyle ou des protocoles
opératoires différents ont été proposés, les plus récents d’entre eux prennent les aspects

économiques et environnementaux en considération[48,49 ].

0
0] 0] NAOH/H,0
foi + )J\ )]\ 0°,1t,48h T~ 0
o) 0™ N\

sodium metallique

acide phosphorique + CoHsOH

80°C,8h
Schéma I-2 Synthése de la 2-acétylbutyrolactone
V.Semak et al, rapportent pour leur part une seconde voie d’obtention de la 2-acétyl
butyrolactone a partir de la y- butyrolactone, et du diméthylcarbonate en présence du
DMC ; le rendement est de I’ordre de 89% ; des sous-produits sont de méme isolés [50].
De méme la présence de I’EtOAC permet 1’acces a 1’2-acétylbutyrolactone avec des

rendements similaires [51].

sodium métallique

N
210°C, 7h é_<

sous - produits: méthyl tétrahydro-3-méthyl-2-oxofuran-3-carboxylate,
3-(méthylcarbonyl)butyl-méthyl carbonate

et 3-(mehylcarbonyl) méthyl-propyl carbonate

sous - produits

Schéma I- 3 : Synthese de la 2-acétylbutyrolactone selon V.Semak et al.
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La synthése de la 2-acétylbutyrolactone (schéma 1-4) a partir de la y- butyrolactone a
méme fait I’objet d’un brevet. Selon la réaction suivante réalisée a partir de la y-
butyrolactone et de D’acétate d’alkyle en présence d’un puissant agent de
condensation pour obtenir dans un premier temps un énolate, la protonation de ce
dernier en présence d’un halogénure d’alkyl aboutit au produit désiré avec un

rendement supérieur a 90% [52].

O
o) 0O
0 . R R,0M N 0
o~ 1 > * 0 HX » 0]
-R;0OH 0] - -MX
-R,OH

R1:alkyl
R2:alkyl
M: ion métallique,ion d'ammonium

Schéma I- 4 : Synthese de la 2-acétylbutyrolactone a partir de la y- butyrolactone

[-2-2 Mise au point bibliographique sur I’intérét de la 2-acetylbutyrolactone

en synthese organique :

L’accés a une imine, a été possible a partir de I’acetylbutyrolactone et 1’aniline dans
I’ethanol a reflux [53] (Schémal- 5).

NH,
(@)
L oxd
EtOH N

Schéma I-5 : Synthése d’imine a partir de la 2-acétylbutyrolactone

De méme, la mise en réaction de I’acétylbutyrolactone avec la phényléthylamine,
aboutit a I’énaminone correspondante [54] (Schéma 1-6).

LY 0

benzéne
BF;.0Et, o]

o

Schéma I- 6 : Synthese d’énaminone a partir de la 2-acétylbutyrolactone

10
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En revanche la 2-acétylbutyrolactone opposée a la 4- chloroaniline dans le toluéne a

reflux pendant 24 heures conduit a la formation de 1’enamine correspondante [55].

o o)
2 o) CIONHZ \;1}
NH
cl”

0 >
Toluéne

Schéma I-7 : Synthése d’énaminone

Une aminolactone a été obtenue avec des rendements supeérieurs a 84% (Schéma 1-8)
par la mise en réaction de 1’acetylbutyrolactone avec la 8-amino-6-méthoxyquinoléine
ou la 8-amino-6-méthyl quinoléine [56].

0
NH; 7 NN
N 0 Toluéne, reflux o)
A N
+ _ N .
o >
R=H,0CH,

Schéma I- 8 : Synthése d’aminolactone

L'allylation de la 2-acétylbutyrolactone en présence des alcools allyliques se déroule
doucement a une température de 50 °C en présence de quantités catalytiques de Pd
(OAC) 2 (1-10% en moles), d'EtsB (30- 40% en moles), un ligand de phosphine

(1-20 % en moles) et une base (0 a 50-60 % en moles) [57].

o -
1) Pd(OAc),/ligand
+ Z >
/ Et3B

rt,50°C

Schéma I- 9 : Allylation de la 2-acétylbutyrolactone

- D’autre part, un protocole de synthese (schéma I-10) visant I’obtention de structure

azepine condenseée a un cycle furanique a été réalisé par chauffage de 1’acétyl-

11
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butyrolactone, 1’éthylene diamine et le benzaldéhyde dans le dichlorométhane
[58].

o N N
o (O] H2N CH2C|2 3
+ + L
NH
JAN
H,N
(@]

Schéma I-10 : Synthése de structure azepine

En chimie combinatoire, une approche originale a permis 1’obtention d’une a-
méthyléne-c-butyrolactone fonctionnalisée, en présence du tert-butylisocyanide et
dialkylacétyléne dicarboxylate avec des rendements variant de 62 a 66% [59].

RO,C._ _H
CO,R o 4 t-Bu
| | ether Y
Bu—N'=cC + - H COzR
t-Bu N o
CO,R o

R=Me; Rdt=67%
R=Et; Rdt=62%
R=t-bu;Rdt=66%

Schéma I-11 : Synthese de I’a-méthyléne-c-butyrolactone fonctionnalisée

O

Récemment, la synthese régio- et stéréosélective de dérivés de dihydrofurane -2(3H) —
one-triazolo[1,5-a]pyrimidine par une approche Biginelli dans le cadre de la chimie
verte, a partir du benzaldéhydes ortho-substitués, du 3-amino-1,2,4-triazole et de 1'a-
acetylbutyrolactone a été rapportée.

Les hétérocycles obtenus avec de bons rendements possédent une structure restreinte
avec une stéréochimie définie et une stabilité accrue par rapport a d'autres produits

obtenus par ce mode de réaction [60] (Schéma 1-12).

H

n—N

||\ />—NH2 R—
N

H,O, rt 12h

+ filtration o
X o
le) / )\N

I Me
N

Schéma I-12 : Synthése de dérivés de dihydrofurane -2(3H) -one-triazolo[1,5-a]
pyrimidine

12
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Par ailleurs R. Pandey et al. ont développé a partir de I’acétylbutyrolactone, une créme
contraceptive  minimisant les effets secondaires associés a d’autres types de
contraception. Tout d'abord, la 2-acétylbutyrolactone a été aminoalkylé puis condensé

avec un acide approprié [61-62].

0 0
i, K,CO3 HCI, acide D- tartarlque
\b/k acetone, reflux, 12 h. o Méthanol, 2 h.

R=amino alkyl, Ry = OH ou N(CHjg), R,= OCHzouH

.i= pyrrolidionoéthyl ou N,N-diéthylaminoéthyl
ou morpholinoéthyl ou N,N-dimethylaminopropyl)

Figure 1-10 Dérivés de I’acétylbutyrolactone a activité spermicide

I-2-2-10uverture du cycle furanique

L’ouverture du cycle lactonique peut étre théoriquement provoquée par des attaques
nucléophiles sur le carbonyle de ’ester au moyen d’un chauffage dans un milieu acide.

En parfumerie par exemple, 1’acétylbutyrolactone 1 est employée dans la préparation du
linalol, produit odorant d’origine végétale ou synthétique selon un processus qui permet

I’ouverture du cycle furanique (schéma 1-13) [63].

O )\
0] MgX

Acide
—_— X X

N\ gx

Schéma I- 13 : Synthése de linalol

L’approche de molécules condensées (Figure 1-11) a été soulevée par des travaux [64] a
partir de I’acétybutyrolactone avec les hydrazines substituées dans I’eau avec des

rendements de 65 a 78% , dont le processus permet 1’ouverture du cycle furanique

=k )

H R=H,CHj
i= NH,NH, ou NH,NHCH,

Figure 1-11 : Condensation des dérivés de 1’hydrazine sur I’acétybutyrolactone

13
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Par la réaction d’aminoguanidine bicarbonate et I’acétylbutyrolacone dans I’éthanol a
reflux pendant 15h, se forme une pyrazynone avec un rendement de 76% [65],
précurseur repris dans les travaux d’autres équipes de recherches [66] qui a permis
I’obtention des pyrazolones diversement fonctionnalisés dont certains présentent des
activités anti-inflamatoire, analgésique, ou antypirétique.(Schéma 1-14)

O

NH
o I acétate d'amonium,C,HsOH,15h
NH,-NH-C-NH,.HCO,

Rdt=76% HO

Schéma I-14 : Synthése de pyrazolones diversement fonctionnalisés

Selon le schéma ci-aprés (Schémal- 15) un cycle imidazole peut étre introduit dans un
squelette acétylbutyrolactone, sython utilisé dans la synthese de composé ayant une
excellente activité antagoniste du récepteur du facteur de libération de la corticotrophine
[67].

HN/< 0 OH

N O HO /<

o =z
OoN™ S Fe,ACOH N
A

EtOH

Schéma I-15 : Synthése de composé a activité antagoniste

D. Zimmermann et al. rapportent la synthése d’une structure condensée pyrido-
pyrimidinone par la mise en suspension de la 2-acétylbutyrolactone et la 2-amino-3-

hydroxypyridine dans le chlorobenzeéne [68] (Schéma 1-16).

o OH
HO . N
o 2 N Chlorobenzéne N\
+ | -
> A N
H,N N OH

Schéma 1-16 : Synthése d’une structure condensée pyrido-pyrimidinone
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Une structure condensee pyridobenzimidazole a été obtenue par action du 2-(1H-
benzoimidazol-2-yl)acéonitrile sur la 2-acétyl- y-butyrolactonel [69] (Schéma I-17)

NC
0]
N ACONH, /
o e} \>_ CH,CN - HN N OH
N 130-140°C 5

Schéma I-17 : Synthése d’une structure condensée pyridobenzimidazole

[-2-2-2 Actions de dérivés thioamides sur la 2-acétylbutyrolactone :

La mise en réaction d’une quantit¢é équimolaire d’acétylbutyrolactone et de
thiosemicarbazide dans un mélange éthanol/eau, permet la formation de la 2-acétyl-c-
butyrolactone-thiosemicarbazone correspondant, sans ouverture du cycle furanique [70],
un ligand précurseur dans la synthése de complexe de coordination a activité

antifongique et antibactérienne[71] (Schéma 1-18) .

H S
o o . ’ N/N NH, EtOH/eau )\\
2 T - o /N\N NH2
s © H
H

Schéma I- 18 : Synthése de la 2-acétyl-c-butyrolactone-thiosemicarbazone

Depuis, cette réaction a été reprise dans d’autres conditions opératoires, qui ont conduit
a la formation d’une structure condensée furano-pyrazole [72] (Schéma I-19).

O
S%
0 o H Toluéne, ZnCl,
0\ |

S

Schéma I- 19 : Synthése d’une structure condensée furano-pyrazole
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Par ailleurs, I’action d’autres composés soufrés sur 1’acétylbutyrolactone, dans certaines
conditions opératoires provoque 1’ouverture du cycle furanique.

Ainsi des structures de type pyrimidinone et thioperimidinone sont obtenues en
présence respectivement de thiourée et de thiazolamines [73- 74].

0
I i

H,N NH, AN\

HN\<

POCl, NH,

MeONa/80°C A

HNT XX OH S\KN
)\ N\ _N |
sZ >N o cl
H o}

Schéma 1-20 : Synthése de pyrimidinone et thioperimidinone
1-2-3 Le thiazole

I-2-3-1 Présentation et intéréts du noyau thiazolique.

Les thiazoles ou (1,3 thiazoles) constituent une grande famille de composés

hétérocycliques a cing chainons comportant un hétéroatome soufré et un autre azoté

[75].
3
4 N
[
> s
1
Figure 1-12 Le thiazole

Les thiazoles sont des isoméres des isothiazoles (1,2-thiazole) et apparentés aux 1,3-

azoles (azote et un autre hétéroatome dans un cycle a cing chainons).
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Ils sont planaires et aromatiques sur la base de la délocalisation d'une paire d'électrons
célibataires de I'atome de soufre [75] (figure 1-13).

PPN I S R
[S> - J'S/ \+S> - _S/ g
Figure 1-13 forme limite du thiazole

Le caractére aromatique du noyau thiazole mis en évidence par spectroscopie RMN*H,
est révélé par le déplacement chimique des atomes d'hydrogéne entre 7,27 et 8,77 ppm,
indiquant clairement un fort effet diamagnétique. La densité des électrons = indique
que la position de C-5 est le site principal pour la substitution électrophile et la position
du C-2 est le site pour la substitution nucléophile [75].

Le groupement thiazole représente la partie cruciale de la vitamine B, [76] et prend part
dans la structure finale d’un nombre de médicaments cliniqguement utilisé, & grand
intérét thérapeutique : le Tafinar [79] le Dasatinib [78] le Ritonavir, [79],
Ravuconazole [80], le Nitazoxanide [81], le Meloxicam [82], le Nizatidine [83].

NH, n F N%
N (A F o N S
p/ S—
¢ N )\<—\ FO )
|
N
OH N)\NHZ

Thiamine ou vitamine B1 Tafinalar (anticancereux)

on A 9 5
S O D

A ©
)\L O\ o HN__ o N\ S
_N~"0H S]\ PO N= ~
\;N /N\A/S N02
Dasatinib (agent antinéoplastique) Ritanonavir (anti HIV) Nitazoxanide (antiparazitaire)
o Hs NO
N 2
/\(/ s
/N /\/NH
Meloxican (anti inflamatoire) ~ Ravuconazole (antifongique) Nizatidine (antiulcére)
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En plus des différents médicaments, des dérivés thiazoles avec des activités biologiques
diverses incluant les antifongiques [84], les antituberculeux[85], les anticancereux [86],
les antioxydants [87], les anti-inflammatoires [88] , les anticonvulsifs [89] et plusieurs
inhibiteurs d'enzymes, qui peuvent étre utiles pour le traitement de maladies chroniques
telles que I'Alzheimer[90], le diabete[91], la goutte[92] ont été mentionnés dans la

littérature.

E@% H <o §\x/@rd
N-NH > N_S =
s | N Cl NN
[\f -N N O = {

s/
7
HsC¥ N, S E N
agent anti-fongique dérivé a activité antituberculeuse angent anti-oxydant

F
N<g§ \:I:N
| »—~CCOOH | Y
HOOC
CF,

(o) Le fébuxostat : traitement

)\ de I'nyperuricémie et de la goutte chronique Sodelglitazar (GW 677954)
récepteur antagoniste -activité antidiabete deTypell

cl < —'/?Rl
\ 7/ <

N
RN N N
hig HN N
S\/)WN O Nﬁ(
N. Nf>~ SCH,CONHN=CHC¢Hg ~,
Activité inhibitrice de la maladie d'Alzheimer R Agent anticonvulsif

Dans un domaine plus large, le noyau thiazolique trouve de méme sa place dans la
structure de divers composes, comme I’insecticide Thiamethoxam [93], et dans les
domaines de 1’optoélectronique et le photovoltaique grace au transfert de charge

existant au sein de ces composes [94].

O,N

N
I
Sy N
s
Cl
Thiamethoxam (insecticide)
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I-2-3-2. Mise au point bibliographique sur la synthese de thiazoles

Parmi les grandes voies d’accés permettant 1’obtention de la structure thiazole, la
stratégie traditionnelle de Hantzsch est la plus couramment utilisée. Développée en
1887, il sagit d’une réaction entre les a-halocétones et les thioamides selon le schéma

réactionnel suivant [95] (Schémal-21).

S X Ry Rs
B e
Ry NH " R, \N R,
Schémal-21 : Synthese de thiazole selon la stratégie de Hantzsch

Le grand nombre de a-bromocétones disponibles dans le commerce rendent attrayante
la maniére a introduire la diversité en positions R; et R3 du thiazole (Schémal-22).
Ainsi, les 2-aminothiazoles peuvent étre obtenus avec une grande pureté et de bons

rendements [96].

i Br Rs Rs
N S
H L —— 1
0 R, R /<\N R;
Schéma.l-22 : Synthése des les 2-aminothiazoles
Depuis peu, Ngono Bikobo et al. ont rapporté la synthése par double condensation de

Hantzsch, de nouvelles structures aux noyaux di-thiazoliques(Schéma 1-23) montrant

une activité antibactérienne et une autre antifongique [97].
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CN
©\ NH, o) EtOH , TEA
CN >
HAS Br\/‘ < > rt, 8h
N
@ D
N S
H
H,S
FeS, TEA, HCI .8 h
S
S:\B—-R B halocétone NH,

N -
rt, reflux N
Ul
2 ;
!’
N s

R= Ph, p-H3CO-Ph, p-NO,, p-CI-Ph, p-cyano-Ph, CI-CH,-

Schéma 1-23 : Synthese de nouvelles structures aux noyaux di-thiazoliques

Les o-halonitriles peuvent substituer des composés a-halogénocarbonylés dans la
synthese de Hantzsch. Ainsi, les 2,4-diaminothiazoles (Schémal-24) sont obtenus a

partir de la thiourée avec 1’a-halonitrile dans 1’éthanol a reflux [98-100].

S NH,
)\ ' PR EtOH /<
Né § N NH, reflux g S
<
=

Schéma 1-24 : Synthése des 2,4-diaminothiazoles

Récemment, des 2- aminothiazoles et des 2-amino-1,3-slénothiazoles (Schéma 1-25) ont
été obtenus avec de bons rendement de 82 a 85%, par la condensation de Hantzsch
d’un équivalent du 2-(bromoacétophénone sur 1.2 a 2 équivalents de thiourée ou de la

séléno-urée, une voie de synthése écologique trés rapide sans solvant ni catalyseur.

[101].

o)
S
)SJ\ Br / )\
+ Z
H,N NH, neat X N NH;
X t<20s

X=MeO, F, NO,, Br
Schéma 1-25 : Synthése des 2- aminothiazoles

|

20



Chapitre | Mise au point bibliographique

La synthese de Gabriel mise en ccuvre en 1910 est une autre méthode qui permet
I’obtention d’un cycle thiazole. La réaction d'une acylamino-cétone en présence du
pentasulfure de phosphore, conduit au thiazole 4-disubstitué correspondant (Schéma I-
26) [102].

R
R R
Rl R1 P285 N)\
© )_ Ry © )\ Ry R \
o} HO Ry

Schéma 1-26 : Synhése de thiazole 4-disubstitué

Dans le méme ordre d’idées, dans une approche plus récente, le traitement des aryl -N,
N-diformylaminométhyl-cétones avec le pentasulfure de phosphore et la triéthylamine
dans le chloroforme aboutit a des 5-arylthiazoles (Schéma 1-27) avec de bons

rendements variant entre 54 et 83% [103].

|

HO CHCl5,60°C,45-60min S\/
0]
Cl © | O
SAGKIG W
OMe [%

Schéma 1-27 : Synthése des 5-arylthiazoles

Ar
Ar CHO 2eq,P,Ss,2eq.NEt; =
e N
N
AN
c

La synthése du thiazole selon Cooke Heilbron (1949) met en réaction 1’aminonitrile
avec du disulfure de carbone pour former les 5-amino-2-mercaptothiazoles
correspondants [104] (Schéma 1-28).

R SH

S

N& NH; H

R NH,

+ S—C=—=S > N/*

Schéma 1-28 : Synthese des 5-amino-2-mercaptothiazoles
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La recherche récente ne cesse de s’intéresser a d’originales voies de synthése de
structure a base de noyau thiazolique, a ’image des réactions ci-apres, citées a titre
indicatif.

La [3 + 1 + 1] condensation d’oximes, d’anhydrides et de thiocyanate de potassium
(KSCN) catalysée par le cuivre dans des conditions réactionnelles douces, a permis
d’accéder a des thiazoles différemment substitués (Schéma 1-29) avec des rendements
variant entre 52 a 82%.[105].

HO
~N 2eq. KSCN S
|N )OJ\ )(J)\ e Y
toluéne -
A )\ R o R 120°C,24h N/

Ar =Ph-X, X =F, I, p-MeO, 0-MeO, NO,

Schéma 1-29 : Synthése des thiazoles difféeremment substitués

Le couplage catalysé par le cuivre mettant en réaction I’acétate d'oxime avec des
isothiocyanates aboutit a divers 2-aminothiazoles 4-substitués et 4,5-disubstitués dans

des conditions réactionnelles douces via le clivage par liaison N-O [106] (Schemal-30).

0.2 eq.Cul
OA
N 0.5eq. Cs,CO4 R N R"
RII - /
| . - - \ R: Ar,alkyl
)\/R + SCN . | > NH R":Ar,alkyl
R . toluéne S R":Ar,alkyl Bn
105°C, 8h R'

Schéma 1-30 : Synthése des 2-aminothiazoles 4-substitués et 4,5-disubstitués

Le schéma ci-apres (Schéma 1-31) présente une méthode pratique réaction catalysée par
I'acétate de palladium (1I) dans des conditions douces qui permet d’obtenir des
structures hautement sélectives de type 2-aminothiazoles substitués en 4 a partir

d'azotures vinyliques et trois équivalents de thiocyanate de potassium.

De méme, la catalyse par le bromure de fer (111) favorise la formation des 5-thiocyano-

2-aminothiazoles 4-substitue [107].
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NH,
Pd(OAC), N /<
+  3KSCN > <
PrOH
Ar Ns 80°C , 12h =

Schéma I-31 : Synthése de composés de type 2-aminothiazoles substitués

Utilisation du thiosemicarbazide dans la synthese de thiazoles :

Une approche originale dans la synthese de structure condensée a partir de la 3-(2-
bromoaceétyl)-chroman-2-one dérivée de la coumarine, la thiosemicarbazide et la 2-
acetylbutyrolactone selon deux voies différentes de synthése.a permis I'accés en une
seule étape a la structure schématisée ci-dessous avec de trés bons rendements [108]
(Schéma 1-32).

Q ©)
R X + S +
o, B NH2NHCNH2
o) O
Ry
ZnCl,anhydre, Toluéne CH;COOH
ou
A 2h A Llh
N
/ ~
N N
ST\ Rdt82-90%
\_-S
0]
R 0]
a: R=R;=H d:R=R,=ClI

R, b:R=H,R;=0OCHj e:R=Br, R;=H
c:R=Cl, Ry=H f:R=R,=Br

Schémal-32 : synthése de structures condensées a partir de I’ABL et du
thiosemicarbazide

L’acide tétronique porté a reflux dans 1’éthanol avec le thiosemicarbazide differemment
substituée conduit a des dérives énaminones correspondantes. Ces dernieres réagissent

avec le 2-bromopréopinate dans 1’éthanol en présence de 1’acétate de sodium anhydre
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conduisant aux 4-thiazolidinones représentées dans le (schéma [1-33) avec des
rendements variant de 30 & 68 % [109].

Ry
Ry Oj,\OEt N O
HN—NH
ow o (. =
» HN S

H 1
N N —> 7
+ - 0
®) \ H>N \n/ EtOH, reflux o NaOAc, EtOH
S reflux \
o) o o
Ry = H, CHa, Ph

Schéma 1-33 : Sythese des 4-thiazolidinones a partir de 1’acide tétronique
Les mémes auteurs rapportent la synthése des 4-thiazolidinones correspondants a la
mise en réaction de la 4-hydroxy-6-méthyl-2-one-pyrane avec le thiosemicarbazide
différemment substituée dans un premier temps puis avec le bénzyl 2-bromo acétate
dans un deuxieme temps selon le méme protocole de synthése sus-cité [109] (Schéma I-
34).

R

R
0 o
HN=NH 7
7 NH Ph/\O)J\’Br N= :/(
> HN S

OH H
E—
| + N N NH \
0] 2 EtOH, reflux NaOAC, EtOH
s 1) reflux \
0 Rdt =304a40 %

O O
R=H, CH,,

o~

o)
Schéma 1-34 : Sythese des 4-thiazolidinones a partir de la 4-hydroxy-6-méthyl-2-one-
pyrane

Une structure portant un noyau thiazolidique et un autre pyrazolique (Schéma 1-35) a pu
étre obtenue par la synthese en trois étapes, a partir de I’acide déhydroacétique et la
thiosemicarbazide, dans une premiere étape pour obtenir 1’imine correspondante. Puis
en présence du phénylacylbromide pour aboutir au noyau thiazole dans une deuxiéme
étape et enfin la cyclisation pour obtenir le noyau pyrazolique dans un mélange (1:4)
éthanol-acide acétique dans une troisiéme étape [110].
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S
R
OH O H N
j’\ OH N)J\NHNHZ oH N,N—(’j/
N H,N~ ~NHNH, P | S
| | RCOCH,X N
|
o0 o Yo EtOH,NaOAc
0" "0 (x=cl,Br
EtOH - AcOH
R
— )
T3
S
HO O O

R= C6H5, 2'th|ény|, CH3

Schéma 1-35 : Syntése de structures condensées thiazolopyrazoliques

Une synthése (Schéma 1-36) mettant en réaction 1’acétylbutyrolactone en présence du
POCl;. Le mélange réactionnel porté a reflux pendant 1h, a impliqué la cyclisation, qui
a conduit simultanément a la formation de fragments: thiazole, pyrazolone et
cyclopropane, le 7-méthyl-5-[4-aryl-thiazol-2-yl]-5,6-diazaspiro[2.4] hept-6-one a été

obtenu en une étape [111].

0] Ar

H
Q N NH \ N
+ HoN j"/ ? ° / >\N/ A\
Br S POC|3 s

L
Y o

refluxlh o

Rdt=40-65%

Schéma 1-36 : Synthése du 7-méthyl-5-[4-aryl -thiazol-2-yl]-5,6-diazaspiro[2.4] hept-6-
one
Les mémes auteurs ont mis en évidence une autre voies de synthése du composé sus-
cité, mais cette fois en deux étapes, mettant en réaction dans un premier temps la
bromocétone et la thiosemicarbazide dans 1’éthanol afin d’obtenir le 2-0x0-2-phényl-
éthylhydrazinecarbimidazo-thioatéhydrobromide. Puis, dans un deuxiéme temps la
réaction de ce dernier avec ’acétylbutyrolactone en présence du POCIl; a reflux,
pourrait donner la possibilité de formation de deux types de composés par cyclisation

des intermédiaires, mais 1’analyse spectrale a prouvé la formation du méme composé
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que celui isolé par la voie en une seule étape et avec des rendements simlaires (Schéma
1-37) [111].

0]

EtOH. 20-25°C
o H 2h
N Ar S H

N~NH,

S Y e d —_ 0,
:/4 o] ©NH2 Br Rdt=88-92%
\[N\ /N\ ‘m
—N
| S H Ar

@
N
=
P
\
2
S
o
Y

/ Rdt=40-50%

Schéma 1-37 : Synthese du 7-méthyl-5-[4-aryl -thiazol-2-yl]-5,6-diazaspiro[2.4] hept-6-
one en deux étapes
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1-3 Généralités sur le DHA :

L’acide déhydroacétique3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one

commercialement abrégé en DHA, est un composé hétérocyclique oxygénée dérivé de

la 2-pyrone .
OH (o)
\ CHs
HsC ) [¢]
4

Figure 1-14 : Acide déhydroacétique-3-ac_étyl-4-hydroxy-6-methy|-2H-pyran-2-one

Le DHA et ses dérivés trouvent une large application comme conservateurs, anti-
microbiens (Kunigoshi et al. 1960) ou antifongiques dans I'industrie pharmaceutique

et cosmétique.

(Kunigoshi et al. 1960)
Figure 1-15 : Le DHA comme anti-microbien

Cette 2-pyrone est de méme utilisée dans la fabrication de gelée pour crémes glacées
[112], dans la fabrication de fibres a faible pH, comme réactif pour détecter 1’activité de
la créatine kinase MB isoenzyme (CK-MB) ou encore comme plastifiant dans une
variété de résines synthéetiques [113-114].

Le déshydroacétate de sodium est utilisé dans la préparation de conservateurs anti-
microbiens pour les émulsifiants, dans les gateaux a haute teneur en eau et dans les
pates [115-120].

Na*
o’ o
X CHs
HsC o o

Figure 1-16 : Le déshydroacétate de sodium
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Le DHA est également utilisé comme molécule de départ polyvalente pour la synthése
de nombreux pharmacophores potentiels tels que les benzodiazépines [121] (Fodili et al
1999), imidazopyridine [122] (Bouayad et al 2016), imidazoles [123-124] (Fodili et al
2015), a travers une condensation avec une variété de nucléophiles comme I'o-

phénylenediamine.

H

) ’
N N
N N —
| \ (:[ 4
o @) i N "
(Fodili et al.2015) (Fodili et al.1999) (Bouayad et al. 2016)

Figure I-17 : Pharmacophores potentiel obtenus a partir du DHA

Le DHA est un bon ligand chélateur [125] ; il est sujet de plusieurs études récentes de
I’activité de nombreux de ses dérivés en tant qu’antibactériens (Vishwakarma et al.
2016), (Kashmiri et al., 2018), antimicrobiens (Nechak et al., 2015) [126,131] ,
antifongiques [128] (Sundar et al., 2016), anticancéreux [133] (Swamy et al. 2015),
agents DNA-photoclivage [136] (Pal et al., 2014), analgésiques et anti-inflammatoires
[94] (Kummar et al., 2012), antiviraux [134] ( Tambov et al., 2012) et anti-HIV[135]
(Defant et al., 2015)

28



Chapitre | Mise au point bibliographique

73 ’ OH O H s
NC/S N = OH  NNHCNHR
S f X |
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e Kashmiri etal., 2018 R
(Vishwakarma et al., 2016) (Kashmiri et al., ) (Nechak et al., 2015)

/

Pal et al., 2015
| o
(6] O

(Tambov et al., 2012) (Defant et al., 2015)

Figure 1-18 : Pharmacophores reconnus obtenus a partir du DHA

Structure :

CgHgO4 est la formule brute de plus de 180 isomeres de constitution de l'acide
déhydroacétique, qui peuvent étre cycliques ou linéaires. La détermination de la
structure correcte de I'acide déhydroacétique, est devenue incontournable en raison de la
grande variété de composés importants qui peuvent étre facilement préparés a partir de
cet acide. Cependant, il a fallu plus de 70 ans, de 1882 a 1952, afin de mettre une

structure finale a I’acide déhydroacétique, apres de nombreuses propositions [137-142],
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pour arriver aux hypothéeses de Feist [143] et Collie [144-145] basées sur le fait que

I'acide déshydroacétique soit une lactone.

0
o) o)
o)
o) o)
o) o)
Formule proposée par Collie Formule proposeée par Fiest

Forsen et Nilsson [146] ont conclu par des études spectrales (infra-rouge et RMN) que
I'acide déhydroacétique a une structure pyranne. De méme, Berson [147] et Billes [148]
ont confirmé la formule proposée par Feist, grace a une étude spectrale vibrationnelle,
infrarouge et Raman

Le DHA a quatre tautomeres principaux (Fig 9) dont le 3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-
2H-pyran-2-one 4 est la forme la plus stable [149]. Ce systéme étant le plus conjugué
de tous les tautomeres, il ne contient pas de doubles liaisons carbone-carbone
éxocyclique, connues étres moins stables dans les cycles a six membres que les doubles

liaisons endocycliques (figure 1-19).

Q Q OH O O OH
L0 — S =00
o OH o "0 o 0O
4
O O
@]

Figure 1-19 formes limites du DHA

I-3-1 Synthése de I'acide déhydroacétique :
Le nom: «acide déhydroacétique » provient du fait qu'il soit constitué de quatre

molécules d’acide acétique avec 1'élimination de quatre molécules d'eau.
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Le DHA fut découvert en 1866 par Geuther comme I'un des produits de la pyrolyse de
I'acétoacétate d'éthyle. [150], il a également pu étre isolé a partir de ressources
naturelles (solandranitida) [151-154].

Diverses voies de synthéses ont été expérimentées afin d’obtenir ce composé, les plus

anciennes sont montrées par le schéma ci-aprés [155-158] (Schéma I-38).

base (CH;C0),0
CZHSOH HzSO4
(@] (@] o o
) CH base M
)k/Céo } CeHl;ONa . | ’ - HC OC;zHs
& CeHe HC O 70 C,HsOH

Shéma 1-38 : Synthése de 1’acide déhydroacétique

La recherche sur la synthése de l'acide déhydroacétique ne s’arrétant pas 1a, le DHA a
de méme pu étre obtenu par polymérisation du dicéténe en présence d’une catalyse
basique dans des hydrocarbures aromatiques utilisés comme solvant [159-161], ou par
I’acylation de 1’acide triacétique lactone par 1’acide acétique[162], 1’acétyl chlorique
[163] ou I’anydride acétique [164] en présence de l'acide sulfurique, de la pyridine ou
I'acétate de sodium (Schéma 1-39 ).

(0]
OH O OH
o . NRg
\‘ ou R-ON& N o « N
- 3
] benzéne ou o
(@] \ toluéne HaC o o X=0H,0Ac,CI HsC e} 0

(0]

Schéma 1-39 : Synthese de 1’acide déhydroacétique par polymerisation ou par acylation
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L’intermédiaire obtenu par la 1,3-dioxinone, la 1-éthoxybutyn-3-one [165], le
diacétoneoxalyl [166-168] ou par la 1,3-oxazine [169] peut trouver son chemin vers le
DHA grace a une reaction de Hetero-Diels- Alders ou par une cyclo-addition de type [
4+2 ] (Schéma 1-40).

1- ethoxybutyn 3 -one k 0 /

1, 3 dioxinone

O O 0 )

@)
z
)J\/u\n/\”// _)v ’ ‘XSCN HN
'8 e} -2H NaH,THF )\

1304 HDA
oxalyldiacétone [4+2]

1,3-0xazine

Schéma 1-40 : Synthese de DHA par une une réaction de Hetero-Diels- Alders

[-3-2 Réactivité de ’acide déhydroacétique

L'acide déhydroacétique posséde de nombreux sites actifs. Les atomes de carbone C2,
C4, C6 et C3a sont des centres hautement électrophiles [170-171,126] alors que les
carbones C3 et C5 ont des propriétes nucléophiliées [172].

Les réactions avec les nucléophiles en C2 et C6 provoquent l'ouverture de I'anneau
pyronique qui, en général, est suivie d'une cyclisation pour donner un nouveau systéeme
hétérocyclique ou carboxylique. En revanche, l'introduction de réactifs électrophiles en

C3 et C5 maintient la structure pyranique [173] .
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La grande diversité entre les différents sites actifs du DHA en fait un excellent
précurseur polyvalent pour la synthese d'une large variété de composés hétérocycliques.

Deux travaux récents [173,174], présentent les différentes stratégies synthétiques
conduisant & divers composes hétérocycliques azotés, oxygénés et soufrés, inclus dans
les squelettes de divers systemes poly-hétérocycliques. Pour notre part nous présentons
ci- apres :

- laréactivité du DHA en présence des aldéhydes aromatiques

- D’essentiel des plus récentes voies de synthése de structures azotées classées sur

le nombre de chainons du cycle azoté,
- la syntheése de structures azotées porteuses d’un atome de soufre essentiellement

obtenues a partir de thioamide et thiocarbamide.

[-3-2-1 Réactivité du DHA Vis-a-vis des aldéhydes

La condensation de l'acide déhydroacétique 4 avec des aldéhydes aromatiques est
considéré comme un bon procédé de préparation de dérivés cinnamoyles et chalcones de
DHA.

Ainsi, la condensation du DHA avec divers aldéhydes aromatiques portant une fonction
acetylique catalysée par la pipéridine dans le chloroforme par une condensation de
Claisen-Schmidt, conduit a des cinnamoyles de DHA (Schéma | -41) [175-176,128].

OH O o OH O

iper,CH,CI
) )L pip 3 |\ aw

Ar H reflux,4h

|

Schéma I-41 : Synthése de cinnamoye de DHA

Par ailleurs, la condensation de DHA-bromurephosphonium [177] avec le 4-
méthoxycinnamaldéhyde donne un dérivé conjugué [178] (Schéma I- 42).

1-N-Bromoccimide /\)J\
OH O OH O .\ H

2-PPh; _
AN o | A >
Br.*PhyP 5 5 EtONa/EtOH  Ar ™ XX e} e}

(o] o) Ar'=p-OMePh
Schéma 1-42 : Synthése de dérivés conjugués a partir de DHA

D'autre part, la condensation de 4 avec deux équivalents de benzaldéhyde en présence

d'une petite quantité de N-benzylidénecyclohexylamine porté a reflux dans le toluéne
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pendant 24 heures, donne un nouveau dérivé doublement condensé (Schéma 1-43)
[179].

)J\ OH O

0]
I o o
Ar H Va Ar H
- | N Al | N = Ar

A~ .CyHex

Ph™ N Toluéne
Toluéne reflux,24h
reflux,24h

Schéma 1-43: Synthese de dérivés doublement condensé a partir de DHA
Il est important de signaler que la condensation du DHA avec du N,N-

diméthylformamidediméthylacétal, dans 1’éthanol catalysé¢ par la triméthylamine peut

former des énaminones [180, 181] (Schéma I- 44).

Et;N,EtOH

O/
R W .
o\ \

reflux,6h

Schéma I- 44 : Synthése des énaminones

1-3-2-2 Synthése d’hétérocycles azotés a quatre chainons

Le traitement de l'acide déhydroacétique avec des amines aromatiques primaires
substituées a donné, par irradiation micro-ondes, de nombreuses bases de Schiff. Ces
bases sont par la suite irradiées a nouveau avec du diméthylformamide en présence de
la triéthylamine et le chlorure de chloroacétyle pour donner finalement des dérivés
d'azétidinone (Schéma I- 45) [182].

Ry R;, R,
H,N R, Ry
OH DMF.TEA R,
R N CICH,.coClI
4 > N N Ry > 0
EtOH 5 5 R, Mw .300W.7min
Mw.300W.10min (F;lc " Fle_iz 53
R;= H_, Me, OH, Br o HH
R2,Rs=H, Cl Br Cl H o~ Yo
H H H
OH H H
H H I

Schéma 1-45 : Synthése des dérivés d’azétidinone
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I-3-2-3 Synthése d’hétérocycles azotés a cing chainons

Pour préparer le dérivé du pyrrole ci-apres (Schéma 1-46). Fadda et al. [183] ont fait
réagir le chlorhydrate de glycinate avec une énaminone de DHA. Le pyrarrole obtenu

présente un profil anti-microbien.

CO,Et
OH o) o on NH
NH
\ / N/ 2\)J\0Et.HCI N .
EtOH l
o o o o

Schéma 1-46 : Synthése de pyrrole au profil anti-microbien.

La réaction de cinnamoyles de DHA avec du nitrométhane en présence de plus d'un
équivalent de 1,1,3,3-tétraméthylguanidine (TMG) donne les composes nitrés
correspondants. La réduction chimio sélective de la fonction nitro de cet intermediaire
en présence du nikel de Raney, conduit a des dérivés pyrrole de type 2-(4-
arylpyrrolidin-2-ylidéne) [184] (Schéma I-47).

OH (@]
P MeNO, TMG ¢H ©
, \ Ar ——— \
Rt |
O (6] o o

Schéma 1-47 : Synthése du 2-(4-arylpyrrolidin-2-ylidéne)

Les hydrazines représentent la piece maitresse pour la synthése de pyrazoles et
bipyrazoles a partir du DHA. Diverses voies de synthéses ont été rapportées, dont
certaines permettent d’obtenir cette structure par ouverture du cycle pyrannique. Le
schéma ci-aprés regroupe un nombre de réactions permettant 1’accés a ce motif avec

I’essentiel de leurs conditions opératoires [185-191].
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(R=Me, 4-CI-Ph, 4-NO,-Ph, 2,4-(NO,),-Ph) NHR " (R= Ph,4-CI-Ph,4-F-Ph)

R
‘N-N RNH-NH, excés
\ AcOH,alccool
g | -
(0] (@] 1° PhNH-NH,

RNHNH
2 2° AcOH.reflux12h

RNH-NH, RNH-NH,
(R=Et,Me,Ph,H) (R=Et,Me,Ph,H) [189]
o CH;CO,H
Pyridine 1°RNH-NH,
| 101] 2°1.1eq. DMF/POCI, o 0
18] {
N
Y R Ho”
OoH N-N [190] R
Y H,SO
B CHSCOM | Refiux
o "0 0
(R=Ph, 4-CI-Ph, 4-NO,-Ph, 2,4-(NO),-Ph 4-Me-Ph)
\
| N
o™ N
R

Schéma 1-48 : Syntheses de pyrazoles et bipyrazoles

Le 3-cinnamoyl-4-hydroxy-6-méthyl-2-oxo-2H-pyranes traité avec des arylhydrazines
conduit a la 1,5-diphényl-3-(4-hydroxy-6-méthyl-2-oxo-2H-pyrann-3-yl)-2-pyrazoline.
L'oxydation induite de cette derniére par le diacétate d'iodobenzéne (IBD) a donné
accés aux pyranylpyrazoles correspondant avec des rendements variant entre 72 a
78% (Schéma 1-49) [192].

o o EtOH/AcOH

Ar = CgHs, p-CH3CeH4, p-CICgH,, 2-furyl, 2-thiényl, 4-pyridyl

Schéma 1-49 : Synthése des pyraylpyrazoles
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Le développement de pyranopyrazoles par I’utilisation de nouveaux dérivés obtenus
par la réaction de la 3-acétyl-4-chloro-6-méthylpyran-2-one avec des hydrazines
substituées a été rapporté.

Le noyau pyran-2-one des pyranopyrazoles obtenus a été identifié in vitro en tant que
modele d'anneau central approprié pour concevoir des inhibiteurs sélectifs de la COX-2.

De plus, l'analyse in vivo a révelé que ceux dont R = p-BrCeH4, p-OCH3CgHa, 4-
méthyl-2-quinolyl présentent un double profil analgésique et anti-inflammatoire
(Schéma 1-50) [193].

AcOH

reflux

R = CgHs,p-CH3;CgH,, p-CICgH,4,p-BrCgH,, p-OCH;CgH,4,4-phenyl-2-thiazolyl,
4-methyl-2-quinolyl

Schéma 1-50 : Synthese de pyranopyrazoles a activité biologique.

L’obtention des imidazoles et benzimidazoles a partir de DHA a de méme été
rapportée dans un nombre de travaux [125-126,194] dont les récentes réactions ci-

apres, sont présentées a titre indicatif

La condensation d'un mélange équimolaire de 3-(2-bromoacétyl)-4-hydroxy-6-méthyl-
2H-pyran-2-one obtenue par la bromation de 4 dans des conditions acides [195-196],
avec divers aldéhydes aromatiques, la benzylamine et l'acétate d'ammonium dans
I’alcool absolu a donné des dérivés imidazole (schéma 1-51) avec de bons rendements
variant de 70 a 90% [197].

R3

CHO
- Mo L R, NH,OAC
é —  f » N NHZ
ACOH, reflux /fr‘\/ + R ©/\ Alcool absolu R
0" 7o B 110°C-6h oy N= 1
3 N

\

e x
R;=H,0OH, R, = H, OCHs3, NO,, R3= H, OH, OCH3, Br, CI. |
o O

Schéma I-51 : Synthése de dérivés imidazoles
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Depuis peu, K.Bouayad et al. ont mis en évidence la synthése de la 6-bromo-2-méthyl-
1H-imidazo[4,5-b]pyridine par 1’action de la bromopyridine-2,3-diamine sur le DHA
[122] (Schémal-52).

OH O Br NH, H
\ P
| N7 NH, | p
’ Z N
N
o~ o

Schémal-52 : Synthese de la 6-bromo-2-méthyl-1H-imidazo[4,5-b]pyridine

1-3-2-4 Synthése d’hétérocycles azotés a six chainons

Le DHA traité avec ’ammoniac aboutit a la 1,2,6-triméthylpyridine-4(1H)-one qui,
apres réduction avec le Ni, donne le 1,2,6-trimethylpiperidin-4-ol. L’oxydation de
Sweren en présence du DMSO / oxalyl chlorique a permis d’accéder a la pipéridine
correspondante [198] (Schéma 1-53).

OH O 0 _ OH i
NH, Ni de Raney (cocly,

X

0 0 110°c N H, DMSO N

Schéma 1-53 : Syntése de la pypéridine

Les enaminones de DHA peuvent étre transformées en pyrranopyridine par une
réaction avec 1’hydroxylamine [199] (Schéma I-54).

T 2NH,0H OHO\|'\I
/ 2
ffv“““* ~ et/ ou
(@) O 0 ,}|
OH

Schéma I-54 : Synthése de la pyrranopyridine

Les mises en réaction des méme enaminones obtenues sans solvant a partir du DHA et
le N, N-diméthylformamide diméthylacétal avec des composés méthyléniques actifs ont

permis d’obtenir les pyrranylpyridines ci-aprés [200].
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Schéma 1-55 : Synthése des pyrranylpyridines

Dans des conditions douces et efficaces, une variété de dérivés de la pyridine a été
développée avec d’excellents rendements, via une réaction de Hantzsch de l'acide
déhydroacétique avec les aldéhydes et l'acétate d'ammonium catalysée par une petite

quantité de nitrate d'ammonium cérique (CAN) en milieu aqueux [201].

De méme, récemment, des dérivés de 4-aryl-2-pyranyl-7,8-dihydroquinolin-5(6H)-one
ont été obtenus avec d'excellents rendements a partir des méme réactifs en plus du

diméthylcyclohexane-1,3-dione.
L'activité antibactérienne in vitro des composés nouvellement synthétisés a été évaluée.

Certains des composés testés ont montré une activité antibactérienne [131] (Schéma I-
56).
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OH O (0]
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R, + NHAC
CAN(5mol%),H,0, + CAN(10mol%),H,0,
VAN A L 4h
R>

R3

R1 =H, OH; R, = H, OCHs, NO,; R3 = H, OH, CH3, OCHg;, Cl, Br, NO,, N(CHy),

Schéma I-56 : Syntese des dérivés4-aryl-2-pyranyl-7,8-dihydroquinolin-5(6H)-one a
activité bactérienne .

Un acide carboxylique porteur d’un noyau pyradizine est obtenu a partir de la 4-
hydroxy-6-methylpyran-2-one et du benzenediazonium chlorique substitué en présence
du carbonate de sodium aqueux ; le chauffage de I’intermédiaire obtenu dans le HCI
entraine la formation de I’acide 1,4-dihydro-6-méthyl-4-oxo-1’acide arylpyridazine-3-
carboxylique [202] (Schéma 1-57).

o
H,S0,
4 concent X R NNHAT Hel oH
R | > | —_— |
o fo) N82CO3/H20 REf = 3h N/ N
0-10°C ° 0 |
Ar

Schéma 1-57 : Synthese de I’acide 1,4-dihydro-6-méthyl-4-oxo-1’acide arylpyridazine-
3-carboxylique

La condensation du 1,8-diaminonaphtalene avec 1 pendant trois heures aboutit aux
1,3-diazines correspondantes [203]. De plus, le DHA peut également étre converti en
dérivés pyrimidine par son traitement avec la guanidine [204,205].

De méme la synthese de dérivés pyridopyrimidine par 1’action de pyridine substituée
sur le DHA a reflux dans le butanol a été rapporté [206,207] (Schéma 1-58).
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5 oo (I
Y N
N\fN o 2 2 | NHZ NH2
NH e} O MeOH
butanol | ¥ X %= H, y= CHa
reflux | X=H,y=H
N x=NH,, y=H

Schéma 1-58 : Synthése de dérivés pyridopyrimidine

Hikem-Oukacha et al. rapportent la bromation du DHA dans 1’acide acétique dans une
premicre étape puis avec 1’orthophénylénediamine substituée dans une seconde étape
afin d’accéder aux pyranoquinoxalines correspondants, comme ils rapportent la
synthese de pyradizine: la 1-(2,4-dinitrophényl)-7-méthyl-2,3-dihydro-1H-pyrano
[4,3-c]pyridazine-4,5-dione par action en deuxieme étape du 1-(2.4-dinitrophényl
hydrazine [195] (Schéma I-59).

reflux Q/
N
- Ii*

Schéma 1-59 : Synyese de pyranoquinoxalines et de pyradizine

4
R Ac-acetique l

1-3-2-5 Synthése d’hétérocycles azotés a sept chainons

Les benzodiazépines sont une classe de composés hétérocycliques a grand intérét
thérapeutique ; c’est pourquoi, la synthése de 1,5-benzodiazépine a partir de DHA a été
largement expérimentée.

Ainsi, la condensation d’une mole d’0-phénylénediamine avec une mole d’acide

dehydroacétique dans divers alcools (MeOH, EtOH, PrOH, iPrOH, BuOH) donne un
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mélange de quatre produits [208] dont une benzodiazépine qui a été séparée par
chromatographie sur colonne de silice.

Le traitement de la méme réaction dans le xyléne a reflux pendant deux heures a permis
I’accés a une diazépinone. L’utilisation de deux moles d’0-PDA conduit au mélange
d’une benzodiazépinone majoritaire  avec un rendement de I’ordre de 78%, un
benzimidazole et une benzimidazolone.

Un exces accru d'o-phénylénediamine donne les produits sus-cités et une imino-
benzodiazépinone ; cette derniére conduit, aprés chauffage, en présence d’acide a la 4-

méthylbenzodiazépin-2-one correspondante (Schéma 1-60) [209-210].

H N/ \ N
N~/ 0o QNH + Q‘
X f oty Qo e
N
_ N N H
N H O
n=1| R-OH
R= Me,Et,Pr,i-Pr,Bu j\g\\(
C[ j\g\\( xylene/fIk ©: xylene
NH Q‘)\
2<<nl
H 7
SO LIPS
N
AT O @
+ N o N
T T N H O

Schéma 1-60 : Synthése de benzodiazépines
L’halogénation de 1’acide déhydroacétique en présence de POCIl; conduit, apres une
réaction de condensation avec 1’o-phénylénediamine, aux pyrano-1,5-benzodiazépines
[211] (Schéma I-61).

0-CgHy(NH,),

Schéma 1-61 :Synthese de benzodiazépines en présence du POCI;
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L’action de D’orthophénylénediamine sur les cynnamoyles, dérivés de I’acide

déhydroacétique, aboutissait aux composés de pyranobenzodiazépine [212] (Schema I-

62).
H
i
| N ©:NH2 Piperidine C(N,
0] O NH, EtOH HO

Schéma 1-62 : Synthése de pyranobenzodiazépine

Ar

Des études récentes se sont intéressées a la stéréochimie de quelques 1,5-
pyranobenzodiazépines. Rabahi et al. ont ainsi mené une étude mécanistique appuyée
par analyse RMN 2D a I'état liquide monocristallin, la diffraction aux rayons X ainsi
que des calculs théoriques ; ce qui a permis la classification de deux forme tautomeres :
A (énaminopyran-2,4-dione) et B (imino-4-hydroxypyran-2-one) sans aucune
ambiguité. Ce qui prouve que la plupart des structures benzodiazépine provenant de

DHA adoptent préférentiellement la forme (E) -aminaminopyran-2,4-diones A (Schéma
1-63) [213].

R, = aryl, o-hydroxyphenyl; R, = H, CHj

Schéma 1-63 formes tautomeres de quelques 1,5-pyranobenzodiazépines
La synthése d'une série de 1,5-benzodiazépines électro-actives portant soit un noyau
ferrocéne ou tetrathiafulvaléne, agissant comme fragment électro actif, a était
rapportée. La capacité donneuse d'électrons de ces redox 1,5-benzodiazépines actives a
été deécrite, leurs structures moléculaires, étudiées par des études de diffraction rayons
X.
Les résultats de ces dernieres ont révélé que les cycles diazépines adoptent la forme

énamine en raison de la liaison hydrogéne intramoléculaire entre le N-H de I'énamine et
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le carbonyle de DHA.En raison de la présence de électrophore tétrathiafulvaléne ou
ferrocene (Schemal-64) [214].

OH O
N HoN

| S0
0 ) HzN

EtOH
>\/CHO
S
S

S @—CHO
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Schéma 1-64 : Synthése d'une série de 1,5-benzodiazépines électro-actives

I-3-3 Action des thioamides et thiocarbamides sur le DHA :

L’étude des hétérocycles azotés porteurs d’un atome de soufre a largement été rapportée
compte tenu de leurs intéréts. La synthése de noyaux thioaminés a partir du DHA est
souvent obtenue a partir de divers composeés en particulier, les thioamides, la thiouré,

la thiosemicarbazide et les aminothiphénols.

Action du thiosemicarbazide sur le DHA :

Le thiazolylhydrazone obtenue a partir de DHA et de thiosemicarbazide dans I’éthanol
a reflux a permis d’obtenir des structures thiazoles par sa mise en réaction avec du
bromure®, ou du chlorure? de phénacyle et de l'acétate de sodium dans éthanol[215].
Comme elle a permis 1’acces a des dérivés thiazidiques en présence de 2-
bromopropionate d'éthyle®, de bromoacétate d'éthyle phényle* ou de dérivés
maléimidiques® [130] (Schéma I-65).

Les thiazoles obtenus en présence du bromure®, ou du chlorure® de phénacyle peuvent
réagir avec I’hydrazine [216] ou avec le chlorhydrate d'hydroxylamine [217] dans un
mélanged'éthanol et d'acide acétigue  pour donner des composés tricycliques

correspondants (Schéma 1-65).
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La bromation de 4 par le bromure d'hydrogéne (HBr), le dibrome (Br;), ou avec un
exceés de dibrome dans le chloroforme et en présence d'une quantité catalytique d'iode,
fournit le tribromo-DHA. Ce nouveau composé a été traité avec le thiocarbamide et a
donné avec de bons rendements des deriveés thiazolyl-pyranniques (Schéma 1-65)
[218].

H,N-
R ° OH O [218 HN
S
N= Br X B NH,CSNHNH, N//\
OH N g | —
| / oo Br  EtoH, reflux HO
S 4 = (@]
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oo R CHCl;. _0O
NH,CSNHNH,
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n-Bu [216]
R ou
‘N 0 NH,OH,HCI [ 217]
WY
OH | S N'X I}I
A / NN N
| HO \r// R
S
(0] (0]

Schéma 1-65 : Synthése a partir de DHA en présence du thiosemicarbazide

Par une synthése en une seule étape simple, rapide, efficace et respectueuse de
I’environnement de Hantzsch-Thiazole des dérivés thiazoles® et thiazolyl-pyrazole®ont
été obtenus avec de tres bons rendements de 1’ordre de (784 92%) par la condensation
du 3-(2-bromoacétyl)-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one, la thiosemicarbazide et

divers composés carbonylés [219] (Schéma I- 66).
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De méme, les 4-(2-arylhydrazono) -1-(4-(4-hydroxy-6-méthyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)
thiazol-2-yl)-3-méthyl-1H-pyrazol-5(4H)-one ont été obtenus en une seule étape en
présence des 2-(2-arylhydrazono) -3-oxobutanoates d'éthyle dans I'éthanol anhydre
[220].

Une étude récente rapporte la synthése d’une série substituée de thiazolyl-pyrrazole
avec de bons rendements a partir de la condensation du melange 3-(2-bromoacétyl)-4-
hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one, thiosemicarbazide et des dérivés de la 3-

(acétoacétyl) coumarine dans I'éthanol anhydre (Schéma 1-66) [221].

Par ailleurs la mise en réaction du 3- (2-bromoacétyl)-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-
one, la thiosemicarbazide et divers composés carbonylés peut de méme donner acces a
des dérivés 1,3,4-thiadiazin-5-yl-pyran-2-one avec de bons rendements de maniere
simple, rapide et en une seule étape [222] (Schéma 1-66).
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Schéma 1-66 : Synthése a partir de DHA en présence du thiosemicarbazide

Action de thiourée et thioamides sur le DHA.

Le DHA peut étre converti en dérivés de pyrimidine par traitement avec la thiourée
[205]. Comme il a été décrit la synthése de pyrimidines originales obtenues a partir de
I’acide déhydroacétique, les aldéhydes et le chlorure de S-benzylisothiouronium (SBT).
Ces composés portant une chaine latérale pyronyle en position 4 ont été testés pour leur
activité anti-microbienne potentielle. Les composés dont (Ar= F-Ph, thienyl, pyridyl)

ont montré une légére activité contre les bactéries Bacillus subtilis [223] (Schéma 1-67).
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Ar= P, 4-FluoroPh ,3-ChloroPh ,4-BromoPh ,4-Hydroxy-3-ethylPh ,3-Methoxy-4-hydroxyPh
,4-DimethylaminoPh ,4-DiethylaminoPh,2-Thiophene ,4-Pyridyl

Schéma 1-67 : Action de thiourée et thioamides sur le DHA

Le composé obtenu par la bromation de 4 dans le chloroforme et en présence du
trichloromethane a été traité avec diverses thiourées substituées et thioamides et a
donné de bons rendements, variant de 68 a 74%, des dérivés thiazolyl-pyranniques
(schéma 1-68) [224].

OH O
Br
Brz Br N
4 ' | Br

O @]

CHCl;. ¢
NH,CSAr NH,CSNHAr
EtOH, reflux, 10a20min EtOH, reflux, 10a20min

Ar NH-Ar
/ N

0 g o

O

Schéma 1-68 : Synthése des dérivés thiazolyl-pyranniques

Une méthode efficace et écologique a été développée par chauffage conventionnel ou
sous irradiation ultrasonique de la 3-
(bromoacétyl)-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one, de la thiourée et du benzaldéhyde,
en presence d'acide tungstosilicilique supporté sur de la silice, en tant que catalyseur
réutilisable, des derivés de Hantzsch thiazole ont été obtenus avec des rendements de
79% a 90%.

Le catalyseur est récupérable par une simple filtration et peut étre réutilisé dans des

réactions a venir. La plupart des thiazoles ont montré une activité antibactérienne
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comparée a a la ciprofloxacine comme témoins positifs. Ces nouveaux composés ont de
méme montré une activité antioxydante de modérée a bonne devant les radicaux libres
de la DPPH [225] (Schéma 1-69).

De 4-hydroxy-6-méthyl-3-(2-substitués-thiazol-4-yl)-2H-pyran-2-ones ont été préparées
a partir de la réaction du 3-bromoacétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2Hpyran2-one avec des
thioamides, la thiourée, le thiosemicarbazide et la phénylthiocarbazone via trois
méthodes. La premiére(1) consiste en une réaction de Hantzsch classique par le
chauffage a reflux d'une solution équimolaire de 3-bromoacétyl-4-hydroxy-6-méthyl-
2H-pyran-2-one avec des thioamides, de la thiourée ou de la phénylthiocarbazone dans
I'éthanol. L'irradiation par micro-ondes a été utilisée comme alternative au chauffage
dans la deuxiéme (2) et troisiéme méthode (3) soit sans solvant ou par ’utilisation d’un
support solide d’oxyde d”aluminium neutre qui a été imprégné avec les thioamides
appropriés, la thiourée et la phénylthiocarbazone.

Bien que les trois méthodes aient produit le méme composé solide, le principal avantage
de l'irradiation par micro-ondes était le raccourcissement du temps de réaction (Schéma
1-69) [226].

De méme, Swamy et al. rapportent la synthése de la 2,3- [4- (4- hydroxy-6-méthyl-2-
oxo0-2H-pyrann-3-yl)-1,3-thiazol-2-yl]-1,3-thiazolidin-4-one ~ par  cyclisation  en
présence d'acide thioglycolique et du chlorure de zinc des bases de shift obtenues par
I’action des aldéhydes aromatiques. Ainsi que la synthése de piperazine porteuse de
noyau thiazolique par action de la pipérazine substituée sur le thiazolylacétamide
obtenu en présence du 2-chloroacétylchloride. Ces composés synthétises ont été criblés

pour l'activité anticancéreuse in vivo (Schéma 1-69) [227].
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Schéma 1-69 : Synthése a partir de DHA bromé.
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I-4 Les travaux de notre laboratoire a partir de P’ABL et du DHA

La synthése d’hétérocycles a partir de motifs simples et peu coliteux a toujours €té notre
souci majeur. Toutes les molécules que nous avons obtenues sont de tailles variant entre
cing et sept chainons et a fonctions diverses

Des voies d’accés simples a des 1,5- benzodiazépines en partant des cétimines de DHA
par I'utilisation de la fonction amine résiduelle de ce composé a permis d’accéder a un
motif dihydrobenzodiazépine a partir des benzaldéhydes substitués en deux étapes
(voies b, c) avec de trés bons rendements variant de 64 a 88%

Des 1,5- benzodiazépines porteuses d’un résidu pyronique ont de méme été obtenues
cette fois en une seule étape avec des rendements de 36 a 52% selon une voie de
synthése différente mettant en réaction le DMF-DMA ou le DMA-DMA (voie b’)
[121] (Schéma I-70).

En revanche, la (voie d) décrit la formation des structures pyranooxazinones a partir du

triphosgéne, obtenues avec des rendements variant de 45 a 65% [228] (Schéma 1-70).
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Schéma I-70 : Synthése de structures 1,5-benzodiazépines
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Le comportement de 1’acide déhydroacétique et de son homologue hydrogéné en C5-C6
vis-a-vis de 1,2-diamine aliphatique a fait I’objet d’une étude par 1’addition goutte a
goutte d’un équivalent de 1,2 diamine aliphatique a une solution méthanoique de deux
équivalents de DHA ou de son homologue hydrogéné en C5-C6 ou nous avons observe
la formation sélective des imines correspondantes porteuses de deux résidus

pyrones(Schéma I-71).

En revanche, I’addition d’un équivalent de DHA ou de son homologue hydogéné en C5-
C6 a une solution méthanolique d’un équivalent de 1,2-diamine aromatique nous a
permis observer la formation sélective des imines correspondantes [229] (Schéma I-
71).

OH O Ri g, HO_~CHs
o s oy M Ao
\ N
O "0  MeoHTamb | CH3; O Rdt= 55a78%
2 O
Ry g, HO CH
ou OH O ou 1R, A 3
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R, R

Rk NH, OH O R> R,
H,N N R, R
| OH N OH N 1
MeOH/T amb | |
o Yo —_— N NH, X NH,
R;=R,=H ou | ou
R1=R,=CH; OH O o "0 o 0
R;=H, R,=CHj X Rdt = 75391%

Rdt =6847%

un e%)uivaFe)nt
Schéma I-71 : Synthéses en présence de 1,2-diamines aliphatiques
Dans le méme ordre d’idées et compte tenu de nos resultats antérieurs [230] et dans le

but d’aboutir a la structure pyrano-1,4-diazépine a partir de la réaction de Mannich en

une seule étape, des cetimines de DHA ont été mises en réaction avec quelques
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aldéhydes aromatiques dans I’éthanol a reflux, en présence d’une quantité catalytique

d’acide sulfurique concentré [231] (Schéma I-72).
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Schéma 1-72 : Synthese de structures pyrano-1,4-diazépines

L’exploitation des résultats obtenus précédemment ont tracé une voie d’hétéro-

cyclisation intéressante pour obtenir des 1,5-benzodiazépines avec rendements

satisfaisants qui varient de 55 a 77% , comme elle a permis d’accéder a une molécule

originale de structure énaminone [232] (Schéma 1-73).
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Schéma I-73 : Synthéses des 1,5-benzodiazépines et énaminone

pour X =CHs ; Y=CHg, CI, OH, Br
pour X =NO, ; Y=CH3 CI,OH, Br

Dans une nouvelle approche, les composés du bismuth ont été utilisés. Ces composés
sont connus pour étre non toxiques, efficaces et faciles a manipuler, et de nombreux

catalyseurs au bismuth sont utiles dans la synthése organique [233].

Ainsi, des structures benzodiazépines ont été obtenues par I’action de cétimines de
DHA, sur le diméthylformamide-diméthylamine (DMF-DMA) en présence d’acide de
bismuth en une seule étape .Cette réaction a engendré des structures benzodiazépine
avec des rendements variant de 15 a 68 % [234] (Schéma 1-74).

MeOH
| o~ >
e BICl; ou Bi(OTf)
Vs

a-x=H

b- x=p-CH;

¢ x=p-ClI

d X=p-NOZ

Schéma I-74 : Synthéses de 1,5-benzodiazépines en présence du bismuth

La synthése d'un 5-méthylimidazole 1,4-disubstitué a été réalisée avec des rendements
de 70%, en faisant réagir le toluénesulfonylméthylisocyanide (TosMIC) avec un

tautomere énaminique, en présence de quantités catalytiques de triflate de bismuth (I11).
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Un mécanisme possible impliquant une substitution du tosyle sur l'intermédiaire
imidazoline a été proposé. Ce travail représente une nouvelle application pour le réactif
polyvalent isocyanure du toluénesulfonylméthyle qui étend son utilisation a la

préparation d'imidazole a partir de composés cétimine [123-124] (Schéma I-75).

Bi(OTf);,t-BuNH,
MeOH,rt,48h

Schéma I-75 : Préparation d'imidazole a partir de composés cétimine

Par analogie avec nos résultats antérieurs, la réaction de condensation des diamines
aromatiques differemment substituées sur la 2-acétylbutyrolactone a été étudiée. Dans
chaque cas, une seule énaminone a été isolée avec un rendement variant entre 75 et
95%.

0 H,N
2
m + | \/ R EtOH,Tamb :‘
o HNT N

H2N
(75-99%)

R=H,CH5,CI,NO oS,
s configuration:z

Schéma 1-76 : Synthese de structures énaminones

Les énaminones ainsi formées ont été fonctionnalisées en présence du CS,, du DMF-
DMA, du triphosgene pour obtenir respectivement des structures de type:
bezimidazolthione, benzimidazol et benzimidazolone. Selon le schéema réactionnel
suivant [235].
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Comme il a été obtenu récemment des benzemidazole-cyclohexanone de maniére

analogue a partir de la 2- acétylcyclohexanone [236]:

jog

NH
g

) . Ry
triphosgene
R2
R, CH,Cl,,NEt;,0°C,3h N
0 )\NH
00
<— — > R
DMSO, NEts, N H, 1
m48h. g Rz
0 DMFDMA N \
CH,Cl,,NEty reflux, 10-15h \=N
o’ O
R1=R2=H;.R1=CH3,R2=H,;
R1=CI,R2=H;R1=H, R2=N02
Schéma I-77 : Synthése de benzimidazole-butyrolactones
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Chapitre 11 Synthése de molecules de stucture thiazolopyrazolone

Introduction

Etant donné I’intérét que présente la 2-acétylbutyrolactone en synthése organique et
hétérocyclique de par : sa disponibilité, sa fonctionnalité et la grande possibilité de
donner des composés a large potentiel thérapeutique et biologique.

En continuité de nos travaux sur ce réactif qui ont permis d’aboutir a des dérivés
benzimidazole [235], le présent chapitre apporte la synthese de nouvelles structures de
type thiazole [237] porteuses de résidus pyrazolique obtenues selon le schéma global

suivant

o NH s
S / \N
’ )J\
(@) HO
N/ NH, ———> NH,
H 2 O

-

| N\T\l\</:j/R x\)J\R

HO 3

Schéma général de la synthése stucture thiazolopyrazolone

I1-1 Obtention du pyrazolone 2:

Nous avons étudié la réaction de condensation du thiosemicarbazide sur la 2-
acetylbutyrolactone dans le méthanol, en portant le mélange réactionnel a reflux
pendant 6h (schéma I1-1). Nous avons isolé un seul produit avec un bon rendement de

80%.

A 6h NH;

8 \ S
(0] S / N
)J\ . _MeoH HO
/ 2
HoN N
o H

-
[LS]

Schémall- 1 : Obtention du pyrazolone 2

70



Chapitre 11 Synthése de molecules de stucture thiazolopyrazolone

Le tableau I1-1 présente les résultats obtenus dans la synthese de la pyrazolone2.

Tableaull-1 : Propriétés physico-chimiques du dérivé 2

Composé Rdt(%) Aspect PF(°C)

2 80 Poudre blanche 172-173 °C

La valeur du rendement de la réaction, nous donne une idée sur la grande réactivité de

la thiosemicarbazide sur 1’acétylbutyrolactone 1.

11-2 Caractérisation des pyrazolone 2:

La pyrazolone 2 est caractérisée par les méthodes d’analyses de résonance magnétique
nucléaire du proton et du carbone 13 et par la diffraction aux rayons X.

a. Caractérisation par RMN *H :

Nous constatons sur le spectre du composé 2, particulierement, la disparition du signal
du proton du carbone asymeétrique en position 4 du cycle lactonique de 1, I’apparition
du signal de I’hydrogene de I’amine secondaire vers 4,51 ppm et ’apparition du signal
de I’hydrogéne de I’alcool a 11.59 ppm. Afin de faciliter les attributions des

déplacements chimiques, nous présentons le spectre du dérivé 2

885 TT
68€°0T
6096

L0SY
8EV'E
_—SIre
NV
90€C

x4
\11'92*2

T T

N
W
L

ppm (t1)

Dérivé 2 RMN *H a 300MHz, 5 (ppm) , DMSO
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2.16ppm,s >
3 - 4.51ppm,s
o\ \ g
— 2
3.41(t,J=6.9 Hz, 2H, CH,) " N 6
11.59 » 12 HO 5
/) NH, <«———— 9.61ppm
5 8 10.39ppm
2.28 (t,J=6.6 Hz, 2H, CH,) 13

Figure 11- 1 : Dérivé 2 RMN 'H

Ainsi, les intensités des signaux RMN 'H sont en bon rapport d’intégration pour les
différents protons présents dans la structure proposée.

Les déplacements chimiques des différents protons sont rassemblés dans le tableau 11-2

Tableaull-2 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 2

Composé RMN H a 300MHz, 8 (ppm)

2 2.16 (s, 3H, CHs), 2.28 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,), 3.41 (t, J = 6.9 Hz, 2H,
CH,), 451 (br. s, 1H, NH), 9.61 (br. s, 1H, NH,), 10.39 (br. s, 1H,
NH,), 11.59 (br. s, 1H, OH);

b. Caractérisation par RMN *C :

Sur la base des données RMN =C, nous résumons les déplacements chimiques des
carbones comme suit :

101ppm
L1ppm g / H
60 ppm \ S
N 176
< ppm
HO
/ \ b,
¢} 163 ppm
25 ppm
151ppm

Figure 11-2 : Dérivé 2 RMN 3C
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175626
160.897
100578
755
25.261
10.756

— 5000C

MmM8 / DMSO
—-5000

T T
150 100 50
ppm (t1)

Dérivé 3a RMN *C a 500MHz, & (ppm) , DMSO

Il est & signaler que la technique d’analyse utilisée en RMN *3C est I’Echo spin en J
modulé. Cette méthode donne des spectres simples sans couplages C-H et nous permet
d’identifier plus facilement la nature des différents carbones présents dans la molécule.
Les carbones primaires CI et tertiaires CIII apparaissent sur le spectre sous forme de
signaux négatifs alors que les carbones secondaires CIlI et quaternaires CIV sont

signifiés par des signaux positifs.
Tableaull- 3: Caractéristiques spectrales RMN **C & 500 MHz, & (ppm) du dérivé 2

Dérivé | OCH2 & -CH2 | =C-NH Cc=0 =C-CH; S=C-NH; | -CH3

Attribution 60 25 101 163 151 176 11

La structure 2 est élucidee, en particulier, par la disparition du signal de C=0 en
position 7 ainsi que le CH en position 4 de la structure 1 et I’observation de deux
nouveaux pics compatibles avec les carbones quaternaires >C=C< en position 4 et 5 du
cycle formé pyrazolone et apparaissant respectivement aux environs de 101 ppm et 151

ppm dans la structure 2.
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En plus, afin d’¢lucider convenablement cette structure, 1’analyse cristallographique aux
rayons-X de la structure 2 montre clairement la cyclisation pour la formation du noyau
pyrazolone et I’ouverture du cycle lactonique par acylation en C5. Comme il apparait
I’existence d’une liaison H en N2 et la présence de la double liaison en position C3 du

cycle pyrazolone.

Diffractions aux rayons X du composé 2

Par cette analyse de diffraction aux rayons X, nous pouvons expliquer la valeur du
déplacement chimique du proton de N-H du cycle pyrazolone de 2 apparaissant sur le
spectre aux environs de 4.51 ppm et qui, théoriquement, devrait se signaler vers des
champs plus faibles, a cause de 1’éventuel équilibre tautomere HN-C=C-C=0 avec
N=C-C=C-OH au sein de I’hétérocycle 2. Cette valeur s’interprete par 1’existence d’une
liaison hydrogene intramoléculaire entre le NH et I’atome S du groupement thioamide
formant ainsi un cycle a cing a faible interaction entre H du NH et S du thioamide.
D’autant plus, il est connu que ’atome S du groupement thioamide est engagé dans
I’équilibre tautomére S=C-NH, avec HS-C=NH, ce qui diminue fortement son
engagement dans la liaison hydrogene intramoléculaire.

Sur le plan stéréochimique, nous pouvons dire que la structure 2 a une configuration Z.

11-3 Mécanisme réactionnel

Le mécanisme proposé pour la formation de la structure 2, s’explique dans une premicre
étape par une réaction d’addition nucléophile de 1’amine primaire 1a plus nucléophile du

thiosemicarbazide sur le carbonyle de 1’acétyle en position 7 du produit de départ 1.
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L’¢limination d’une molécule d’eau, dans une seconde étape, favorise la formation
d’une imine. En outre, les conditions opératoires de température ont ceuvré pour
I’ouverture du cycle furanique montré par 1’apparition d’un proton OH par analyse
RMN 'H, puis la formation d’un pyrazole par attaque du groupement NH sur le

groupement carbonyle du cycle furanique.

Les nucléophiles peuvent attaquer sur le carbone C5 dans la structure 1, dans une
réaction d’acylation (voie A), préférentiellement en milieu acide ou sur le carbone C2
de la méme structure, conduisant a un acide carboxylique a-substitué (voie B).
Néanmoins I’analyse par RX ne laisse aucune ambiguité quant a 1’attaque sur le carbone
en position 5 du cycle butyrolactone.

La présence du proton mobile en a des deux groupements attracteurs un carbonyle et
une imine, présents dans I’intermédiaire réactionnel [A], engendre un équilibre

favorable au compose 2.

O
NH, addition nucleophile o FH
N /
o N
H \ S
f{o HN\{
H,0 NH,

N>

HO HO z

Mécanisme réactionnel proposé pour 1’obtention de 2
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Il - 4 Synthéses de structures thiazolopyrazolones

Le but de cette étape est I’introduction d’un noyau thiazolique a partir du fragment
thioamide présent sur la structure 2, selon la stratégie de Hantzsch, réaction entre les a-
halocétones et les thioamides.

A cet effet la pyrazolone 2 et les a-bromoacétophénones différemment substituées ou la
chloroacétone sont mises en réaction dans de 1’éthanol en présence d’une quantité
catalytique d’acétate de sodium trihydraté. Le tout est porté a reflux pendant 06 heures

Le schéma suivant résume le déroulement de la réaction.

Z
Acetatﬁ dg sodium ,
t
_ trihydrate / N{—I N N
rt,6h, T aen & N\</ ]
NH S
/ \ \ 3b-f
HO \( HO
NH, R =H, p-CH3 ,p- Br, p-Meo, m-NO2,
o 0
2

cl \)K Acétate d'ethyl N{'| N
anhydre / N\</ j/
rt,6h, O S
HO 3a

Schéma I1-2 : Synthese de la thio-pyrazolone 3
Le tableau I1-4 présente les résultats obtenus dans la synthése de la thio-pyrazolone3

Tableaull-4: Propriétés physico-chimiques des dérivés 3

Composés Substituant Rdt(%o) Aspect PF(°C)
3a -CH; 70 Poudre blanc 226-227
3b -CeHs 75 Poudre beige 93-94
3c -CeHap-CHs 81 Poudre beige 90-91
3d -CeHa-p-Br 87 Poudre beige 222 - 223
3e -CsHas-p-OMe 82.5 Poudre beige 167-168
3f -CsHs-m-NO, 57 Poudre beige 182-183
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Les valeurs des rendements de la réaction, nous donnent une idée sur la réactivité des 2-
bromoacétophénones différemment substituées sur le composé 2. Nous remarquons
que la 2-bromoacetophénone substituée par (R = CHgs, Br ,O0Me) est fortement réactive
vis-a-vis de 1 et fournit les rendements les plus élevés, dus aux caractéres inductif et
mésomere donneurs dessubstituants. En revanche la présence du NO, dans la 2-

bromoacétophénone défavorise le rendement par son effet mésomeére attracteur.

11-5 Caractérisation des thiazolopyrazolones 3:

Les thiazolopyrazolones 3 sont caractérisées par RMN du proton, du carbone 13 et RX
a. Caractérisation par RMN *H :

Nous constatons sur le spectre du composé 3a, particulierement, la disparition du signal
attribuable au groupement NH; de la structure 2 et I’apparition du signal d’un proton
¢thylénique sous forme d’un singulet vers 6.88 ppm, facilement attribuable au cycle
thiazole formé. L apparition du signal des protons du groupement CH3 aux alentours de
2.34 ppm, en bon rapport d’intégration, conforte la cyclisation thiazole.

De méme, la structure 3b fait apparaitre en particulier un signal sous forme de multiplet
a7.34 (m, 1H, CgHs), 7.45 (m, 2H, C¢Hs) et 7.99 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CgHs) relatif a la
présence du groupement phényle.

Afin de faciliter les attributions des déplacements chimiques, nous présentons les

spectres des dérives 3a et 3b

2.16 ppm,s »H3C

\
2.34 ppm,m - N N

> = - 2.34 ppm,s
HO \(J/
/ 0] S

3.46ppm,t J=6.9Hz

6.88ppm.d ,J=1.2Hz

Figure 11-3 : Dérivé 3a RMN 'H
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2.22 ppm, s

7.45 ppm,m
4.67 ppm,s
»>H,C /
/"
- N 7.34 ppm,m
\(
HO
0] S

3.49ppm,t, J=6.8Hz

7.99 ppm,d, J=7.2Hz

3b 7.74 ppm,s

Figure 11-4 : Dérivé 3b RMN 'H

288:9

6LY°E
69€¢C

7B o

ppm (t1)

Dérivé 3a RMN 'H a 300MHz, 6 (ppm) , DMSO
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8997
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0Tv'e

W

— 5000

170°8
/"[351
7 AVA
—SIvL
/TE'V‘L
\; SZE.
N\ 99€'L

T T T T T T T T T T T T T T
I I I I I I I I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

ppm (t1)

Dérivé 3b RMN 'H a 300MHz,  (ppm) , DMSO

Les déplacements chimiques des différents protons sont rassemblés dans le tableau 11-5
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Tableau I1-5: Caractéristiques spectrales RMN 'H des dérivés 3

Composé RMN 'H a 300MHz,  (ppm) , DMSO

3a 2.16 (s, 3H, CHs), 2.34 (m, 5H, C=C-CHs and CH,), 3.46 (t, J = 6.9 Hz,
2H, O-CH5), 6.88 (d, J = 1.2 Hz, 1H, C=CH)

2.22 (s, 3H, CH3), 2.39 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH2), 3.49 (t, J = 6.8 Hz,
3b 2H, CH2), 4.67 (br. S, 1H, NH), 7.34 (m, 1H, CsHs), 7.45 (m, 2H,
CeHs), 7.74 (s, 1H, H-thiazol), 7.99 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CgHs)

2.23 (s, 3H, CHa), 2.35 (s, 3H, CH,-Ph) 2.39 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CHy),
3.51 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,), 4.70 (br. S, 1H, NH), 7.32 (m, 1H, CeHs),

3c 7.45 (m, 2H, CeHs), 7.76 (s, 1H, H-thiazol), 7.80 (d, J = 7.23 Hz, 2H,
CeHs)

2.23 (s, 3H, CHa), , 2.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,), 3.55 (t, J = 6.7 Hz,
2H, CH,), 4.70 (br. S, 1H, NH), 7.32 (m, 1H, C¢Hs), 7.45 (m, 2H,
3d CsHs)

2.23 (s, 3H, CHs), 3.80 (5, 3H,-O- CHa) , 2.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH),
3.55 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CHy), 4.71 (br. S, 1H, NH), 7.32 (m, 1H, C¢H),

3e 7.39 (M, 2H, CeHs), 7.74 (s, 1H, H-thiazol), 7.10 (d, J = 7.80 Hz, 2H,
CeHs

2.23 (s, 3H, CHy), 2.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,), 3.55 (t, J = 6.7 Hz, 2H,
CH,), 4.75 (br. S, 1H, NH), 7.32 (m, 1H, CeHs), 7.87 (m, 2H, CgHs),
3f 7.68 (s, 1H, H-thiazol), 8.15 (d, J = 7.26 Hz, 2H, CeHs)

Nous constatons que le signal du proton de NH du cycle pyrazole de 2 est observé a
451 ppm et il passe a 4.67 ppm dans le cycle thiazolopyrazole de 3 dans le méme
solvant deutérié. Ce léger glissement de déplacement du NH vers des champs plus
déblindés, peut s’expliquer par sa participation dans un systeme conjugué plus accentué
dans 3 que dans 2. En plus, nous constatons que son signal est plus large sur le spectre

de 3, ce qui conforte notre interprétation.

Donc nous pouvons proposer un schéma d’équilibre des formes limites de la structure 3

comme suit :
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ﬁ{)Q ﬁ{)Q

Equilibre propose des formes limites de la structure 3

Evidemment, cet équilibre tautomére n’est possible que sous la condition qu’il y aurait
une libre rotation des deux cycles pyrazole et thiazole autour de la liaison N;-C, reliant
les deux cycles. Par conséquent, cette condition exclurait 1’existence d’une liaison
hydrogeéne entre le NH du pyrazole et I’atome N= du thiazole, qui permet la libre

rotation des deux cycles I’un par rapport a 1’autre.

b- Caractérisation par RMN C :
Sur la base des données RMN *3C, nous résumons les déplacements chimiques des

carbones comme suit :
151ppm

11ppm

H3C . 160ppm

N N
o - 17ppm
HO \(J/ PP
O S AN
\ 147ppm
60ppm |
PP - 109ppm
101ppm
) 153 ppm
151ppm
11PPm—\ . 134ppm
26ppm — HsC, 129 ppm

N
N /N - 128 ppm
HO /
A
o S

60ppm ’ 126ppm
\ 149ppm
101ppm 109ppm
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Figure 11-5 : Caractéristiques spectrales RMN **C de 3a et 3b
Tableau 11-6 : Caractéristiques spectrales RMN **C des dérivés 3

Dérivé 3a 3b 3c 3d 3e 3f
/ R=H | R=CHs | R=Br | R=MeO =NO;,
Attribution*
-CH3 11 11 11, 11 11 11
OCH?2 60 60 60 60 60 60
-CH2 27 26 26 26 26 26
=C-CH, 101 101 102 102 102 102
=C-NH 151 151 151 151 151
S=C-H 109 109 109 109 109 109
-CH=C- 147 149 149 149 149 149
-CH, 17 / 24 / / /

*valeurs arrodies

Le spectre de résonance magnétique du carbonel3 (RMN™C) du composé 3b
enregistre la présence d’un pic a 109ppm correspondant au carbone méthylique du
groupement HC=S. Nous observons de méme le carbone quaternaire =C-N dans le
champ faible a 149ppm, preuve de cyclisation et formation du noyau thiazolique.

La résonance des carbones du cycle benzénique apparaissent dans I’intervalle :

128- 134 ppm.
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Les résultats du composé 3a obtenus par analyse de diffraction aux rayons X confirment la
structure proposée

Diffractions aux rayons X du composé 3a

Cette analyse par diffraction aux rayons X montre clairement qu’il existe un pont
d’hydrogene entre le groupement NH du cycle pyrazole et I’atome d’azote N= du cycle
thiazole. Cet effet bloque la libre rotation entre les deux hétérocycles et empéche la
formation de I’équilibre tautomere. En plus, le glissement du déplacement chimique de
H du NH de 4.51 ppm dans 2 aux environs de 4.70 ppm dans 3 s’explique par une plus
forte interaction de la liaison hydrogéne entre le NH du cycle pyrazolone et I’atome N
du cycle thiazole, ainsi formé. Du point de vue stéréochimique, nous constatons que
nous passons d’une configuration Z pour 2 pour obtenir la structure 3 de configuration
E.

I1-6Mécanisme réactionnel

A la lumiére des résultats obtenus par 1’analyse spéctrale, nous pouvons proposer le

mécanisme réactionnel suivant :
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NH NH
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Mécanisme réactionnel proposé pour I’obtention de 3

Il s’agit d’une condensation classique de Hantzsch, 1’acétate de sodium qui fournit les
CH3COO- nécessaires favorise de la sorte 1’attaque nucléophile du soufre sur le CH; en
position a du groupement carbonyle de la 2-bromoacétophénone, en déplace 1’équilibre
vers le produit final . La cyclisation intramoléculaire de I’intermédiaire est obtenue par
I’attaque nucléophile du groupement NH sur le fragment carbonylé adjacent au —SH,

libérant ainsi une molécule d’eau et une autre de HBr.
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Conclusion

Au terme de ce chapitre, nous aboutissons aux résultats suivants :

Dans la premiére partie du travail qui se rapporte a I’action du thiosemicarbazide sur la
2- aétylbytyrolactone, selon une stratégie décrite dans la littérature par condensation
seule du groupement amine le plus basique sur le groupement carbonyle de la 2-
aétylbutyrolactone afin d’aboutir a une imine, nous avons, pour notre part et compte
tenu de la température mise en jeu, obtenu la cyclisation et la formation d’une
pyrazolone avec ouverture du cycle furanique, méme sans que la catalyse acide
mentionnée dans la littérature nese soit avérée nécessaire. L’analyse spectrale en
particulier par diffraction RX ne laisse aucun doute quant a 1’ouverture du cycle
furanique dans une réaction d’acylation et la formation du noyau sus-Cité et cela avec

un rendement tout a fait satisfaisant de 1’ordre de 80%.

Dans la seconde partie, en procédant selon la stratégie de Hantzsch dans la synthese de
thiazole étant donné le grand intérét que présente ce type de composés, nous avons pu

introduire sur la structure obtenue, un noyau thiazolique grace au fragment thioamide.

L’analyse spectrale effectuée confirme 1’obtention de la structure envisagée avec des
rendements variant entre 57 et 87% selon le caractére inductif donneur ou attracteur

des substituants.

Nous avons ainsi pu, dans la continuité des travaux déja réalisés au sein de notre
laboratoire, apporter une nouvelle structure, obtenue de maniére simple et peu colteuse,

a partir d’un produit commercial, I’acétylbutyrolactone.
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Partie expérimentale:
a. Présentation du matériel utiliseé :

Les spectres RMN 1H ont été enregistrés a 300 MHz, sur un appareil Bruker Avance
300.

Les produits ont été analysés dans le diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6).

Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en partic par million (ppm) et les
constantes de couplage (J) en Hertz (Hz). Les signaux sont désignés par les abréviations
suivantes :

s=singulet, d= doublet, t= triplet, m= multiplet .

Les spectres RMN *3C ont été enregistrés & 7SMHz dans le mode d’Echo spin J-modulé,
a I’aide d’un appareil Bruker Avance 500. Les produits ont été analyses dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO-d6).

Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil Bank Kofler HEIZBANK type
WME 50-260°C, préalablement étalonné et ne sont pas corrigeés.

Les gouttes sont prises au moyen d’une pipette pasteur.

b. Produits chimiques utilisés :

Tous les produits chimiques commerciaux et les solvants organiques ont été employés

sans aucune purification ni distillation.

Le produit de départ, 2-acétylbutyrolactone 1 est un réactif liquide de formule brute
CeHgOs. Il est commercialisé par le laboratoire Merck. C’est un produit destiné pour la
synthese organique. Sa pureté est de 98-99%. Sa masse molaire vaut 128,12g/mole et sa
densité est de 1,19g/mL a 25°C. Le point d’ébullition est égal a 107-108°C et la
solubilité dans I’eau a 20°C est de 200g/L.

Le thiosemicarbazide est un réactif en poudre blanc de formule chimique
NH,CSNHNH,, C’est un produit de synthése vendu par le laboratoire Sigma-Aldrich.
Sa masse molaire vaut 91.14g/mole. Sa pureté est de 99%. Le point de fusion est égal a
180-183 °C.

Les rendements de la réaction sont calculés a partir des produits bruts.

Certains produits ont été recristallisés juste avant de proceder a leur analyse.

87



Chapitre 11 Partie experimentale

La chloroacétone est un réactif liquide incolore de formule chimique C3HsCIO

C’est un produit de synthése vendu par le laboratoire Sigma-Aldrich .Sa masse molaire
vaut 92.52g/mole. Sa pureté est de 95%. Le point de fusion est égal a — 44.5 °C.

Le 2-bromoacetophenone est un réactif solide blanc de formule chimique CgH;BrO
C’est un produit de synthése vendu par le laboratoire Sigma-Aldrich. Sa masse molaire
vaut 199g/mol. Sa pureté est de 98%. Le point de fusion est égal a 48-51 °C.

Les rendements de la réaction sont calculés a partir des produits bruts. Certains produits

ont éte recristallises juste avant de procéder a leur analyse

4-(2-Hydroxyéthyl)-5-méthyl-3-oxo-1H-pyrazol-2-carbothioamide 2

NH
/ \ S Rdt(%) : 80%
N Aspect: solide blanc
PF(°C) =172-173°C
HO M(C;H;1N30,8)= 201
NH,
e}

Un mélange équimolaire composé de 1ml de I’acétylbutyrolactone 1 et 0.911g de
thiosemicarbazide est dissous dans 15 a 20mL de méthanol. Le mélange réactionnel
ainsi formé est porté a reflux pendant 6h, puis maintenu sous agitation magnétique a
température ambiante jusqu’a ’apparition d’un précipité. La filtration sous vide permet
I’obtention d’un solide blanc.

'H-NMR (dg-DMSO) & (ppm), 2.16 (s, 3H, CHs), 2.28 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,), 3.41 (t,
J=6.9 Hz, 2H, CH,), 4.51 (s, 1H, NH), 9.61 (s, 1H, NH5), 10.39 (s, 1H, NH,), 11.59 (s,
1H, NH). *C-NMR (ds-DMSO) (ppm), 10.7, 25.3, 59.8, 100.7, 150.9, 162.9, 175.8. IR
(cm'l), 3362, 3290, 3126, 2944, 2880, 1651, 1600, 1569, 1518, 1435. MS/ESI, m/z 202
(MH").

4-(2-Hydroxyéthyl)-5-méthyl-2-(4-méthylthiazol-2-yl)-1H-pyrazol-3-one (3a).

/ “i” RA(%) :70%
N Aspect: solide blanc

N
= PF(°C) =226-227 °C
HO / M(C10H13N3OZS)=239

o S
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Le composé 2 (2.01 g, 0.01 mole ) et I’acétate sodium (0.82 g, 0.01 mole) sont
mélangés dans 1’éthanol (50 ml) et ajouter ala chloroacétone (0.92 g, 0.01 mole). Le
mélange réactionnel est porté a reflux pendant 3 heures. Apres refroidissement, le
précipité est filtré. Rdt , 70 %; mp, 226-227 °C;*H-NMR (ds-DMSO) & (ppm), 2.16 (s,
3H, CH3), 2.34 (m, 5H, C=C-CH3; and CH,), 3.46 (t, J = 6.9 Hz, 2H, O-CH,), 6.88 (d, J
= 1.2 Hz, 1H, C=CH), 11.76 (s, 1H, NH); *C-NMR (ds-DMSO) (ppm), 10.9, 16.9,
25.6, 60.0, 101.2, 108.5, 146.8, 150.0, 152.8, 159.9. IR (cm™), 3225, 3096, 2938, 1634,
1599, 1535, 1522, 1492. MS/ESI, m/z 240 (MH").

4-(2-Hydroxyéthyl)-5-méthyl-2-(4-phénylthiazol-2-yl)-1H-pyrazol-3-one (3b).

/ NH
\ Rdt(%) : 75%
N\(N Aspict: solide beoige
” / PF(°C) = 93-94 °C
0 S

M(C15H15N3OZS): 301

Le composé2 (2.01 g, 0.01 mole) et I’acétate sodium (0.82 g, 0.01 mole) sont mélangés
dans 1’éthanol (50 mL). 1.99 g, (0.01 mole) de 2-bromoacetophenone y est ajouté, le
mélange réactionnel est porté a reflux pendant 3 heures . apres refroidissement le
précipité est filtré, lavé a 1’eau, et seché sous vide. Rdt , 75 %; mp, 93-94 °C; 'H-NMR
(de-DMSO) s (ppm), 2.22 (s, 3H, CH3), 2.39 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,), 3.49 (t, J = 6.7
Hz, 2H, CH,), 4.67 (br. s, 1H, NH), 7.34 (m, 1H, Cg¢Hs), 7.45 (m, 2H, CgHs), 7.74 (s,
1H, H-thiazol), 7.99 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CeHs); *C-NMR (dg-DMSO) s (ppm), 11.0,
25.6, 59.9, 101.5, 108.5, 125.9, 128.0, 128.7, 133.9, 148.9, 150.6. IR (cm™), 3299,
2927, 2861, 1626, 1582, 1537, 1505. MS/ESI, m/z 302 (MH").

1,2-dihydro-4-(2-hydroxyéthyl)-5-méthyl-2-(4-p-tolylthiazol-2-yl)pyrazol-3-one (3c)

NH
/ \ Rdt(%) :81%
N /N Aspect: solide beige
o \( PF(°C) =90-91°C
0 S / M(Cy6H17N30,S)= 315
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Le composé 2 (2.01 g, 0.01 mole) et I’acétate de sodium (0.82 g, 0.01 mole) sont
mélangés  dansl’éthanol (50 mL).2.13g. (0.01 mole) de 2-bromo-4’-
méthyloacetophenone y est ajouté, le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 3
heures. apres refroidissement le précipité est filtré, lavé a I’eau, et séché sous vide . Rdt
, 81 %; mp, 90-91 °C; 'H-NMR (dg-DMSO) s (ppm), 2.23 (s, 3H, CH3),2.35 (s, 3H,
CHs-Ph) 2.39 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,), 3.51 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,), 4.70 (br. s, 1H,
NH), 7.32 (m, 1H, Cg¢Hs), 7.45 (m, 2H, Cg¢Hs), 7.76 (s, 1H, H-thiazol), 7.80 (d, J = 7.23
Hz, 2H, CgHs); *C-NMR (ds-DMSO) s (ppm), 11.0, 24.3, 25.6, 60.4, 101.5, 108.5,
125.9, 128.0, 129, 138.4, 148.9, 150.6. MS/ESI, m/z 316 (MH™).

2-(4-(4-bromophényl)thiazol-2-yl)-1,2-dihydro-4-(2-hydroxyéthyl)-5-méthylpyrazol-3-
one (3d)

/ NH
}“ N Rdt(%) :87%
= B Aspect: solide beige
HO / PF(°C) =222-223°C
o S |\/|(C15ngBrN3028): 378

Le composé 2 (2.01 g, 0.01 mole) et I’acétate de sodium (0.82 g, 0.01 mole) sont
mélangés dans I’éthanol (50 mL).2.77 g, (0.01 mole) de 2-bromo-4’-
bromoacétophénone y est ajouté, le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 3
heures . aprés refroidissement le précipité est récupéré de la méme maniere que 3c. Rdt,
87 %; mp, 222-223 °C; *H-NMR (dg-DMSO) s (ppm), 2.23 (s, 3H, CHa),, 2.40 (t, J =
6.8 Hz, 2H, CH,), 3.55 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,), 4.70 (br. s, 1H, NH), 7.32 (m, 1H,
CeHs), 7.45 (m, 2H, CgHs), 7.76 (s, 1H, H-thiazol), 8.10 (d, J = 7.80 Hz, 2H, C¢Hs);
BC-NMR (ds-DMSO) s (ppm), 11.0, 25.6, 60.4, 101.5, 108.5, 125.9, 128.0, 132, 123.1,
148.9, 150.6. MS/ESI, m/z379 (MH").
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1,2-dihydro-4-(2-hydroxyéthyl)-2-(4-(4-méthoxyphenyl)thiazol-2-yl)-5-méthylpyrazol-3-
one (3e)

/N
N N OMe Rdt(%) :_82.5%
Aspect: solide beige

= M
HO / PF(°C) = 167-168°C

M (C16H16N3O3S): 318

Le composé 3e est obtenu de la méme maniere que les dérivés _3 précédents a partir
de2.29 g, (0.01 mole) de 2-bromo-4’-méthoxyacetophenone. Rdt , 82.5 %; mp, 167-168
°C; 'H-NMR (ds-DMSO0) s (ppm), 2.23 (s, 3H, CH3),3.80 (s, 3H,-O- CH3), 2.40 (t, J =
6.8 Hz, 2H, CH,), 3.55 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CHy), 4.71 (s, 1H, NH), 7.32 (m, 1H, C¢Hs),
7.39 (m, 2H, C¢Hs), 7.74 (s, 1H, H-thiazol), 7.10 (d, J = 7.80 Hz, 2H, CsHs); *C-NMR
(ds-DMSO) 5 (ppm), 11.0, 60.3, 25.6, 60.4, 101.5, 108.5, 125.9, 128.0, 132, 160.1,
148.9, 150.6.. MS/ESI, m/z 319 (MH™).

1,2-dihydro-4-(2-hydroxyéthyl)-5-méthyl-2-(4-(3-nitrophényl)thiazol-2-yl)pyrazol-3-
one(3f)

NH NO,
/ \ Rdt(%) :57%
N N Aspect: solide beige
\( PF(°C) =182-183°C
HO / M(C15H13N403S)= 329
0 S

De méme, le composé 3f est obtenu de la méme maniére que les dérivés 3 précédente a
partir de2.44 g, (0.01 mole) de 2-bromo-3’-nitroacétophénone aprés cingq jours de
reflux. Rdt , 57 %; mp, 182-1183 °C; 'H-NMR (ds-DMSO) s (ppm), 2.23 (s, 3H,
CH3),2.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,), 3.55 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,), 4.75 (s, 1H, NH), 7.32
(m, 1H, CgHs), 7.87 (m, 2H, CgHs), 7.68(s, 1H, H-thiazol), 8.15 (d, J = 7.26 Hz, 2H,
CeHs); *C-NMR (dg-DMSO) s (ppm), 11.0, 60.3, 25.6, 60.4, 101.5, 108.5, 125.9, 121.0,
122,133,134, 148.1, 148.9, 150.6,. MS/ESI, m/z 330. (MH").
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Synthese a partir de DHA
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Introduction

En continuité des résultats que nous avons obtenus dans notre laboratoire[121-123-124]
[228-232][234] a partir du DHA .Dans cette partie de travail et dans un souci de
synthétiser de nouvelles structures hétérocycliques [237] a partir de cette molécule
susceptibles de présenter une activité biologique potentielle. Nous rapportons la
synthése de nouvelles structures pyrazoles et de structures condensées
thiazolepyrimidinepyrazole.

Dans la démarche de synthése adoptée, 1’¢laboration de ces séries de composés
originaux répondent a la préoccupation d’obtenir des dérivés dont les analogues

structuraux sont doués d’activités biologiques intéressantes

I11-1 le 3-(2-Carbamothioylhydrazino)-5-(4-hydroxy-6-méthyl-2-oxo-
pyran-3-yl)-3,4-dihydropyrazol-2-carbothioamide 6

Obtenue en deux étapes, la synthese du dérive 6 est schématisée comme suit (schéma
-1) :

OH O N j\
OH © NH,
N H,N N~
N O/ko/ o~ 7 ° H S
- | AN .
(e} O  AcOH glacial,CH,Cl, | EtOH
(@] (0] reflux,3h
reflux,6h
4 5

Schéma I11-1 : Synthése du composé 5

[11-1-1 synthese du cinnamoyle 5

Nous avons obtenu un cinnamoyle de DHA par la condensation d'une solution
équimolaire de DHA et de N,N-diméthylformamidediméthylacétal. Cette reaction est
décrite dans la littérature en milieu basique par la présence de la triméthylamine dans
I’éthanol. Pour notre part, nous avons opté pour une catalyse acide par la présence
d'acide acétique glacial dans le dichlorométhane.

Le mélange réactionnel est chauffé a reflux pendant 6 h.Nous avons isolé un seul

produit avec un rendement de 65%.
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

O/ OH O
AcOH glacial,CH,CI
/ 2> F e
(0] \ reflux,6h |
\ o~ Yo
4 5

Schémalll-2 : Synthese de cinnamoyle de DHA

Le tableau I11-1-1 présente les résultats obtenus dans la synthése du composeé 5.
Tableaulll-1-1: Propriétés physico-chimiques du dérivé 5

Composés Rdt(%) Aspect PF(°C)
5 65 Poudre Jaune 170-172 °C

[11-1-1-1 Caractérisation du composé 5:

Le compose 5 est caractérisé par RMN du proton, du carbone 13
a.Caractérisation par RMN 'H :

Nous constatons sur le spectre du compose 5, particulierement : la disparition du signal
attribuable aux protons du -CHs du groupement acétyle en position 3b du DHA,
I’apparition d’un systéme diméthylamino a 3.04 et 3.23 ppm et I’apparition des sighaux

attribuables aux protons aromatiques, un systeme AB a environ 6.64 ppm, et 8,04 ppm,

Nous rapportons dans le tableau 111.1.2 les résultats spéctroscopiques de RMN'H &

300MHz dans CDCls.
8.04d ,J=8.23

5.78s oH o
B 3.04s
/ /CH3 o

4 CH; — 3.23s

2.17s /
6.64d , J=7.96

Figure 111-1 : Dérivé 5 RMN 'H
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Tableaulll- 1-2 : Caractéristiques spectrales RMN H du dérivé 5

Composé RMN 'H a 300MHz, 6 (ppm)

2.17(s, 3H, CH3), 3.04(s, 3H, CHs), 3.23(s, 3H, CHs), 5.78 (s, 1H,
CH=C), 6.64 (d, 1H, J=7.96, CH=CH,), 8, 04(d, 1H, J=8.23, CHy=CH),

1o

b. Caractérisation par RMN *C :

Les données du spectre RMN-"C (75 MHz, DMSO-ds) confirment la structure 5 en
particulier par [D’apparition des pics affectés aux carbones portés par [’azote
respectivement a 38 ppm, et 46 ppm.
- Disparition du signal attribuable au carbone du groupement acétyle en position
3b du DHA généralement apparent vers 26ppm
- Observation de deux nouveaux pics compatibles avec les carbones éthyléniques
-CH=CH-N< respectivement & 105et 156ppm

96ppm
105ppm
164ppm B 38ppm
92ppm
19 ppm / o < 46ppm
163ppm
185ppm

Figure 111-2 : Dérivé 5 RMN °C
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Tableaulll-1-3: Caractéristiques spectrales RMN **C & 75 MHz, & (ppm) du dérivé 5

Dérivé Attribution
-CH3 19
H;C-C-O- 163
>C=CH- 92
=C-OH 164
>C= 96
-CH=CH 105
=CH-N< 156
>C=0 185
0-C=0 186
CHs-N- 38
CHs-N- 46

[11-1-2 Synthese du compose 6

Le composé 6 a ensuite été préparé par chauffage a reflux d’une solution éthanolique
équimolaire du composé 5 et de la thiosemicarbazide pendant 3 heures. Le précipité

obtenu a éte filtre pour donner le composé 6 avec un rendement de 37%.

OH O
S
N 2 EtOH
| |+ _NH,
o] o] HN H reflux,3h
5

Schéma I11-3 Synthése du compose 6
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Le tableau ci-dessous présente les résultats obtenus dans la synthese du composé 6.
Tableau I11-1-4 : Propriétés physico-chimiques du dérivé 6

Composés Rdt (%0) Aspect PF(°C)

6 37 Poudre jaune 247-248

[11-1-2-1 Caractérisation du composé 6:

Le pyrazole 6 est caractérise par RMN du proton, du carbone 13 et RX
a. Caractérisation par RMN *H :
Nous remarquons en particulier :

- Ladisparition des signaux attribuables aux protons éthyléniques du systeme AB
a 6.64 ppm, et 8.04 ppm, apparents sur la structure 5

- Ladisparition des signaux relatifs au systeme diméthylamino observés a 3.04
et 3.23 ppm.

- L’apparition d’un signal sous forme d’un doublet dédoublé vers 5.57 ppm
affecté a un CH.

- L’apparition d’un signal sous forme d’un doublet dédoublé vers 3.26 et 3.6 ppm

correspondant a un groupement méthyléene
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

8.78ppm
11.56ppm
5.57ppm
(dd,1H,J=19.5Hzet3.3Hz)
7.59ppm
5.85ppm

NH, -——
8.19ppm

2.24ppm
- (6] (6]
7.85ppm
3.26ppm
3.60ppm (dd,1H,J=19.5Hzet3.0Hz)
(dd,1H,J=19.8Hzet10.2Hz)

Figurelll- 3 : Dérivé 6 RMN 'H

Tableaulll-1-5: Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 6
Composé RMN *H (d6-DMSO, 300 MHz) 5 (ppm)

11.56 (s,large, 1H, OH), 8.78 (s, 1H, NH), 8.19 (s, 2H,NH,), 7.85 (s,
large, 1H, NH), 7.59 (s, large, 1H, NH), 6.31 (s,1H, NH), 5.89 (s, 1H,
CH-C(OH), 2.24 (s, 3H, CH3); 5.57 (dd, 1H, J = 6.9 Hz,3.3 Hz, CH),
3.60 (dd, 1H, J = 19.8 Hz, 10.2 Hz, CH,),3.26 (dd, 1H, J = 19.5 Hz and
3.0 Hz, CH,).

o
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA
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Dérivé 6 RMN *H (d6-DMSO, 300 MHz) 5 (ppm)

Ainsi, les caractéristiques spectrales RMN 'H sont en bon accord avec la structure
proposée. Pour plus de certitude nous avons soumis le composé a une analyse RMN
13C

b. Caractérisation par RMN *C :

La RMN “3C révéle les observations suivantes :
- Disparition du signal de la fonction carbonyle de I’acide déhydroacétique

apparente vers 187 ppm

- Disparition des signaux correspondant aux deux CH3z du groupement amine.

- Apparition d’un signal correspondant a la formation d’un carbone quaternaire
fortement déblindé vers 170 ppm.

- Apparition d’un signal a 72 ppm et 39 ppm affectés respectivement a un carbone

tertiaire et 1’autre secondaire.
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

161ppm

72.ppm
\ NH,
H
HN\\G— 183 ppm
S
156ppm 170.ppm
165 ppm 39ppm

Figure I11-4 : Dérivé 6 RMN **C

Sur la base des données RMN *3C, nous résumons les déplacements chimiques des
carbones

10000

182.529
174.875
155.702
100.651

93118
T2.446
2
el
7
4
1
i)

a
A
i)

5000C

-5000

T T
41.00 40 50 40.00 39.50 39.00 38 50 38.00
Lppmm}

ul -1000

T T T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 o

ppm (t1)

Dérivé 6RMN **C a 75 MHz, 6 (ppm) dans le ds.DMSO
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Tableaulll-1-6: Caractéristiques spectrales RMN **C & 75 MHz, & (ppm) dans le ds.
DMSO du dérivé 6

Fragment Attribution
CH3 20
H3;C-C-O- 156
>C=CH- 101
=C-OH 175
>C= 93
>C=0 165
>C=N 170
S =C-NH; 183
-CH-NH 101
-CH,-C=N- 39
S =C-NH, 183

Les résultats obtenus vont dans le sens de la structure proposée, pour plus de détails

nous avons soumis la structure a I’analyse par diffractions aux rayons X.
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Diffractions aux rayons X du composé 6
L’analyse par rayons X confirme la cyclisation et la formation du pyrazole et révele la

présence d’une deuxiéme molécule de thiosemicarbazide qui est venue se greffer sur le

pyrazole empéchant de la sorte la possibilité d’une seconde cyclisation.
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

I11-1-2-2Mécanisme réactionnel

Compte tenu des résultats obtenus par I’analyse spectrale nous proposons le mécanisme

réactionnel suivant :

S
>/NH2
or{ 0 o0 OH N
I~ HZN\I-\I)I\I_\IH N
X
| ’T' H 2 H,0 /\ / )
0" o o
“HN(CHs),
S
OH )\\
) A
>_NH2 >_NH2 / %
on NN N
OH HN - ©
I SN p NH S S
=
N HN\( 2 N N )]\
\( PN e
0" "o 6 S 0" o s 2 H

Mécanisme réactionnel proposé pour le composé 6

Dans un premier temps, il s’agit d’une attaque nucléophile de 1’azote le plus nucléophile
de la thiosemicarbazide sur le carbonyle du cinnamoyle entrainant le départ d’une
molécule d’eau.

Dans un deuxiéme temps, nous avons le départ d’une molécule de diméthylamine par
attaque du groupement NH de la thiosemicarbazide laissant place a la cyclisation pour
la formation d’un pyrazole.

En conclusion, nous pouvons dire que si le rendement de cette réaction est de 37% , cela
s’explique par I’implication d’une deuxiéme molécule de la thiosemicarbazide dans la
formation de la structure 6. Donc, pour augmenter le rendement de cette réaction il est
nécessaire de varier la steechiométrie.
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

I11-2 La (4E)-4-(2-Ethylsulfanyl-7-méthyl-[1,3,4] thiadiazolo[3,2-a]
pyrimidin-5-ylidene)-5-méthyl-2-phenyl-pyrazol-3-one 9

La synthése de cette structure condensée thiazolpyrimidinepyrrazole est réalisée en
trois étapes comme schématisé ci-apres :

H
N

“NH, o o CHj

OH N-—NH
| N
- N CH4,COOH \ /N
EtOH | 7 N\
L reflux , 3h
3 reflux,1h © © HO 8 Ar

e NH2 n-butanol
§( Reflux,3h

N
N~ \y—NH,
j

n-butanol CHs
Reflux,2h

N%(
S H3C
10

Schémalll-4 : Synthése de structure condensee thiazolpyrimidinepyrrazole

[11-2-1 Synthese du compose.7

Dans une premiére étape nous avons réalisé la synthése de la cétimine 7 a partir de
I’acide déhydroacétique et le phénylhydrazine dans I’éthanol ; le tout porté sous
agitation a reflux pendant 1heure [189].

Un précipité jaune est obtenu avec un rendement de 85%

EtOH
NH,

reflux,1h

Schémalll-5 : Synthese du compose 7
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Le tableau I11-2-1 présente les résultats obtenus dans la synthése du composé 7.
Tableaulll-2-1: Propriétés physico-chimiques du dérivé 7
Composés Rdt(%o) Aspect PF(°C)

7 85 Poudre Jaune 200-200 °C

[11-2-2Synthese du pyrazolyl butanedione.8

Une solution de 7 est chauffée a reflux dans de l'acide acétique sous agitation
magnétique pendant 3 h selon une voie décrite [189] . L’ouverture du cycle pyronique
aboutit au composé 8 sous la forme d'une poudre jaune qui pourrait exister

théoriquement sous plusieurs formes tautomeres.

| N CH, CH3COOH _ N N
reflux , 3h \ /
HsC o) o) N\
7 HO
L 8 Ar
OH O CHs, o] OH CHs
N Ny / AN
\ \
N N\
ga HO My 8b HO Ar

Schémalll-6 : Synthese du pyrazolyl butanedione.8

Tableau I11-2-2 : Propriétés physico-chimiques du dérivé 8
Composés Rdt(%) Aspect PF(°C)

8 73 Poudre jaune 101-101 °C
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

I11-2-2-1Caractérisation du composé 8:
a. Caractérisation par RMN *H :

L’étude spectroscopique par RMN *H dans le CDCls & 300MHz confirme la présence
de deux tautomere 8a et 8b prédit théoriquement et cela par la présence :

De deux pics larges attribuables aux protons de I’hydroxyle

De deux singulets : I’'un a 3.87 d’intensité 2H et I’autre & 5.72 ppm d’intensité

1H, dus respectivement aux protons méthyléniques de la forme 7 et éthyléniques
de I’'une des formes 8a ou 8b.

3.87ppm,s

CHs -

2.13ppm,s
247ppm;s  — W

11.8ppm, s

6.80-7.25ppm,m

Figure I11-5 : RMN *H du composé 8 sous sa forme di cétonique

Nous reportons dans le tableau 111-2-3 les résultats spectroscopiques de RMN'H &
300MHz dans CDClzdu composé 8 et ses deux formes tautomeres 8a et 8b

Tableaulll-2-3 : Caractéristiques spectrales RMN *H du dérivé 8

Composé RMN 'H (CDCls, 300MHz) :
8 2.13 (s, CHg), 2.47 (s, CHg), 3.87 (s, CH,), 6.80-7.25 (m, H-arom),11.8(s,0OH)
8aougb

2.35 (s, CHg), 2.47 (s, CH3), 5.72 (s, CH), ), 6.80-7.25 (m, H-arom), 14.8(s,0H)
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b. Caractérisation par RMN *C :

La RMN =C, met en évidence les signaux attribués aux carbones méthyléniques et
éthyléniques de la forme 8 et ses deux tautomeres 8a et 8b, respectivement a 56 et a 98

ppm.

Sur la base des données RMN =C, nous résumons les déplacements chimiques des

carbones comme suit :

56ppm
187 ppm
181 ppm £ 15ppm
\O (0] Hs
31ppm \ -< 147 ppm
HsC / \ \/N 125 ppm
100 ppm N /
HO 120 ppm
118 ppm

158 ppm

Figure 111-6

\‘ 122 ppm

: RMN 3C du composé 8 sous sa forme di cétonique
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

Tableaulll-2-4: Caractéristiques spectrales RMN **C & 300 MHz, & (ppm) dans le
CDCl; du dérivé 8

Dériveé 8 8aou 8b
HO-C= 158 160
=C- 100 107
-N=C-CHj 147 151
-N=C-CH, 15 15
=C-CO- 187 186
-CH,- 56 -
-CH.-- - 98
-CO-CH3 181 189
-CO-CH;3 31 23
Arom 118, 120,122,125, 118,120,122,125.

[11-2-3 Synthese du composé 9 et du composeé 10

Dans le but de valoriser la B-diacétoacétylpyrazolone 8, nous avons pensé a introduire
un noyau pyrimidine et un noyau thiazole par rapport aux différents groupements
fonctionnels présents dans 8, ce qui nous permet d’obtenir une structure condensée
porteuse d’activité biologique potentielle. Pour cela, nous avons expérimenté la
réactivité de ce dernier vis-a-vis des 2-amino-1,3,4-thiadiazole substitués et du 2-amino-
4-methyl-1,3- benzothiazole .

A cet effet, un mélange équimolaire du composé 8 et du 2-amino-1,3,4-thiadiazole
substitué, puis du 2-amino-4-méthyl-1,3-benzothiazole est porté a reflux dans le n-

butanol, pour obtenir respectivement les composes 9 a-f et 10.

108



Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

N—N i
R/<S)\NH2 SN HC
.

- N
N = !
o o CHs n-butanol — N
\ Reflux,2h wd g d \O
N
—
N
HO \Ar CHs HsC
8 n-butanol o
= Reflux,3h N =N
> \>—NH |
N s — N
\
O el e
CHj 10

R= HS,CHgS, CH3CH28 ,H, CH3, CH3CH2
Shéma I11-7 : Synthese de composés 9 et 10

Le tableau ci-aprés présente les résultats obtenus dans la synthese des composés 9 et
10.

Tableaulll-2-5 : Propriétés physico-chimiques des dérivés 9 et 10

Composés R Rdt (%) Aspect PF (°C)
9a HS- 50 Poudere jaune 212-213
9b CHsS- 65 Poudre jaune 235-235
9c CH3CH,S- 70 Poudre jaune 238-240
9d H 55 Poudre jaune 205-208
9e CHas- 60 Poudre jaune 220-222
of CH3CH»- 68 Poudre jaune 227-228
10 - 70 Poudre orange 201-202
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

I11-2-3-1Caractérisation des composes 9 :

Le compose 9 est caractérisé par RMN du proton, du carbone 13, RX

a. Caractérisation par RMN 'H :
Nous remarquons sur les spectres RMN *H, pour tous les dérivés 9 la disparition de
deux singulets observés a 3.87 et 5.72 ppm sur la structure 8 et 8a, 8b
correspondant respectivement aux protons méthylénique et éthylénique des formes
tautomeres, I’apparition d’un singulet a 8.48 ppm, attribuable au proton

pyrimidinique.

La figure suivante représente la répartition des signaux dans le spectre RMNH du
compose 9c donné & titre représentatif, o0 nous remarquons en particulier
I’apparition de quadruplet a 3.35 ppm et triplet a 1.47 ppm attribuables au fragment
CH3-CHy-S-

3.35ppm,q,J=7.2Hz

1.47ppm, t, J=7.2Hz
2.38ppm,s

8.04pp,dd, J=3.3Hz,1.2Hz

< 7.35ppm,m

2.48ppm,s

8.48ppm, s
9c 7.10ppm,t,J=7.2Hz

Figure 111-7 : Derivé 9c RMN 'H
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|— 5000¢
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Derivé9c RMN *H(CDClIz, 300MHz) 5 (ppm):
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Tableaull1-2-6: Caractéristiques spectrales RMN *H (CDCls, 300MHz) 5 (ppm) du

dérivé 9

Compos

e

9%a

R

HS-

CHsS-

CH3CH,S-

CHs-

CH3CH,-

RMN *H (CDCl;, 300MHz) 5 (ppm):

(t, IH, J = 7,0 Hz, Harom), 7,25 (M, 2H, Harom),7.56 (dd, 2H, J =
3,1 Hz, 1,6 Hz, Harom).

8,40 (s, 1H, Hyy),7.15 (M, 2H, Harom), 7.40 (t, IH, J = 7,4 Hz,
Harom), 8.10 (dd, 2H, J = 3.4 Hz, 1,7 Hz, Harom),.2.35 (5, 3H,

8,48 (s, IH, Hpyr), 8,04 (dd, 2H, J = 3.3 Hz, 1,2 Hz, Harom),7,35
(M, 2H, Haom), 7,20 (t, IH, J = 7,2 HZ, Haom), 3,35 (g, 2H, J =
7,2 Hz, CH3-CH,-S), 2,48 (s, 3H, CHapyri), 2,38 (S, 3H, CHapy):;
1,47 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH3-CH,-S)

Hthiaz),8.02 (s, IH, Hpy), 7.53 (t, IH, J = 7,5 Hz, Haom),7.80
(dd, 2H, J = 4,3 Hz, 1,2 Hz, Harom), 8.05 (M, 2H, Harom)

2.41(s, 3H, CHapyr), 2.53(S, 3H, CHapyri), 2.17 (S, 3H,CHatnias),
7.99 (5, IH, Hoy), 7.30 (¢, IH, J = 6,9 HZ, Harom),7.55 (dd, 2H, J
= 3,1 Hz, 1,5 Hz, Harom), 8.10 (M, 2H, Harom)

2.45(s, 3H,CHapyr), 3.00 (5, 3H, CHapyri), 1.46 (t, 3H, J= 7.2Hz
,CH3CH2), 3.56 (m, 2H, J= 7.2 et 5Hz, CH3CH2), 7.82 (s, IH,
Hpy), 8.01(t, IH, J = 6,5 Hz, Haom), 7.67 (dd, 2H, J = 3,7 Hz,
0,9 Hz, Harom), 7.50 (M, 2H, Harom)
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Chapitre 111 Synthése a partir de DHA

b. Caractérisation par RMN **C :

L’étude en résonance magnétique nucléaire du carbone 13 montre par la similitude des

signaux, qui confirme la proposition de la structure 9c présentée a titre indicatif.

/ 24, ppm

14 ppm
161 ppm 20 ppm
161 ppm 148 - ppm
\ 124  ppm
- m
d 129 pPp
28. ppm A
112 ppm \
120 ppm
96 ppm
\ 162 pPpm

Figure 111-8 : Dérivé 9c RMN *C

150 100 50 0
ppm (t1

Dérivé 9c RMN *C (CDCl;, 75MHz) 5 (ppm):
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Tableaull1-2-7: Caractéristiques spectrales RMN *3C a 75 MHz, & (ppm) dans le DCls
des derivés9

Dérivé
9a 9b 9 o % o
attribution
CH3-C-Npyridine 24 19 28 24 22 21
N=C-CH3pyri 152 157 146 151 154 151
-N=C-S- 162 161 161 162 163 166
-N=C-Sthiazol 160 162 161 - 166 161
S-CH=Nthiazol - - - 128 - -
CHgs- thiazol - 24 - - -
-CH,-CHj - - 24 - - 26
CH,-CHjs - - 14 - - 25
CH-C=C
-CH=C 112 111 112 114 117 115
C=C-CO 95 93 96 97 97 95
C-CO-N 171 165 162 169 167 166
N=C-CH3pyrazol 148 147 148 147 147 148
CH3-C=Npyrazol 18 15 20 17 16 19
Carom 121. 121. 121. 121. 121. 121.
124 124 124 124 124 124
128 128 128 128 128 128
140 140 140 140 140 140
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c- Spectrométrie de masse
Compte tenu que la structure 9 est formée de trois cycles condensés (pyrazolone-

pyrimidine-thiadiazolone), les possibilités de fragmentation sont nombreuses.

Le schéma ci-apres présente les diverses voies de fragmentation avec 1’élimination

d’une molécule d’acétonitrile suivie d’une déshydratation dans la seconde étape pour

chaque voie.

9a:

9b:

9c
ad
9e
of

9a
9b
9c
ad
9e
of

CoH /C5H5_|
®%  -H20 N
- Ny >
| o
/N\N N PN
R/<s)* | r—< B
N CH A
S N CH,
C16H13Ns0S, m /z=355 9a: C14H,(N4,OS,m/z=314 . _
C17H1sN50S, m/z=369 9b: C;5H1,N,0S,m/z=328 9a: CygHgN,S m/z=296
: C1gH17N5OS, m/z= 385 9c : Cy6H14N,0S2 m/z= 342 9b Cy5H1oN,S, m/z=310
: C16H13Ns0S m/z= 323 9d : C14H1oN,4OS m/z= 282 9¢: Cq6H1oN,S miz=324
: C17H15NsOS m/z= 337 9e : Cy5H;,N,OS m/z= 296 9d - Cy4HgN,S m/z= 264
: C18H17N5082 m/z= 351 of . C]_GH14N4OS m/z= 310 9e: ClSHlONAS m/z= 278
9f : C16H12N4S m/z= 292
+
- CHZCN L
CeHs m/z =77
+ +
W ol ] - CgH3N,S .
<N Cotis e
HaC” N\ N=N HC=cC
O —
H>C | S
/N\N \ - HZO = B CGHSNZ N\ —
—_—
R/<S N| S N R
N —
. _ N
i Cy4H10N,OS,m/z=314 - 9a : CgH3N,S,:m/z=191
¢ C15H12N,0S,m/z=328 9a: C-HaNS-m/z=296 9b : CgH5N,S,:m/z=205
1 C17H14N,0S,m/z=342 %M 64 |_? 4N 25 m/z=310 9c : C1gH,N,S,:m/z=219
: C14H1oN4OS m/z= 282 A 9d : CyHaN,S f/z= 159
: C15H1,N,408 m/z= 296 3¢ : Cagt1aNaS,m/z=324 9e : CoH:N,S miz= 173
N 0% mia= 310 9d : C14HgN,S m/z= 264 oo i
- 16114 9e : Cy5H1oN,S m/z= 278 9f : C1oH7N,S m/z= 187
of : C16H12N4S m/z= 292
- N2
HC=cC *
- CH=CH
B A
R s
s
9a: CgHS,m/z=137 32- gSHHBéSZ ”/“/ 2171763
. — + CoHlso, miz=
ob: C7H332m// 2=151 9c: CyoH,S, m/z=191
9¢: CgHsS,m/z=165 9d : CgHsS miz= 131
9d : CgHS m/z= 105 . _
. _ 9e: CgH5S m/z= 145
9e: C7H3S m/z= 119 9f : C1nH-S m/z= 159
9f : CgHsS m/z= 133 T

Schéma Il1- 8 : Spectrométrie de masse des composés 9
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d- Analyse cristallographique aux rayons-X
L’analyse cristallographique aux rayons-X des dérives 9 , montre clairement par rapport

au composé 9c la structure proposée.

Diffractions aux rayons X des comoses 9

I11-2-3-2 Caractérisation du composé 10:

Le composé 10 est caractérisé par RMN du proton et du carbone 13.

a.Caractérisation par RMN 'H :

Nous remarquons sur les spectres RMN *H, pour le dérivé 10 la disparition de deux
singulets observés a 3.87 et 5.72 ppm sur la structure 8 et 8a, 8b correspondant
respectivement aux protons méthylénique et éthylénique des formes tautomeres.

L’apparition d’un singulet a 5.59 ppm, correspond a un groupement CH.
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Tableau I11-2-8: Caractéristiques spectrales RMN *H (CDCls, 300MHz) 5 (ppm) du
dérivé 10

Composé

RMN H (CDCls, 300MHz) 5 (ppm):

5.59 (s, 1H, C=CH), 2.69 (s, 3H,CH3), 2.64 (s, 3H, CH3), 2.51 (s,
3H, CHj3);13.16 (s, 1H, OH), 7.85 (dd, 2H, J=8.7Hz, 1.2 Hz, H-
arom), 7.66 (dd, 1H, J=7.8 Hz and 1.2 Hz, H-arom), 7.45 (t, 2H,
J=8.4 Hz, H-arom), 7.16-7.28 (m, 3H, H-arom),

N
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Dérivé10 : RMN 'H (CDCl3, 300MHz) 5 (ppm):
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2.64 ppm 2.69 ppm
z
N Q ~
7.45 (t, 2H, J=8.4 Hz, H-arom){ S\>_NH e |
Z', greosg;j 1H, J=78Hzet12Hz, 7 HsC ‘Y \© }7.167.28 (m,5H, H-arom)
2.51ppm / 10 5.59ppm

Figure 111-9 : Dérivé 10 RMN *H
b-Caractérisation par RMN C :

La caractérisation par RMN *C rapporte essentiellement la présence de signaux
attribuables au carbone quaternaire C12 et au carbone éthylénique C13 a respectivement
102 et 99 ppm

Figure 111-10 : Composé 10

186064
159,883

158173

180720
145538
126,962
126 388
123,829

137485
131,416
120.715

120035
118.322
101,788
9081
TT.A24
TT.000
TBSTT
name
18283
15648

ppm (K1)

Dérivé10 : RMN “C(CDClIs, 75MHz) 5 (ppm)
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Tableaull1-2-9: Caractéristiques spectrales RMN **C & 75 MHz, & (ppm) dans le
CDClzdu dérivé 10

Dérivé
/ 10

Attribution
C4 151
C5 158
C8 160
C10 16
C12 102
C13 99
Cl4 23
C15 186
C16 77
C18 77
C21 147
C22 18
Carom(1,2,3,6,23,25,26,27,28,29) 118,121, 124, 126, 127, 129, 134,138.
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I11-2-3- 3 Mécanisme réactionnel

Mécanisme réactionnel proposé pour les composés 9

Le mécanisme proposé pour la formation de la structure 9 s’explique, dans une premiere
étape, par une réaction d’addition nucléophile de I’amine primaire du 2-amino-5-
éthylsulfanyl-1,3,4-thiadiazole sur le carbonyle le plus électrophile du dérivé
8 engendrant 1’¢limination d’une molécule d’eau. L’intermédiaire ainsi formé subit une
hétérocyclisation par I’attaque nucléophile du groupement NH sur le carbone de la
fonction énol, dans une seconde étape, avec 1I’élimination d’une seconde molécule de
H,0. L analyse spectrale par RMN du proton, du carbone 13, RX confirme cette voie de
synthése.

En revanche, le composé 10 n’a subi que la premicre étape a savoir 1’addition
nucléophile de I’amine primaire du 2-amino-4-méthyl-1,3-benzothiazole sur le
carbonyle le plus électrophile du dérivé 8 et I’élimination d’une seule molécule d’eau
pour former une structure finale porteuse d’une fonction énaminone, cela est da
probablement a la taille du 2-amino-4-méthyl-1,3-benzothiazole défavorable a la

cyclisation pour des raisons de réactivité nucléophile différente.
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Conclusion

Dans cette partie de these , nous nous sommes intéresses a 1’acide déhydroacétique,
produit commercial peu couteux, présentant un nombre de sites actifs et présent dans les
laboratoires de synthéses depuis plus d’un siécle ; cela ne nous a pas empéché d’accéder
a de nouvelles structures hétérocycliques de type pyrazole en présence du
thiosemicarbazide avec des rendements convenables de 1’ordre de 37%. Ces rendements
peuvent étre améliorés, dans une étude ultérieure, en faisant varier les conditions

steechiométriques.

L’utilisation des aminothiadiazoles substitués sur des dérivés de [P’acide
déhydroacétique a permis 1’acces a une structure condensée thiazolpyrimidinepyrazole
par I’introduction du 2-amino-1,3,4-thiadiazole substitué avec un rendement de 70%. En
revanche I’utilisation du amino-4-méthyl-1,3-benzothiazole n’a pas abouti aux résultats

attendus, mais, il ouvre une voie pour rechercher les conditions de cyclisation.
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Partie experimentale

. Produits chimiques utilisés :

Tous les produits chimiques commerciaux et les solvants organiques ont été employés

sans aucune purification ni distillation.

Le produit de départ, I’acide déhydroacétique est un réactif solide poudreux cristallin,
incolore, inodore de formule brute CgHgO,. 1l est commercialisé par le laboratoire
Merck. Sa masse molaire vaut 168,14g/mole et sa densité est de 0,719 g/ml &4 20 °C. Le
point de fusion est égal & 107-108°C et la solubilité dans 1’eau 1,00 g/l 4 20 °C

Le produit de départ, le N,N-diméthylformamidediméthylacétal est un réactif liquide
pur a 95%, de formule brute C3H;NO,. Il est commercialisé par le laboratoire Merck. Sa
masse molaire vaut 73.09g/mole et sa densité est de 0,9487 g/mL a 20 °C. Le point

d’ébullition est égal a 152,5 °C, il est miscible dans ’eau

Le produit de départ, la phénylhydrazine est un réactif liquide pur a 97%, de formule
brute C¢HgN,. Il est commercialisé par le laboratoire Merck. Sa masse molaire vaut
108,14g/mole et sa densité est de 1,0978 g/mL a 20 °C. Le point d’ébullition est égal a
152,5 °C. La solubilité dans I’eau 2 g/L a 20 °C

Le produit de départ, le 2-amino-5-éthylsulfanyl-1,3,4-thiadiazole est une poudre
jaunatre cristalline pure a 99%, de formule brute C4H;N3S,. Il est commercialisé par le

laboratoire Merck.. Sa masse molaire vaut 161.25g/mole .

Le produit de départ, le 2-amino-4-méthyl-1,3- benzothiazole est une poudre cristalline
blanche, pure a 97%, de formule brute CgHgN.S. Il est commercialisé par le laboratoire

Merck. Sa masse molaire vaut 164.23g/mole.

Les rendements de la réaction sont calculés a partir des produits bruts. Certains produits

ont éte recristallises juste avant de procéder a leur analyse.
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3-[(Diméthylamino)prop-2-énoyl]-4-hydroxy-6-méthylpyran-2-one 5

10 8
OH O
6 N 16 Rdt(%) :65%
/ 14/CH
! | NN N ’ Aspect: solide jaune
S N CHs PF(°C) = 170-172 °C
nee 3 ° o M(C11H13NO,)= 223

1,689 (10%) mole de I’acide déhydroacétique, 1,199 (10°) mole de N,N-
diméthylformamide-diméthylacétal (DMF-DMA) dans 30 mL de dichlorométhane en
présence d’une quantité catalytique d’acide acétique glacial (3 mL, 0.05 mole), sont
chauffés a reflux pendant 06 h. Aprés évaporation du solvant, I’huile obtenue précipite
dans I’éthanol pour donner le composé 5 avec un rendement de 65%, et P.F=170-172
C.

RMN *H (CDCls, 200MHz): 2.17(s, 3H, CHs), 3.04(s, 3H, CH3), 3.23(s, 3H, CHa),

5.78 (s, 1H, CH=C), 6.64(d, 1H, J=7.96, CH=CHS,), 8.04(d, 1H, J=8,10, CHy=CH),

RMN C (CDCls, 75MHz): 92(Cy), 163(C,), 186(Cs), 96(Cs), 167(Cs), 185(C7),
19(C1y), 105(C12), 156(C13), 38(Cs), 46(C1).

S.M (IE, 70ev) : M*= 224,

3-(2-Carbamothioylhydrazino)-5-(4-hydroxy-6-méthyl-2-oxo-pyran-3-yl)-
3,4-dihydropyrazol-2-carbothioamide 6

Rdt(%) :37%
Aspect: solide jaune
PF(°C) =247-248 °C
M(C;1H14NgO3S,)= 342.06

Une solution équimolaire du composé 5 (2.23g, 0.01 mole) et le thiosemicarbazide
(0.91 g, 0.01 mole) est portée a reflux pendant 3h dans 1’éthanol. Apres refroidissement
le solvant est evaporé a sec sous pression réduite, I’huile obtenue est traitée dans

I’éthanol pour donner un précipité jaune qui est filtré, et obtenu avec un rendement de
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37% ; PF=. 247-248°C; IR (cm—1, neat): 3356, 3296, 3242, 3163, 1724, 1703,1602,
1532, 1489.

RMN'H (ds-DMSO, 300 MHz) & (ppm) = 11.56 (large. s, 1H, OH), 8.78 (s, 1H, NH),
8.19 (s, 2H,NH,), 7.85 (large . s, 1H, NH), 7.59 (large . s, 1H, NH), 6.31 (s,1H, NH),
5.89 (s, 1H, CH-C(OH), 5.57 (dd, 1H, J = 6.9 Hz,3.3 Hz, CH), 3.60 (dd, 1H, J=19.8
Hz, 10.2 Hz, CH,),3.26 (dd, 1H, J =19.5 Hz and 3.0 Hz, CH,),2.24 (s, 3H,CH5)

RMN®C (de-DMSO, 75 MHz) & (ppm) = 19.5(C10), 39.7(C11), 182.5(C20),
174.9(C6), 170.2(C7), 165.2(C4), 161.2(C15), 155.7(C2), 100.6(C1), 93.1(C5),
72.4(C12):

MS/DCI (NH3), m/z 343 (MH+).

4-hydroxy-6-méthyl-3-[ (1E)-N-phenyléthanéhydrazonoyl]-2H-pyran-2-
one./

Rdt(%) :85%
Aspect: solide jaune
PF(°C) = 200-200 °C
M(Cy14H14N;03)= 258

Dans un ballon est introduit 1.68g (0.01mole) d’acide déhydroacétique additionné a
30 mL d’éthanol puis 1.08g (0.01mole) de phénylhydrazine sous agitation le mélange
réactionnel est porté a reflux pendant 1 heure. Aprés refroidissement de la solution, un
précipité jaune est récupéré par filtration sous vide. Recristallisationdans 1’éthanol.
Rendement = 85%, P.F=200-200 °C.

RMN 'H (CDCls, 300MHz) : 2.60(s, CH3pyr), 2.60 (s, CHs), 5.60(CH, s, CH=C), 6.90-
7.45(m, 5H, arom).

IR (KBr): vC=0 = 1700cm™, vN-H = 3200cm™

S.M = [M+]= 258

124



Chapitre 111 Partie experimentale

1-(5-hydroxy-3-méthyl-1-phényl-1H-pyrazol-4-yl) butan-1,3-dione.8, et 8b,
8c

Rdt(%) :73%
Aspect: solide jaune
PF(°C) = 101-101°C
19 M(C14H14N203)= 258

18

Une solution de 50 ml d’acide acétique contenant 1.29 g (0.005mole) de 7 est chauffée
a reflux et maintenu sous agitation magnétique pendant 3 heures. Apres évaporation du
solvant et recristallisation dans 1’acétonitrile, une poudre jaune est rcceuillie.

Rendement = 73%, P.F= 101 °C.

RMN *H (CDCls, 300MHz) :2.13 (s, CH3), 2.47 (s, CHa), 3.87 (s, CHy), 6.80-7.25 (m,
H-arom),11.8(s,0OH) , 8a ou 8b :2.35 (s, CH3), 2.47 (s, CH3), 5.72 (s, CH), ), 6.80-7.25
(m, H-arom), 14.8(s,0OH)

RMN C (CDCl;, 300MHz) 7 : 158(Cg), 100(Cs), 146(Cs), 187(Cs), 15.04(Cs),
56(C-),181(Cs), 30.58(Cy), 118, 120, 122, 125(Carom).

8a ou 8b : 160(Cs), 107 (Cy), 151(C3), 188(Cs), 15.44(C3), 98(C7), 186(Cs), 22,59 (Cy).
IR (KBr): vC=0 = 1620cm-1, 1720cm-1, vOH = 3400cm-1.

S.M = [M+] = 258.

(4E)-4-(2-mércapto-7-méthyl-5H-[1,3,4]thiadiazolo[3,2-a] pyrimidin-5-
ylidéne)-5-méthyl-2-phényl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one 9a

Rdt(%) :50%
Aspect: solide jaune

PF(°C) = 212-213°C
M(C1H13N50S,)= 355
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Le compose 9a est obtenu par la mise a reflux pendant 2h d’une solution équimolaire du
2-amino-5-sulfanyl-1,3,4-thiadiazole (1.32 g, 0.01 mole) et du diacétoacétylpyrazolone
8 (2.58 g, 0.01 mole) dans (40 mL) de n-butanol. La solution est ensuite réduite a 15 ml
le précipité est filtré, recristallisé dans 1’éthanol pour donner un solide jaune.

Rdt= 50%; PF=212-213 °C

RMN'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm)=7,28 (s, IH, H-pyr), 2.52(s, 3H, CHapyr), 2.75(s,
3H, CHspyri), 7.46(t, IH, J = 7,0 Hz, Harom), 7,25 (M, 2H, Harom),7.56 (dd, 2H, J = 3,1 Hz,
1,6 Hz, Harom).

RMN 13C (CDCls, 75MHz) :162(Cs), 152(C,), 112(Cs3), (C4), 160(Cyp), 24(Cs),
95(C7), 171(Css), 148(C1sg), 18(Cy1), 113, 123, 130, 134(Carom).
S.M (IE, 70ev) : M+.= (calculée, trouvée pour C16H13Ns0S;): 355.440, 355.448

(4E) -5-méthyl-4-[7-méthyl-2-(méthylthio) -5H-[1,3,4]thiadiazolo-
[3,2a]pyrimidin-5-ylidene]-2-phényl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one 9b.

Rdt(%) :65%
Aspect: solide jaune
PF(°C) = 235-235°C
M(C17H15N5OSZ): 369

Le composé 9b est obtenu de la méme maniére que 9a, par la mise a reflux pendant 2h
d’une solution équimolaire du 2-amino-5-méthylsulfanyl-1,3,4-thiadiazole (1.47 g, 0.01
mole) et du diacétoacetylpyrazolone 8 (2.58 g, 0.01 mole) dans (40 mL) de n-butanol.
La solution est ensuite réduite a 15ml, le précipité est filtré, recristallisé dans 1’éthanol
pour donner un solide jaune.

Rdt= 65%; PF= 235-235 °C

RMN'H (CDCls, 300 MHz) § (ppm)= 8,40 (s, 1H, Hyy),7.15(m, 2H, Harom), 7.40 (t, IH,
J=7,4 Hz, Haom),8.10(dd, 2H, J = 3,4 Hz, 1,7 Hz, Harom),. 2.35(S, 3H, CHapyr), 2.64(S,
3H,CHapyri), 2.76 (s, 3H, CH3S),

RMN =C (CDCls, 75MHz) :162(Cs), 152(C,), 130(Cs), 111(Cs), 161(C1o), 15(C),

95(C5), 171(Cys), 148(Cisg), 18(C21), ,121, 124, 128, 140(Carom).
S.M (IE, 70ev) : M+.= (calculée, trouvée pour C;17H15NsOS; ): 369.466, 369.470
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(4E)-4-(2-éthylsulfanyl-7-méthyl-[1,3,4]thiadiazolo[3,2-a] pyrimidin-5-
yliden)-5-méthyl-2-phényl-pyrazol-3-one 9c

Rdt(%) :70%
Aspect: solide jaune
PF(°C) = 238-240°C
M(C18H17N5OSZ): 383

De méme le composé 9c est obtenu par la mise a reflux pendant 2h d’une solution
équimolaire du 2-amino-5-éthylsulfanyl-1,3,4-thiadiazole (1.61 g, 0.01 mole) et du
diacetoacétylpyrazolone 8 (2.58 g, 0.01 mole) dans (40 mL) de n-butanol. La solution
est ensuite réduite a 15ml le précipité est filtré, recristallisé dans 1’éthanol pour donner
un solide jaune.

Rdt= 70%; PF= 238-240 °C;

IR (cm—1, neat): 2988, 2937, 1638, 1584,1507, 1489, 1467.

RMN'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm)= 8,48 (s, IH, Hoy), 8,04 (dd, 2H, J = 3,3 Hz, 1,2
Hz, Harom), 7,35 (M, 2H, Haom), 7,10 (t, IH, J = 7,2 Hz, Harom), 3,35 (9, 2H, J = 7,2 Hz,
CH3-CH,-S), 2,48 (s, 3H, CHapyri), 2,38 (S, 3H, CHapyr); 1,47 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHs-
CH>-S)

RMN®C (CDCl;, 75 MHz) & (ppm) = 161.5(C1s), 160.9(C10),160.5(Cs), 147.9(C1s),
146.3(Cy), 111.9(Cs), 85.6(C.),28.4(Cs), 24.0(C13), 19.8(Ca1), 13.9(Cy4), 139.5, 128.4,
123.6, 119.1, (Carom)

MS/EI, m/z 383 (M+).

(4E) -5- méhyl-4-(7- méthyl- 5H-[1,3,4] thiadiazolo [3,2-a] pyrimidin-5-
ylidéne)-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one.9d

Rdt(%) :55%
Aspect: solide jaune

PF(°C) = 205-208°C
M(C16H13N5OS): 323
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1.01g (102mole) de 2-amino-1,34-thiadiazole et 2.58g (10-2mole) de
diacétoacétylpyrazole 8 sont portés a reflux et sous agitation dans 40ml de n-butanol.
Aprés deux heures de chauffage, le solvant de la réaction est réduit de moitié. Le
produit est filtré, puis recristallisé dans 1’éthanol.

Rdt= 55%; PF= 205-208 °C

RMN'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm)= 2.54(s, 3H,CHazpyr), 2.20(s, 3H, CHapyri), 8.15(s,
1H, Hiniaz),8.02(s, IH, Hyy), 7.53 (t, IH, J = 7,5 Hz, Hawom),7.80(dd, 2H, J = 4,3 Hz, 1,2
Hz, Harom),8.05(m, 2H, Harom)

RMN *3C (CDCI3, 75MHz) : 162(Cs), 151(C5), 114(Cs), ...(Ca), 128(Co), 24(Cs),
97(C7), 169(C1s), 147(C1g), 17(C2),121, 124, 128, 140(Carom).

S.M (IE, 70ev): M*= (calculée, trouvée pour C16H13NsOS ): 323.374, 323.382

(4E)-4-(2,7-diméthyl-5H-[1,3,4]thiadiazolo[3,2-a] pyrimidin-5-ylidene)-5-
methyl-2-phényl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one.9e

Rdt(%) :60%
Aspect: solide jaune
PF(°C) = 220-222°C
M(Cl7H15N5OS): 337

De méme, 9e est obtenu apartir de 1.31g (0.01mole) du 2-amino-5-méthyl-1,3,4-
thiadiazole.

Rdt= 60%; PF= 220-222 °C

RMN'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm)= 2.41(s, 3H, CHapy), 2.53(s, 3H, CHapyri), 2.17(s,
3H,CHathiaz), 7.99(s, IH, Hyyr), 7.30(t, IH, J = 6,9 Hz, Harom),7.55(dd, 2H, J = 3,1 Hz, 1,5
Hz, Harom), 8.10(m, 2H, Harom)

RMN 13C (CDCI3, 75MHz) : 163(Cs), 154(C,), 117(Cy3), 127(Cyp), 22(Cs),

96(Cy), 167(Cys), 147(Cys), 16(C>1), 19 (Cyo), 112, 120, 122, 137(Carom).

S.M (IE, 70ev) : M".= (calculée, trouvée pour C17H15Ns0S ): 337.400, 337.414
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(4E)-4-(2-ethyl-7-méthyl-5H-[1,3,4]thiadiazolo[3,2-a] pyrimidin-5-ylidén)-
5-méthyl-2-phényl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one 9f

13

Rdt(%) :68%
Aspect: solide jaune
PF(°C) 227-228°C
M(C18H17NSOS)= 351

De méme 9f est obtenu a partir de 1.45 g (0.01lmole) de 2-amino-5-éthyl -1,3,4-
thiadiazole.
Rdt= 68%; PF= 227-228 °C

RMN'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm)= 2.45(s, 3H,CHapy), 3.00(s, 3H, CHapyri), 1.46(t,
3H, J= 7.2Hz ,CH3CH2), 3.56 (m, 2H, J= 7.2 et 5Hz, CH3CH2), 7.82(s, IH, Hpy),
8.01(t, IH, J = 6,5 Hz, Harom),7.67(dd, 2H, J = 3,7 Hz, 0,9 Hz, Harom), 7.50(m, 2H, Harom)

RMN 33C (CDCI3, 75MHz) : 163(Cs), 151(C,), 115(C3), 128(C10), 19(Cs),
95(C7), 166(C15), 148(C13), 18(C21), 26(C12), 25(C13) , 121, 124, 128, 140(Carom).

S.M (IE, 70ev) : M™= (calculée, trouvée pour C1gH;7Ns0S ): 351.427, 351.433
1-(5-Hydroxy-3-méthyl-1-phenyl-pyrazol-4-yl)-3-[ (4- méthyl-1,3-
benzothiazol-2-yl)amino]but-2-en-1-one 10

10

CH3
6 Rdt(%) :70%
1 5
Aspect: orange
’ " 28 PF(°C) =201-202 °C

M (C22 H20N4OZS): 404.13

27

Le composé 10 est obtenu par la mise a reflux d’une solution de 2-amino-4-méthyl-1,3-
benzothiazole (1.64 g, 0.01lmole) et de diacétoacétylpyrazolone 8 (2.58 g, 0.01mole)
dans le n-butanol (40mL) pendant 3 h.

Aprés refroidissement, la solution est réduite par évaporation a 20 mL, un précipité
orange est obtenu par filtration

Rdt= 70%; PF=201-202 °C

IR (cm—1, neat): 2916, 1621, 1594, 1551, 1523, 1496, 1463.
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RMN *H(CDCIs, 300MHz) & (ppm)=13.16 (s, 1H, OH), 7.85 (dd, 2H, J=8.7Hz, 1.2 Hz,
H-arom), 7.66 (dd, 1H, J=7.8Hz and 1.2 Hz, H-arom), 7.45 (t, 2H, J=8.4 Hz, H-
arom),7.16-7.28 (m, 5H, H-arom), 5.59 (s, 1H, C=CH), 2.69 (s,3H,CH3), 2.64 (s, 3H,
CHs), 2.51 (s, 3H, CHa)

RMN *C: (CDCl;, 75MHz) & (ppm)= 186.1 (Cis), 159.7(Cg), 158.2(Cs),
150.7(C4),146.6(C,1), 137.5, 131.6, 131.4, 129.0, 127.0, 126.4, 123.9, 120.7,118.3,
99.1(C13), 101.7 (C1p), 22.9(C1s), 77.5(C16), 18.3(C22), 77.0(C1g), 15.9(C1o)

MS/EI, m/z 404 (M+).

4-hydroxy-6-méthyl-3-((2)-3-phénylacryloyl)-2H-pyran-2-one 11a

Rdt(%) :63%
Aspect: solide jaune
PF(°C) = 88-89 °C
M(Cy5H1,04)= 256

Une solution de 1.68g (0.01mole) de DHA, une quantité équimolaire de benzaldéhyde
1.06g (0.01mole) et 0.28g (0.0033mole) de pipéridine dans 30ml de chloroforme sont
mises a reflux pendant 4h. Apres I'évaporation du solvant, I'huile obtenue précipite a
I'éthanol pour donner le composé 11a avec un rendement de 63% ,

P.F=88-90°C

IR (cm—1, neat): 3083, 2932, 1720, 1623, 1577, 1517, 1448;

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) §(ppm) = 8.29 (d, 1H, J = 15.9 Hz, = CH-C=0), 7.92
(d,1H, J = 15.6 Hz, = CH-CgHs), 7.69 (m, 2H, CgHs),7.40 —7.42 (m, 3H, C¢Hs), 5.93 (s,
1H, CH-C(OH)), 2.26 (s, 3H, CH3);

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm) = 192.6,183.1, 168.1, 145.7, 134.8, 130.9, 129.1,
128.9, 123.5,102.9, 101.9, 20.6.

MS/DCI (NH3), m/z 257 (MH+), 274(MNH4+)
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4-hydroxy-3-((2)-3-(4-hydroxyphényl)acryloyl)-6-méthyl-2H-pyran-2-onellb

Rdt(%) :84%
Aspect: solide jaune

PF(°C) =148-150 °C
|\/|(C15H11C|O4)= 290.5

Une solution de 1.68g (0.0lmole) de DHA, une quantité équimolaire de 4-
chlorobenzaldéhyde 1.42g (0.01mole) et 0.28 g (0.0033mole) de pipéridine dans 30mi
de chloroforme est mise a reflux pendant 2h. Aprés I'évaporation du solvant, I'huile
obtenue précipite a I'éthanol pour donner le composé 11b avec un rendement de 84% ,
P.F=148-150°C

IR (cm™*, neat) 3101, 3024,2997, 1722, 1627, 1489.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) 8(ppm) = 8.28 (d, 1H, J = 15.6 Hz, = CH-C=0), 7.89 (d,
J=15.6 Hz, 1H, = CH-CgHs), 7.62 (d, 2H, J = 8.4 Hz,C¢Hs), 7.39 (d, 2H, J = 8.4 Hz,
CeHs), 5.97 (s, 1H, CH-C(OH)), 2.29 (s, 3H, CHy);

BC-NMR (CDCl3) & (ppm) =192.6, 183.1, 168.8, 144.6, 137.0, 133.2, 130.3,
129.2,123.6, 102.4, 20.7;

MS/ESI, m/z 291 (MH+)

3-((2)-3-(4-chloropheényl)acryloyl)-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one 11c

Rdt(%) :75%
Aspect: solide orange

PF(°C) = 140-141 °C
M(C15H1205): 272.5

De méme que pour 1la a partir de 1.20 g (0.01mole) de 4-hydroxybenzaldéhyde, le

composé 11c est obtenu avec un rendement de 75%, PF°=140-141
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IR (cm %, neat) 3121, 3084,2997, 1742, 1627, 1489.
'H-NMR (CDCl,, 300 MHz) 8(ppm) = 8.28 (d, 1H, J = 16.6 Hz, = CH-C=0), 7.99 (d,
J=16.6 Hz, 1H, = CH-CgHs), 7.52 (d, 2H, J = 8.8 Hz,CqHs), 7.45 (d, 2H, J = 8.8 Hz,
CeHs), 5.97 (s, 1H, CH-C(OH)), 2.25 (s, 3H, CHs).

3C-NMR (CDCl3) & (ppm) =192.5, 182.1, 168.8, 144.6, 135.0, 123.2, 132.1,
129.2,124.6, 101.7, 21.6;

MS/ESI, m/z 273 (MH+)

3-((2)-3-(4-bromophényl)acryloyl)-4-hydroxy-6-méthyl-pyran-2-one 11d

Rdt(%) :51%
Aspect: solide jaune

PF(°C) =171-172°C
M(C15H118r04): 334

De méme que pour 1lla a partir de 1.84g (0.01mole) de 4-bromobenzaldéhyde, le

composé 11d est obtenu avec un rendement de 51%, PF°=171-172;

IR (cm™*, neat) 3101, 3026,2988, 1728, 1681, 1481.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) 8(ppm) = 8.34 (d, 1H, J = 18.6 Hz, = CH-C=0), 8.10 (d,
J=18.6 Hz, 1H, = CH-CgHs), 7.10 (d, 2H, J = 8.5 Hz,C¢Hs), 7.35 (d, 2H, J = 8.5 Hz,
CeHs), 5.97 (s, 1H, CH-C(OH)), 2.30 (s, 3H, CH3)

BC.NMR (CDCl3) & (ppm) =192.6, 187.3, 168.8, 147.0, 135.9, 133.2, 130.3, 127.1,
125.2,101.3, 20.8.

MS/ESI, m/z 335 (MH+)
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4-hydroxy-6-méthyl-3-((2)-3-p-tolylacryloyl)-2H-pyran-2-one 11

Rdt(%) :54%
Aspect: solide jaune

PF(°C) =139-140°C
M(C16H1404)= 270

De méme que pour 1la a partir de 1.84g (0.01mole) de 4-méthylbenzaldehyde, le
composé 11le est obtenu avec un rendement de 54%, PF°=139-140 ;

IR (cm™%, neat): 3083, 2932, 1720, 1624, 1581, 1611, 1547;
'H-NMR (CDCls, 300 MHz) 8(ppm) = 8.14 (d, 1H, J = 15.4 Hz, = CH-C=0), 7.90 (d,
J= 15.4 Hz, 1H, = CH-CgHs), 7.12 (d, 2H, J = 8.2 Hz,CsHs), 7.42 (d, 2H, J = 8.2 Hz,
CeHs), 5.95 (s, 1H, CH-C(OH)), 2.38 (s, 3H, CHy).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm) = 192.6, 183.1, 168.1, 145.7, 135.8, 130.9, 129.1,
130.0, 123.1, 102.9, 101.9, 20.6, 19.8
MS/ESI, m/z 271 (MH+)
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Introduction

Za tuberculose est une maladie infectieuse transmise essentiellement par voie aérienne
et provoquée par Mycobacteriumtuberculosis. Elle affecte principalement les poumons
(TB pulmonaire) mais peut toucher d’autres organes (TB extra-pulmonaire).

Sa longue coévolution avec ’homme fait de cette bactérie un modéle d’adaptation,
mais également une des maladies infectieuses humaines les plus dévastatrices avec le
VIH/sida et le paludisme [1].

La tuberculose est la neuviéme cause de déces au plan mondial et la principale cause de
déces due a un agent infectieux unique, devant le VIH/sida. En 2016, d’aprés les
estimations, il y a eu 1,3 million de décés par tuberculose dans la population VIH-
négative, auxquels se sont ajoutés 374 000 déceés dans la population VIH-positive. On
estime que 10,4 millions de personnes sont tombées malades de la tuberculose en 2016,
dont 90% d’adultes, 65% de personnes de sexe masculin, et 10 % de personnes vivant

avec le VIH (dont 74 % d’Africains) [2].

V-1 Historique, évolution et incidence de la tuberculose

Des études moléculaires suggerent que la tuberculose est apparue pendant la période du
paléolithique moyen, et qu’elle est restée sporadique jusqu’aux années 1700[1]. De
méme, M. tuberculosis a €té identifiée dans des poumons de momies égyptiennes [3] et
péruviennes [4], montrant 1’existence d’infection des populations antiques de part et

d’autre de I’océan Atlantique par cette mycobactérie.

Jusqu’a la révolution, la nature de la maladie est restée incomprise en Europe
occidentale ou elle est considérée comme héréditaire [5] et dont le seul traitement est le
« toucher royal », consistant enl’apposition des mains du roi sur des malades afin qu’ils

soient gueéris par la grace des pouvoirs divins du monarque [5-6].

Elle est ensuite devenue épidémique avec la révolutionindustrielle, en raison de
I’augmentation de la densité depopulation et des conditions de viedéfavorables [1].
En 1819, René Théophile Hyacinthe Laennec publie la premiere édition de son livre

D ’Auscultation Mediate dans lequel il expose la pathologie de la tuberculose ainsi que
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différents signes cliniques de maladies pulmonaires. A cette époque, les malades étaient
alors envoyés vers les sanatoriums, premiers établissements médicaux consacrés au
traitement de la tuberculose dont le premier fut ouvert en 1854 [7]. En 1865,Jean-
Antoine Villemin, un médecin militaire francais, démontre la transmission d’espéce a
espéce de la maladie notamment entre hommes et lapins [8]. Le 24 mars 1882 Robert
Koch fait sa célebre présentation Die Aetiologie der Tuberkulos ea Berlin lors de
laquelle il révéle avoir identifié et isolé 1’agent responsable de la tuberculose [9]. Sa
contribution et sesavancées sur la tuberculose seront récompensees par le prix Nobel de
physiologie en médecine en 1905. Cette découverte spectaculaire a permis a Albert
Calmette et Camille Guérin de développer en 1921 le vaccin BCG (Bacille de Calmette-

Guérin), premier vaccincontre la tuberculose [10].

Le traitementde la tuberculose a ensuite connu des avancées extraordinaires au début
des années 1950 avecl’apparition des premiers antibiotiques tels que la streptomycine
ou I’isoniazide, qui ont permis de réduire considérablement le nombre de déces suite a
I’infection par M. tuberculosis. L’incidencede la maladie a diminué rapidement dans les
pays développé savec I’amélioration des conditions sanitaires, d'alimentation et de
logement. Cette décroissance s’est accélérée avec l'introductiondu BCG et I'utilisation

des antimicrobiens comme agents antituberculeux.

Cependant, malgré les efforts pour éradiquer cette maladie, en 2016, 6,3 millions de
nouveaux cas de tuberculose ont été signalés (contre 6,1 millions en 2015), soit 61 % de
I’incidence estimée (10,4 millions) ; les dernieres données sur les issues thérapeutiques
montrent qu’au niveau mondial, 83 % des cas de tuberculose furent traités avec succes,
soit un taux de guérison semblable a celui des derniéres années. On a dénombré 476 774
cas de tuberculose dans la population VIH-positive (46% de 1’incidence estimée), dont
85 % suivaient un traitement antirétroviral (TAR). Au total, 129 689 personnes
entamerent un traitement contre la tuberculose pharmaco-résistante, un chiffre en faible
augmentation par rapport a 125 629 de 2015, mais ne comptant que pour 22% de
I’incidence estimée ; le taux de guérison restait faible, s’établissant a 54% au niveau
mondial [2].

Le traitement préventif de la tuberculose se généralise, en particulier, dans les deux
groupes a risque prioritaires (personnes vivant avec le VIH et enfants de moins de
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5ans). Cependant, la plupart des personnes éligibles pour un traitement préventif de la
tuberculose n’y ont pas eu acces.

Au niveau mondial, toujours selon I’OMS le taux de mortalité par tuberculose (pour 100
000 habitants) a chuté de 37 % entre 2000 et 2016. Sur le plan régional, les baisses les
plus rapides sont observées dans la Région européenne et dans la Région du Pacifique
occidental (avec des reculs de 6,0 % et 4,6 % par an, respectivement, depuis 2010).

De nouveaux produits de diagnostic, médicaments, schémas thérapeutiques et vaccins
sont en cours de mise au point, mais les progrés sont lents. Il faut accroitre les
investissements dans la recherche-développement si 1’on veut avoir une quelconque

chance de réaliser les avancées nécessaires d’ici a 2025 [2].

IV-1-1 Incidence de la tuberculose en Algérie :

Plusieurs périodes de 1’évolution de situation épidémiologique de la tuberculose ont été
identifiées et qui correspondent a des changements socioéconomiques ou dans la prise
en charge de la maladie (Fig. IV-1). Avant I’indépendance, I’incidence de la tuberculose
tournait autour de 300 cas pour 100 000 habitants. Au lendemain de I’indépendance et
jusqu’a la fin des années 80, il y a eu une réduction considérable du risque annuel de
I’infection, de la morbidité liée a la maladie ainsi que la régression spectaculaire de la
tuberculose de 1’enfant. A partir de 1990, la courbe de I’évolution de la tuberculose
connait une stagnation puis une élévation a cause de nombreux problemes (les
mouvements de population, la pauvreté et les conditions de vie, la co-infection avec le
VIH, la résistance aux antibiotiques). A partir de 1’année 2000, la relance des activités
du programme antituberculeux a permis de constater une régression de I’incidence des
cas de tuberculose pulmonaire contagieuse qui ont décliné au-dessous du seuil de 17
cas pour 100 000 habitants en 2016. Durant cette période, I’incidence de la tuberculose
extra pulmonaire déclarée augmente rapidement dépassant de loin celle de la source de
la maladie (TP) ces derniéres années [11].
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Figure. VI-1 : Evolution du taux de la tuberculose en Algerie (1962-2012)

En Mars 2018, le ministre de la santé, de la population et de la réforme hospitaliére a
affirmé que sur les 22746 cas de tuberculose déclaré en Algérie en 2017 , 7389 cas soit
32.5% étaient des cas de tuberculose pulmonaire, dont 6011 cas de tuberculose
contagieuse ,il a indiqué également que l’incidence dela TB est de 14.8 cas pour
100.000 habitants ce qui représente 0.148%, tandis que 22389cas dont 7964 soit
35.57% cas de tuberculose pulmonaire et 64.4% de tuberculose extra-pulmonaire ont été

enregistrés en 2016.

Ces reésultats sont le fruit du programme national de lutte qui donne la priorité a la

détection et au traitement des cas contagieux.

Cependant la tuberculose extra pulmonaire continue de dominer le paysage de la
maladie avec une incidence de 37 cas pour 100.000 habitants [12].

V-2 Physiopathologie de la tuberculose

L’agent pathogéne de la TB est M. tuberculosis. Un tiers de la population mondiale est
porteuse de cette bactérie mais seulement 2 a 23% des personnesinfectées
développeront la maladie [13]. La TB se transmet par inhalation de bacilles de M.
tuberculosis vivants. Lorsqu’un malade atteint d’une TB pulmonaire tousse, il émet des
microgouttes dans I’atmosphére qui contiennent des bactéries. Ces gouttes peuvent
rester dans 1’air plusieurs heures. En considérant que la dose pour I’infection est de un a
dix bacilles, la transmission de la maladie est donc trés facile. Une fois dans 1’alvéole

pulmonaire, les bactéries sont phagocytées parles macrophages (Figure 1V-2), premiére
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défense contre les microbes pathogénes qui sont tués grace au pH interne des
macrophages qui est tres acide. M. tuberculosis fait partie des pathogénes (comme

Legionella, Brucella et Erlichia) qui ont développé des stratégies pour survivre dans le
macrophage [14]. A I’intérieur du macrophage, les bactéries se divisent rapidement avec
une croissance exponentielle, ce qui entraine une réponse pro-inflammatoire durant
laquelle le macrophage pénétre 1’épithélium et recrute des cellules mononucléaires des
vaisseaux sanguins adjacents. Ces monocytes forment le premier granulome. Le
macrophage infecté se différencie en plusieurs types de macrophages : les cellules
géantes multinucléaires, les cellules épithélioides et les macrophages spumeux (ou
foamy). A ce stade, I’infection est confinée et les bactéries ont cessé de se reproduire.
Le granulome mature développe une couche fibreuse entourée de lymphocytes qui
englobe les macrophages. Quand I’infection progresse, on assiste a une accumulation du
caséum dans le centre du granulome conduisant a une nécrose des tissus. Dans 90% des
cas, le granulome se calcifie, et quelques bacilles survivent a I’intérieur dans un état
stationnaire ; c’est ce qu’on appelle I’infection TB latente. L’infection est sous le
controle du systeme immunitaire et elle peut rester dans cette phase pendant plusieurs
années. Par contre, quand Il’infection progresse, le caséum, centre nécrotique du
granulome, se liquéfie et on assiste a une rupture du granulome et a la libération des
bactéries. Les bacilles se multiplient a 1’extérieur des cellules dans le caséum liquide et
la population bactérienne devient trés importante. Des dommages tissulaires provoquent
une érosion bronchique et la formation d’une cavité (caverne). L’ouverture de cette
cavité permet aux bacilles de disséminer via les voies aériennes dans les autres parties
du poumon et dans I’environnement extérieur [13,15].

La TB peut atteindre aussi d'autres organes. Parmi les localisations extra-respiratoires, il

faut citer I’atteinte osseuse et la méningite tuberculeuse.

FigurelV- 2 : Histoire naturelle de la tuberculose et immunité antituberculeuse [16]
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V-3 Les Mycobacterium tuberculosis
IV.3.1. Présentation

Le genre Mycobacterium correspond a des bacilles aérobies a croissance plus ou moins
lente appartenant a la famille des Mycobacteriaceae sous 1’ordre des Actinomycetales
[17]. Celui-ci est composé de prés de 170 especes, dont certaines sont pathogénes pour
I’homme : M. tuberculosis (responsable de la tuberculose), M. leprae (responsable de la
Iépre) et M. ulcerans (responsable de 1’ulcere de Buruli). Les espéces de Mycobacterium
responsables de la  tuberculose  sont regroupées dans  lecomplexe
Mycobacteriumtuberculosis comprenant les sous-especes : M. tuberculosis,
M.africanum, M. canettii, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii, M. microti, M. orygis et
M. mungi [18]. Cependant, dans 99% des cas, 1’espéce responsable de la tuberculose est
M. tuberculosis. M. africanum n’est pas répandu a I’échelle mondiale et 20 a 50% des
cas sont raportés en Afrique. M. bovis est responsable de la tuberculose chez les bovins
et est aussi pathogene pour I’homme par contamination du lait par cette bactérie. Enfin,
bien que rares, certains cas de tuberculose ont été observés chez 1’homme pour les
autres sous-especes du complexe Mycobacterium tuberculosis [17,18].

IVV-3-2 Morphologie

Selon la définition classique du genre Mycobacterium, reposant sur les propriétés
morphologiques, les bacilles tuberculeux sont rectilignes ou légerement incurvés,
aérobies ou micro aérophiles, non sporulants et dépourvus de capsule. [19] (Figure IV-
3). Certaines mycobactéries apparaissent comme filamenteuses ou en mycélium. De
nombreuses espéces produisent des pigments de type caroténoides, conférant aux
colonies une couleur jaune a orange foncé, aprés photo-induction ou en absence de toute

exposition a la lumiere.

FigurelV-3: Structure d’une mycobactérie tuberculeuse au microscope éléctronique
[20].
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La croissance de M. tuberculosis est particulierement lente avec un temps de 12 a 24h
[19] et donne en 21 & 28 jours, sur milieu enrichi, de grosses colonies en « chou-fleur »
de 3 a 4 mm avec des bacilles de 2 a 5 um de long et de 0,3 a 0,5 um de large (Figure
IV-4).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp 'ﬁ—i 2um
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Figure VI-4: Colonies de Mycobacteriumtuberculosis

IVV-3-3 Particularité du genre Mycobacterium

Le genre Mycobacteriumest défini par 3 criteres:

» L'acido-alcoolo-resistance

Cette propriété est liée a la richesse de la paroi bactérienne en lipides et entraine une
imperméabilité aux colorants usuels ainsi qu'une résistance a la décoloration par un
traitementacide/alcool. En revanche, la paroi fixe de fagon intense les colorants alcalins
tels que la fuchsine basique. La coloration de Ziehl-Neelsen, basée sur cette propriété,
est utilisée pour la réalisation de I'examen microscopique [21].

 La composition en acides mycoliques

Ces acides gras insaturés a longue chaine carbonée (C60 a C90) sont le support de
I'acido-alcoolo-résistance et constituent un critére taxonomique de choix car leur
structure varie selon les especes bactériennes. Des acides mycoliques, absents du regne
bactérien a I’exception de quelques genres voisins (Corynebacterium, Nocardia,

Rhodococcus, Tsukamurella, Dietziaet Gordonia) [21-22].
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* Le contenu de I'ADN en Guanine et Cytosine

Le GC% des mycobactéries est compris entre 61 et 71%, a l'exception de
Mycobacteriumleprae dont le GC% est compris entre 54 et 57%. Ce pourcentage élevé
explique que les 2 brins d'/ADN soient fortement liés et impose des conditions

techniques particuliéres pour rompre les 3 liaisons Hydrogene [21].

Les mycobactéries sont trés résistantes a la dessiccation et survivent jusqu’a plusieurs
années a 1’état desséché. La description de différentes techniques de coloration des
membranes bactériennes par Gram en 1884 [23] a permis 1’établissement de deux
familles distinctes, suivant les résultats obtenus au test de coloration de Gram : les
bactéries Gram positif et Gram négatif. Cette distinction peut étre reliée a la
morphologie de la cellule et plus particuliécrement 1’architecture de la membrane

bactérienne [24].

Bien qu’elles ne se colorent que trés faiblement par la coloration de Gram, les
mycobactéries ont longtemps éte rattachées aux bactéries a Gram positif mais leur paroi

posséde toutefois des caractéristiques communes aux bactéries a Gram négatif [25]

IVV-3-4 Paroi mycobactérienne du genre Mycobacterium

La capacité de M. tuberculosis a survivre et a se répliquer dans la cellule héte
phagocytaire, constituant un environnement extrémement hostile pour la plupart des
autres microorganismes, représente 1’un des aspects clés de sa virulence. Ainsi, la paroi
mycobactérienne complexe de M. tuberculosis, peu perméable, est son principal facteur
devirulence et elle contribue a la résistance de la mycobactérie envers les traitements

classiques [20].

L’enveloppe cellulaire des mycobactéries est constituée de trois composants structuraux
[27] :

- Une membrane plasmique typique, a laquelle peuvent étre associés des caroténoides
donnant la couleur jaune-orange aux mycobactéries photochromogeéniques [28]. Elle ne
joue pas de role dans la pathogénicité de la bactérie ; la paroi, qui posséde les

caracteéristiques des bactéries a Gram négatif [25]. Elle est composee de peptidoglycane
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(motif de base : polymére de N-acétylglucosamine-f3 1-4-acide N-glycolylmuramique)
relié de maniére covalente a un hétéroside,

-L'arabinogalactane, qui est lui-méme estérifié par des acides mycoliques. C’est la paroi
qui confere aux mycobactéries la résistance a la plupart des antibiotiques et des
désinfectants, ainsi qu’une résistance a 1’action de bases et d’acides [28-29].

-Une capsule : un mélange de polysaccharides, protéines et lipides, avec une
composition différente entre mycobactéries pathogenes et non-pathogenes [30]. Chez
les espéces pathogenes, la présence de certains glycanes dans la capsule est
fondamentale pour I’interaction avec le macrophage et pour inhiber la réponse pro-
inflammatoire. La capsule représente aussi une barriere passive qui empéche la
diffusion de macromolécules a I’intérieur de 1’enveloppe bactérienne. Elle sécrete des
enzymes impliquées dans la détoxification d’intermédiaires d’oxygeéne réactifs
(catalase, peroxydase, superoxydedismutase) qui sont impliqués dans la résistance de la
bactérie aux mécanismes microbicides de I’hote [27] (Shéma 1V-1).

%g couche externe i
T & ﬁﬁ,(phnsphnlipides— protéines)
acides mycoligques parei
arabinogalactane
) peptidogl yeane
ﬁ ﬁﬁé; mﬁ ﬁﬁmemhmne plasmigue ?
LLLS UL U LALLL x

intérieur (cytoplasme)

Schéma IV-1 : L'enveloppe mycobactérienne [26].

IV-3-5 Acide mycolique

La paroi cellulaire mycobactérienne est inhabituelle dans le sens qu'elle contient de trés
grands acides gras B-hydroxylés a-alkylés appelés acides mycoliques (Figure 1V-5)
[31]. Les acides mycoliques sont les principaux constituants de la paroi cellulaire
mycobactérienne et contribuent a la perméabilité et a I'intégrité de la membrane externe

ainsi qu'a la virulence [32, 33].
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chaine OH

meromycoligue
Chaine alpha

Figure 1V-5 : Structure du motif mycolique.

Chez M. tuberculosis, la chaine a-alkyle comprend entre 24 et 26 atomes de carbone et
la chaine B, dite chaine méromycolique, plus longue, est composée de 54 a 63 atomes de
carbone. Quatre classes d’acides mycoliques sont représentées chez M. tuberculosis: les
acides a-, méthoxy-, céto- et hydroxy-mycoliques (Figure IV-6) [35]. Les plus
représentés (plus de70%) sont les acides a-mycoliques contenant deux cyclopropanes de
configuration cis sur la chaine méromycolique. Les acides méthoxy-, céto- et hydroxy-
mycoliques comportent un cyclopropyle en position proximale (P) de conformation cis

ou trans et, respectivement, une fonction chimique : méthoxy, cétone ou hydroxy, en
position distale (D).

meromycolyl chain a-chain Ny
OH

I TR
/\/\/\/\/\/\/\/\/\“‘ < “OH
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cis methoxy-mycolic acid “

; “OH
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trans methoxy-mycolic acnqo Lo
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o
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trans keto-mycolic acid o °
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Figure 1V-6 : Structure des acides mycoliques

IV-3-5-1 Biosynthése des acides mycoliques

La biosyntheése de ces molécules complexes comprend quatre étapes principales :
[1 la syntheése des acides gras saturés de C22-Cz2s
[1 la synthése de la chaine méromycoligque (Cao-Ceo).

] La modification de cette chaine par I’introduction des groupements fonctionnels.
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[1 L’étape finale de condensation de type Claisen de la chaine méromycolique

produisant des acides mycoliques [36] (SchémalV-2).

malonyl-CoA ~—— malonyl-ACP o]

)J\ NAD*
R S-ACP
@ acyl-ACP NADH + H*
l KasA/KasB

[+]

trans-A%-enoyl-ACP

oH 9 I
M = e
R S-ACP

B-hydroxyacyl-ACP
1

1
1
meromycolic acid

I mycolic acid I

acyl-CoA

NADPH + H*
NADP*

SchémalV -2 : Biosynthese des acides mycoliques mycobactériens : les systémes
FAS-I et FAS-II.

La biosynthése des acides mycoliques est réalisée par plusieurs cycles enzymatiques
successifs constitués par la combinaison de quatre types de réactions enzymatiques :
Condensation, réduction, déshydratation et réduction. Les systemes enzymatiques
impliqués dans la synthése des acides mycoliques correspondent a deux systemes
apparentés mais bien distincts, les systemes Fatty Acid Synthase (FAS) de type | et 1l
[20].

L’acide gras synthase de type I (FAS-I) est une enzyme commune aux mammiferes,
champignons et bactéries. Cette enzyme multi-domaines produit des acides gras avec
une distribution bimodale C16-Cis et C24-Ca26; ces derniers correspondant a la chaine a
des acides mycoliques.

[1 L’acide gras synthase de type II (FAS-II), présente chez les plantes et les bactéries,
est caractérisée par une série d’enzymes solubles monofonctionnelles. Ces enzymes sont
responsables de 1’élongation des acides gras issus de FAS-I et ainsi de la formation des

longues chaines méromycoliques.
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On pense que la couche riche en acide mycolique résultante de la biosynthese forme
une membrane lipidique pseudo-externe qui protege la cellule [37]. Ainsi, il n'est pas
surprenant que depuis I'avénement de la chimiothérapie antituberculeuse, I'inhibition de
la biosynthése de I'acide mycolique soit l'une des cibles médicamenteuses les plus

exploitées et les plus réussies [38, 39].

IV-3-5-2 L’énoyl-ACP réductase de M. tuberculosis : InhA

Au sein de FAS-II, parmi les cibles potentielles, I’enzyme InhA, une énoyl-
[acylcarrier- protein] réductase présente un intérét particulier. En effet, ’enzyme InhA
a fait ses preuves en tant que cible de deux antituberculeux majeurs, 1’isoniazide et
I’éthionamide. De plus, cette enzyme est une cible de choix puisque I’homme ne
posséde pas d’enzyme orthologue a 1’'InhA, limitant ainsi les effets
secondaires.L’enzyme InhA est une enzyme NADH-dépendante, produite par la
mycobactérie etessentielle pour la biosynthese des acides mycoliques. Enzyme de la
famille des déshydrogénases/réductases, elle catalyse la derniere étape de réduction du
cycle d’élongation de FAS-II [40]. L’enzyme InhA catalyse spécifiquement la
réduction de la double liaison trans des substrats a longue chaines d’énoylthioester [41]
L’inhibition de I’enzyme InhA entraine une altération de la paroi mycobactérienne et

conduit a la lyse de la cellule mycobactérienne [41] (ShémalV-3).

O

NADH NAD+ O
N N
n S- ACP > ! S- ACP

InhA

Schéma IV-3 : Représentation de la réaction de réduction du substrat énoyl-ACP par
I’enzyme InhA

IV-4 Le diagnostic bactériologique de la tuberculose
La preuve de la maladie tuberculeuse est apportée par la mise en évidence des

mycobactéries. La mise en évidence peut étre directe :
- L’examen microscopique de matériel coloré (expectorations, matériel de

ponction), par la méthode de Ziehl-Neelsen ou par I’auramine constitue encore

actuellement 1’étape fondamentale du diagnostic de la tuberculose [42].

146



Chapitre IV Mise au point bibliographique sur la tuberculose

- Le nombre des bacilles observés sur les frottis correspond a la contagiosité du
malade et un examen direct positif correspond a au moins 10 000 bactéries par

mL.

- Culture (méthodes traditionnelles ou rapides), est beaucoup plus sensible que
I’examen microscopique [43-44] et permet I’identification de la mycobactérie
isolée ainsi que la mesure de sa sensibilité aux antibiotiques.

Les délais des cultures dépendent de la richesse en bacilles et sont en moyenne,

respectivement pour les milieux solides et liquides, de 3 et 1 semaines pour les

prélévements positifs a I'examen microscopique et de 4 et 2 semaines pour les

prélevements négatifs a I'examen microscopique [45].

Ou indirecte, par la détection de la présence d’ADN ou d’ARN mycobactérien
(techniques d’amplification). Le dépistage des cas de tuberculose pulmonaire associe
souvent la radiographie et la bactériologie dans les centres urbains. Aussi la
radiographie thoracique(recherche de lésion pulmonaire) peut constituer un élément
déterminant pour les demandes de mise en évidence du bacille tuberculeux par des

examens microscopiques répétés lorsque le premier examen est négatif [46].

Certaines innovations se substituent au quotidien aux techniques plus anciennes comme
par exemple, I’identification des mycobactéries du complexe tuberculosis par
immunochromatographie ou la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a partir
des cultures positives ou I’antibiogramme en milieu liquide. Les nouveaux outils qui
utilisent les techniques moléculaires ont pris une place importante. Elles ont toutes pour
point commun d’optimiser la lutte contre la tuberculose en diminuant le délai du
diagnostique. Elles permettent aussi d’accélérer la détection de la résistance aux
antituberculeux. Néanmoins, les techniques d’amplification génique directement a partir
des prélévements cliniques restent toujours moins sensibles que la culture. Le diagnostic
bactériologique de la tuberculose repose donc encore sur la complémentarité des

différentes techniques phénotypiques et moleculaires [47].
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IVV-5 Lutter contre la tuberculose
IV-5-1 Le BCG

La vaccination par le BCG est un élément important de la lutte antituberculeuse,
d’autant plus efficace qu’elle est effectuée plus tot dans la vie L’efficacité et le faible
colt du vaccin BCG en font le vaccin le plus largement utilisé dans le monde avec plus
de 3 milliards de personnes vaccinées [48]. En Algérie la vaccination par BCG a la

naissance est obligatoire depuis 1969 par décretministériel [49].

(BCQG) provient d’une souche de Mycobacteriumbovis isolée a partir d’'une mammite
de bovidés. C’est une mycobactérie ayant les mémes caractéristiques morphologiques et
culturales que Mycobacteriumtuberculosis. La virulence de la souche s’est atténuée
suite aux passages en culture spéciale sur des milieux artificiels pendant des annees
(Calmette et Guérin 1’ont obtenu apres 230 passages sur pomme de terre biliée
glycérinée pendant 13 années de 1908 a 1921 1)

En 1921 Calmette disposait donc d’un vaccin str d’apres les expérimentations animales
et il décida de faire la premiere vaccination humaine, le 18 juillet. , a la créche de la
maternité de I’hopital de la Charité a Paris [50].

Le BCG est efficace dans la prévention de la majorité des formes virulentes de MTB
chez les enfants et les nouveaux nés, mais son efficacité de prévention chez 1’adulte est
limitée lorsque la population est en contact régulier avec le pathogéne, comme dans les
pays a forte incidence en tuberculose virulente. Cette sensibilisation préalable a I’agent
pathogene induit un niveau d'immunité antimycobactérienne ne fournissant pas
uneprotection significative contre I'infection par M. tuberculosis et portant atteinte a la
capacitédu BCG a persister dans les tissus hétes apres la vaccination, ce qui rend le
BCG moinsefficace [48].

I\V-5-2 traitement de la tuberculose

Le traitement recommandé par I’OMS pour une TB pulmonaire de patientsHIV-négatifs
est une quadrithérapie de 6 mois par des antituberculeux dit de premiére ligne : 2 mois
d’isoniazide, rifampicine, pyrazinamide et éthambutol (Figure 4), suivi de 4 mois
d’isoniazide et rifampicine avec une dose journaliere ou trois administrations par

semaine (WHO Guidelines 2009).
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IV-5-2-1Mode d’actions des anti-tuberculeux :

A ce jour, trois principaux modes d’action sont exploités pour traiter les cas
detuberculose :
- la perturbation de la paroi de la mycobactérie (Isoniazide,
Ethionamide ,Ethambutol (EMB, Cyclosérine, Pyrazinamide)
- D’inhibition de la traduction de I’ARN en protéine Les aminoglycosides
(streptomycine 100), Capréomycine .
- D’inhibition de la transcription de I’ADN. Rifampicine, Les fluoroquinolones
Certains antituberculeux ont d’autres modes d’action, le Pyrazinamide agit sur le

métabolisme et Acide paminosalicilique cible Dihydrofolate réductase.

IV-5-2-2 Les antis-tuberculeux :

Les antituberculeux de premiére ligne, sont les molécules considérées comme les plus
actives a ce jour : ’isoniazide (INH), la rifampicine (RIF), le pyrazinamide (PZA), la
streptomycine (SM) et I’éthambutol (EMB), Des antituberculeux comme la RIF ou le
PZA [51],ont permis la réduction du temps de traitement de 12-18 mois a 6-9 mois.

A ces antibiotiques de premiere ligne, sont associés d’autres antibiotiques dits de
deuxiéme ligne parmi lesquels : I’amikacine, la capréomycine, la kanamycine, la
Dcyclosérine, 1’éthionamide (ETH), 1’acide p-aminosalicylique (PAS) et la
lévofloxacine. Ces antituberculeux présentent des effets secondaires plus fréquents

rendant le traitement trés difficile

Isoniazide (INH)

Découvert en 1912, ses propriétés antituberculeuses n’ont été décrites qu’en 1952.
L’INH est I’'un des antituberculeux les plus efficaces dans le traitement de la
tuberculose avec une CMI d’environ 0,2 pM. L’INH est un antituberculeux majeur
bactéricide exclusivement réservé, en association, a la prophylaxie au traitement de la

tuberculose sous toutes ses formes, ainsi que pour le traitement des mycobactérioses

149



Chapitre IV

Mise au point bibliographique sur la tuberculose

H
0] N
) NH, “NH,
NH2-NH2
H20 N
—> —>
NaOH _ N/
N
Isoniazide

Shéma V-4 : Synthése de I’Isonizide

L’isonizide est une prodrogue, pour agir elle doit étre activée dans un premier temps

par I’action d’une enzyme catalase peroxydase du M. tuberculosis appelé katG [52].

L’étape suivante consiste en I’inhibition cellulaire constituée par 1’interférence de la

forme active de I’INH avec la production des acides mycoliques. L’une des cibles

préférentielles serait 1’énoyl-ACP réductase (InhA). L'activation katG produit des

radicaux différents, y compris le monoxyde d’azote, induisant dissociation du NAD de

I’InhA, menant a 1’arrét de la synthése des acides mycoliques puis a une lyse cellulaire

[53].
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Shéma IV-5 : Activation de INH par KatG et formation du complexe isonicotinyl-NAD,
qui est un inhibiteur InhA non covalent
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B. Rifampicine (RMP)

Compose naturel isolé de Streptomycesmediterrani. Introduite sur le marché en 1967,
la rifampicine a radicalement changé le traitementde la tuberculose. Avec une
CMld’environ 0,5 puM, sur le Mycobacteriumtuberculosis elle également active sur

Mycobacteriumbovis ainsi que sur certaines mycobactéries atypiques.

La rifampicine appartient a la famille des rifamycines. Sa structure chimique
comporteun noyau chromogene (naphtohydroquinone), une longue chaine aliphatique

composée de 24 chainons dans lesquels on note la présence de 5 groupements méthyles.

Rifampicine (RMP)

Antituberculeux majeur, son association a I’INH reste la clef de volte du traitement
actuel de la tuberculose sous toutes ses formes en raison du faible taux de résistance

primaire. Elle cible, quant a elle, la transcription de I’ADN mycobactérien [54].
Ethambutol (EMB)

L’EMB a été synthétisé en 1961 et rapporté pour ses propriétés antituberculeuses sur
souchessensibles et résistantes a I’INH ainsi que pour sa faible toxicité [55]. Dans le
schéma thérapeutique antituberculeux, le role de ’EMB est de protéger la rifampicine
contre la sélection de mutant RMP-résistant. L’éthambutol est un dérivé de 1’éthyléne
diamine (NN’,dihydroxybutyl éthyléne diamine), le sel utilisé en thérapeutique est le

dichlorhydrate du composé dextrogyre.
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Ethambutol (EMB)

Sa CMI est autour de 2,5 uM .qui s’attaquent principalement aux enzymes impliquées

dans la biosynthese de la membrane mycobactérienne [56].

Pyrazinamide (PZA)

Proche de I’isoniazide, le pyrazinamide (PZA) était connu depuis 1952 mais avait été
rapidement abandonné en raison de sa toxicité hépatique : des études longueset
nombreuses ont conduit a le réhabiliter dans les années 1980.

Le pyrazinamide est un antituberculeux strict actif sur Mycobacteriumtuberculosiset sur
Mycobacteriumafricanum,; sa particularité est d’étre actif uniquement a Phacide sur les

les bacilles dormants résidant en milieu acide,

0
N
[ X NH,
>
N

Pyrazinamide (PZA)

Avec une CMI = 130 — 400 uM. Son addition a la trithérapie classique (INH, RMP,
EMB) a permis de réduire la durée du traitement a 6 mois. Bien que ciblant la paroi
mycobactérienne, le PZA n’inhibe la synthése d’aucun de ses constituants mais agit
selon un mode d’action non conventionnel et encore mal compris. En effet, dans les
conditions de cultures classiques, dans lesquelles le pH est neutre, le PZA n’est pas actif

vis-a-visde M. tuberculosis [57].
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La streptomycine

Découverte en 1944 par Waksman [58], la streptomycine est un aminoglycoside extrait
des souches de Streptomycesgriseus. La streptomycine a été le premier antituberculeux
majeur avant D’isoniazide.  Antibiotique  bactéricide a large  spectre
(Mycobacteriumtuberculosis,  Yersiniapestis, Francisellatularensis, Brucella,
Haemophilusinfluenzae, Escherichia coli, Klebsiella, Shigella...). Son activité sur le

BK est dix fois plus faible que celle de I’INH, il est bactéricide en milieu alcalin.

La streptomycine

Avec une CMI de 1 pg/mL, agit en inhibant principalement la biosynthése des protéines
bactériennes. En association a d’autres molécules, elle est prescrite en cas de
tuberculose tresbacillifére ou de tuberculose multirésistante

la streptomycine inhibe efficacement et spécifiquement la traduction des protéines chez

les bactéries, conduisant ainsi a leur mort rapide [56].

L’apparition de résistances aux antituberculeux de 1ére ligne nécessite d’employer
desantituberculeux de seconde ligne dans les cas ou la polychimiothérapie n’est pas
efficace. Cesmédicaments sont souvent moins puissants, plus toxiques (plus d’effets
secondaires), pluscoliteux et moins pratiques d’utilisation lorsqu’il s’agit d’injectable.
Dans le cas destuberculoses multi-résistantes, le traitement peut comprendre jusqu’a

cing principes actifs etdurer deux ans.

La figure IV-7 regroupe les antis-tuberculeux de deuxiéme ligne [56] les plus

couramment utilisés.
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Figure IV-7 : Les antis-tuberculeux de deuxiéme ligne les plus couramment utiliseés.

V-6 Résistance mycobactérienne aux antibiotiques

Malgré la grande diversité des composés disponibles et les différents mécanismes
ciblés, de nouvelles souches résistantes ont continué a apparaitre. On distingue
aujourd’hui deux catégories de souches pharmaco-résistantes et donc particuliérement
dangereuses [56,59].

- Les souches multi résistantes, ou MDR (Multi-Drug Resistant), qui présente une
résistance simultanée aux deux principaux antituberculeux de premiere ligne, la
rifampicine et I’INH.

- Les souches ultra résistantes ou XDR (eXtensively-Drug Resistant), qui présentent des
résistances aux antibiotiques de premiére ligne ainsi qu’a plusieurs antibiotiques de
seconde ligne.

La résistance biologique d’une espéce bactérienne aux antibiotiques se définit en
examinant la distribution des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des

populations considérées.
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On parlera de résistance quand ces CMI sont augmentées de fagon mesurable et
constante par rapport & une population sauvage [60]. La résistance pharmacologique se
définit par une valeur de CMI trop élevée pour permettre un traitement efficace par un

antibiotique donné, tenant compte de sa posologie [61].
IV-6-1 Modes de résistances mycobactriennes aux antibiotiques

On distingue deux grandes situations, a savoir la résistance naturelle (ou intrinséque)

d’une part et la résistance acquise d’autre part.

La résistance naturelle est celle qui est présente dans toutes les souches de 1’espéce
considérée. Elle est censée préexister a 1’usage des antibiotiques. Elle constitue donc
une caractéristique propre a l’espéce et délimite en fait le spectre d’activité des

antibiotiques. On parle ici d’especes insensibles [62] .

La résistance acquise apparait, quant a elle, au sein d’une espéce suite a 1’utilisation des
antibiotiques. On parle donc ici de souches insensibles (ou, si la résistance est de bas
niveau, de souches a sensibilité diminuée). Les principaux mécanismes mettent en jeu

quatre grands types de stratégies, toutes sous contréle génétique, a savoir:

la stratégie offensive (la bactérie produit une enzyme capable d’inactiver 1’antibiotique)
[63].

- Des enzymes bactériens en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage
ou par addition d’un groupement chimique, empéche la fixation de
I’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte d’activité. Parmi les réactions
biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut citer des

hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations [64].

la stratégie d’évitement (une modification de la cible de 1’antibiotique rend ce dernier
inefficace) Par mutation [63].

- Les modifications apportées a la structure de la cible peuvent conférer une
résistance en empéchant ’antibiotique de se lier correctement, mais tout en
permettant encore a la cible d'accomplir sa fonction normale. Dans le cas du
traitement de la tuberculose, les cas de résistances a la prodrogue INH ont
notamment pour origine une mutation de I’enzyme cible InhA, diminuant

I’affinité de liaison du métabolite actif de I’INH
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la stratégie de contournement (1’antibiotique atteint sa cible et interagit avec elle mais la
bactérie est capable d’utiliser d’autres voies métaboliques pour suppléer au manque

d’activité de la cible primaire) par protection [63].

- La modification ou la protection de la cible peuvent également avoir lieu sans
impliquer de mutation génétique de celle-ci. Par exemple, la résistance aux
macrolides et lincosamides est provoquée par la méthylation de leur cible

(ribosome), empéchant ainsi les antibiotiques de se lier a celle-ci [65].

la stratégie de la protection physique qui consiste soit a empécher I’entrée de

I’antibiotique dans la bactérie (imperméabilisation) soit a 1I’expulser (efflux actif) [63].

- des protéines transmembranaires connues sous le terme de pompes a efflux ou
transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de 1’énergie et utilisé par les
bactéries, , pour expulser a I’extérieur des métabolites et des composés toxiques
étrangers tels que des antibiotiques et d’autres médicaments.. La résistance
provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme

de la bactérie, ce qui prévient et limite I’acces de 1’antibiotique a sa cible [66].

IVV-6-2 Approche pour contourner la résistance par inhibition directe de
I’InhA :

Face a la recrudescence des souches MDR, XDR et I’impasse thérapeutique a laquelle
elles ménent, un grand nombre de laboratoires travaillent sur le développement de

nouvelles stratégies de lutte [67].

Par consequent, une nouvelle géneration d'inhibiteurs compétitifs des substrats non
covalents non-promédicaments de InhA est en cours de développement. Etant donné
que la plupart des résistances cliniques a I'INH sont principalement dues a des mutations
dans l'enzyme activatrice KatG, de nouveaux inhibiteurs ciblant directement InhA

pourraient étre actifs contre les souches résistantes a I'INH [68].

Les pro-drogues exercent leur activité antimycobactérienne via les métabolites actifs
issus de leur bioactivation et les résistances liées aux enzymes d’activation empéchent la
formation de ces métabolites actifs. L’une des approches développées pour contourner

ces résistances est d’utiliser le métabolite actif, ou un analogue, issu de 1’activation de la
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prodrogue pour inhiber directement sa cible. Le métabolite actif ne peut généralement
pas étre utilisé en tant qu’inhibiteur direct de I’enzyme pour des raisons de perméabilité,
comme pour I’acide pyrazinoique, métabolite actif de la pyrazinamide, ou d’instabilité
comme pour les adduits INH-NAD.

Cette stratégie a été developpée pour les pro-drogues INH et ETH dont la bio-activation
conduit a la formation d’adduits INH-NADH et ETH-NADH, inhibiteurs de 1I’enzyme
InhA. Elle consiste a synthétiser des inhibiteurs directs de 1’enzyme InhA, ne

nécessitant donc pas d’activation enzymatique [69].

Citons le triclosane, un inhibiteur compétitif de cette classe d'enzymes bactériennes [70]
antibiotique a large spectre avec une activité modeste sur MTB (CMI= 43 uM). Le
triclosane est un inhibiteur direct de ’enzyme InhA (IC = 0,2 uM) . Par la suite, le
laboratoire Sacchettini a mis au point une variété d’analogues de triclosane présentant

une activité antituberculeuse [71].

OH Cl

Cl Cl

structure de la tricolsane

Plusieurs autres familles d'inhibiteurs avec différents échafaudages, a savoir les
diaryléthers[72]pyrrolidinecarboxamides[73], pipérazine les indoleformamides[74][40],
arylamides[75], méthyl thiazoles [76] les thiadiazoles[77] ont été découverts et ont

montré de bonnes capacités contre InhA.
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Figure IV-12 : Inhibiteurs montrants de bonnes capacités contre InhA.

Récemment, une nouvelle classe d'inhibiteurs directs de InhA, les 4-hydroxy-2-
pyridones ont été identifiées par Novartis, a montré une bonne inhibition de InhA et une

bonne efficacité in vivo dans des modeéles de souris infectées par le M. tuberculosis [78]

NH  (Manjunatha et al 2005)

MIC50(microM) =1.54
InhA (1C50)(microM)=9.6+ 0.7

4-hydroxy-2-pyridones
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Résultats et discussions

Les composés illustrés ci-dessous , issus des deux séries de composés hétérocycliques
dérivés de 3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one (DHA) et de la 2-
acétylbutyrolactone synthétisées et caractérisées, ont été évalués en collaboration avec
le Département de Biologie et de Biotechnologie Lazzaro Spallanzani Université de
Pavia, Italie et Laboratoire de Synthése et Physicochimic de Molécules d’Intérét
Biologique (SPCMIB) Université Paul Sabatier Toulouse, pour leurs activités contre la
souche la plus virulente du Mycobacteriumtuberculosis nommée H37Rv, puis en tant
qu’inhibiteurs de I’InhA, enzyme clé impliquée dans la biosynthése des acides

mycolique de M. tuberculosis.
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2
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L'activité des composés synthétisés a été évaluée en déterminant a la fois I’inhibition de
la croissance de M. tuberculosis (H37Rv) et I’inhibition de I’enzyme InhA, puis
comparé a celle de l'isoniazide bien connu (INH), du GEQ et du Triclosan (TCL)

utilisés comme références [40] (tableau 1V-1)

Tableau IV- 1Composés synthétisés testés comme agents inhibiteurs de la souche M.de

tuberculose H37Rv et activités biologiques contre I’enzyme InhA

Composé CMI % d’inibition®
(ng/mL)/(uM) d’InhA a 50 uM
2 2.5/12 0
3a > 10/ >42 0
3b 5/16 0
6 10/29 26
9a > 10/>26 13
10 >10/ >25 0
1la 10/39 19
11b 5/17 60
TLC 10/34.5 92
GEQ 20/50 89
INH 0.05/0.4

a : Expériences réalisées a trois reprises
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Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été deéterminées pour chaque
produit et composés de référence. Parmi tous les composés évalués, des composés
portant un fragment DHA ont montré CMI entre 17 et 44 uM contre le M.tb H37Rv.
Dans cette série, le composé 11b portant un chlore sur le cycle phényle a été trouvé le
plus actif, et pourrait raisonnablement servir de molécule principale pour le

développement de médicament en faisant varier la fraction aryle.

Dans la série a partir du 2-acétyl butyrolactone, le pyrazolone 2 était le plus actif avec
une CMI de 12 puM et il pourrait également étre utilis€ comme plate-forme pour la
dérivatisation. Ce composé posséde différentes positions modifiables : I'alcool, I'amine
et le thioamide sur I’anneau pyrazolique. En effet, les composés 3a et 3b synthétisés a
partir du pyrazolone 2 ont également été évalués. Le composé 3a porteur d’un
groupement méthyle sur le thiazole a montré une perte d’activité antituberculeuse
tandis que le composé 3b porteur d’un groupement phényle s’est avéré plus

intéressant, avec une CMI de 16 uM.

Pour confirmer que I’enzyme InhA pourrait étre la cible, des études d'inhibition
enzymatique ont été réalisées. Les composés ont été testés pour leur capacité a inhiber
la réduction de la double liaison du substrat DDCoA(trans-2-Dodecenoyl CoA)Cy,, par
NADH en présence de InhA.

Parmi les inhibiteurs, les composés 2, 3a, 3b, et 10 étaient totalement inactifs a 50 uM
contre I’enzyme InhA. Le manque d'inhibition de InhA pour les composés 2 et 3b,

contrairement aux faibles CMI, suggérent que la cible n'est pas clairement 1’InhA.

Les composés 11a, 6, et 9a ont montré une faible activité contre InhA. C’est seulement
le composé 11b qui a montré la plus grande activité contre I'enzyme InhA. Il a été
montré pour étre trois fois plus actif que le composé 11a non substitué par le chlore en

position para.
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Conclusion

En conclusion, des composés synthétisés a partir de DHAet de la 2-acétylbutyrolactone
ont été évalués comme médicaments antituberculeux contre la souche de M.
tuberculosis H37Rv. Parmi eux, les composés 11b, 2 et 3b étaient les plus actifs avec
des CMI d'environ 15 puM. Les dérivés du DHA, en particulier le composé 11b,
inhibent I’enzyme InhA avec un taux d’inhibition de 60 d’InhA a 50 uM.

Ce résultat est intéressant du fait qu’il pourrait donner un apercu sur les tendances des
approches structure-activité

Dans l'ensemble, nos résultats montrent que ces composés hautement riches en
hétéroatomes pourraient constituer un point de départ pour une optimisation plus

poussée.
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Partie expérimentale
Matériels et méthodes (Essais biologiques)

Tests in vitro:

Conditions de croissance et inhibition minimale, détermination de la
concentration (CMI)

M. tuberculosis H37Rv a été utilisé comme souche de référence. Les souches ont été
cultivées a 37 ° C dans le bouillon Middlebrook 7H9 (Difco), additionné de 0,05% de
Tween 80 ou dans un Milieu Middlebrook 7H11 (Difco)solide complété par de 1’acide
oléigue-albumine-dextrose-catalase (OADC).

Les CMI pour les nouveaux composés ont été déterminés au moyen de la méthode de
microdilutions. La dilution de M. tuberculosis de type sauvage (environ 105-106 CFU /
ml) a été ensemencé sur milieu solide 7H11contenant une gamme de concentrations de
composés (de 0,25 pg / mL a 40 ug / mL). Les plaques ont été incubées a 37 °© C
pendant environ 21 jours et la croissance a été evaluée visuellement. La dilution la plus
faible de chaque composé a laquelle la croissance visible est inhibée a été prise comme
la valeur CMI. Les résultats ont été exprimés en moyenne d'au moins trois

déterminationsin dépendantes.

Inhibition de I'activité InhA

Des solutions meres de tous les composés ont été préparées dans du DMSO de telle
sorte que la concentration finale de ce co-solvant soit constante a 5% v / v dans un
volume final de 1 mL

Les tests cinétiques ont été effectués en utilisant le trans-2-dodécénoyl-coenzyme A
(DDCoA) et I'InhA.

Les reactions ont été effectuées a 25 ° C dans un tampon aqueux (30 MM PIPES (Acide
pipérazine-N,N'-bis-2-éthanesulfonique et 150 mM NaCl pH 6.8) contenant en outre le
Cofacteur NADH 250 mM (NADH), substrat DDCoA 50 uM et le compose testé a 50
uM ou 10 uM). Les réactions ont été amorcées par I'ajout de I'InhA 100 nM final et
I'oxydation NADH a eté suivie a 340 nm. L’activité inhibitrice de chaque dérivée a été
exprimée comme pourcentage d'inhibition de I'activité InhA (vitesse initiale de la

réaction) par rapport a la réaction de contréle sans inhibiteur
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InhA expression et purification

La production et la purification de la protéine INHA-6xHis a partir d’une souche de E.
coli (BL21) déficiente en protéase transformée avec le plasmide pHATS / InhA a été
réalisé comme suit :

1 mL de la suspension bactérienne a été ajoutée dans 100 ml de milieu LB(Luria-
Bertani ) contenant de I'ampicilline (100 mg / mL) et 2 % de glucose & 37 ° C. Apres 4
h, la solution a été diluée dans 1L du méme milieu et repoussé a 37 °C. Des que la
concentration appropriée (DOsgs= 0.6-0.8) a été atteinte, la culture a été centrifugée a
3300 g pendant 10 min a 4 ° C puis le culot cellulaire est suspendu dans le milieu LB

contenant de I’ampicilline a 100mg/mL.

L'expression protéique a été induite pour une incubation pendant une nuit dans 1 mM
d’isopropyl-b-D-galactopyranoside (IPTG) a 20 °C. Les cellules ont été récoltées. par
centrifugation a 6000g pendant 30 min a 4 °C. le culot cellulaire a été conservee a

-80°C pendant plusieurs mois.

La purification a été effectuée a 1’aide de la colonne d’affinité en utilisant une matrice
de chromatographie d'affinité pour la purification de protéines de type Ni-NTA Argose
de QIAGEN selon le protocole décrit par le fabricant.

La protéine recombinante purifiée a été soumise aux colonnes de dessalage de type
PD-10 (GE Healthcare, Piscataway, NJ) équilibré avec 30 Mm de PIPES pH 6,8 et

150 mM de NaCl pour éliminer lI'imidazole.

Les échantillons ont été colorés par du bleu de Coomassie et analysés a l'aide d’une
PAGE-SDS (sodium dodécyl sulfate polyacrylamide Gel Electrophorises), et maintenus
a 4 °C pour une conservation a court terme ou a -80 °C avec 20 % de glycérine pour

une conservation a long terme.
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Conclusion générale

Ce travail avait pour objectif principal, 1’¢laboration de nouveaux hétérocycles a partir
de lactones dont les potentialités synthétiques sont remarquables. La 2-acétyl
butyrolactone et le DHA ont été utilisés dans ce but.

En nous basant sur des analogies structurales avec des séries de composés présentant
des activités biologiques nous avons synthetisé des molécules hétérocycliques pouvant
faire I’objet d’applications intéressantes.

Les résultats essentiels suivants ont été obtenus :

A partir de la 2-acétylbutyrolactone nous avons mis au point la synthese d’une série
de nouveaux composes de structure thiazolopyrazolones 3a-f obtenus dans un premier
temps par action de la thiosemicarbazide ce qui a permis ’accés a une structure
pyrazolone 2 avec ouveture du cycle lactonique de la 2-acétyl butyrolactone, puis par la
mise en réaction du pyrazole obtenu avec les o-bromoacétophénones différemment
substitués selon la stratégie de Hantzsch . Les thiazolopyraolones ont été obtenus avec
de bons rendements variant de 57 a 87%. Les structures et mécanismes de formation de

ces dérivés ont été décrits en détails.

A partir de I’acide déhydroacétique, nous avons synthétisé une variété de composés de
structures différentes :

Nouveau pyrazole 6 obtenu a partir de cinammoyle de DHA en présence de la
thisosemicarbazide dans des conditions simples avec un rendement modeste de 37%.
L’analyse par RX a confirmé la présence de deux fragments thioamides rendant la

structure tres intéressante en vue de son évaluation biologique.

Dans le but d’introduction d’un noyau pyrimidine au B-diacétoacetylpyrazolone 8

obtenus par I’action de I’acide acétique sur une cétimine de DHA, nous avons obtenu :

D’une part, des structures condensées thiazolpyrimidinepyrazoles 9a-f en présence du -
2-amino-1,3,4-thiadiazole substitues. Les dérivés obtenus sont riches en structures de
par leur variété de noyaux (pyrimidine, thiazole et pyrazolone) et offrent ainsi de plus
grands potentiel quant a leur évaluation biologique.

169



Conclusion générale

D’autre part, 1’action du 2-amino-4-méthyl-1,3-benzothiazole sur la pB-
diacétoacétylpyrazolone 8 dans les méme conditions opératoires n’a permis d’obtenir

que la structure pyrazolone porteuse d’une fonction ¢énaminone 10.

Enfin, nous avons synthétisé une série de structures cinnamoyle de DHA 1la-d a partir
des benzaldéhydes differemment substitués selon un protocole décrit dans la littérature.
Le choix de cette voie de synthése s’est effectu¢ sur la base de I’intérét de ces types de

structures en tant que pharmacophores potentiels.

Dans une approche pluridisciplinaire, 1’activité de composés synthétisés a été évaluée en
déterminant a la fois leur pouvoir inhibiteur sur la croissance de M. tuberculosis

(H37Rv) et sur I’enzyme InhA ; les résultats suivants ont été obtenus :

Les composés obtenus a partir du DHA ont montré CMI entre 17 et 44 uM contre le
M.tb H37Rv. Dans cette série, le composé 11b portant un chlore sur le cycle phényle a

été trouvé le plus actif avec une CMI de 17 pM.

Dans la série a partir de la 2-acétyl butyrolactone, la pyrazolone 2 était le plus actif
avec une CMI de 12 uM, le compose 3b synthétisé a partir de la pyrazolone 2 porteur

d’un groupement phényle s’est avéré aussi intéressant, avec une CMI de 16 pM.

Par ailleurs, le composé 11b a montré la plus grande activité contre I'enzyme InhA par
inihibition directe de cette enzyme, avec un taux d’inhibition de 60% d’InhA a 50 uM.
I a été démontré qu’il est trois fois plus actif que le composé 11a non substitué par le
chlore en position para. Ce qui donne un apercu sur les tendances des approches

structure-activité.

Le mangue d'inhibition de InhA pour les composés 2 et 3b, contrairement aux faibles

CMLI, suggerent que la cible n'est pas clairement I’InhA.

Les resultats obtenus ont permis de faire un lien direct entre la synthese
d’hétérocycliques et leurs évaluations dans le cadre thérapeutique, axe majeur des
préoccupations de notre laboratoire. Une large perspective de travaux a venir s’ouvre

déja dans les domaines chimique et biologique :
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Dans le domaine chimique, trouver les conditions steechiométriques idéales afin
d’améliorer le rendement de la synthése du pyrazole 6 et les conditions optimales

permettant I’introduction du noyau pyrimidine sur le composé 8.

Dans le domaine biologique, la prospection des modes d’action des COmMpPOSES

présentant une faible CMI et étant inactif sur le InhA pourrait étre tres prometteuse.
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Résumeé

.En nous basant sur des analogies structurales avec des séries de composés présentant
des activités biologiques nous avons synthétisé des molécules hétérocycliques pouvant
faire 1’objet d’applications intéressantes.

A partir de la 2-acétylbutyrolactone nous avons mis au point la synthése d’une série
de nouveaux composés de structure thiazolopyraolones

A partir de I’acide déhydroacétique, nous avons synthétisé une variété de composés de
structures différentes .

-Nouveau pyrazole obtenu a partir de cinammoyle de DHA en présence de la
thisosemicarbazide

-Des structures condensées thiazolpyrimidinepyrazoles en présence du 2-aminol,3,4-
thiadiazole substitués les dérivés obtenus sont riches en structures de par leur varieté de
noyaux (pyrimidine, thiazole et pyrazolone )

-L’action du 2-amino-4-méthyl-1,3- benzothiazole sur B-diacétoacétylpyrazolone a
permis d’obtenir que la structure pyrazolone porteuse d’une fonction €naminone
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-Enfin nous avons synthétisé une série de structures cinnamoyle de DHA a partir des
benzaldéhydes différemment substitués selon un protocole décrit dans la littérature.

Mots clés : 2-acetylbutyrolactone, DHA , thiazole, pyrazole, cinammoyle de DHA,
M. tuberculosis , enzyme InhA.

Abstract

Based on structural analogies with series of compounds exhibiting biological activities,
we have synthesized heterocyclic molecules that can be used for interesting
applications.

From 2-acetylbutyrolactone we have developed the synthesis of a series of novel
thiazolopyraolone compounds

From dehydroacetic acid, we have synthesized a variety of compounds of different
structures.

-New pyrazole obtained from cynammoyl of DHA in the presence of
thisosemicarbazide

-Condensed thiazolpyrimidinepyrazole structures in the presence of substituted 2-
amino-1,3,4-thiadiazole The derivatives obtained are rich in structures by their variety
of nuclei (pyrimidine, thiazole and pyrazolone)

-The action of 2-amino-4-methyl-1,3-benzothiazole on B-diacetoacetyl pyrazolone made
it possible to obtain that the pyrazolone structure carrying anaminaminone function

-Finally, we have synthesized a series of Cinnamoyl structures of DHA from the
benzaldehydes differently substituted according to a protocol described in the literature.

In a multidisciplinary approach, the activity of synthesized compounds was evaluated
by determining both their inhibitory capacity on the growth of M. tuberculosis (H37Rv)
and on the enzyme InhA a preferred target enzyme so as to circumvent the resistance
problem. related to conventional antibiotics.

173



