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Abreéviations
&Symboles utilisés

A

ABCG2 : Protéine

ABTS: 2,2-azinobis-(3-éthyle-
benzothiazoline-6-sulphonate)
ADN: Acide déoxyribonucléique.
AMP: Adénosine monophosphate
cyclique

Ara-C: Arabinoside cytosine
ARV: Agent antirétroviral

ARN: Acide ribonucléique

Ar: Aryle.

Arom: Aromatique.

Asc: acide ascorbique.

ATP: Adénosine triphosphate.
AZT: Azidothymidine

B

Bn: Benzyl
Bu: Butyl
n.BuL.i : n.Butyllithium.

C

°C: Degré Celsius

CCM: Chromatographie sur couche
mince.

CMI (MIC): Concentration minimale
inhibitrice.

CMV: Virus de la mosaique du
concombre

coll: Collaborateurs

Conc.: Concentré.

COX-1 : Cyclooxygénase-1.
COX-2 : Cyclooxygénase-2.

D

DBA: Dibenzylidéneacétone.

DBU: 1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-
ene

DCI: Dénomination commune
internationale

DCM: Dichlorométhane.
DHPMs: Dihydropyrimidinones

DME: 1,2-diméthoxyéthane (glyme).
DMF: N,N-diméthylformamide.
DMPD : Balayage du radical cation N,
N dimethyl-p-phénylenediamine.
DMSO : Diméthyl sulfoxyde.
DMSO-¢6 : Diméthyl sulfoxy de
deutére

d: Doublet

dd: Doublet dédoublé

ddd : Doublet dédouble dédoublé

dt : Doublet de triplet

DPPH : 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle.

DRO: Radicaux dérivés de 1’oxygene.

E

E. coli : Escherichia coli

EC50 : Concentration efficace
médiane.

ESI : lonisation par électro nébuliseur
(Electro spray lonization)

ERO : Especes réactives oxygénées.
éq. : Equivalent.

Et : Ethyle.

EWG (GEA): Groupement
électroattracteur (electron-withdrawing

group).
F

5-FU: 5-fluorouracile

FRAP: Capacités reductrices ferriques
d’antioxydants.

FT-IR: Infra-rouge a transformée de
Fourrier.

J

J: Constante de couplage exprimée en
Hz

H

H: Heure
HPDs: Hydropyrimidines
HCT-11: Lignées cellulaires (cancer

du c6lon)
HSV-1 : Virus de I’herpes de type 2



HTAP : Hypertension artérielle
pulmonaire.

Hz : Hertz.
|

| % : Le pourcentage d'inhibition
IC50 : Concentration inhibitrice
médiane.

IMP : Inosine Mono Phosphate
IUPAC :Union internationale de

chimie pure et appliquée
G

GMP: Guanosine Mono Phosphate
GTP :Guanosine triphosphate

L

LDA : Lithium di.isopropylamidure.
M

m : Multiplet

M/z : Masse/ charge d’un ion

MAO :Monoamines oxydases
MAO-g :Monoamines de type

B.McF : McFarland

MCEF-7 : Cancer du sein

MCRs : Réaction a multi-composants.
Me : Méthyle.

MHA : Mueller-Hinton-Agar.

M : Masse Molaire

mm : Millimétre

mL : Millilitre

mol : Mole

MP : Maladie de Parkinson
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Résumé

« Synthese de Nouveaux Composés Hétérocycliques a Visee Thérapeutique:

Etude de Leur Activités Antibactérienne et Anti-oxydante»

Les motifs hétérocycliques azotés (pyrimidine, purine et pyridazine) sont présents
dans de nombreux produits naturels et synthétiques possédant des activités
biologiques multiples. Ces composés représentent des cibles stratégiques pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques. L’objectif de notre projet consiste
a synthétiser de nouveaux composes hétérocycliques et I’étude de leurs activités anti-

oxydante et antibactérienne.

Dans une premiere partie, la stratégie de synthése est d’utiliser la réaction multi-
composants de Biginelli pour obtenir en une seule étape de nouveaux systemes
hétérocycliques pyrimidines, pyrimido-pyrimidines et pyrimido-purines. Ces dérivés
sont utilisés comme precurseurs pour générer différents motifs poly-hétérocycliques

comme les pyrimido-pyrimidines, pyrimido-pyridazines et pyridazino-purines.

Dans la deuxieme partie, Nous avons etudie les potentiels antioxydants et
antibactériens des produits synthétisés. Le pouvoir antioxydant a éte realisé par la
méthode de réduction du radical DPPH et ABTS. Ces composés ont montré une
activité anti-oxydante. L’estimation de I’effet antibactérien a été determiné par la
technique de confrontation directe en boite de pétri, sur milieu solide. Les résultats

obtenus varient d’une souche a 1’autre.

Les structures de tous les composés synthétisés, ont été veérifiees par les différentes

méthodes d’analyses IR, RMNH, RMN®C et spectrométrie de masse.

Mots-clés :  Pyrimidine, Purine, Pyridazine, Réaction de Biginelli, Activité

antioxydante, Activité antibactérienne.



Abstract

« Synthesis of New Heterocyclic Compounds for Therapeutic Purposes: Study of

their Antibacterial and Antioxidant Activity»

Nitrogenous heterocyclic motifs (pyrimidine, purine and pyridazine) are present in
many natural and synthetic products with multiple biological activities. These
compounds represent strategic targets for the development of new therapeutic agents.
The objective of our project was to synthesize new heterocyclic compounds and study
their antioxidant and antibacterial activities.

In a first part, the synthesis strategy was to use the multi-component Biginelli reaction
to obtain in a single step new heterocyclic pyrimidine, pyrimido-pyrimidine and
pyrimido-purine systems. These derivatives are used as precursors to generate
different poly-heterocyclic units such as pyrimido-pyrimidines, pyrimido-pyridazines

and pyridazino-purines.

In the second part, we studied the antioxidant and antibacterial potentials of the
synthesized products. The antioxidant potential was realized by the DPPH and ABTS
radical reduction method. These compounds showed antioxidant activity. The
estimation of the antibacterial effect was determined by the direct confrontation
technique in petri dish, on solid medium. The results obtained varied from one strain

to another.

The structures of all the synthesized compounds were verified by the different

methods of IR, *H NMR, 3C NMR and mass spectrometry analysis.

Keywords: Pyrimidine, Purine, Pyridazine, Biginelli reaction, Antioxidant activity,

Antibacterial activity.
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Introduction générale

Ces dernieres années, une attention particuliére a été portée a la synthése et 1’étude
biologique des composes hétérocycliques azotés (pyrimidines 1, purines 2 et pyridazines
3) (Fig. 1) en raison de leurs grande diversités structurales et leurs nombreuses

applications en pharmacologie et en biologie moléculaire.

Ces motifs hétérocycliques forment une famille de produits possédant des propriétés
biologiques multiples. A titre d’exemples, on peut citer leur action comme inhibiteurs

d’enzymes virales et leurs potentiels anticancereux [1-3].

Xy N N A
O O
N ﬁ N/ Z
1 2 3

Figure 1. Structure de pyrimidine, purine et pyridazine

Synthétisé en 1964 par Jerome P. Horwitz [4-5], la zidovudine (ZDV) (azidothymidine :
AZT) a [6-7] (Fig. 2) est le premier agent antirétroviral (ARV) utilises dans le
traitement de I’infection virale par le virus d’immunodéficience humaine (VIH-1) [8].
Cet analogue nucléosidique de la thymidine occupe une place particuliére parmi les
dérivés de la famille des hydropyrimidines (HPDs) [9]. C’est le premier dérivé
nucléosidique approuvé dans I’inhibition de la transcriptase inverse (INTI) du VIH-1
[8], qui est le principal agent du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) [10-

11]. Ce médicament empéche la multiplication du VIH-1 dans I’organisme [12].

HO

N3 4

Zidovudine (Azidothymidine)

Figure 2. Structure de azidothymidine (AZT) ou (zidovudine, ZDV)
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Ainsi, les purines, et plus particuliérement 1’adénine 5 et la guanine 6 (Fig. 3) sont des
hétérocycles azotés constitués d’un motif pyrimidine fusionné a un cycle imidazole

(Imidazo[4,5-d]pyrimidine).

0y Cr. 0

Adénine Guanine Xanthine
5 6 7

(o]
H
N
NH
0 \/K
N
N o)
H H

Acide urique
8

Figure 3. Structure des purines (Imidazo-pyrimidines)

Ces noyaux se trouvent dans les structures principales de trés nombreux biomolécules
naturelles telles que I'ADN, I'ARN, l'adénosine triphosphate (ATP) (Fig. 4), le
guanosine triphosphate (GTP) (Fig. 4), I’adénosine monophosphate cyclique (AMP
cyclique), le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP) et la S-

adénosylméthionine (SAM) ou coenzyme A [13-18].

NH,
N X
¢ f)
0 0 0 N 7
| | | 0 :

o ‘|’ N ‘|’ N ‘|’ ~,

OH

ﬁ ﬁ ﬁ

OH

GTP

10 NHZ

Figure 4. Structure de I’ATP et GTP.
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Parmi les motifs hétérocycliques qui ont attiré notre attention, nous pouvons également
citer le pyridazine (1,2-diazine) 3 (Fig. 1). Cet isomere de position de la pyrimidine
(1,3-diazine) 1 (Fig. 1) se trouve dans la structure de nombreux composés synthétiques
présentant des activités biologiques et agrochimiques tres diverses [19-20]. A titre
d’exemple, nous pouvons citer le Gabazine (SR-95531) 11, le Minaprine

(antidépresseur) 12 et le Hydralazine (antihypertenseur) 13 (Fig. 5).
H;CO

NH,

\

T
N

X
 a

HO

13

Hydralazine
Gabazine (SR-95531)

H
N N\/\

O

Minaprine
Anti-dépresseur

Figure 5. Pyridazines commercialises.

Ainsi, plusieurs travaux de recherche en chimie médicinale ont montré que les
composés poly-hétérocycliques (dérivés fusionnés) a base de pyrimidine, purine et
pyridazine presentent diverses propriétés biologiques et certains d’entre eux sont utilisés
comme agents antiviraux, anticancéreux, anti-inflammatoires, antifongiques et
antibactériens [21-22]. Nous pouvons citer les pyrimido-pyridazine [23] les pyrimido-
purines [24] les pyridazino-purines, les pyrazolo-pyridazines [25] et les isoxazolo-

pyridazines [26].

Dans la recherche de nouveaux composés hétérocycliques et poly-hétérocycliques
d’intérét biologique, nous proposons dans ce travail la synthese et 1’étude de 1’activité
biologique des dérivés hétérocycliques a base de pyrimidine, purine et pyridazine; avec
un double objectif:  1’élaboration de nouveaux composés hétérocycliques et poly-

hétérocycliques azotés d’intérét biologique par développement de nouvelles méthodes
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de synthese, ainsi que 1’évaluation et I’amélioration de leurs profils biologiques en tant

qu’agents antibactériens et antioxydants.

Ce mémoire se divisera donc en quatre chapitres distincts.

Dans le premier chapitre, nous présenterons une mise au point bibliographique
sur les propriétés biologiques et les applications pharmacologiques des motifs
hétérocycliques pyrimidines, purines et pyridazines, ainsi que leurs analogues fusionnés
comme les pyrimido-pyrimidines, les pyrimido-purines, les pyrimido-pyridazines et les

pyridazino-purines.

Le deuxiéme chapitre sera consacreé a la synthése, la caractérisation structurale et
physico-chimiques des composés hétérocycliques synthétisés (pyrimidine, purine et
pyridazine) et leurs dérivés fusionnés (pyrimido-pyrimidine, pyrimido-purines,
pyrimido-pyridazines et pyridazino-purines). Apres un apercu point bibliographique sur
les différentes voies de synthése existantes, I’ensemble des résultats obtenus, les
discussions qui en découlent seront présentées, ainsi que les stratégies que nous avons

adoptées.

Dans le troisieme chapitre nous exposerons les résultats des études de 1’activité

antibactérienne et anti-oxydante de nos dérivés synthétises.

Les protocoles expérimentaux et les caractéristiques structurales (IR, RMN *H, RMN
13C et spectrométrie de masse et analyse élémentaire) des produits obtenus sont

rassemblés dans le quatriéme chapitre.
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Stratégies de Synthese

Les stratégies de synthése envisagées pour atteindre les motifs hétérocycliques étudiés
sont présentées de facons synoptiques dans les trois schémas suivants. Une premiére
stratégie nous a permis de préparer les pyrimidines, les pyrimido-pyrimidines et les
pyrimido-purines par modification de la réaction multicomposant de Biginielli
(condensation d’un aldéhyde, oxalacétate de sodium et une nucléophile azotée (urée,
sulfamide, thiourée, amine primaire, arylamine, hydrazine, phénylhydrazine,
hydroxylamine, cytosine, adénine et guanine).

La deuxiéme stratégie consistera a traiter les produits obtenus par différents agents
nucléophiles (hydrazine, phénylhydrazine et amines).

Schéma synoptique 1

R

Guanine

H,N — NH,

COOEt
Adénine

+ H,N — NH,

Cytosine

H,N — NH,
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Schéma synoptique 2
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' >
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HzN - NHZ
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o
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EtO OH
o R——NH, _
+ [ >
o) OEt R N
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Schéma synoptique 3
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Introduction

Les composés héterocycliques azotés notamment les pyrimidines, les pyridazines et les
purines possedent des activités pharmacologiques multiples. Ces noyaux
hétérocycliques ont suscité beaucoup d’intéréts dans la recherche de nouveaux derivés
hétérocycliques et poly-hétérocycliques utilisés dans les domaines biologique, médical
et agronomie [1-3]. Elles sont principalement considérées comme des inhibiteurs
nucléosidiques et non-nucléosidiques des enzymes du virus d’immino-déficience
humaine (VIH-1) responsable du syndrome d’immino-déficience acquise (SIDA) [4-6].
Parmi les vertus thérapeutiques attribuées aux pyrimidines, purines et pyridazines on
peut citer leurs activités potentielles comme agents anticancéreux, anti-inflammatoires
et antibactériens [7-9].

Dans ce chapitre, nous présenterons une mise au point bibliographique sur les intéréts
biologiques et pharmacologiques de quelques hétérocycles azotés. Nous nous
intéresserons plus particulierement aux pyrimidines, purines et pyridazines ainsi que
leurs analogues fusionnés pyrimido-pyrimidines, pyrimido-pyridazines, pyrimido-

purines et pyridazino-purines.

I. Propriétés biologique et thérapeutique des pyrimidines, pyridazines et purines.

I.1. Intéréts biologiques et thérapeutiques des Pyrimidines

1.1.1. Activités antivirales

Depuis la découverte du VIH-1 en 1983 [10], la synthese de nouveaux composés
antiviraux reste un défi majeur. Dans ce cadre, la littérature a montré qu’un nombre de
pyrimidine analogues, ont été utilisé comme inhibiteurs de la transcriptase inverse (TI)
de VIH-1[11]. Cette enzyme s’avére une cible importante dans le traitement du SIDA.
C’est la premiere enzyme du cycle de multiplication du VIH-1. Son role est de convertir
(rétrotranscription) I’ARN viral en ADN viral [12].

Les pyrimidine-2,4-diones 14 (Fig. 6) ont été décrits part Romeo. R et al. [13] comme

des inhibiteurs potentiels de la transcriptase inverse du VIH-1.
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Figure 6. Pyrimidines comme inhibiteurs de la Tl du VIH-1
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En 2005, Clark, J. L. et al. [14-15] ont évalué I’activité antivirale d’une famille de
nucléosides modifiés. Le composé 4-amino-1-((1S,2R,3R,4S)-2-fluoro-3-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)-2-methylcyclopentyl)pyrimidin-2(1H)-one 15 (Fig. 7) dérivé nucléo-
sidique de la cytosine a montré une activité antivirale trés intéressante contre le virus de
I’hépatite C (VHC).

OH

Figure 7. Nucléoside modifié a base de pyrimidine comme anti-VHC

1.1.2. Pyrimidines comme agents anticancéreux

La cytarabine 16 (Fig. 8) a été synthétisée par Walwick, W Roberts et C. Dekker [16].
C’est un analogue nucléosidique de la cytosine (également appelée cytosine arabinoside
ou Ara-C) indiqué dans le traitement des cancers hématologiques en inhibant la
synthése de I’ADN [17].

NH,

Ny

L

HO HO
O—

OH
16

Cytarabine (Cytosine arabinoside)
(4-amino--3,4-dihydroxy-5-(hydroxyméthyl)furan-2-yl)pyrimidin-2(7/ H)-one)

Figure 8. Structure de cytarabine (pyrimidine nucléosidique)

Récemment, Taglieri, L. et al. [18] avaient synthétis¢ et évalué I’activité anti-
cancéreuse d’une nouvelle série d’amino-pyrimidines. Le dérivé N2-(3-chlorophényl)-
N*-(3-(diéthylamino)propyl)pyrimidine-2,4,6-triamine 17 (Fig. 9) a présenté une activité
inhibitrice trés intéressante contre trois types de cancer (Le glioblastome multiforme,

cancer du sein triple négatif et ’adénocarcinome du cdlon).
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Cl

¢

Dérivé aminopyrimidine (RDS 3442)
(Nz-(3-chlurophényl)-N‘-(3-(diéthylamino)prupyl)pyrimidine—2,4,6-triamine)

Figure 9. Structure d’amino-pyrimidines comme agent anti-cancéreux

Le fluorouracile 18 (Fig. 10) ou, selon la DCI, fluorouracil, ou encore 5-fluorouracile
(abréviation : 5-FU), est un anti-métabolite derivé de la pyrimidine utilisé dans le
traitement de certains cancers [19]. Il fait partie de la liste des médicaments essentiels

de l'organisation mondiale de la santé (Liste mise a jour en avril 2013) [20].
H
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Figure 10. Structure chimique du fluorouracile (5-FU)

1.1.3. Activités anti-inflammatoires

Actuellement, une considérable attention a été accordee aux dérivés pyrimidiniques et
plusieurs dérivés ont été introduits dans les essais cliniques comme des agents anti-

inflammatoires potentiels [21-22].
Récemment, Ahmed, N. M et al. [23] avaient montré que les dérivés pyrimidine-2-
thiones 19, 20, et 21 (Fig. 11) sont aussi des agents anti-inflammatoire non stéroidiens

en inhibant les cyclooxygénases COX-1 et COX-2.

H;C

CH;

Figure 11. Structures des pyrimidine-2-thiones comme inhibiteurs de COX-1 et COX-2
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1.1.4. Propriétés antibactériennes

Deshmukh et al. [24] ont préparé et évalué¢ I’activité antibactérienne in vitro d’une
nouvelle série de 2-amino-5-cyano-6-hydroxy-4-aryl pyrimidine. Le dérivé
cyanopyrimidine 22 (Fig. 12) a montré une bonne activité bactéricide et fongicide

contre plusieurs types de bactéries et champignons.
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Figure 12. Structures de pyrimidines antibactériennes

En 2017, Fadda et al. [25] ont mis au point une méthode de synthése de nouveaux
composes diamino-pyrimidines avec un motif imidazole comme substituant et ont
étudiée leurs activités antibactérienne. Les deux dérivés 23 et 24 (Fig. 12) ont présenté
une bonne activité antibactérienne contre S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa et E. coli

comparable a celle de I’ampicillin utilisé comme référence.

1.2. Intéréts biologique et thérapeutique des purines.

Les purines, des molécules hétérocycliques fusionnées (Imidazo[4,5-d]pyrimidine) sont
trés étudiés en raison de leurs diverses propriétés pharmacologigques remarquables [26].
Ces dérivés sont trés répondus dans la nature et ont montré de multiples applications
thérapeutiques en chimie médicinale et en biologie moléculaire comme anticancéreux,
antiviraux et anti-inflammatoires. L'intérét croissant pour cette famille de molécules
résulte aussi de leurs fortes activités comme agents, antimicrobiens, antidépresseurs et

inhibiteurs d’enzymes [27].

1.2.1. Activités anti-cancéreuses.

Synthétisé en 1960 par B. R. Baker et al. [28] et commercialisé sous le nom de
Fludara®, la fludarabine (ou 9B-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadénine) 25 (Fig. 13) est
un analogue nucléosidique de ’adénine utilisé sous sa forme phosphorylée dans le

traitement de la leucémie lymphoide chronique [29].
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Figure 13. Structures de Fludarabine et Phosphate de Fludarabine

Le dérivés 6-thioguanine 27 (la tioguanine selon la dénomination commune
internationale (DCI)) (Fig. 14) appartenant a la famille des mercaptopurine; est un
analogue non-nucleosidique de la guanine prescrit comme anti-metabolite dans le

traitement de la leucémie aigué lymphoblastique [30-31].
S

N NH
LI
=
N N NH,
27

Figure 14. Structure de tioguanine

1.2.2. Propriétés antivirales

Plusieurs dérivés de purine ont fait I’objet de tests antiviraux. Parmi les nombreux
composés étudiés, nous pouvons citer le purine-sulfonamide 28 (Fig. 15) préparé par
He. Fangcheng et al. [32]. Cette molécules a présenté des activités antivirales
remarquables contre trois phytovirus : le PVY (virus Y de la pomme de terre), le CMV

(virus de la mosaique du concombre) et le TMV (virus de la mosaique du tabac).

OH
RO,S
\
NH
[0]
o™ N A\ N
oH —
N \ / NH
N
28: R=2-Cl-Ph

Figure 15. Purine-sulfonamides comme agents antiviraux.

&
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La protéase du VIH-1 est la troisieme enzyme du cycle virale du virus. Son réle
primordial dans I’assemblage et la maturation du virus est de réaliser le clivage
protéolytique de différents précurseurs peptidiques [33]. Ce qui permet la synthese des
protéines structurelles et fonctionnelles nécessaire dans la formation de nouveaux virus
[34].

Récemment, trois purine-acétamides substitués par 4-méthoxylphenylsulfonamide 29

(Fig. 16) ont fait preuve d’une puissante activité inhibitrice in vitro de la protéase du

VIH-1 [35].

29

Rd

Figure 16. Purines comme inhibiteurs non-nucléosidiques de la protéase de VIH-1.
1.2.3. Propriétés anti-tumorales

Les dérivés 3-(9-ethyl-2-phenyl-9H-purin-6-ylamino)propan-1-ols 30 (Fig. 17) ont été
synthétisé par Ningegowda R et al. [36]. Ces dérives puriques ont fait preuve d’une
puissante activité anti-tumorale in vitro contre les tumeurs cancéreuse cérebrale et les

cellules osseuses tumorales de I'ostéosarcome.

CH;

3-(9-ethyl-2-phenyl-9H-purin-6-ylamino)propan-1-ol

Figure 17. Pyrrolo-benzothiadiazépines inhibiteurs de TI.

1.2.4. Comme agents antituberculeux.
Selon le rapport de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) sorti en 2015, la
tuberculose (maladie infectieuse causée par mycobacterium tuberculosis) arrive en téte

des causes de mortalité d'origine infectieuse a 1’échelle mondiale [37]. Des études
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biologiques ont montré que certains dérivés puriques agissent comme agents anti-
mycobacterium tuberculosis (antituberculeux). Parmi eux, les trois dérivés de 1’adénine

31, 32 et ’agélasine F 33 (Fig. 18) [38-42].

R\S
= N \\\\\\\m
T r e
< T
N N N
Oj/' 1 - ‘ >
gt
\\J \\

31: R=C,(H,, 33: Agélasine F

OEt

IS

R=C;H;5
Figure 18. Purines antituberculeux.

1.2.5. Activités antiparasitaires

La malaria (ou paludisme) est une infection parasitaire responsable d’environ 409000
morts en 2019 sur 229 millions de personnes malades [43]. Plusieurs dérives puriques
ont été étudiés pour leurs activités anti-malariques. C’est le cas des purines oximes 34 et
les 2-amino-6-hydrazinyl-9H-purines 35 et 36 (Fig. 19) qui sont considérés comme des

agents anti-malariques puissants [44].

M NH
_NH, I~y
HN
N
= N NT N\
N IR * | >
OH )\ N N N
N~ H,N N N z :
o
N o HO
HN ‘ N\ HO OH
)\ o
: N HO
L \ HO
H
34 35 36
Purine oxime 2-amino-6-hydrazinyl-9H-purine

Figure 19. Structure des purines anti-malariques

1.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques des pyridazines.

Les pyridazines, forment une famille de composés hétérocycliques, présentant des
propriétés biologiques et pharmacologiques multiples [45-46]. lls ont suscité beaucoup
d’intéréts dans la recherche de nouveaux agents antibactériens, antifongiques,
hypoglycémiques et anti-tumorales. De méme, ils ont montré des propriétés antivirales

et anticancéreuses intéressantes, conduisant les chercheurs a valoriser des recherches
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dans ce domaine.

Nous présentons dans cette mise au point bibliographique les propriétés
pharmacologiques des pyridazines et leurs dérivés.

1.3.1. Activités anti-cancéreuses.

De nombreuses études biologiques ont montré le pouvoir anti-cancéreux des dérivés
pyridaziniques [47]. Elmeligie S et al. [48] ont montré que les N3 N&-
diphénylpyridazine-3,6-diamine 37, 38 et 39 (Fig. 20) présentent des propriétés
anticancéreuses in vitro et in vivo trés intéressantes sur les lignées cellulaires HCT-11

(cancer du colon) et MCF-7 (cancer du sein).

R, SO,NHR
Ry
N—N
HN4<_>7NH

N

37: R=H, C(NH)NszL/j

38: Ri=H, COOH N

39: R,=H, COOH

Figure 20. Pyridazine anti-cancéreux

1.3.2. Activités anti-inflammatoires.

De nombreux dérivés pyridaziniques présentent une puissante activité anti-
inflammatoire. Ahmed EM et al. [49] ont évalué I’activité anti-inflammatoire in vitro et
in vivo des 4-styryl-N2-benzenesulfonamide-pyridazin-3-ones. lls ont montré que le
dérivé 40 (Fig. 21) présente une activité anti-inflammatoires en agissant comme

inhibiteur potentiel de COX-1 et COX-2.

H;CO

H;CO

SO,NH,

Figure 21. Pyridazine-3-ones comme inhibiteurs de COX-1 et COX-2




Chapitre | Rappel bibliographique

1.3.3. Pyridazines comme agents herbicides.

Le 3-Chloro-5-hydroxy-6-phénylpyridazine 41 (Fig. 22) est un herbicide commercialisé
sous le nom Pyridafol [50]. Ce dérivé est parmi le plus puissant herbicide utilisé dans le

domaine agrochimique.

6-chloro-3-phenylpyridazin-4-ol

41

Figure 22. Structure de Pyridafol.

1.3.4. Modulateurs de gamma-sécrétase.

Le gamma-sécretase est une enzyme essentielle de la maladie d’Alzheimer [51]. La
synthese de nouveaux modulateurs de la gamma-sécrétase a fait ’objet de nombreuses
études. Parmi les dérivés pyridaziniques actifs on peut citer le N-((S)-1-(4-
fluorophenyl)ethyl)-6-(3-methoxy-4-(4-methyl-1H-imidazol-1-yl)phenyl)-4-
methylpyridazin-3-amine 42 (Fig. 23) [52].

CH;

Figure 23. Structures d’un pyridazine modulateur de y- sécrétase.

1.3.5. Pyridazines comme inhibiteurs de a-glycosidase.

Les glycosidases (glycosides hydrolases) sont des enzymes responsables de 1’hydrolyse
sélective des liaisons glycosidiques pour libérer une molécule osidique [53]. Les acide
3-((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthylthio)-5,6-diphénylpyridazine-4-carboxyliques
(Fig. 24) ont été preparé et évalué par Moghimi, S et al. [54]. Les dérivés 43, 44 et 45

(Fig. 24) ont montré une activité inhibitrice intéressante sur I’a-glycosidase.
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43: R=H
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Figure 24. Structures de N-alkyl-4-hydroxyquinolon-3-yl-benzothiadiazine.

Il. Propriétés biologiques des derivés fusionnés de Pyrimidine, pyridazines et
purine : (pyrimido-pyrimidines, pyrimido-pyridazines et pyrimido-purines).

I1.1. Pyrimido-pyrimidines

11.1.1. Pyrimido[5,4-d]pyrimidines comme agents antituberculeux

En 2010, Bacelar A.H et al. [55] ont étudié D’activité anti-antituberculeuse des
pyrimido[5,4-d]pyrimidines substitués. Les composés 46, 47, 48 et 49 (Fig. 25) ont

montré une importante activité in vitro contre la bactérie micobacterium tuberculosis.

Walle

RHN N

Pyrimido[5,4-d]pyrimidin-4(3 H)-imine

: R=4-FC¢H,, R{=4'-pyridinyl

: R=4-FC¢H,, R;=2'-furyl

: R=4-MeOC¢H,, R;= 4'-pyridinyl
: R=4-MeOC6H4, R1=Ph

& I5I15
NS o0 I I

Figure 25. Pyrimido[5,4-d]pyrimidines comme agent antituberculeux

11.1.2. Inhibiteurs de tyrosine kinase de Bruton

Actuellement, les pyrimido[4,5-d]pyrimidine-2,4(1H,3H)-diones est en développement
clinigue comme inhibiteurs de tyrosine kinase de Bruton (TKB). La TKB est une
enzyme responsable pour le développement des cellules lymphocytes B [56]. Yanyan
Diao et al. [57] ont réalisé une étude biologique in vitro sur les pyrimido[4,5-
d]pyrimidine-2,4(1H,3H)-diones. Les deux dérivés 50 et 51 (Fig. 26) ont montré des

activités inhibitrices intéressantes sur la TKB.
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Figure 26. Pyrimido[4,5-d]pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione inhibiteurs de TKB.

/
\

R,

11.1.3. Activités antivirales

Une série de dérivés 4-méthoxy/amino-8-(beta-D-ribofuranosylamino)pyrimido[5,4-
d]pyrimidines a été préparé par Sanghvi Y.S et al. [58]. Tous les produits ont été étudies
pour leurs propriétés antivirales contre trois types de virus (virus de I’herpés de type 2
(HSV-1), I’'adénovirus-2 et le rhino-1 A). Parmi les composés étudiés, les deux dérivés
52 et 53 (Fig. 27) sont ceux qui ont présenté les meilleurs résultats.

OH

HO e

Figure 27. 4-méthoxy/amino-8-(beta-D-ribofuranosylamino)pyrimido[5,4-d]pyrimidine

comme agent antiviraux

11.1.4. Activités anticancéreuses

Les diphénylpyrimido[4,5-d]pyrimidin-4-amines, de structure générale présenté dans la
Figure 28, préparés par Dakhlaoui | et al. [59] ont été testés pour leurs pouvoirs
anticancéreux. Le composé 54 (Fig. 28) a présenté une activité inhibitrice tres

intéressante contre la protéine ABCG2 de résistance du cancer du sein.

&
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54 : Ry= CH; R,=3,5-OCH, Ry=4-CH,CH,

Figure 28. 2-méthyl-N,7-diphénylpyrimido[4,5-d]pyrimidin-4-amine

11.2. Activités biologiques des pyrimido-pyridazines

11.2.1. Activités antifongiques

Rozada A.M.F et al. [60] ont synthétisés et évalués I’activité antifongique des
pyrimido[4,5-d]pyridazinone-N-acylhydrazones. Le dérivé (11E)-N'-benzylidene-7,8-
dihydro-8-oxo-2-phenylpyrimido[4,5-d]pyridazine-5-carbohydrazide 55 (Ari= Ph) (Fig.
29) a montré une activité in vitro contre le champignon dimorphe Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis) supérieur a celles des mphotericin B et itraconazole utilisés

comme références.

(o]

pyrimido[4,5-d]pyridazinone-N-acylhydrazones

55: Ar; = C¢Hjg

Figure 29. Pyrimido[4,5-d]pyridazine comme agent antifongique

11.2.2. Comme antihypertenseurs

Le 4-((R)-1-(3-(trifluorométhyl)phényl)-7-methyl-2,5-dioxopyrimido[4,5-d]pyridazin-4-
yl)benzonitrile (BAY 8040) 56 (Fig. 30) a été synthétisé par Franz Von Nussbaum et
al. [61]. Ce dérivé de pyrimido[4,5-d]pyridazine présente une puissante activité contre

I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP).
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F;C

4-((R)-1-(3-(trifluorométhyl)phényl)-7-méthyl-2,5-dioxopyrimido[4,5-d]pyridazin-4-yl)benzonitrile
(BAY 8040)

Figure 30. Pyrimido[4,5-d]pyridazine comme agent antihypertenseurs

11.2.3. Comme antagonistes des récepteurs de I’adénosine Al

L'adénosine est impliquée dans de nombreuses maladies comme la maladie de
Parkinson (MP), I'ischémie et I'inflammation [62].

De nombreuses études sur les récepteurs de 1’adénosine ont eté réalisees. Les analogues
non-nucléosidiques tricycliques fusionnés pyrazolo[1',5":1,6]pyrimido[4,5-d]pyridazin-
4(3H)-ones (Fig. 31) ont été décrit par Giovannoni M.P et al. [63]. lls ont également
montré que le dérivé 57 est considéré comme un puissant antagoniste de récepteurs de

’adénosine [63].

PhH,C

Figure 31. Structure de pyrazolo [1',5":1,6]pyrimido[4,5-d]pyridazin-4(3H)-ones

comme antagonistes des récepteurs de I’adénosine Al

11.3. Potentiels biologiques des pyrimido-purines

11.3.1. Activités anti-inflammatoires

Les dérivés fusionnés pyrimido[2,1-f]purine-4,8(1H,9H)-diones ayant un groupement
hydroxy ont été évalué par Kaminski J.J et al. [64] pour leurs potentiels
antiinflammatoires. Le composé 58 (Fig. 32) a montré une activité inhibitrice puissante

contre les cyclooxygénases (COX-1 et COX-2).
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2,3-dihydro-6-hydroxypyrimido[2,1-f]purine-4,8(1H,9H)-diones

Figure 32. Pyrimido[2,1-f]purine-4,8(1H,9H)-dione comme agent anti-inflammatoire

11.3.2. Comme inhibiteurs des monoamines oxydases (MAQ)

Les monoamines oxydases (MAO) sont des enzymes (oxydoréductases) responsable de
la dégradation des monoamines comme la sérotonine, et les catécholamines [65-66].
Lors d’une étude de relations structure-activité réalisée sur 1’inhibition des MAO, Koch
P et al. [67] ont décrit la synthese des tetrahydropyrimido[2,1-f]purinediones. Parmi les
dérives étudies, le 9-(3,4-dichlorobenzyl)-1,3-dimethyl-6,7,8,9-tetrahydropyrimido[1,2-
flpurine-2,4(1H,3H)-dione 59 (Fig. 33) a présenté une activité inhibitrice puissante

contre les monoamines de type B (MAO-g).

o
H:C 1\'//>
N -
)\ | />/]\ a
o N N
éH3 Cl
59
Figure 33. Structure de 9-(3,4-dichlorobenzyl)-1,3-dimethyl-6,7,8,9-
tétrahydropyrimido[1,2-f]purine-2,4(1H,3H)-dione

11.3.3. Propriétés anticancereuses

La thymidine phosphorylase est une enzyme de la famille des glycosyltransférases qui
catalyse la réaction de conversion de la thymidine en thymine [68]. Cette enzyme est
une cible importante dans le traitement du cancer de la vessie. En 2020, Zagorska, A et
al. [69] ont montrés que les deux dérivés 1,3-diméthylpyrimido[1,2-a]purine-
2,4,8(1H,3H,9H)-triones 60 et 61 (Fig. 34) présentent des activités inhibitrices

intéressantes contre la thymidine phosphorylase.
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60: R = acétylphényl

61: R= Pipérazin-1yl-alkyl

Figure 34. Structures des 1,3-diméthylpyrimido[1,2-a]purine-2,4,8(1H,3H,9H)-triones

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons expose les différentes propriétés biologiques et
pharmacologiques des pyrimidines, purines, pyridazines et leurs deérivés
fusionnes (pyrimido-pyrimidines, pyrimido-pyridazines, pyrimido-purines et
pyridazino-purines). Ces quelques exemples montrent I’importance biologique et la

riche implication pharmacologique présentees par ces motifs hétérocycliques.

gl
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Les composés hétérocycliques qui intéressent notre étude sont les pyrimidines, les
purines, les pyridazines et leurs dérivés fusionnés (pyrimido-pyrimidines, pyrimido-
purines, pyrimido- pyridazines et pyridazino-purines). Ces hétérocycles ont connus
une attention considérable au cours de ces dernieres années pour leurs larges éventails
d’applications biologiques et pharmacologiques en tant qu’agents antiviraux,
anticancéreux et anti-inflammatoires [1-4].

En raison de I’intérét biologique et pharmacologique des motifs hétérocycliques
étudiés, nombreuses approches ont été citées dans la littérature.

Dans une premiére partie de ce chapitre, nous rappelons brievement les principales
méthodes de préparation des pyrimidines, purines, pyridazines et leurs dérivés
fusionnés pyrimido- pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines et

pyridazino-purines decrites dans la littérature.

Dans une deuxiéme partie, comme il a été mentionné precédemment, nous allons
exposer nos resultats concernant la synthése, la caractérisation et I’étude biologique de

nouveaux composes hétérocycliques dérivés de pyrimidines, pyridazines et purines.

Ces trois motifs hetérocycliques se sont avérés étre de bons précurseurs dans la
formation de nombreux composes poly-hétérocycliques tels que les pyrimido-

pyrrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines et pyridazino-purines.

Il. Les principales méthodes de synthese des pyrimidines, pyridazines, purines et
leurs derivés fusionnés : (pyrimido-pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-

pyridazines et pyridazino-purines).

I1.1. Synthése du motif pyrimidine simple.

La plupart des organismes vivants peuvent synthétisées naturellement les pyrimidines
par une voie de biosynthese similaire constituée de 6 étapes catalysées par des
complexes multienzymatiques, a partir de ’aspartate (acide aspartique : acide 2-
aminosuccinique). Ce dernier est transformé par trois réactions consécutives en orotate
(sels minéraux) de I’acide orotique (dérivé pyrimidinique). Ensuite, il se transforme en
uridine-5-monophosphate (UMP) aprés deux réactions supplémentaires. L’UMP est
considéré comme précurseur pour la synthése de plusieurs nucléotides pyrimidiniques
[5-8].

Différentes méthodes de synthése des pyrimidines (1,3-diazines) ont été décrites dans
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la littérature. Parmi celles-ci, la réaction multicomposants de Biginelli semble étre la

plus genérale, classique et facile pour accéder aux dérivés dihydropyridin-2-(1H)-ones

[9].

11.1.1. La reaction multi-composant de Biginelli

En 1891, le chimiste italien P. Biginelli [9] a réalise la synthése des dihydropyrimidin-
2-(1H)-ones 65 (Schéma 1) par une réaction multi-composants. Cette condensation
consiste a faire réagir un dérivé 1,3-dicarbonylé (5-dicétone ou un p-cétoester) 62,
I'urée (ou la thio-urée) 63 et un aldéhyde, souvent aromatique 64 en présence d’un
catalyseur acide (Schéma 1). Elle a beaucoup été étudiée soit pour son mécanisme soit
pour I’importance biologique des produits obtenus 65 [10]. A ce jour, de trés
nombreux dérivés pyrimidiniques ont été synthétisés et évalués pour diverses activités
biologiques (antivirales, anticancéreuses, anti-inflammatoires et antibactériennes [11-
12].

(0]
o) ) 9 /
H+
M : )J\ "
R R H,N NH, -H,0

62 6 64 Dihydropyrimidine (DHPMs) o

65

Schéma 1. Réaction de Biginelli

I1.1.2. Synthése de pyrimidines par condensation des carbonyles et I’amidine.

En 2017, Chu X. Q. et al. [13] ont montré qu'il est possible de synthétiser le 2,6-
diphénylpyrimidine 68 par condensation des carbonyles 66 sur ’amidine 67. La
réaction est effectuée en présence de TEMPO (2,2,6,6-tétraméthylpiperidin-1-yl)oxyl

et phénanthroline comme ligands (Schéma 2).

0
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NH,HCI ‘

FeSO,.7H,0 (0.1éq) X
H,N Phen (0.1 éq)

DMF, 120°C, 12%%h
TEMPO (1.2 éq)

o
H,C, | CH;
N
H,C CH;
(2,2,6,6-tétraméthylpipéridinyl)oxyl Phénanthroline

Schéma 2. Synthése de 2,6- diphénylpyrimidine par condensation des carbonyles et

I’amidine.
11.1.3. Synthese des pyrimidines a partir des énamines

E. Gayon et al [14] ont developpé une méthode efficace pour preparer le motif
pyrimidine. La synthése est réalisee par condensation des énamines 69 avec les amides
en présence de t-BuOK (Schema 3). Les pyrimidines 70 sont obtenus avec de bons

voire d’excellents rendements.

R,

o
Cbz OH Cbz )\
\N - A NH o )J\ R A N
R; NH, |
—_—
)\)J\ t-BuOK Z
R, Ry R,
69

NaOH 10 mol %
_—
Ry \ Ry
\ 0
R,

Ry, Ry, Ry = Alkyl/Aryl

Schéma 3. Synthése des pyrimidines a partir des enamines

11.1.4. Synthese des pyrimidines par condensation des amides sur les nitriles

Movassaghi, M et al. [15] ont montré que la condensation des (N-aryl/vinyl) amides 71
sur les nitriles 72 (Schéma 4), en présence de trifluorométhane sulfonique anhydride
Tf,0, 2-Clpyr comme catalyseur a permis la synthése des pyrimidines 73 avec de bons

rendements.

N

o
"\ >_© Y, aMe 60, oy
+ 3
NH
v/Me

1 2 73

Schéma 4. Synthése des pyrimidines par condensation des amides sur les nitriles

o
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I1.2. Synthese du motif pyridazine
11.2.1. Synthese de pyridazine C-nucléosides

Tres récemment, Cermola. F et al. [16] ont montré que le traitement des furane C-
nucléosides 74 par I’hydrazine dans le THF permet de synthétiser des pyridazines C-
nucléosides 75 (Schéma 5).

NS / \N
BnO \ o BnO /N/

NH,NH, THF, rt, 1h

OBn OBn OBn  OBn
74 15

Pyridazine C-nucléosides
Schéma 5. Synthése de pyridazine C-nucléosides

11.2.2. Synthese des thiénylpyridazines par la réaction de couplage de Suzuki-

Miyaura

Fernandes, S.S.M et al. [17] ont décrit la synthese des pyridazines substitués en
utilisant laréaction de couplage de Suzuki-Miyaura [18]. Dans une premiére étape, les
6-(thiophén-2- yl)pyridazin-3-one 76 s’additionnent sur le bromure de phosphoryle
pour donner I’intermédiaire 3-bromo-6-(thiophen-2-yl)pyridazine 77. Ce dernier subit
ensuite une condensation sur I’acide hétér(oaryl)boronique dans les condition de la
réaction du couplage de Suzuki-Miyaura conduisant aux 6-(thiophen-2-yl)pyridazine
substitués 78 (Schéma 6).

POB“
reﬂux

N_NH N—NH

DME (1,2-diméthoxyéthane),
R-B(OH),, Ethanol, Pd(PPh;),,
Na,CO; 2 M, 80 °C, N,.

N——N

Schéma 6. Synthése des thienylpyridazines

>



Chapitre II Rappel bibliographique

11.2.3. Synthese des pyridazines a partir des acides 4-oxo-carboxyliques

Khan, A. et al. [19-20] ont développé la synthese des dérivés 6-phénylpyridazin-
3(2H)-one 80 apartir des acides 4-oxo-carboxyliques en deux étapes 79 (Schéma 7).

(o]

)k/\ 1) NH,-NH,.H,0, EtOH, reflux
Ph COOH

2) Br, AcOH

79

Acide 4-oxo-carboxylique 6-phénylpyridazin-3(2H)-one

Schéma 7. Syntheése de 6-phénylpyridazin-3(2H)-one a partir des acides 4-0xo-
carboxyliques

11.2.4. Synthese de Pyridazin-3-one

Ibrahim, H.M et al. [21] ont décrit la synthese des 2-arylpyridazin-3-ones 83 par
réaction entre des 2-(2-phénylhydrazono)-3-oxobutanal 81 et des acide 2-(4-nitro-

phényl) acétiques 82 (Schéma 8).

)‘\( )k/ AcZO
Reﬂux 1h

X = (4NO,Ph, 2NO,Ph, CN)

Ar

2-(2-phenylhydrazono)-3-oxobutanal 2-arylpyridazin-3-ones

Schéma 8. Synthése de 2-arylpyridazin-3-ones

11.3. Synthése des purines

C’est a la fin du XIX®™ siécle que le lauréat du Prix Nobel de Chimie (1902) Emil
Fischer (Fig. 35) décrit, pour la premiére fois, la synthése du bicycle fusionné
imidazo[4,5- d]pyrimidine [22- 23]; il donne a ce composé le nom de purine (purum

uricum) en 1884, terme adopté officiellement a la fin du XXeéme siecle (IUPAC,

1991).
5
N/ N

Figure 35. Structure de purine (Imidazo[4,5- d]pyrimidine)
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Emil Fischer décrit la synthese de cet hétérocycle, le plus répandu des hétérocycles
azotés dansla nature, a partir de I’acide urique [24] (Schéma 9).

o Cl1 I
H
N AN N AN N
N N N
)\)‘ji >:0 &»ﬁ \>7Cl H)I>
PH*'I
o Sy N o S N N N
84 85 86
Acide urique Zn
P®
LA~
87

Purine
(Imidazo[4,5- d[pyrimidine)

Schéma 9. Synthése de purine (Imidazo[4,5- d]pyrimidine)

Leur structure correspond a la juxtaposition d’un noyau pyrimidine et d’un noyau
imidazole. Plusieurs auteurs ont étudie la synthese et la réactivité des purines, et ont
prouvé que ces derniers, ainsi que leurs analogues fusionnés ont une activité

pharmacologique reconnue a la famille des pyrimidines [25].
11.3.1. La biosynthese de purines

Les purines sont synthétisées dans la cellule par la voie de biosynthése des
purines dont les principales étapes décrites sont représentées en schéma 10. Elle se
divise en deux parties : la voie de novo et la voie de recyclage [26]. La voie de novo
est entiérement conservée au sein de I’évolution et permet la synthése d’Inosine
MonoPhosphate (IMP) en dix étapes enzymatiques, a partir du Phosphoribosyl
Pyrophosphate (PRPP). La voie de recyclage permet une inter-conversion entre
les différentes bases, nucléosides et nucléotides puriques, principalement issus de
la dégradation des acides nucléiques mais aussi de I’alimentation, du milieu
extracellulaire ou de la voie de novo (IMP). Ce recyclage aboutit a la formation
d’Adénosine MonoPhosphate (AMP) et de Guanosine MonoPhosphate (GMP).
Malgré I’existence de quelques réactions espece-spécifiques, la quasi-totalité de la

voie derecyclage est également conservée de la bactérie a ’'Homme.
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Schéma 10. Biosynthése des purines [27]

11.3.2. Synthese de purines a partir des formamides

En 1972, Yamada, H et Okamoto, T ont publiés la synthese du motif purine 87 a partir
de formamide [28] (Schéma 11). La réaction a été réalisée par condensation de cing

équivalents de formamide a une température de 160-200 °C.

N/IN\>

L
87

9H-purine

160-200 °C
5 HCONH,

Schéma 11. Synthese de 9H-purine a partir de formamide

11.3.3. Synthese de purines a partir des imidazoles

En 2010, le groupe de Conejo-Garcia, A. [29] a rapporté la synthese de 9-alkyl-9H-

purin-6- amine 89 a partir des imidazoles 88 par une condensation intermoléculaire sur

le NH3 (Schéma 12).

\CH(OEt)

NH; MeOH, reflux

9

NH,

67-83%

{7

CN

88 89

Schéma 12. Synthese de 9-alkyl-9H-purin-6- amine a partir des imidazoles
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11.3.4. Synthese des purines tri-substitues en utilisant N,N-diméthylamides, alcool

primaire et 4- alkylamino-5-amino-6-chloropyrimidines.

Pineda de las Infantas y Villatoro M. J et al. [30] ont rapporté la synthése de nouvelles
séries de purines substitués, et évalué leurs activités anti-protozoaires. Dans cette
meéthode, le 4-alkylamino-5-amino-6- chloropyrimidine 92 réagit avec le N,N-

diméthylamide 91 et I’alcool primaire 90 pour former les purines substitués 93 et 94

(Schéma 13).
0 ® R,
\N4/< . Vod
91 / R, 20

Cl

92

oW

e wa e

Ty -
N \ \

Type "A" Type "B"

23 94

Schéma 13. Synthese des purines poly-substitués

11.4. Méthodes géneérales de synthese des pyrimido-pyrimidines

11.4.1. Synthese multicomposants de 4H -pyrimido[1,6-a]pyrimidines

Xiang, J et al. [31] ont décrit la synthése des dérivés 4H -pyrimido[1,6-a]pyrimidines
96 (Schéma 14) inspiré par la synthese multi-composants de Biginelli des
dihydropyrimidines [32]. Dans cette réaction 1’urée a été remplacée par le pyrimidin-

4-amine 95 (Schéma 14).
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X

t Rz
N NH, R, / N R,
95 =

CF;SO;H ‘
+ _—
Rs K 110 °C N N
\=0 o OEt N COOEt
% B
Ry - Lol
4H-pyrimido[1,6-a]pyrimidine

Schéma 14. Synthese multicomposants du motif 4H-pyrimido[1,6-a]pyrimidine

11.4.2. Synthese de pyrimido[4,5-d]pyrimidones a partir d’énamino-uracil

Hamama, W. S et al. [33] ont étudié la condensation multicomposante de 1’énamino-
uracil 97 (1équiv.), ’amine aromatique (1 équiv.) et un aldéhyde (2 équiv.) dans
I’EtOH. Ils ont pu isoler les pyrimido[4,5-d]pyrimidones 98 avec des rendements

moyens (Schéma 15).

R

k 0 R
Me \O

Me Ar
2 équiv ~ ~
. @ équiv) 1. EtOH,35°C, 2h N N
2. EtOH, t.a, 72h ‘
[0} NH,
(o) N N R
H
Me HzN\ |
(1 équiv) Ar Me
97 (1 équiv) 98
. §-aminoj1,f.$-. Pyrimido[4,5-d]pyrimidine-
diméthylpyrimidine- 2,4(1H,3H)-dione

2,4(1H,3H)-dione

Schéma 15. Synthese de pyrimido[4,5-d]pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione.

11.4.3. Préparation de pyrimido[5,4-d]pyrimidines par réarrangement de 6-cyano
-purines
Bacelar A.H et al. [34] ont réalisé la synthese des pyrimido[5,4-d]pyrimidines 100

et 101 en traitant les 6-cyanopurines 99 par les amines en présence de 1,8-
diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne (DBU) comme catalyseur dans le DMSO (Schéma

16).

&
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RH

R R
\ N N N RHN N \V N
R T “1 (T
= | S
N I T
\ N DMSO. . N‘ D N‘ X . N Z
99 CN ‘\ ‘\ Vs
= 1 NH N NHR; H,N NR,
00 101 /

6-cyanopurine

z

100 1 Purine

o—

N

N

Pyrimido[5,4-d]pyrimidine

Schéma 16. Synthése de pyrimido[5,4-d]pyrimidines

11.4.4. Synthese de 9-hydroxy-4H-pyrimido[1,6-a]pyrimidin-4-one

La synthése de 9-hydroxy-4H-pyrimido[1,6-a]pyrimidin-4-one 104 a été décrite par F.
Dennin et al. [35] (Schéma 17). La réaction de I'alcoxy-5 amino-4 pyrimidines 102
avec 5-(méthoxyméthylene)-2,2-diméthyl-1,3-dioxane-4,6-dione conduit au 5-((5-
méthoxypyrimidin-4-ylamino) méthyléne)-2,2-diméthyl-1,3-dioxane-4,6-dione  103.
Aprés une cyclisation intramoléculaire thermique suivie d’une réduction catalytique, le
9-hydroxy-4H-pyrimido[1,2- a]pyrimidine-4-one 104 est obtenu avec de bon

rendement.

OMe

0. o
o 0]
OH
o o
OR >< N
(0}
or / / =
\ NH, 1- reflux ‘
. . .
| N N\H o 2-Hy/Pd/cyclohexane X N
N |

102 A 103 104

8-hydroxy-4H-pyrimido[1,6-a]
pyrimidin-4-one

o

Schéma 17. Synthese de 8-hydroxy-4H-pyrimido[1,6-a]pyrimidin-4-one.

11.4.5. Synthese de 5-(N-alkylamino)Pyrimido[4,5-d]uracil catalysée par le Ni(ll).

En 2020, Jurrién et al. [36] ont rapporté une voie de synthése permettant I’acces aux
dérivés 5- (N-alkylamino)Pyrimido[4,5-d]uracils 107 en deux étapes (Schéma 18). La
condensation de N1,N3-dialkyl-6-chlorouracil 105 avec I’amidine conduit aux dérivés
N-uracil-amidines 106. L’oxydation par I’oxygene de I’air catalysée par le
Ni(OAC),.4H,0 permet I’obtention des 5-(N- alkylamino)Pyrimido[4,5-d]pyrimidine

(Pyrimido-uracil) 107.
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R;

o H, o ux_
R R
R )\ ! !
Sy Sy NHz R,—NC Sy Xy
| — N0 PR
5 mol% ‘/
o N o T N R,
1|{ R, R,
105 106 107
N1,N3-dialkyl-6-chloropyrimidine- 5-(N-alkylamino)Pyrimido[4,5-
2,4(1H,3H)-dione d]pyrimidine (Pyrimido-uracil)

N1,N3-dialkyl-6-chlorouracil

Schéma 18. Synthese de 5-(N-alkylamino)Pyrimido[4,5-d]uracil

11.5. Méthodes générales de synthése des pyrimido-pyridazines
11.5.1. Préparation des pyrimido[4,5-d]pyridazines

Galeta J et al. [37] ont pu préparer une nouvelle série de pyrimido[4,5-d]pyridazines
110 en une seule étape (Schema 19). La réaction est effectuée par condensation des
halo-pyrimidines 108 avec les tétrazines 109 en présence d’un catalyseur basique tel
que BuLi, s-BuLi, t-BuLi, LDA, PhMgBr, i-PrMgCI-LiCl, KHMDS, NaHMDS,
LiIHMDS et NaNH,.

R, R, Ph

X T Xy
N| \ T| T Base (1.2 équic) ‘
N N Ph-Me, 50°C, 12h )\
)\ / / R \/
Ry N 1
108 110 Ph

T Ph

X=(Cl,BroukF) 109

Schéma 19. Synthese de pyrimido[4,5-d]pyridazines

11.5.2. Synthese des pyrimido[4,5-c]pyridazine-5,7(1H,6H)-diones

Turbiak A.J et al. [38], en 2010, ont rapporté la synthése de pyrimido[4,5-

c]pyridazine- 5,7(1H,6H)-diones 113 par condensation de 6-(hydrazinyl)uracil 111

avec les alkyl(ou aryl)- glyoxals 112 (Schéma 20).

CH;
N 1,2-dichloroéthane, , 1.5-24 h
| + OH
HN R ou H,0, 2 équiv NaOAc, ,0.2-1 h
N [0}
H

Schéma 20. Synthese des pyrimido[4,5-c]pyridazine-5,7(1H,6H)-diones
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11.5.3. Synthese de pyrimido[4,5-c]pyridazines

En 2015, Elagamey, A.G et al. [39] ont synthétise les pyrimido[4,5-c]pyridazines 116
par condensation de 3-(2-méthylhydrazono)pentane-2,4-dione 114 sur le dérivé d’urée
115 (Schéma 21). L’intermédiaire pyridazinique a réagi de maniére intramoléculaire

pour donner, apres une elimination de NHs, les pyrimido[4,5-c]pyridazines 116.

Schéma 21. Synthese de pyrimido[4,5-c]pyridazines

11.5.4. Synthese de pyrimido[4,5-c]pyridazines comme inhibiteurs de dihydro-

ptéroate synthase

Une meéthode de synthése des 7-aminopyrimido[4,5-c]pyridazine-4,5(1H,6H)-dione
119 a été rapportée par les groupes de Zhao, Y en 2012 (Schéma 22) [40]. L’obtention
des pyrimido-pyridazines a été réalisée en deux étapes en utilisant le 2-amino-6-
chloropyrimidin-4(3H)-one 117 comme produit de départ. Ce dernier a été mis en
présence d’un dérivé d’hydrazine dans I’eau a reflux. L’intermédiaire formé 118
s’additionne sur les 2-oxocarboxylates conduisant aux 7- aminopyrimido[4,5-
c]pyridazine-4,5(1H,6H)-dione.

(o]

CH;O0H (anhyd)
RINHNHZ H,0 HN reflux, 3 days

reflux 5h ‘
H,N N
u7z us
2-amino-6-chloropyrimidin- 2-amino-6-(N-alkyl)hydrazinylpyrimidin-
4(3H)-one 4(3H)-one

Schéma 22. Synthese de 7-aminopyrimido[4,5-c]pyridazine-4,5(1H,6H)-dione
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11.6. Principales voies de synthése des pyrimido-purines
11.6.1. Synthese de 1,3-dialkyl-tétrahydropyrimido[1,2-f]purine-2,4-diones

Koch, P et al. [41] ont synthétisé 1,3-dialkyl-tétrahydropyrimido[1,2-f]purine-2,4-
diones 123 en utilisant le 8-bromo-3-méthyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione 120
(Schéma 23). Cette synthése comporte les trois étapes suivantes.

1- Condensation sur le 1-bromo-3-chloropropane pour donner le 8-bromo-7-(3-
chloropropyl)-3- méthyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione 121.

2- Réaction avec le propargyl bromide en milieu basique conduisant a la formation de
I’intermédiaire ~ 8-bromo-7-(3-chloropropyl)-3-methyl-1-(prop-2-ynyl)-1H-purine-2,6
(3H,7H)-dione 122.

3- Cyclisation par une amine primaire.

C1

[0] [0]
N
1-bromo-3-chloropropane HN
| Br
)\ TEA, DMF, 16h, t.a )\ /
o T N
CH;,

121

5 a—=2
gm

Propargyl bromide, K,CO;
DMF, 16 h, t.a

Cl
/
o
Ny R,—NH,
Base, Solvent 90°C :
N—CH )\

l
&\m —

Schéma 23. Synthese de 1,3-dialkyl-tétrahydropyrimido[1,2-f]purine-2,4-diones

11.6.2. Synthese de pyrimido[1,2-a]purine-10(3H)-one

En 2007, une méthode de synthése efficace de dérivés pyrimido[l,2-a]purine-
10(3H)-ones 127 a été mise au point par Knutson, C.G et al. [42]. Cette réaction est
réalisée par addition de 4-iodobut- 3-én-2-one 124 sur le 2-amino-9-(tetrahydro-4-
hydroxy-5-(hydroxyméthyl)furan-2-yl)-1H-purin- 6(9H)-one 125 (Schéma 24) suivie

d’une oxydation enzymatique.
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K,CO; , DMF N N
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Schéma 24. Synthése de pyrimido[1,2-a]purine-10(3H)-one

11.6.3. Synthese de 1-deazapyrimido[1,2,3-cd]purines

En 2017, T1’équipe de Muzychkaa, L.V [43] a realisé la synthese de 1-
deazapyrimido[1,2,3- cd]purines 131 a partir de son precurseur 1’acide 7-allyl-4-
(dialkylamino)-7H-pyrrolo[2,3- d]pyrimidine-6-carboxylique 128 en trois étapes.

NR,R, NRR,
/ OH / 0o
I T

_—_—
\N N 0 reflux, 10h \N N o

128 8 129 \\g

\ 1
MeONa/MeOH
ta, 1h
(-Nal)
NR,R,

0 Et;NHX,ACN N7 | \

N = \
k . | reflux, 3-5h K N

X NH)N OMe N <2 OMe

o
131 130

Schéma 25. Synthese de 1-deazapyrimido[1,2,3-cd]purines
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11.7. Syntheése des pyridazino-purines
1.7.1. Synthése de pyridazino[6,1-f]lpurine et pyridazino[6,1-e]purine par

condensation des aminoadénines sur le 2,4-pentandione.

En 1998, Kaiya T et al [44] ont montré que la condensation intermoléculaire de 7-
aminoadénine 132 sur le 2,4-pentandione permet d’accéder aux dérivés
pyridazino[6,1-f]purines 133. La réaction similaire en utilisant le 9-amino-N6-

méthyladénine 134 a permis d’obtenir les pyridazino[6,1-e]purines 135 (Schéma 26).

R R
\NH ~

NH, (o] (o]
/ )J\/U\
N / | N> N / |
ZnCl, reflux, 4h
N

7-aminoadénine 4 ino-7,9-diméhylpyridazino[6,l-flpurines
132

R=H ou alkyl

R\ \NH
NH (0] (0]

NZF | N\> ) L |
K N ZnCl,, reflux, 4h S
N
\

134 NH; 135

9. ino-N6-méthyladéni Pyridazino[l,6-e|purines

Schéma 26. Synthese des pyridazino-purines

Conclusion

Dans cette partie, nous avons exposé un apercu bibliographique sur les différentes
méthodes de synthése des pyrimidines, purines, pyridazines, pyrimido-pyrimidines,
pyrimido-pyridazines, pyrimido-purines et pyridazino-purines. Ces quelques exemples
sont nombreux et n’ont cess¢ de permettre un acces aux différents motifs

hétérocycliques.

=
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Introduction

Dans cette partie de chapitre, nous allons décrire les différentes voies de synthése des
dérivés hétérocycliques pyrimido-pyrimidines, pyrimido-pyridazines, pyrimido-
purines, pyridazino-purines, pyrazolo-pyridazines et isoxasolo-pyridazines.

Deux stratégies de synthese envisagées pour atteindre ces motifs hétérocycliques. Dans
une premiere stratégie nous allons procéder a la préparation des précurseurs
hétérocycliques par condensation d’un aldéhyde aromatique, oxalacétate de sodium et
une nucléophile azotée comme 1’urée, sulfamide, thiourée, amine primaire, arylamine,
hydrazine, phénylhydrazine, hydroxylamine, cytosine, adénine et guanine dans les
conditions de la réaction multi-composants de Biginelli [9].

La deuxieme stratégie consistera a traiter les produits obtenus par différents agents

nucléophiles (arylamine, hydroxylamine, hydrazine et phénylhydrazine).

I. Synthese des précurseurs pyrimidiniques issus de la réaction multi-composants

de Biginelli

I.1.Pyrimidine-4,5-dicarboxylatesdérivés de I’urée, thiourée et sulfamides
1.1.1. Synthése

L’obtention de diethyl-6-aryl-2-oxo-pyrimidine-4,5-dicarboxylatesest décrite en 2014,
par M. A. Kolosovetet al [46]. La synthése est realisée selon la réaction classique de
Biginelli par une condensation multi-composants de diéthyl oxalacétate de sodium,
I’urée et un aldéhyde aromatique dans I'éthanol (EtOH) en présence d’un catalyseur
acide comme l'acide chlorhydrique (HCI). La réaction est maintenue a reflux sous
agitation magnétique pendant 3 a 4 heures. La synthese est représentée dans le schéma

réactionnel suivant (Schéma 27).

COOEt COOEt
o o Et0OC
Na R; R
EtOH/90C®
+ —
HN NH R
Catalyseur
o OEt Ty
R,
H,N NH, R 136: X=(C=0), R,=H, R,=H, R;=H
N 137: X=(C=0), R,=Br, R,=H, Ry=H
138: X=(S0O,), R;=H, R,=H, Ry;=H

Schéma 27. Synthese de diéthyl-6-aryl-2-oxo-pyrimidine-4,5-dicarboxylates.
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L’évolution de la réaction est suivie par chromatographie sur couche mince (CCM).
Les diéthyl-6-aryl-2-oxo-pyrimidine-4,5-dicarboxylates 136-138 sont recueillis avec
des rendements moyens sous forme de solides blancs apres purification par
recristallisation dans EtOH/H20 (50:50) ou par chromatographie sur colonne de gel de
silice éluée au (CH.Cl/MeOH, 95:5). Les résultats obtenus et les caractéristiques

physico-chimiques sont consignés dans le tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1. Caractéristiques physico-chimiques et structurales des diéthyl-6-aryl-2-

oxo-pyrimidine-4,5-dicarboxylates 136-138

Catalys IR RMN!H | MS
-1 .
Réf d.1’3.' Aldéhyde | Temps | R0t | (€M) | @:ppm) | ESI
iamine h Yo (m/z)
(h) C=O/NH | NH CHPh
136| Urée Benzaldéhyde HCV3N | 27 [Iiia63) [0 5.8 | 310
SSA/3h | 55* -
37| Urée 4-Br- HCl/gh | 56* 1699 ., . 7.93 | 1, | a0o
benzaldehyde “gga/3p, | 58+ 1745 9.94
HCl35 | agx 1%
17213107
138 | Sulfamide Benzaldéhyde SOz 1(2)32 4.89 | 356
SSA/35 | 54* 1165 '
1312

“: Rendement en produit pur

Le choix d’un catalyseur acide pour la réaction de Biginelli est trés important pour
améliorer la réaction. Dans cet objectif et afin d’optimiser les rendements de la réaction,
la condensation est effectuée en présence de I’acide p-toluenesulfonique ou I’acide silica-
sulfurique (SSA) comme catalyseur acide solide.

L’analyse des résultats obtenus (Tableau 1) montre que les diéthyl-6-aryl-2-oxo-
pyrimidine-4,5-dicarboxylates 136-138 sont obtenus avec des rendements relativement
supérieurs I’or de I'utilisation du SSA comme catalyseur. En effet on observe une

amélioration des rendements.
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1.1.2. Caractérisation

Les structures des diéthyl-6-aryl-2-oxo-pyrimidine-4,5-dicarboxylates 136-138 obtenus
ont été établies par les méthodes spectroscopiques usuelles (IR, RMN H et RMN 3C).
Les spectres FT-IR des di(H)-pyrimidinones montrent la présence des deux bandes
d’absorptions correspondant a la vibration d’¢longation des deux fonctions amines NH
sur le noyau a 3107 et 3263 cm™. Ainsi, les spectres FT-IR sont caractérisés par la
présence des bandes d’absorptions vers 1700 cm™, caractéristique des groupements
(C=0) de la fonction ester et du groupement C=0 de la fonction amide en position C2.

La présence du noyau aromatique dans les produits obtenus (aldéhydes aromatiques)
est clairement mise en évidence par ’apparition des bandes caractéristiques du noyau
aromatiques vers 1550-1600 cm™et vers 700 et 800 cm™. De plus, le spectre IR du
composé 138 indique la présence de deux bandes caractéristiques du groupement
sulfonyle (SO,) vers 1165 et 1312 cm™.

Ainsi, les structures des produits 136-138 ont été caractérisées par RMN'H, en effet le
spectre du diéthyl-6-phényl-2-oxo-pyrimidine-4,5-dicarboxylate 138 illustré sur la
figure 36 montre :

1. Deux protons des deux hétéroatomes N*H et N*H du cycle pyrimidine résonnent
respectivement sous forme de deux singulets a 10.03 ppm et 12.85 ppm.

2. Le signal de CHPh est aussi caractéristique. Ce proton résonne sous forme d’un
singulet a 4.89 ppm.

3. Les signaux des protons du groupement ester sont également détectés. Les deux
protons des groupements méthyléne (CHz) a 4.09 et a 4.26 ppm sous forme d’un
quadruplet avec une constante de couplage J= 7.0 Hz, tandis que les protons des
groupements CHs apparaissent sous forme d’un triplet a 1.17 et a 1.22 et ppm.

4. Les protons aromatiques résonnent entre 7.22 et 8.11 ppm sous forme d’un multiplet

avec une intégration 5H.
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Figure 36. Spectre RMN *H du composé 138 (400 MHz, DMSO-g6, 5 ppm)

L’analyse RMN 3C du composé 138, confirme sa structure. Dans ce cas, le spectre
révele la présence de tous les signaux caractéristiques. En effet, la présence des deux
fonctions esters est confirmée par les deux signaux a 167.66 et 167.76 ppm assignés
aux carbones (C=0) des deux fonctions ester. On note également la présence des
signaux vers 14.32 ppm correspondants aux deux groupements méthyle. Ainsi, on
observe la présence des signaux des deux groupements méthylenes (CH2) vers 61.72 et
61.74 ppm.

1.2. Synthése et caractérisation de nouveaux Pyrimido-pyrimidines et pyrimido-

purines derivés de nucléobases :

Dans le but de synthétiser de nouveaux composés hétérocycliques et poly-
hétérocycliques a visée thérapeutique, nous avons tenté d’élargir la réaction de
Biginelli en utilisant d’autres nucléophiles azotés. Pour ce faire, nous avons choisi les
nucléobases (I’adénine, la guanine et la cytosine) caractérisées par un groupement
amino (NHz). Ces trois motifs hétérocycliques n’ont jamais été utilise comme derivés

1,3-diamines dans la réaction multi-composants de Biginelli.

2
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1.2.1.Synthese

L’accés aux nouveaux dérivés pyrimido-pyrimidines et pyrimido-purines a eu lieu dans
les mémes conditions expérimentales utilisées dans la réaction de Biginelli. La
stratégie proposée s’articule autour de séquences réactionnelles représentées dans le
schéma 28 ci-dessous. La réaction est réalisée par condensation multi-composants
d’oxalacétate de sodium, un aldéhyde aromatique et une nucléobase (adénine, guanine
ou cytosine) aux reflux dans I’éthanol pendant 3 heures en présence d’un catalyseur
acide (2 gouttes de HCI conc., ou acide p-toluenesulfonique ou10 mol% d’acide Silica

sulfurique (SSA) comme catalyseur hétérogene).

/
COOEt
R;
COOEt
EtOH/catalyseur
COOEt EtOH/catalyseur COOEt

reflux

~
N

reflux

COOEt 0

N
H

EtOH/catalyseur
reflux </ ) 139: Rlz H,R,=H,R;=H
40: R,= OH, R,= OMe, R;= H

41: RI H, R,=H, R;= OH

[ ey

Ri= H, R,= H, Ry= H
145:R,= H, R,=H, Ry= OH
:R;= OH, Ry= OMe¢, Ry=H

142: R=H,R,=H,Ry=H
143: R = OH, Ry= OMe, R;=H

Schéma 28. Pyrimido-pyrimidines et pyrimido-purines dérivés des nucléobases

Lorsque les produits de départ sont totalement consommés (réactions suivies par
CCM), le mélange réactionnel est versé sur de 1’eau glacée tout en agitant. Ensuite, le
mélange est acidifié par HsPOs jusqu’a pH=2. Les nouveaux dérivés poly-
hétérocycliques sont obtenus sous forme de solides blancs avec des rendements
moyens soit par recristallisation dans 1’éthanol ou par purification sur une colonne de

gel de silice avec comme éluant le mélange CH2Clz/MeOH (99:1).

La cytosine a permis d’obtenir les pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-dicarboxylates 139-

141 avec des rendements entre 41% et 55%. Pour I’adénine, la condensation a permis

&
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d’obtenir les pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylates 142-143. L’utilisation de la
guanine comme 1,3-diamines a donné également les pyrimido[2,1-e]purine-8,9-
dicarboxylates 144-146.

Les rendements et les caractéristiques physico-chimiques des composés finaux obtenus
apreés purification sont répertoriés dans le tableau suivant.

Tableau 2. Conditions et caractéristiques physico-chimiques

MS
1,3- . Temps | Rdt Tf
Comp diamine Aldéhyde Catalyseur ) % (°C) ESI
(m/z)
HCI conc. 3 48
139 Benzaldéhyde 135-137 | 370
SSA 3 53
. TsOH 3 48
140 | Cytosine Vaniline 160 416
SSA 3 52
) HClI conc. 3 41
141 Salicylaldéhyde 203 387
SSA 3 55
) HClI conc. 3 51
142 Benzaldéhyde 105-107 | 394
] SSA 3 54
Adénine
HCI conc. 3 43
143 Vaniline 78-80 440
SSA 3 57
TsOH 5 33
144 Benzaldéhyde 384 410
SSA 5 41
) N HCI conc. 5 46
145 | Guanine Vaniline 378 455
SSA 5 50
) HClconc. 5 39
146 Salicylaldéhyde 346 426
SSA 5 45

Tableau 3. Caractéristiques structurales en IR.

Réf | 139 | 140 | 141 | 142 143 | 144 | 145 | 146

c=0 1742 | 1660 | 1712 | 1742 | 1704 1665
1710 | 1740 | 1684 | 1710 | 1691 1693 1692 1692

C=N | 1671 | 1587 | 1602 | 1668 | 1664 | 1660 1558 1663
NH | 3253 | 3163 | 3424 | 3208 | 3163 | 3193 | 3101 | 3286

IR(Cm™)

81
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Sur la base de ces résultats, nous pouvons dire que la condensation de Biginelli est
étroitement liée au catalyseur acide utilisé, et que le rendement de cette réaction varie
selon la nature du catalyseur (HCI conc., p-TsOH ou SSA). Dans ce cas, ’utilisation
d’acide solide (SSA) comme catalyseur hétérogene reste une alternative privilégiée par
ses conditions opératoires, la sélectivité et la simplicité de mise en ceuvre de ce
catalyseur, ainsi que la facilité de séparation des produits.

L’analyse des résultats obtenus (Tableau 2) montre également que les rendements des
pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylates 142-143 dérivés de l'adénine sont supérieurs
que ceux des dérivés de la cytosine 139-141 et de la guanine144-146. Cela peut étre d0 a
I'absence du groupement carbonyle dans la structure de I'adénine.

1.2.2. Caractérisation

Les structures des pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-dicarboxylate 139-141, pyrimido
[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylate 142-143, et pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylate
144-146 ont été déterminees a I’aide des méthodes spectroscopiques usuelles (IR,

RMN?H et 1°C, IR et spectrométrie de masse).
1.2.2.1. Caractérisation des pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-dicarboxylate 139-141

L’analyse des spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN *H) des
dérivés de la cytosine 139-141 (Tableau 4) montre en particulier la présence d’un
signal singulet dans [D’intervalle 3.18-6.14 ppm d’intégration 1H attribué au
groupement CH lié a un groupement phényle.

Pour les deux fonctions esters, les protons des deux groupements méthylene (CH2)
apparaissent vers 4.03-4.31 ppm sous forme de deux quadruplets, et ceux des
groupements méthyle (CHas) sous forme de deux triplets dans I’intervalle 1.01-1.29
ppm. Un signal sous forme d’un singulet entre 8.89 et 12.2 ppm assigné au groupement
NH amide du cycle pyrimidine. En effet, les deux protons éthyléniques (CH=CH)

résonnent comme deux doublets vers 7.30 ppm.




Chapitre Il Résultats et discussion

1BI011.10.fid

43 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 37 3.6

1 (ppm)
i
Fli(m}
4.03
E (m)
4.08

7 5
1 (ppm)

Figure 37. Spectre RMN *H du composé 139 (400 MHz ; DMSO-g¢, 6 ppm)

Tableau 4 : Caractérisation RMN *H (DMSO-gg) des dérivés de cytosine 139-141

_ R, R, RMN 'H (3 : ppm)
HN/_>:N
-
y _ '21;)4 Ar | CH-Ph | CH; | CHs
Et0OC COOEt
~ ~ ~ ] 403 | 101
139 | Ri=H, R.=H, Rs=H 12.2 | 7.31-7.41 6.14 408 106
~ ~ _ ] 4.03 | 1.10
140 | R1=OH, R;=OMe, Rs=H | 8.92 | 7.20-7.81 5.87 405 | 1.15
~ _ _ ] 4.03 | 1.18
141 | Ri= H, R=H, Rs= OH 8.89 | 7.47-8.02 3.18 431 | 1.29

Pour les deux composés 140 et 141, on révele en particulier la présence de deux
signaux caractéristiques vers 10.05 et 11.48 ppm assignés aux protons des groupements
hydroxy (OH) phénolique. En RMN®C, tous les signaux attendus des carbones sont
détectés. On observe en particulier les signaux attribués aux carbonyles (C=0) des
esters vers 160 ppm. Concernant les spectres infrarouges des dérivés 139-141
(Tableau 3) nous pouvons citer, la présence des bondes d’absorptions correspondant a
la vibration d’¢élongation des fonctions C=0 a 1700 cm™. Ainsi, condensation se traduit
par la présence d’une bande vers 3300 cm?, absorption caractéristique de la fonction
(NH).
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1.2.2.2. Caractérisation pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylate 142-143

Les structures des pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylate 142-143 ont été confirmes
sans difficulté par leurs spectres en RMN *H et les résultats spectroscopiques sont

rassemblés dans le tableau 5 suivant.

Tableau 5 : Caractérisation RMN *H (DMSO-gg) des dérivés de I’adénine 142-143

Sy RMN !H (5 : ppm)
_ R, R,
N>\‘$:N
Ny B Ry NH Ar CHPh | CH, | CHs
EtOOC COOEt
142  Ri=H, R;=H, Rs=H 12.19 |7.30-7.44 6.14 ;110(? 1;2
143 | R1=OH, R,=OMe, Rz=H /10.23 16.98-7.44 | 6.81 2(2)8 13%

Dans la structure des pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylate 142-143, les deux
protons éthyléniques des noyaux imidazole et pyrimidine apparaissent sous forme de
deux singulets a 8.12 ppm et 7.65 ppm (cf. Tableau 5). Les deux méthylenes des deux
fonctions esters résonnent sous forme de quadruplets vers 4 ppm. Les deux méthyles
des esters sorts vers 1.20 ppm. Les deux signaux des protons amine NH et CHPh sont
aussi significatifs. Le signal du CHPh est un singulet vers 6 ppm, ceux des NH
apparaissent a 10.23 et 12.19 ppm. Les spectres IR des pyrimido[1,2-g]purine-7,8-
dicarboxylate 142-143 obtenus présentent tous les bandes caractéristiques des fonctions
esters vers 1700 cm™. On observe également deux bandes intenses caractéristiques,
noyau aromatique vers 1550-1600 cmet vers 700 et 800 cm™. La présence du
groupement NH dans les deux dérivés 142-143 est caractérisée par une bande
d’absorption NH vers 3208 et 3163 cm™ (cf. Tableau 3).




Chapitre Il Résultats et discussion

1B1024.10.1d P
g 150000
- -
g = A
s g\. 7 [ 140000
’ ' 8 %'! 130000
Al 120000
J ’;.gdq) 110000
100000
CHy \
A L N TR e
= — 80000
3.87 Wu\a.ﬂs 3.84
/——ﬂﬂ\nﬁﬂ FOD00
o om| (E® lsoooo
L24| |Li8
! 50000
| = 40000
30000
N g
30 1.2 120 115 110 105 [20000
1 {(ppm)
o000
o
g g 223 3 [-10000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3.0 125 12.0 115 110 105 100 95 90 B85 80 75 7.0" (6.5 ) 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
ppm

Figure 38. Spectre RMN *H du composé 143 (400 MHz ; DMSO-g, & ppm)

1.2.2.3. Caractérisation des pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylates 144-146

La structure de ces dérivés de la guanine a été élucidée par les méthodes

spectroscopiques usuelles (RMN *H et C, IR et spectrométrie de masse).

Tableau 6 : Caractérisation RMN *H (DMSO-gs) des dérivés de guanine 144-146

0 RMN H (8 : ppm)
NH R, R,
N \ >:N
LN N_ Ry NH HAr CHPh | CH: CHs
H
EtOOC COOEt
_ B _ 10.10 i 3.31 0.22
144 | Ri= H, Ro=H, Rs=H 1158 6.32-6.62 | 2.73 3.48 0.57
B a _ 10.53 4.02 1.14
146 | Ri= H, R2=H, Rs= OH 1138 7.09-7.76 | 4.39 4.20 1.20

Les spectres RMN du proton des pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylates 144-146,
enregistrés en solution dans le DMSO-¢s avec le TMS comme référence interne (cf.
Tableau 6), sont caractérisé par :

1. La présence d’un singulet vers 8.76 ppm attribué au proton éthylénique du noyau
imidazole, c’est-a-dire celui du groupement CH=N.

2. La présence d’un quadruplet a 4.02 et un systeme AB a 4.20 ppm intégrant 2H que

I’on peut attribués aux groupements méthylenes liés a ’oxygene (OCHy) des fonctions
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esters. Ainsi, la présence de deux groupements CHz apparaissent sous forme de deux
triplets vers a 1.14 et 1.20ppm.
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Figure 39. Spectre RMN *H du composé 144 (400 MHz ; DMSO-g, & ppm)

De plus, I’analyse des spectres RMN *3C enregistrés dans le DMSO-gs de ces dérivés
hétérocycliques montrent tous les signaux attendus pour les motifs pyrimido[2,1-
e]purine-8,9-dicarboxylates. La présence de deux signaux caractéristiques a 162.37
ppm et 166.45 ppm correspondant aux deux groupements carbonyles (C=0) de deux
fonctions esters et un signal a 160.24 ppm assigné au carbonyle (C=0) de la fonction
amide. Outre ces trois signaux des carbonyles, tous les spectres RMN 3C présentent
les signaux des carbones aromatiques du groupement phenyle et aliphatiques des
groupements CH: et CHs.

La spectrométrie de masse, réalisée en mode d’ionisation électro-spray, confirme les
structures des produits pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylates 144-146 souhaités par
la présence des signaux de deux formes cationiques a m/z=[M+H]* et m/z= [M+Na]*
(Tableau 2). En supplément, la spectroscopie infrarouge permet de prouver la présence
des groupements esters (COOELt) dans ces produits. Tous les spectres présentent, a coté
des absorptions spécifiques du cycle aromatique, des absorptions tres intenses dues a la
vibration du groupement C=0 vers 1700 cm™. Pour les dérivés de la vanilline et la
salycialdéhyde 145 et 146, on observe des signaux vers 3471-3314 cm™ qui peuvent

étre attribués aux groupements OH phénoliques de la fonction aryl. Tous les spectres

&



Chapitre Il Résultats et discussion

IR sont caractérisés aussi par deux bandes successives correspondantes a I’élongation

de la liaison N-H des noyaux pyrimidine et imidazole qui apparaissent vers 3100 cm™.

Le mécanisme prévu pour la condensation des nucléobases avec 1’oxalacétate de

sodium et un aldéhyde aromatique est illustré dans le schéma 29.

(o] ) ('\ OH
)J\ |
EtOOC
EtOOC \_/ " Etooc_ |7Y N \(\/\Ar
. H,0
+ B — e ——
EtOOC o)
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COOEt
H
) N
OH

I E |
)\ N COOEt )\T COOEt

COOEt

Schéma 29. Mécanisme proposé pour la synthése de Pyrimido-pyrimidines et

pyrimido-purines dérivés de nucléobases.

1.3. Synthése de Pyrazole-3,4-dicarboxylates et Isoxazole-3,4-dicarboxylates

Les pyrazoles et les isoxazoles sont des pharmacophores largement étudiés en chimie
médicinale et ont fait 1’objet de nombreuses études ces dix derniéres années [47-48].
Ces noyaux sont présents dans la structure de nombreux dérivés hétérocycliques et
poly-hétérocycliques biologiquement actifs [49-50].

Dans I’objectif de synthétiser des composés hétérocycliques a visées thérapeutiques,
nous nous sommes intéressés dans cette partie de travail a étendre notre méthodologie

basée sur la réaction multicomposants de Biginelli a la synthése de nouveaux motifs
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hétérocycliques. En effet, 'utilisation des conditions décrites précédemment pour la
synthése des pyrimidines permet 1’acces aux dérivés de pyrazole et isoxazole.
La méthodologie que nous avons choisie consiste & remplacer 1’urée par I’hydrazine, le

phénylhydrazine ou I’hydroxylamine dans la réaction multi-composantsde Biginelli
[].
1.3.1. Synthése

Nous avons appliqué la méme stratégie précédente pour la synthése de nouveaux
dérivés de pyrazole et isoxazole. La condensation de diéthyloxalacétate de sodium
avec un aldéhyde aromatique et une nucléophile azoté tel que 1’hydrazine ou
hydroxylamine conduit respectivement aux pyrazole-3,4-dicarboxylates 150-155 et

isoxazole-3,4-dicarboxylates 156-158 (Schéma 30).

NH,-NHR

EtOH/H'
Reflux

COOEt 150: R= H, Rj= H, Ry= H, Ry= H
R, 151: R=H, R;= OH, R,= OMe, Ry;= H
o N 2 152: R= H, R;= H, R,= H, Ry= OH
Na 153: R= Ph, R= H, Ry= H, Ry= H
+ 154:R=Ph, R;= OH, R,= OMe, Ry= H
155:R=Ph, R;= H, R,= H, R;= OH
Ry
O COOEt
EtOOC, COOEt
O H R3
NH,-OH.HCI - R,
4> O
EtOH/ AcONa \N
Reflux H
Rl
156: R;= H, R,= H, Ry= H

157: Ry= OH, R,= OMe, Ry=H
158: R,= H, R,= H, Ry= OH

Schéma 30. Synthese des pyrazoles et isoxazoles.
La réaction est effectuée a reflux sous agitation magnétique dans 1’éthanol ou I’acide
acétique en présence d’un catalyseur acide ou basique. Toutes les réactions ont été
suivies par CCM. Au bout de trois heures d’agitation, la CCM réveéle la formation
d’un nouveau produit. Le solvant est évaporé sous vide et le résidu est repris par le
dichlorométhane comme solvant d’extraction. La phase organique est séparée puis
lavée a I’eau jusqu’a pH neutre, elle est ensuite séchée par MgSO4 ou CaCl, puis
évaporeée sous vide. Les dérivés sont recueillis apres purification sur colonne de gel de
silice éluée avec le mélange acétate d’éthyle-n-hexane (80:20) sous forme de poudre

ou huile avec des bons rendements (Tableau 7).
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Tableau 7. Caractéristiques physico-chimiques et structurales des Pyrazole-3,4-di-

carboxylates 150-155 et Isoxazole-3,4-dicarboxylates 156-158.

I 2 O o IR(CmY

390 £ F | & NH C=0/Cc=C
C BiH P B 30 3651|1717

150 R=H, Ri=H,R=H,R=H  AcOH | 31140143300 110 11505
R= H, Ri= OH, Ro= OMe, 30 3589 1715

151 R H ACOH T min | 102 783568 1699 18
R=H, Ri= H, Ro= H, Rs= 30 3570 1618

182 o ACOH | in | 1141 9036551570/ 1483
R=Ph, Ri= H, Ro= H, . 1602

3 3 EtOH/H® | 3h | 102 413312 o0 1441
R= Ph, Ry= OH, Rz= OMe, . 1651

1sa B0 EtOH/H® | 3h | 203 57 3222 oot 1499
R=Ph, Ri= H, Ro= H, Ra= . 1600

155 3> EtOH/H® | 3h | 189 44/3317 oo0 1487
R B - | 1796

156 Ri=H, Ro= H, Rs=H EtOH/ACONa® | 30 Huile 493310 /0 1448

157 Ri= OH, R= OMe, Ry=H | EtOH/ACONa" | 3h | 128 | 63 3476 1 2 1508

158 Ri=H,Ro=H,R=OH | EtOH/ACONa" | 3h 85-87 553273 1 ) 1451

1.3.2.Caractérisation

Les structures des composés obtenus, ont été établies sur la base des données
spectrales : RMN*H et!3C, FT-IR et spectrométrie de masse.

1.3.2.1. Caractérisation des Pyrazole-3,4-dicarboxylates 150-155

La spectroscopie Infrarouge montre que tous les composes synthétisés présentent
plusieurs bandes d’absorption caractéristiques. La bande qui sort vers 3222-3652 cm'*
est caractéristique a la liaison (NH). La présence de deux bandes successives attribuées
aux deux groupements carbonyles (C=0) qui apparaissent respectivement vers 1600-
1796 cm et 1565-1699 cm™. Une autre bande caractéristique au groupement (C=C) a
été observée vers 1441-1558 cm™. Pour les dérivés synthétisés par le salicylaldéhyde et
vaniline, leurs spectres montrent la présence d’une autre bande intense vers 3580-3749

cm?, caractéristique du groupement hydroxy (OH).
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Tableau 8: Données spectrale en RMN 'H (DMSO-45) de Pyrazole-3,4-di-

carboxylates 150-155

RMN H (3 : ppm)

NH | Ar CHPh CH, |CHs
oo 8.73 |7.17- 420 117
150 | R=H, Ri=H, Ro= H, Rs=H 552 752 489 1430 128
o _ ) 858 6.87- 4.08 | 1.20
151 | R=H,Ri=OH,R:=0Me,Rs=H | "0 1745 | 576 | 423 129
oo 9.0l 16.96- 429 | 3.90 115

152 | R=H, Ri= H, Ro= H. Ry= OH it ke ot
_ _ _ 926 6.73- 389 378 115
154 | R=Ph, Ri= OH, Ro= OMe, Rs= H e o B

L’analyse de différents produits obtenus, en RMN du proton (Tableau 8) enregistrés

dans le DMSO-gs a températures ambiante, montre que nous avons obtenus les dérivés

cycliques Pyrazole-3,4-di-carboxylates. La formation de ces derives est caractérisée

par la présence des signaux caractéristiques des deux fonctions esters. Deux

groupements méthylenes CH> sous forme de deux quadruplets vers 4.08-4.23 ppm et

deux groupements méthyles CHs sous forme de deux triplets vers 1.10-1.24 ppm. On

remarque aussi que le proton lié au groupement phényle CHPh apparait vers 3.89 ppm.

Le signal du proton amine (NH) résonne vers 9.26 ppm.
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Figure 40. Spectre RMN *H du composé 154 (300 MHz ; DMSO-gs, 5 ppm)
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Le mécanisme prévu pour la synthese de pyrazole-3,4-dicarboxylates est illustré dans
le schéma 31.

[¢]
) (_\ OH
)J\ |
EtOOC EtOOC
EtOOC ‘/4 " Y . (\/\Ar
u -H,0
+ _ = —_—
EtOOC 0 EtOOC [¢]

EtoOCEtOOC O] A @ )

EtOOC o

—_— - pram—
HN COOEt

NHR |
Ar S RNH COOEt

Iz

Y N\

H  HO COOEt EtOOC COOEt
EtOOC —
-H,0
NR > NR
A / Ar N
N
H H

Schéma 31. Mécanisme proposé pour la synthése de Pyrazole-3,4-dicarboxylates

1.3.2.2. Caractérisation des Isoxazole-3,4-dicarboxylates 156-15

En RMN du proton (Tableau 9), on observe la présence d’un singulet déblindé et
intégrant pour un proton échangeable vers 8.26 ppm montre bien la présence du
groupement NH. De plus, un singulet pour le proton du cycle isoxazole (CHPh) qui
résonne a 6.18 ppm. Nous avons remarqué aussi en RMN du proton la présence de
deux fonctions esters caractérisés par la présence de deux groupements méthylene
(CHy>) vers 4.20-4.35 ppm sous formes de quadruplets et deux groupements methyle

(CHs) vers 1.28-1.35 ppm sous formes de triplets.

Tableau 9 : Données spectrale en RMN *H (CDCls) des Isoxazole-3,4-dicarboxylates

156-158
Hooc RMN H (8 : ppm)
NH Ar |CHPh CH: CHs
156 | R= H, Ri= H, Ro= H. Rs=H 8.76[7.47 -8.10 6.02 |4.23-4.36  1.20-1.26
157 | R=H, Ri= OH, R,= OMe, Rs=H 8567.04-7.62 6.11 | 448 1.44-148
158 | R=H, Ri1= H, R,= H, R3= OH 8.26 | 6.96-7.32 6.18 |4.20-4.35 1.28-1.35




Chapitre Il

Résultats et discussion

1BI047.11.fid

T T T T - T T
41 L5 14 1.3 12 11
fL {ppm)

2. DUE+UE

[1.90E+08

[1.B0E+08

1. 70E+08

[-1.60E+0D8

1.50E+08

[-1.40E+08

[-1.30E4+08

[1.20E+08

1.10E+08

1.00E+08

[~9.00E+07

(8. 00E+-07

[7.00E+07

(6. D0E+07

[-5.00E4+07

[~4. 00E+07

3. 00E+07

[2.00E+07

[1.00E+07

(HO. DOE+-00

- 1.00E+07

T T T T T T T T T T T
25 120 115 110 105 100 95

Figure 41. Spectre RMN *H du composé 158 (600 MHz ; CDCls, & ppm)

Outre I’analyse spectroscopique de RMN*H, les données spectrales en IR des produits

synthétisés confirment

les structures attribuées aux composés

Isoxazole-3,4-

dicarboxylates par la présence des deux bandes d’absorption vers 1700 cm

attribuables aux groupements C=0O des esters.

De plus, tous les spectres sont

caractérises par une bande correspondante a la fonction amine (NH) apparaissant vers

3310-3476 cm™.

Le mécanisme prévu pour la synthese de isoxazole -3,4-dicarboxylates est illustré dans

le schéma 32.
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Schéma 32. Mécanisme proposé pour la synthése de Isoxazole-3,4-dicarboxylates
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Il. Synthése de nouveaux dérivés poly-hétérocycliques (pyrimido[4,5-
d]pyridazines, pyrimido-pyrimido-pyridazines et pyrimido-pyridazino-purines).

Les précurseurs issus de la réaction multi-composants de Biginelli de type pyrimidine-
dicarboxylates 139-158, laissent entre voir la possibilité de plusieurs transformations
ultérieures pouvant conduire a la formation de nouveaux composes poly-
hétérocycliques mais aussi s’avérer étre un atout sur les plans chimique et biologique.
En effet, la présence des deux fonctions esters (COOEt) vicinaux dans la structure des
dérivés synthétisés permet d’effectuer plusieurs transformations chimiques par

condensation avec les nucléophiles.

II.1. Synthése et caractérisation du motif 5,8-dihydroxy-4-arylpyrimido[4,5-
d]pyridazin-2(1H)-one a partir de diéthyl pyrimidin-2(H)-one-4,5-dicarboxylique.

11.1.1. Synthese

Le traitement de diéthylpyrimidin-2(H)-one-4,5-dicarboxylate 136 avec un exces
d'hydrazine hydraté (20 équiv) dans le MeOH a température ambiante conduit a la
formation de 5,8-dihydroxypyrimido[4,5-d]pyridazine 159. La réaction implique la
double condensation de I’hydrazine sur les deux groupements esters de diéthyl-
pyrimidin-2(H)-one-4,5-dicarboxylate avec élimination de deux molécules d’EtOH
(Schéma 33).

N OH
COOEt X
EtOOC - | P
NH,NH, HO
HNTNH HN\H/NH

1) MeOH, Tamb
2) H+

o o
136 159

Schéma 33. Synthese de pyrimido-pyridazine.
Apres acidification par I’acide phosphorique (HsPOas), le composé 159 est isolé pure
par filtration avec un rendement de 90%.
11.1.2. Caractérisation

La caractérisation des 5,8-dihydroxypyrimido[4,5-d]pyridazine 159 a été effectuée par
les méthodes spectroscopiques usuelles (FT-IR, RMN H et °C, spectrométrie de

masse et I’analyse ¢lémentaire CHN).
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Tableau 10. Données spectrale en IR et RMN 'H (DMSO-¢) de 5,8-dihydroxy-
pyrimido[4,5-d]pyridazine 159

IR (cm™) RMN *H (5 : ppm)

OH C=N | NH | Ar |[CHPh |OH | OH

HN NH

\n/ 2677 | 1507 735

A 731 | 530 | 7.82 | 7.83
3344 | 1601 | 38

L’analyse du spectre RMN du proton, dans le DMSO-¢s, montre la disparition des
signaux caractéristiques des groupements CH> et CHz des deux fonctions esters et
I’apparition de deux singulets a 7.82 et 7.83 ppm caracteristiques des groupements OH.
De plus la spectroscopie infrarouge permet de prouver la présence du groupement
hydroxy (OH) dans ce produit. Le spectre présente, a coté de I’absorption spécifique du
groupement C=0 vers 1692 cm™, deux absorptions trés intenses dues a la vibration du
groupement OH entre v = 2677 cm™ et v= 3344 cm™. On observe également deux
bandes intenses, caractéristiques des groupes amine (NH): l'une a 3186 cm™, l'autre a
3341 cm’. Ainsi la condensation se traduit par la présence de la bande caractéristique
de la fonction C=N vers 1601 cm™. L’analyse en spectrométrie de masse en mode
electrospray (MS-ESI) du produit obtenu révele la présence des deux ions a m/z =
[M+H]" et [M+Na]".
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Figure 42. Spectre RMN *H du composé 159 (300 MHz ; DMSO-gs, 5 ppm)
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I1.2. Synthése du motif pyrimidoe[1°,6’:1,2]pyrimido[5,4-d]pyridazin-1(1H)-one a
partir de pyrimido[1,2-g]pyrimidine-7,8-dicarboxylate

11.2.1. Synthese

Pour réaliser la synthese de motif fusionné pyrimido-pyrimido-pyridazine, nous avons
utilisé les conditions similaire a celles utilisés dans la synthése du motif
pyrimido[1°,6°:1,2]pyrimido[5,4-d]pyridazin-1(1H)-one. Dans ces conditions, le
traitement de pyrimido[1,2-g]pyrimidine-7,8-dicarboxylique 139-140 avec 20
équivalents de NH2NH2.H.O dans le MeOH a température ambiante fournit les

composés tricycliques pyrimido-pyrimido-pyridazine 160-161.

NH,NH,

1) MeOH, T.a
2) H+

EtOOC COOEt

139:R,=H,R,=H,Ry=H
140: OH, Ry= OMe, Ry=H

Schéma 34. Synthese de pyrimido[1°,6”:1,2]pyrimido[5,4-d]pyridazin-1(1H)-one

Grace a I’insolubilité des produits 160 et 161 dans la plupart des solvants organiques, a
I’exception du DMSO, nous I’avons isolé par une simple filtration et un simple lavage

a I’cau et a I’acétone avec des rendements de 83% et 85% respectivement
11.2.2. Caractérisation

Les structures des nouveaux produits synthétisés 160-161 ont été établies sur la base
des données spectacles en RMN H (Tableau 11). En effet, sur les spectres de RMN
'H (DMSO-¢6) des deux dérivés 160 et 161, on remarque la disparition des signaux des
groupements CH» et CHz des deux fonctions esters. Les deux nouveaux protons des
deux groupements OH dans les dérivés pyridaziniques résonnent sous forme de deux
singulets larges vers 9.77 ppm et 9.70 ppm. Les deux protons éthyléniques (CH=CH)

dans le cycle imidazole sont deux singulets situés a 5.26 ppm et 7.40 ppm.
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Figure 43. Spectre RMN *H du composé 161 (300 MHz ; DMSO-g, & ppm)

Tableau 11. Données spectrale en RMN *H (DMSO-g6) de pyrimido-pyrimido-

pyridazines.

RMN H (5 : ppm)

NH Ar CHPh|OH |OH CH | CH
2 (6) n 1 & @

_ _ _ 7.55-7.35
160 Ri=H, R:=H, Rs=H 9.92 735 _ 797 4,15 1 11.8011.55| 7.70 | 6.04
161  R;=OH, R.=OMe, Rs=H |8.22 6.69-6.84 | 452 | 9.70 | 9.77 | 7.40 | 5.26
En IR, les deux dérivés fusionnés 160-161 sont caractériseés par deux bandes

correspondantes aux fonctions hydroxy (OH) apparaissant vers 3341 cm? et par deux
autres bandes caractéristiques vers 1700 cm™ du groupement C=0 et vers 3469 cm™ du
groupement NH amide. Enfin, la formation des dérivés fusionnés peut s’expliquer en

spectrométrie de passe (ESI) par la présence des pics des ions [M+H] et [M+Na]*dans

les deux spectres.
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11.3. Synthese de pyridazino[4°,5°:5,6]pyrimido[1,2-g]purine-1,4-diol & partir de
pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylates.

11.3.1. Syntheése

Les pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylates 142-143 dérivés de 1’adénine et 20
équivalents de 1’hydrazine hydratée sont soumis aux conditions établies précédemment
(Schéma 35).

— Ry R,
NS NH,NH,

— 1) MeOH, T.a
2) H+

EtOO0C COOEt

142: R;=H,R,=H,Ry;=H 162: R,=H,R,=H,Ry;=H
143: OH, R,= OMe, Ry=H 163: OH, Ry= OMe, Ry=H

Schéma 35. Synthése de pyridazino[4°,5:5,6]pyrimido[1,2-g]purine-1,4-diol

La réaction se déroule a température ambiante, et permet d’obtenir les dérivés poly-
hétérocycliques 162 et 163 avec des rendements quantitatifs apres un traitement acide et
une simple filtration. Les resultats obtenus et les caractéristiques physico-chimiques

des produits synthétisés sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 12. Caractéristiques physico-chimiques et données spectrale en IR et MS-ESI

des pyrimido-pyridazino-purines 162 et 163

-1
Réf | Entrée | Temps | Rdt% MS T¢°C IR (Cm)
ESI NH OH C=N
162 | 142 24 89 334 189 | 3505 | 3330-3418 |1655-1579
163 | 143 24 94 380 |153-155| 3480 | 2640-3433 | 1595-1505

11.3.2.Caractérisation

Les structures des composés préparés 162 et 163 ont été confirmées par les méthodes
spectroscopiques usuelles (IR, RMN H et 13C), et elles sont conformes a celles
proposées. L’analyse par RMN du proton montre I’apparition de deux singulets larges
a 11.15 et 11.18 ppm, correspondant aux protons des deux groupements OH. Ils sont
caractérisés aussi par la disparition des signaux des deux méthylenes et des deux

groupements méthyles des deux fonctions esters dans les produits de départs.
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Figure 44. Spectre RMN *H du composé 163 (300 MHz ; DMSO-gg, 6 ppm)

Tableau 13. Données spectrale en IR et RMN *H (DMSO-¢6 ) de pyrimido-pyridazino-
purines 162 et 163

RMN !H (5 : ppm)

NH Ar CHPh| OH OH

162 | Ri= H, R.=H, Rs=H 12.48 | 7.71-7.37 | 6.05 | 11.56 | 11.69

163 | Ri= OH, R.=OMe, Rz=H |11.23 |6.88-7.46 | 4.08  11.18 | 11.15

11.4. Synthése de pyridazino[4°,5’:5,6]pyrimido[2,1-e]purine-1(1H)-one a partir de
pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylate.

11.4.1. Synthese

Cette synthese est réalisée a température ambiante, par action d’un exces d’hydrazine
hydratée (20 équivalents) sur les dérivés pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylates 144-

146 dans le méthanol (Schéma 36).
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NN F B NH,NH,

E 1) MeOH, T.a
2) H+
EtO0C COOEt
144: R,=H, R~ H, Ry~ H
145: R,= OH, R,= OMe, R;= H 164: R,=H, R~ H,R;=H
146: R,= H, R,= H, R,= OH 165: R,= OH, R,= OMe, R;= H

166: R,= H, Ry= H, Ry= OH

Schéma 36. Synthése de pyridazino[4°,5’:5,6]pyrimido[2,1-e]purine-1(1H)-one
Apres 24 heures de réaction, la CCM montre la formation d’un seul produit. Le
mélange réactionnel est traité par 1’acide phosphorique H3zPOj4 puis filtré sous vide. Les

trois nouveaux produits 164-166 ont ete isolés pures avec des rendements de 80, 91 et

82% respectivement.

Tableau 14. Caractéristiques physico-chimiques des pyrimido-pyridazino-purines 164-

166.
R6f | Entrée | Rdt% Mo | Te°C IR (Cnr')
ESI C=0 | OH | C=N
164 | 144 | 80 | 350 | 252254 1665 | 000 | 1o
165 | 145 | Ol | 396 | 307:300 | 1667 | ooy | 150
166 | 146 | 82 | 366 | 319321 | 1665 | 3099 | >

11.4.2.Caractérisation

Les structures chimiques des dérivés poly-hétérocycliques pyrimido-pyridazino-
purines 164-166 ont été identifiées grace aux données spectrales de la RMN H et
RMN®C, FT-IR et la spectrométrie de masse.

En comparant les spectres RMN *H des produits 164-166 (Tableau 15) avec ceux des
composes de départ 144-146, on peut observer une nette différence désigné par :
L’apparition de deux singulets larges vers 10.18 et 10.46 ppm dans les produits
obtenus correspond aux deux protons des groupements OH. Ainsi, la disparition des
signaux vers 4.02 et 4.20 ppm des deux groupements méthylénes et les signaux des

deux groupements méthyles vers 1.14 et 1.20 ppm.
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Figure 45. Spectre RMN *H du composé 166 (400 MHz ; DMSO-gg, 5 ppm)

Tableau 15. Données spectrale en IR et RMN *H (DMSO-4s) de pyrimido-pyridazino-

purines 164-166.

> RMN !H (5 : ppm)
NH Ar CHPh | OH
b uDu oDy | 1227 o 10.46
164 | R=H, Ri= H, Ro=H, R3=H 933 7.22-591 | 4.02 10.18
863 7.87
166  Ri1=H, Ro=H, R:=OH ' 6.94-6.02 | 4.00 9.03
10.17 9.37

Les spectres IR viennent aussi confirmés les structures des produits synthétisés par la
présence des principales bandes d’absorptions caracteristiques des groupements OH
vers 3314 cm? ce qui confirment la formation du cycle dihydroxypyridazine par
condensation de 1’hydrazine sur les deux fonctions esters. De plus, tous les spectres IR
des produits synthétisés notent la présence d’une bande vers 1598 cm™ caractéristique
du groupement C=N, et une bande vers 1667 cm™ correspondant a la vibration du

carbonyle (C=0) de la guanine.
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I1.5. Synthése des dérives pyrazolo[3,4-d]pyridazine-4,7-diol et isoxazolo[4,5-
d]pyridazine-4,7-diol.

11.5.1. Synthese
Dans cette étude, la synthése des pyrazolo[3,4-d]pyridazine-4,7-diol 167-170 et

isoxazolo[4,5-d]pyridazine-4,7-diol 171-172 a été réalisée par le traitement des

précurseurs pyrazole-3,4-di-carboxylates 150-155 et isoxazole-3,4-dicarboxylates 156-158

avec 20 équivalents d'hydrazine hydraté dans le méthanol (Schéma 37).

N—N

1. N,H,.H,0, MeOH, 24h, ta

HH*
150: R=H,R,=H,R,=H,Ry=H 167: R=H,R,=H,R,=H,Ry=H
152: R=H, R,=H, R,= H, R;= OH 168: R=H, R,= H, R,= H, R;= OH
153: R=Ph,R,=H,R,=H,R;=H 169: R=Ph,R,=H,R,=H,R;=H
154: R=Ph, R,= OH, R,= OCH; Ry=H 170: R=Ph, R,= OH, R,= OCH; Ry=H

1. N,H,.H,0, MeOH, 24h, ta

L
?

2)H"

157: R
158: R,= H, R,= H, Ry= OH 172: R=H, R,= H, R;= OH

1= OH, R,= OMe, Ry;=H 171: Ry= OH, Ry= OMe, R;=H

Schéma 37. Synthese de pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-pyridazines.

Au bout de 24 heures d’agitation du milieu réactionnel a température ambiante et
apres, les pyrazolo-pyridazines 167-170 et isoxazolo-pyridazines 171-172 sont recueillis
avec de bons rendements sous forme de solides blancs et jaunes pale. Les rendements
et les caractéristiques physico-chimiques des produits synthétisés sont répertories dans
le tableaul6.
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Tableau 16. Caractéristiques physico-chimiques et structurales des pyrazolo-

pyridazines 167-170 et isoxazolo-pyridazines 171-172.

Réf | Entrée | Rdt% NH I()ngcm-l) C=N
167 | 150 | 66 | 3201 36353322 | oo
168 | 152 | 72 | 3378 36735729652 ig%
169 | 153 | 54 | 3308 | o) oo
o | 1sa | 59 | 3314, 50116171602
| 17 8 306 0 | oo
| 18 | 62 3243 ol | 1o

11.5.2. Caractérisation

Les structures des pyrazolo-pyridazines 167-170 et isoxazolo-pyridazines 171-172 ont
été confirmées par les données spectrales de résonance magnétique nucléaire (*H et
13C), FT-IR, spectrométrie de masse (ESI-MS) et analyse élémentaire.

Les spectres FT-IR montrent 1’apparition des bondes d’absorptions correspondantes a
la vibration d’élongation de la fonction C=N vers 1633-1603 cm?®. Ainsi, la
condensation de I’hydrazine sur les groupements esters se traduit par ’apparition de
deux bandes absorptions vers 3635 et 3322 cm, caractéristiques du groupement
hydroxy (OH).

En RMN du proton (*H), les données spectrales des pyrazolo[3,4-d]pyridazine-4,7-diol
167-170 sont présentées dans le Tableau 17 ci-dessous. On peut identifier deux
singulets larges vers 10.54 et 10.54 ppm qui correspondent aux groupements OH. Un
signal sous forme d’un singulet vers 4.76 ppm correspond au proton CHPh. Le proton

du groupement NH est aussi détecté vers 9.01 ppm sous forme d’un singulet.
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Figure 46. Spectre RMN *H du composé 170 (300 MHz ; DMSO-gg, & ppm)

Tableau 17. Données spectrale en RMN *H (DMSO-g6) des pyrazolo[3,4-d]pyridazine-

4,7-diol 167-170.

RMN H (5 : ppm)

NH Ar CHPh | OH
_ _ _ _ 8.73 i 12.56
167 | R=H,R:i=H, R:=H,Rs=H 5 48 7.06-7.52 | 4.88 10.28
10.41
170 | R=Ph, R1= OH, R2=0CHs, Rs=H | 9.01 6.77-8.15 | 4.76 10.54
11.14

Pour les deérivés isoxazolo[5,4-d]pyridazine-4,7-diols 171-172, les données spectrales
en RMN H (CDCls) sont rassemblées dans le tableau18.
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Tableaul8. Données spectrale en RMN 'H (CDCls) des isoxazolo[5,4-d]pyridazine-

4,7-diols 171-172.

RMN *H (5 : ppm)

NH | Ar |CHPh | OH
7.22 8.63
171 | Ri= OH, R;= OMe, Rs= H 859 | - | 595 868
7.55 9.85
6.97 11.35
172 | Ri=H, Ro=H, Rs= OH 872 | - | 558 | 11.39
7.40 11.42

La comparaison des spectres de RMN *H du produit obtenu 172 (Fig.47) avec celui du

compose de départ 158 (Fig.41) nous a permis de confirmer la condensation par la

présence de deux groupements hydroxy (OH) sous la forme de deux singulets vers

11.35 et 11.39 ppm sur le produit obtenu. De plus, on remarque I’absence des signaux

des protons des deux fonctions esters (deux quadruplets vers 4.20 ppm et deux triplets

vers 1.28 ppm). Le proton du cycle CHPh est détecté sous la forme d’un singulet vers
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Figure 47. Spectre RMN *H du composé 172 (600 MHz ; CDCls, & ppm)
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11.6.Synthése de 4,6-diphényl-3,4-dihydro-1H-pyrrolo[3,4-d]pyrimidine-2,5,7(6H)-

trione

Les pyrrolo[2,3-d]pyrimidines, également connues sous le nom de 7-déazapurines et ce
en raison de leur relation structurale avec les purines, font I’objet de recherche depuis
la découverte de la toyocamycine en 1956 par I’équipe de Shimaoka, [51] comme un
puissant antibiotique notamment vis-a-vis de Candida albicans. Sa structure fut ensuite
confirmée par synthese totale en 1968 par Townsend et coll. [52] révélant ainsi pour la
premiere fois 1’existence du squelette pyrrolo[2,3-d]pyrimidinique dans un produit
naturel. Un an apres la découverte de cette derniére, la tubercidine fut a son tour décrite
par le groupe de Suzuki [53], comme un puissant antibiotique contre le bacille de Koch
(ou Mycobacteriumtuberculosis) responsable de la tuberculose. Enfin en 1963, la
sangivamycine fut révélée en tant qu’agent antitumoral notamment sur la lignée de
cellules cancéreuses du col de 1'utérus (HeLa) [54].

Chacun de ces composés comprennent un cceur pyrrolo[2,3-d]pyrimidinique et ne
differe que par le substituant fixé sur le carbone 5 de la base (Fig.48). En effet, la
toyocamycine présente un groupement nitrile, la sangivamycine une fonction amide

alors que la tubercidine ne posséde pas de motif quelconque en cette position.

NH, R

HO

HO
HO

13
Lla toyocamycine R= CN

b tubercidine R=H
¢ sangivamycine R= C(O)NH,

Figure 48. Pyrrolo[2,3-d]pyrimidines provenant de sources naturelles.

11.6.1. Synthese

Dans la préparation du 4,6-diphényl-3,4-dihydro-1H-pyrrolo[3,4-d]pyrimidine-2,5,7
(6H)-trione 175, nous nous sommes intéressés a la synthese de Paal-Knorr [55-56].
Cette réaction met en jeu une arylamine (aniline) 174 comme un nucléophile azoté et le
composé diéthyl-2-oxo-6-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyrimidine-4,5-dicarboxylate 136

comme un dérivés 1,4-dicarbonyle sous agitation dans EtOH et a reflux pendant 3h.
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O

—

36

175

Schéma 38. Synthese du motif pyrrolo[3,4-d]pyrimidine.

Une fois la réaction est terminée, le solvant est évaporé sous vide et le résidu est
dissous dans le dichlorométhane comme solvant d’extraction. Le pyrrolo[3,4-
d]pyrimidine 175 est obtenu aprées purification sur colonne de silice éluée par le mélang
en-hexane/acétate d'éthyle (20:80) avec de bon rendement (75%). Les caractéristiques
physico-chimiques et les données spectrale (RMN H et *C, FT-IR et ESI-MS) du

produit obtenu 175 sont rassemblées dans le tableau 19.

Tableau 19. Caracteristiques physico-chimiques et structurales de pyrrolo[3,4-d]-

pyrimidine 175.

1 - -1
et Temps | Rdt hee Es| RMN HXSr. ppm) IR (Cm™)
[0) —
(h) Yo MS NH (10H) CHPHh NH C=0
8.99 1744
175 . 3h 75 | 68.76 | 320 7 53 7.09-7.74 | 6.22 | 3250-3110 1704

11.6.2. Caractérisation

L’identification de la structure de pyrrolo[3,4-d]pyrimidine 175 a été réalisée au moyen

de la spectroscopie IR, RMN H, 3C et spectrométrie (Tableau 19).

En IR, le 3,4-dihydro-4,6-diphenyl-1H-pyrrolo[3,4-d]pyrimidine-2,5,7(6H)-trione 175
est caractérisé par une bande d’absorption vers 3250-3110 cm caractéristique de la
fonction amine (NH). Deux autres bandes caractéristiques des groupements carbonyle
(C=0) vers 1700 et 1740 cm™.

Sur le spectre RMN du proton (Fig. 49), on peut distinguer tous les protons attendus
pour le composé 3,4-dihydro-4,6-diphenyl-1H-pyrrolo[3,4-d]pyrimidine-2,5,7(6H)-
trione 175. Dans ce cas, la condensation est caractérisée par la disparition des signaux

des deux fonctions esters (deux quadruplets vers 4 ppm et deux triplets vers 1.2 ppm).
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Les deux protons des deux groupements NH! et NH?® résonnent sous forme de deux
singulets vers 8.99 ppm et 7.53 ppm. Les protons aromatiques (deux groupements
phényles) sont observés dans I’intervalle de [7.09 -7.74] ppm. Le CHPh résonne sous

forme de singulet & 6.22 ppm.
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Figure 49. Spectre RMN *H du composé 175 (400 MHz ; DMSO-gg, 6 ppm)

Le nouveau dérives 3,4-dihydro-4,6-diphenyl-1H-pyrrolo[3,4-d]pyrimidine-2,5,7(6H)-
trione 175 a été caractérisé par leur spectre RMN 3C (Fig. 50). Ce dernier présente

tous les carbones de structure proposée.
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Figure 50. Spectre RMN **C du composé 175 (101 MHz ; DMSO-gs, 3 ppm)
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I11. Synthese des motifs pyrimido[1,6-a]pyrimidine, pyrimido[1,2-g]purine et
Pyrimido[2,1-e]purine

Dans le concept de chimie verte et environnementale, l'utilisation de l'eau comme
milieu alternatif et propre dans la synthése organique représente I'un des processus de
synthése bénins les plus puissants [57-58]. A cet égard, un grand nombre de
méthodologies et de voies ont été rapportées [59]. Ainsi, le développement d'une
méthodologie de synthése efficace et pratique dans I'eau est un sujet important dans la
chimie verte et durable [60].

Dans cette partie, nous rapportons nos résultats pour la synthése de nouveaux dérivés
de pyrimidine fusionnée a partir d’un chalcone et nucléobases (adénine, guanine et
cytosine) a l'aide d'éthanol, mélange de solvants (eau-éthanol, 1:1) et lI'eau comme

milieu inoffensif pour I'environnement.

I11.1. les chalcones

Le terme chalcones a été donné par les scientifiques Kostanecki et Tambor en 1899.
Les chalcones et leurs analogues sont relativement facilement disponibles, non
seulement par isolement des produits naturels mais aussi par les méthodes de synthese

classique et combinatoire [61].

SOwe

o
176

Figure 51. Structure chimique de la chalcone.

Les chalcones[1,3-diarylprop-2-en-1-ones], sont efficaces électrophiles bidentés et ont
été employés pour la synthése de divers hétérocycles bioactifs il existe tres peu de

rapports avec leur utilisation comme précurseurs pour la synthése de pyrimidines [62].

Les chalcones présentent un groupe trés intéressant parmi les produits naturels. Elles
forment les intermédiaires essentiels dans la biosynthése des autres flavonoides [63].
S’il n’y a qu’une seule voie de biosynthese pour les chalcones, il y a en revanche une
plus grande diversité quant a leur mode de synthése chimique tels que, la condensation
de Claisen-Schmidt [64], le couplage de Suzuki-Miyaura [65], et le couplage de
Sonogashira [66].
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I11.2. Préparation de dibenzalacétone par la condensation de Claisen-Schmidt

La condensation de Claisen-Schmidt est probablement la plus simple et la plus
couramment utilisée des méthodes de synthése des chalcones [64]. 1l s’agit d’une
réaction d’aldolisation-crotonisation, entre une acétone et un benzaldéhyde, qui étre
catalysée par une base (NaOH), dans un solvant polaire (EtOH). Le mélange a été

secoué vigoureusement pendant environ 15 minutes [67].

o
o
; Ho //JL\\ NaOH
H,C CH;  EtOH

Schéma 39. Préparation de dibenzalacetone.

La dibenzalacétone 177 se sépare sous forme de cristaux jaune pale et recristalliser
dans I'éthanol, la pureté du produit a été vérifiée par CCM et son point de fusion était
en accord avec la littérature (110-112 °C), Tr (109-111°C). Les rendements de ce type

de réaction varient selon les substitutions présentes sur les réactifs de départ (65 %).
I11.3. Synthese de styrylpyrimidine-2(1H)-one et styryl-1,2,6-thiadiazine 1,1-
dioxide

111.3.1. Synthese

Selon la méthodologie décrite dans la littérature [67], la synthése des styryl-
pyrimidines 178-180 (Schéma 40) est réalisée par la condensation de dibenzalacétone
(DBA) 177 avec des dérivés 1,3-diamines (urée, thiourée ou sulfamide) dans I'EtOH.

Elle se fait en présence de NaOH comme catalyseur basique selon le schéma

réactionnel suivant.

X
H,N"" "NH,

@) ou (i) \

0 HN_ _N
X
DBA 178: X=CO
177 179: X=CS
180: X= SO,

(i): NaOH, EtOh, reflux (ii): NaOH, EtOH/H,0(1/1), reflux
Schéma 40. Synthese de styrylpyrimidine-2(1H)-one et styryl-1,2,6-thiadiazine 1,1-
dioxide 178-180.

109



Chapitre Il Résultats et discussion

Tous les produits ont été isolés avec des rendements varient de 56 % a 71 %.
L’optimisation de cette réaction n’a pas présenté de difficulté particuliere.

A 90 °C dans un mélange d’éthanol et d’eau (H.O-EtOH, 1:1), les mémes
condensations précédentes donnes les dérivés 178-180 en présence de NaOH avec des
rendements de 64, 48 et 74% respectivement. Les résultats obtenus, les conditions
réactionnelles et les caractéristiques physico-chimiques sont rassemblés dans le
Tableau20.

Tableau 20. Caractéristiques physico-chimiques et conditions réactionnelles.

Conditions réactionnels
Réf | 1,3-diamine Ts°C
Solvant Rdt (%) | Temps
EtOH 71 [67] 3
178 Urée 253
EtOH-H.0 (1/1) 64 3
EtOH 56 [67] 3
179 Thiourée 191
EtOH-H.0 (1/1) 48 3
EtOH 62 3 172-
180 | Sulfamide
EtOH-H.0 (1/1) 58 3 174

111.3.2. Caractérisation

Les structures des composés 178-180 ont été déterminées par les méthodes
spectroscopiques usuelles en RMN *H, 3C, infrarouge et spectrométrie de masse. Nous
rapportons dans le Tableau 20 les données spectroscopiques en RMN *H et FT-IR.

Les spectres de RMN *H, pris dans le DMSO, montrent, en particulier, les signaux
relatifs aux groupements phényles (10 H) vers 7 ppm. De plus, tous les spectres RMN
1H présentent les signaux relatifs aux protons éthyléniques (CH=CH) du groupement
styryle vers 6 ppm et les deux protons du groupement méthylénes (CH2) du cycle
pyrimidine vers 1.4 ppm. Le proton de la fonction amine (NH) résonne sous forme

d’un singulet vers 8 ppm.

Les spectres IR sont caractérisés par des bandes correspondantes a 1’¢longation de la
liaison N-H qui apparaissent respectivement vers 3300 cm™. Une autre bande apparait
vers 1670 cm™ qui est caractéristique du groupement C=0 de la fonction amide ou
1675 cm™ du groupement C=S dans le cas ot nous utilisons la thio-urée 179, suivie par

la bande du groupement imine C=N de la fonction amide du noyau pyrimidine
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enregistrée vers 1624 cm?. D'autres bandes apparaissent vers 1497cn
Ycaractéristiquesdela liaison C=C. L’apparition d’une absorbance a 1333 cm? et

1173cm™ dans 180, en raison de la présence du groupement (SO2).

Tableau 21. Données spectrales en RMN H et FT-IR.

RMN 'H (3 : ppm) FT-IR (cm™) ESI-MS
CHPh @ NH CH> Ar (10 H) NH X [MH]*

178 3.8 8.0 1.4-1.7 7.1-7.5 3300 | 1710 (C=0) 277

179 | 37 | 80 | 1416 | 7.0-74 | 3340  1675(C=S) 293

1173
180 3.9 2.0 1.8 7.12-7.30 | 3240 1333 SOz 313

Réf

111.4. Synthése de Pyrimido[1,6-a]pyrimidine, Pyrimido[1,2-g]purine et Pyrimido-

[2,1-e]purine dérivés de Nucléobases.
111.4.1. Synthése

Suite aux travaux élaborés par notre équipe de recherche dans ce domaine, nous nous
sommes intéressés a poursuivre notre recherche sur la synthese de nouveaux systemes
poly-hétérocycliques a visées thérapeutiques par [I’utilisation des nucléobases
caracterisées par un groupement amino (NH2) dans des réactions de cyclo-
condensation avec les composés dicarbonylés et les carbonyl-a, f-insaturés. Dans ce
cas, nous avons essayé I’application de la méthode précédente pour la synthése de
nouveaux motifs poly-hétérocycliques dérivés de nucléobases (adénine, guanine et
cytosine).

Comme illustré dans le Schéma 41, la synthése a été effectuée par condensation d’une
nucléobase (adénine, guanine ou cytosine) comme nucléophile azoté sur le
dibenzalacétone (DBA) comme un dérivé carbonyl-a,f-insaturé dans 1’éthanol en

présence d’un catalyseur basique (NaOH).
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N (0]
H N

H
Adenine O O Cytosine
(i) ou (ii) ou (iii) Z X

(1) ou (ii) ou (iii) N
\ o N
N |
< DBA {\N
NN 0 . /go
3a N H
L. y NH 2a
7-phényl-9-styrylpyrimido[1,2- < | (D ou (i) ou (iii) ,
glpurine N N7 TONm, 4-phéyl-2-styryl-7H-
182 Guanine pyrimido[1,6-
i3-73 a]pyrimidin-6-one
0 181
N
NH
]
NN )\ N

9-phényl-7-styrylpyrimido[2,1-e]purin-4-one
183
(i): NaOH, EtOh, reflux 3h  (ii): NaOH, EtOH/H,0(1/1), reflux 3h  (iii): NaOH, H,O, reflux 3h

Schéma 41. Synthese de Pyrimido[1,6-a]pyrimidine 181, Pyrimido[1,2-g]purine 182 et
Pyrimido-[2,1-e]purine 183.

La condensation est réalisée a reflux de 1I’éthanol en présence de deux équivalents de
NaOH pendant 2 heures. Ensuite la réaction est menée a température ambiante avec de
I’eau glacée pendant une heure. Apreés filtration sous vide et recristallisation dans
1’éthanol, les produits sont recueillis sous forme de solides blancs avec des rendements
moyens.

Trois nouveaux analogues pyimidiniques substitués par un groupement styryle ont été
obtenus. lls différent entre eux par la partie hétérocyclique. Le (4-phényl-2-styryl-4H-
pyrimido[1,6-a]pyrimidin-6-one 181 est obtenu avec un rendement de 67% en utilisant
la cytosine. Le 3,7-dihydro-7-phényl-9-styrylpyrimido[1,2-g]purine 182 a été préparé
avec 67% de rendement en utilisant 1’adénine. Ainsi, le composé 9-phényl-7-
styrylpyrimido[2,1-e]purine-4-one 183 est obtenu avec un rendement de 52% en
utilisant la guanine. Les produits ainsi obtenus, avec les rendements et les conditions

réactionnelles sont regroupés dans le Tableau 22.

112



Chapitre Il Résultats et discussion

Tableau 22. Conditions réactionnelles et caractéristiques physico-chimiques des

produits synthétisés.

Réf | 1.3-diamine Conditions réactionnelles TooC
Solvant Rdt (%) | Temps
EtOH/NaOH 67 3

181 Cytosine | EtOH-H.0 (1/1) 53 3.5 196-198
H20 41 3
EtOH 67 3

182 | Adénine | EtOH-H20 (1/1) 57 3 190-192
H20 45 3
EtOH 52 3

183 Guanine | EtOH-H.0 (1/1) 50 3 258-260
H-0 38 4

Dans ces conditions, nous avons obtenu les dérivés 181-183 avec des rendements
globaux relativement moyens (cf. Tableau 22).

A la suite de ces résultats, nous avons essayé¢ d’améliorer cette condensation en
diminuant le temps de réaction et augmentant les rendements par réalisation de cette
réaction en utilisant le mélange H,O-EtOH (1:1) et H.O comme solvant [58].

Les mémes réactions ont été reprises dans le mélange H>O-EtOH (1:1) ou H>O comme
solvants. Apres deux heures de chauffage a reflux (100 °C) puis 1 heure a température
ambiante, tout en controlant le mélange réactionnel par CCM. Les pyrimidines
fusionnées 178-180 et les dérivés fusionnés 181-183 ont été obtenues avec des
rendements varient de 38% a 67% (cf. Tableau 22).

111.4.2. Caractérisation

Les structures des dérivés fusionnées 181, 182 et 183 ont été élucidées grace aux
données spectrales en RMN'H, RMN®C, IR et la spectroscopie de masse (ESI-MS)
(cf. Tableaux 23, 24 et 25). D’aprés les données spectrales, les dérivés 181, 182 et 183
sont porteurs des mémes substituants (phényl et styryl) mais ils différent entre eux par

le noyau hétérocyclique.
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Les spectres de masse ont été réalisés en mode MS-ESI™. Tous les spectres présentent
les deux formes cationiques [M+H]* et [M+Na]*qui sont en accord avec les formules
brutes calculées pour chaque produit.

Les structures des produits obtenus sont caractérisées en RMN H par les signaux
communs. Le signal des dix protons aromatiques (deux groupements phényles) sous
forme de multiplet est présent dans les trois dérivés. Le signal de CHPh est un doublet
vers 4.50 ppm par couplage avec le proton éthylénique du cycle formé (J=5.1 Hz). Les

deux protons éthyléniques du groupement styryle apparaissent sous forme de doublets
vers 6 ppm et 7.80 ppm.

111.4.2.1. Caractérisation du motif pyrimido[1,6-a]pyrimidin-6-one 181 dérivé de
la cytosine.

Tableau 23. Données spectrales en RMN *H, FT-IR et spectrométrie de masse 181.

RMN H (5 : ppm) MS IR (CmY)

Comp
ESI(M/2) "e26 T c=c [c=N | NH

NH Ar C-H
181 6.00 | 7.06-7.30 | 4.50 328 1655 | 1492 | 1601 | 3158
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Figure 52. Spectre RMN *H du composé 181 (400 MHz ; DMSO-gs, & ppm)
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111.4.2.2. Caracterisation du 3,7-dihydro-7-phényl-9-styrylpyrimido[1,2-g]purine

182 dérivé de ’adénine.

Tableau 24. Données spectrales en RMN H, FT-IR et spectrométrie de masse du 182.

RMN *H (3 : ppm) MS IR (CmY)
Comp SI(m/
ESI(m/z
NH Ar C-H (m/z) C=C |C=N | NH
182 10.02 | 7.28-7.37 | 4.59 352 1497 | 1594 | 3159
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Figure 53. Spectre RMN *H du composé 182 (400 MHz ; DMSO-gg, 5 ppm)

111.4.2.3. Caractérisationde9-phényl-7-styrylpyrimido[2,1-e]purine-4-onedérivé de

la guanine 183

Tableau 25. Données spectrales en RMN *H, FT-IR et spectrométrie de masse du 183.

comp|  RMN 1H (5 : ppm) MS IR (Cm)
NH | Ar | cH | B2 Moo 5 Te=c T c=N | NH
183 1%8082 752-680 458 | 368 | 1670 | 1475 1603 | 3322
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Figure 54. Spectre RMN *H du composé 183 (400 MHz ; DMSO-gg, 6 ppm)

Le mécanisme prévu pour la condensation des nucléobases avec DBA est illustré dans

le schéma 42.

o) (DBA): Carbonyle a,B-insaturé
> Ar
/
Ar " s
(“ Addition nucleophilique
(+1.4)
TN Ar
\N)
)\N/
H
1&
Nucléobase ‘oH

Schéma 42. Mécanisme proposé pour la synthése de pyrimido[1,6-a]pyrimidin-6-one

181, pyrimido[1,2-g]purine 182, and pyrimido[2,1-e]purin-4-one 183.
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Conclusion

En résumé, dans ce chapitre nous avons obtenu plusieurs motifs hétérocycliques
fusionnés tels que pyrimido-pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines et
pyridazino-purines en utilisant les nucléobases (adénine, guanine et cytosine) comme
nucléophiles azotés. Ces structures n’avaient jamais été décrites auparavant.

Ces composés ont été soumis a différents tests biologiques (antibactérien et
antioxydant) in vitro dont les résultats seront présentés dans le troisiéme chapitre.
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Introduction

Dans le cadre de notre programme de recherche, nous nous sommes concentrés sur la
synthése d'une variété de molécules hétérocycliques puis I'évaluation de leur potentiel
biologique.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a évaluer D’activité

antibactérienne et anti-oxydante de ces produits synthétises.

I. Evaluation biologique de nos composés synthétiseés :

I.1. Evaluation de Pactivité antibactérienne:

Les bactéries sont des micro-organismes indispensables a I'homme et a
I'environnement, car ils accomplissent un role vital dans presque tous les écosystemes,
mais ils peuvent aussi étre la cause de nombreuses maladies infectieuses [1]. Certains
micro-organismes tels que les bactéries et les levures peuvent étre pathogenes et
causer des maladies chez I’homme, les plantes ou les animaux. Les bactéries
pathogenes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et pandémiques, des
lors la quéte de substance anti-infectieuse est devenue un probléme de santé publique.
A partir d’une succession d’observations et de travaux de nombreux chercheurs dont
Pasteur, Joubert, Duchesne puis Fleming, cette quéte a abouti a la découverte des
antibiotiques [2].

Dans ce contexte, nous avons procédé a I’évaluation préliminaire de I’activité
antibactérienne de composés originaux que nous avons préparés, vis-a-vis d’une

variété de micro-organismes.
I.1.1. Micro-organismes utilisés

Afin de donner une vision large sur 1’étendue du champ d’activité biologique de nos
produits, une variété de micro-organismes a été sélectionnée de ce fait quatre (04)
bactéries pathogénes sensibles ont été choisies au cours de cette étude, ceux sont

donc :

1.1.1.1. Escherichia coli (E. coli) [ATCC-8737]: c’est une bactérie colibacille 8 Gram
négatif de la famille des entérobactéries intestinales présente chez les mammiféres et
trées commune chez I'étre humain. Découverte en 1885 par Théodore Escherich dans

des selles de nourrissons, c'est un coliforme fécal généralement commensal [3].
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1.1.1.2. Staphylococcus aureus (S. aureus) [ATCC-6538]: est un bacille & Gram
positif appartenant a la famille des Staphylococcus. C’est l'espéce la plus pathogéne,
elle est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées suppurées, et
dans certains cas extrémes, de septicémie [4].

1.1.1.3. Pseudomonas aeruginosa [ATCC-9027] : est une bactérie a Gram négatif
capable de produire des pigments qui appartient a la famille des Pseudomonaceae.
Elle est souvent rencontrée dans les sols, les végétaux et surtout dans les eaux douces
et marines. Cette bactérie pathogéne peut causer des infections de I’ceil et des
poumons, des brulures, etc. sa capacité a résister a de nombreux antibiotiques et
antiseptiques explique sa présence de plus en plus fréquente en milieu hospitalier

(infections nosocomiales) [5].

1.1.1.4. Salamonella typhimuruim (S. typhi) [ATCC-14028] : est une entérobacterie
du genre Salmonella. Ce bacille & Gram négatif, mobile et a forte contagiosité, est
responsable de gastro-entérites, de toxi-infections alimentaires et des fiévres
typhoides. Salmonella typhimurium est actuellement considérée comme le sérotype le

plus important sur le plan épidemiologique dans les salmonelloses humaines [6].
1.1.2. Méthodologie utilisée pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne

L’évaluation de [D’activité antimicrobienne a été réalisee par la méthode de

diffusion sur disque.
1.1.2.1. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diameétre) enrobés

dans du papier aluminium ont été stérilisés et autoclavés a 160°C pendant 1 heur [7].
1.1.2.2. Conservation des souches

Les souches bactériennes sont conservées dans des tubes stériles contenant la gélose
nutritive.

1.1.2.3. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé
comme suit : Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée.

Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant
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24h a 121°C, la gélose de Muller Hinton fondue est coulée dans des boites de Pétri

de 9 cm de fagon a obtenir une épaisseur de 4 mm.

1.1.2.4. Ensemencement des boites

Couler les boites de pétri stériles de 90 mm de diametre par la gélose de Muller
Hinton stérile prét a 1’usage. Laisser les boites entrouvertes devant la flamme
jusqu’a compléte solidification. Ensemencer des boites de pétri préalablement ont

été ensemencées chaque bactérie.

Figure 55. Ensemencement bactérien.

1.1.2.5. Méthode de diffusion sur disque

Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose
inoculée a I’aide d’une pince stérile. De méme les antibiogrammes réalisés avec des
disques contenants des antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a 1’emploi ont
été utilisés pour la comparaison avec les reésultats des produits testés [8]. Finalement,

les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37° [9].

Figure 56. L’incubation des boites de Pétri a 1’étuve pendant 24 heures a 37 °C.

1.1.2.6. Détermination de la zone d’inhibition

L’apparition d’une zone claire autour des discs indique 1’action antibactérienne des
produits vis-a-vis la souche bactérienne testée. Les diamétres de la zone claire sont
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mesurés a l'aide d'une régle graduée, et les résultats obtenus sont exprimés en
millimétre. Les bactéries seront classées selon le diamétre d’inhibition dans I’une des
catégories suivantes: résistance, sensibilité limitée, sensibilité moyenne et trés sensible

[10] comme le montre le Tableau 26.

Tableau 26. Sensibilité et degré d’activité selon le diamétre d’inhibition.

Diamétre du halo Degre de sensibilité )
Résultats
d’inhibition (X) des germes.

X<8 mm Résistante -
8mm< X < 14mm Sensibilité limitée +
14mm< X< 20mm | Sensibilité moyenne ++

X>20 mm Tres sensible +++

1.2. Evaluation in vitro de P’activité anti-oxydante
1.2.1. Oxydation

L’oxydation est le phénomene qui fait rouiller les métaux, rancir les graisses et flétrir
les légumes et les fruits en modifiant leurs godt et couleurs [11]. Ce phénoméne
chimique génére des espéeces réactives dont les radicaux libres, les espéces chimiques
neutres et/ou chargées. Les especes réactives générées sont instables et ne cherchent
qu’a récupérer un électron dans leur environnement, pour retourner a leur état plus
stable.

Dans le cas de I’enzyme 1’oxydation entraine une modification ou perte de I’activité
biologique de la molécule, ce qui provoque des désorganisations cellulaires parfois

irréversibles entrainant la mort de la cellule [11].
1.2.2. Stress oxydatif

La découverte d'especes chimiques radicalaires présentes normalement dans
l'organisme a bouleversé la compréhension des mécanismes biologiques [12]. Ces
radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, car a dose bien
précise, ils sont nécessaires pour l'organisme. Cependant, leur production peut devenir
excessive, due a plusieurs phénomeénes exogenes ou endogénes et de ce fait,

I'organisme va devoir se protéger par différents systémes antioxydants [12].
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L'organisme doit alors confronter et contrdler la présence des antioxydants et des pro-
oxydants continuellement. Le stress oxydant désigne le déséquilibre entre la
génération des espéces réactives et celle des antioxydante, menant a des dommages
oxydants. C’est une situation ou la cellule ne contréle plus la présence excessive des

especes radicalaire toxiques [13].
1.2.3. Radicaux libres

Un Radical libre est une molécule, ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif [14]. L’ensemble des radicaux libres et de

leurs précurseurs est souvent appelé : espéces réactives, comme celles de I’oxygeéne.
1.2.4. Antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi
retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats [15]. Ces molécules agissent par

¢change ou appariement d’électron célibataire.

1.2.4.1. Mode d'action

Les antioxydants agissent de difféerentes maniéres :

- lIs peuvent empécher la formation directe des radicaux libres,

- lls peuvent faire la liaison avec les radicaux libres et les détruire,
- lIs renforcent le systéme immunitaire de défense.

- lls réparent les dommages résultants des radicaux libres.

1.2.4.2. Types d’antioxydants
Deux types d’antioxydants sont distingués :
1.2.4.2.1. Antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais
Ce type permet Dinterruption de la chaine auto-catalytique comme le montre
I’équation ci-apres :
AH+R*®*—> A*+RH
La molécule AH est considérée comme antioxydante, si le radical formé A® est plus

stable. La stabilité de ce dernier peut s’expliquer par sa conversion en composés non

radicalaires comme dans I’équation suivante [12][16] :

A"+ A — A-AouA®* +R" — A-R
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1.2.4.2.2. Antioxydants secondaires ou préventifs

Ce type assure I’inhibition de la production des radicaux libres. Ce sont des
substances qui décomposent les hydroperoxydes en alcool, les thiols (Glutathion,
acides aminés soufrés) ou les disulfures. Elles sont des protecteurs vis-a-vis les UV
comme les carotenes, des chélatants de métaux promoteurs d’oxydation (De type fer
et cuivre) comme I’acide citrique et les lécithines, ou des séquestrants d’oxygene

comme I’acide ascorbique [11].

Pour mesurer l'activité anti-oxydante d’une substance, plusieurs méthodes sont
disponibles [17-18]. Elles peuvent étre classées en deux groupes selon deux
mécanismes: soit par le transfert d’atome d’hydrogene, soit par le transfert d’un
simple électron [19]. Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer
la peroxydation des lipides en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La
quantification de cette propriété est exprimée par la mesure du degré d’inhibition de
I’oxydation [20]. Les méthodes du deuxiéme groupe sont celles qui interviennent dans
la mesure de I’habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage
du peroxyde d’hydrogéne (H202), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle
(*OH), des anions superoxyde (O2*), du peroxyle (ROQO®) et de I’oxyde nitrique
(NO*®) [21].

Parmi ces techniques, nous citerons :

La méthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total) [22].

La méthode photochimi-luminescence (PCL) [23].

La méthode d’ORAC (capacité d’absorbance du radical oxygéne) [24].

La méthode d’ABTS (2,2-azinobis-(3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(capacité anti-oxydante équivalente de Trolox) [25].

La méthode DMPD (Balayage du radical cation N, N- diméthyl-p-phénylénediamine)
[26].

La méthode du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) [27].

La méthode FRAP (capacités réductrices ferriques d’antioxydants) [28].

La méthode TOSC (capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux) [29].

1.2.5. Méthodologie utilisée pour I’évaluation de I’activité anti-oxydante

La plupart des tests antioxydants consistent a étudier la disparition ou la formation

d’un produit spécifique dans un milieu soumis a un stress oxydant. Cependant, chaque

132



Chapitre Il Evaluations des propriétés antibactériennes et anti-oxydantes

test permet d’étudier I’inhibition d’une seule espéce oxydante ou bien la protection
d’une seule cible a la fois. Ainsi, I’évaluation de I’activité anti-oxydante par une
technique donnée ne fournit que des informations partielles sur 1’activité des
composeés. Il est donc nécessaire de réaliser différents tests antioxydants afin de
percevoir la capacité réelle de protection d’un composé dans un milieu biologique
complexe. Pour les composés synthétisés, nous avons donc réalisé deux tests
différents avec des cibles et des especes oxydantes variées. Pour chaque méthode
utilisée, le principe du test sera indiqué avant de détailler et de discuter des résultats
obtenus.

1.2.5.1. La méthode du radical DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle not¢ DPPH fut I'un des
premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant
[27]. Ce composé est disponible commercialement sous forme d’un radical stable a
I’¢état solide. Il possede un électron non apparié sur un atome d’azote, caractérisé par
son spectre d’absorption UV-visible a une longueur d’onde d’absorption en solution
alcoolique a 515nm-518nm. La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en
mesurant la diminution de la coloration, due & une recombinaison des radicaux DPPH,
mesurable par spectrophotométrie UV-vis a 515-518 nm. Il réagit par arrachement
d’un H a un antioxydant pour donner le 2,2-diphénylhydrazine (DPPH-H) (Schéma
40).

NO,

NO,
N- Ph ’ ﬁl Ph
R
~N RH N
T ‘ N
Ph Ph
O,N NO, O,N NO,

DPPH DPPH-H

Schéma 43. Structure du radical DPPH et produit de réduction DPPHo.

Ce test, largement utilisé, est rapide a mettre en ceuvre et peut étre adapté a des
évaluations a haut débit. La mesure du piégeage du radical DPPH a été effectuée
selon la méthodologie décrite par Brand-Williams et ses collaborateurs (1995).

1 ml de différentes concentrations des composés testés (10, 25, 50, 100, 200, 250 et
500 ug/mL) dans le méthanol a été ajouté a 2 mL d'une solution méthanolique & 0,004
% (p/v) de DPPH. La solution est incubée a I’obscurité et a température ambiante

pendant 30 min, ensuite la réaction de transfert d’hydrogéne de I’antioxydant vers le
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DPPH?® est suivie par spectroscopie UV-visible en enregistrant la décroissance de la
bande d’absorption du DPPH®a 517 nm.
Le pourcentage d'inhibition (I %) de la production de radicaux libres a partir de DPPH

a été calculé par I'équation suivante
% de balayage DPPH = [(A contrdle — A échantillon) /A contr6le] x 100.

Ou A controle est l'absorbance de la réaction témoin (contenant tous les réactifs a
I'exception du composé a tester) et A échantillon est I'absorbance du composé a tester.
Une courbe d'étalonnage de la vitamine C a été tracée (différentes concentrations de la

vitamine C en fonction de leur 1 %).
1.2.5.2. Le radical ABTS

Le radical cation de I’acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS) est stable sous sa forme libre. Ce radical est facilement formé a partir de
I’acide correspondant par oxydation en présence de persulfate de potassium. D’autres

oxydants peuvent étre utilisés, tels que le dioxyde de manganese (MnO3).

Antioxydante

+eo
s SOH s SOH
HO,S s N:< K,S,04 HO;S s N:<
/ —_— _/
—N N N /N
N Et/ N Et
\ \
Et Et

ABTS ABTS'+

Schéma 44. Structure du radical ABTS*®.

Ce radical est utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant de fluides biologiques, de
mélanges complexes ou de composés purs. Il est capable de réagir avec des
antioxydants classiques de type phénols et thiols, mais aussi avec tout composé
donneur d’hydrogene ou d’électron [25]. Ce radical est caractérisé par un spectre UV
avec des maximums d’absorbance a 416, 650 et 734 nm. La concentration de ce
radical peut étre déterminée en mesurant I’absorbance a ces longueurs d’onde.
L’addition d’un antioxydant a une solution de ce radical cation entraine s réduction et
une diminution de 1’absorbance a 734 nm. Cette diminution dépend de I’activité anti-

oxydante du composé testé mais souvent aussi du temps et de la concentration.

En pratique, a une solution d’ABTS a 7 mM dans 1’eau est ajoutée une solution de
persulfate de potassium a (2.4 mM). En quantités égales, les deux solutions méres ont

été mélangées et laissées réagir pendant 12 h dans I'obscurité a température ambiante

134



Chapitre Il Evaluations des propriétés antibactériennes et anti-oxydantes

pour former le radical cation ABTS*. Avant utilisation, la solution est diluée pour
obtenir un absorbance de 0,701 + 0,005 & 740 nm.

La solution diluée de radical ABTS™ (990 pL) a été laissée réagir avec (10 pL) des
solutions des composés a tester a des concentrations variables. Aprés 7 min,
I'absorbance a été prise a 734 nm a l'aide d'un spectrophotometre. Le pourcentage de
réduction du radical ABTS™® est calculé selon la formule ci-dessous :

% de balayage ABTS = [(A controle — A échantillon) /A contréle] x 100.

I1. Résultats et discussion
I1.1. Activité antibactérienne

Les composés synthétisés ont été criblés pour leur activité antibactérienne in vitro et
ont été déterminés en utilisant la methode de diffusion sur disque [8]. Les papiers
filtres Whattman ont été autoclaves pendant une heure a 140°C. Tous les produits ont
été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) pour dilution afin de préparer des
solutions meres et deux solutions filles pour le dosage antimicrobien; la charge
bactérienne est égale a 0,62 McF. Les plagues de gelose ont été inoculées
uniformement en surface avec un bouillon de culture frais de bactéries Gram positives
comprenant: Staphylococcus aureus (ATCC-6538), Salamonella typhimuruim
(ATCC-14028) et Gram négatif : Escherichia Coli (ATCC-8737), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC-9027). Les disques imprégnes de 10 pl ont été déposés sur les
plaques de gélose, puis incubés a 30°C pendant 1 h pour permettre une bonne
diffusion. Ils ont ensuite été transférés dans un incubateur a 37+2 °C pendant 24
heures. Les zones d'inhibition ont été mesurées a I'échelle du mm. Dans notre étude, la

gentamicine a été utilisée comme antibiotique de référence.
Les produits synthétisés sont regroupés en trois séries.

Série 1: Les dérivés de Pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines et
pyridazino-purines.

Série 2 : Les dérivés de pyrazoles, isoxazoles, pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-
pyrdazines.

Série 3: Les deérivés de Pyrimido[1,6-a]pyrimidine, Pyrimido[1,2-g]purine et
Pyrimido-[2,1-e]purine.

Les résultats sont regroupeés respectivement dans les Tableaux 11, 12, 13 et 5. D’aprés
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les résultats obtenus, les séries testées semblent étre dotés d’une activité inhibitrice

assez importante via les différentes bactéries.

11.1.1. Effet antibactérien de la série 1 (Pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-

pyridazines et pyridazino-purines)

Les composés de la série 1 montrent en général une activité modérée vis a vis des

souches bactériennes étudiées, les résultats sont regroupés dans le Tableau 27.

Tableau 27. Evaluation de I’activité antibactérienne des composes de la premiere

série.
Diamétre de la zone d'inhibition (mm/mg)
Bactéries
. G+ G-
Composes —
Staphylococcus | Salamonella Pseudomonas Escherichia
aureus typhimuruim aeruginosa Coli
DMSO - - - -
Gentamicine 25 22 23 27
Concentration
150 | 75 |37.5| 150 | 75 | 375|150 | 75 |37.5|150 | 75 |37.5
ng/mL
136 14 1 95 6.5 |7.25| 6 - 9 75| - - - -
139 8 - - - - - 14 1 11 | 6 (115 65 -
140 13 1 8 | 7 - - - 10 7 | - 65 - -
142 125825 | 6.5 16,5 |115 85 15 13| 9 | 14 | 115 8
143 10 | 65| - - - - 7 - - 131 9 |65
144 22 17 | 15 | 21 | 17 13 |23 165 15 - - -
145 105 - - 13,8 7 11 |75 - 8 65 -
146 11 | 8 7 114|127 |13 |115 65 - - -
159 9 - - - - - |11 |95 8 - - -
161 10 |65 - 12 85 65 |125/105|75 | 85 75 | 6.5
163 0, 7, 6 95 8 | 7 825 - - 11 | 95|65
164 95 7 - 112 8 ' 6 |14 12 | 7 |105 9 -
165 10 | 8 | 6 - - |- |14 12 85 8 - -
166 - - - 11 9 6 |10 | - - - - -

136
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Le composé 144 dérivés de la guanine est inactif vis-a-vis d’Echrichia coli qui a
résisté a une forte concentration, mais il a montré une activité antibactérienne
importante vis-a-vis des trois souches telles que Pseudomonas aerogenosa,
Staphylococcus aureus, Salamonella typhimuruim dont les zones d’inhibition varient
entre 23, 22 et 21 mm respectivement a des concentrations meres 150 ug/mL. Dans
les concentrations minimales 37.5 pg/mL, il montre aussi des zones d’inhibitions
remarquables entre 13 mm pour Salamonella typhimuruim et 15 mm pour
Pseudomonas aerogenosa et Staphylococcus aureus. Comme le montre la Figure 57

)

suivante.

Et0OC COOEt
144

Figure 57. Evaluation de I’activité antibactérienne du composé 144 contre Pseudo-
monas aerogenosa(A), Staphylococcus aureus(B), Salamonella typhimuruim (C).

Concernant le Staphylococcus aureus, le niveau d’activité biologique est modéré dans
tous les produits avec une zone d’inhibition variée entre (6.5-22 mm) sauf 166 ne
présente aucun effet contre ce type de bactérie.

Pour le Salamonella typhimuruim, on remarque une zone d’inhibition relativement
aucun effet biologique.

Tous les composés ont présenté une activité modérée contre Pseudomonas

aeruginosa avec une zone d’inhibition entre 6 et 23mm.

137



Chapitre Il Evaluations des propriétés antibactériennes et anti-oxydantes

Les composés de cette série ont montré une légere activité contre 1’Escherichia coli

avec une zone d’inhibition entre 6.5 et 14 mm, mais les composés 136, 144, 159

et 166 ne donnent aucun effet, donc sont inactifs.

11.1.2. Effet antibactérien de la série 2 (pyrazoles, isoxazoles, pyrazolo-

pyridazines et isoxazolo-pyrdazines)

Cette série contient les dérivés de pyrazoles, isoxazoles, pyrazolo-pyridazines et
isoxazolo-pyrdazines. Les résultats du pouvoir bactéricide sont regroupés dans les
Tableaux 28 et 29.

Tableau 28. Evaluation de I’activité antibactérienne des pyrazoles et isoxazoles.

Zone d’inhibition en (mm/mg)

Bactéries
Composés Gram (+) Gram (-)
Staphylococcus | Salamonella | Pseudomonas
aureus typhimuruim aeruginosa
DMSO - - -
Gentamicine 25 22 23
Concentration
150 | 75 | 375|150 | 75 |37.5| 150 | 75 |37.5
ng/mL
150 12 /10565 | 13 ) 10 | - |125 11 | 10
151 11175 | 6 115 95 7 | 10 | 8 |6.25
152 12511 7 |12 /10 - | 15| 12 65
153 9 | 8 65 95 7 - |115/85 7
154 10.5] 9 7 11085 7 | 10| 9 85
155 1119585 11 9 (75| 13| 10 9
156 8 625 6 | 17 | 11| 9 | 15 |125 85
157 21 /15 6 | 23 18 16 22 | 18 135

Le composé 157 a montré une activité antibactérienne importante vis-a-vis des trois
souches dont les zones d’inhibition varient entre 23, 22 et 21 mm a des concentrations

meres 150 ug/mL. Comme le montre la Figure 58.
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Figure 58. Evaluation de I’activité antibactérienne du composé 157 contre Pseudo-
monas aerogenosa(A), Staphylococcus aureus(B), Salamonella typhimuruim(C).

Dans les concentrations minimales 37.5 pg/mL, le composé 157 montre aussi des
zones d’inhibitions remarquables entre 16 mm pour Salamonella typhimuruim, 13.5

mm pour Pseudomonas aerogenosa et 6 mm pour Staphylococcus aureus.

L’analyse des résultats obtenus montre également que la plupart des pyrazoles et
isoxazoles testes présentent une activité antibactérienne modérée ou légere envers les

souches étudiées avec une zone d’inhibition variée entre 6 mm et 17 mm.

Concernant les dérivés de pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-pyridazine, I’analyse des
résultats montre que ces produits testés présentent des zones d’inhibition relativement
variables entre 6-15 mm pour les microorganismes utilisées, en revanche, aucune

zone d’inhibition n’est observée pour Pseudomonas aeruginosa pour le composé 171.
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Tableau 29. Evaluation de I’activité antibactérienne des pyrazolo-pyridazines et
isoxazolo-pyridazine.

Zone d’inhibition en (mm/mg)

Bactéries
Composés Gram(+) Gram(-)
Staphylococcus Salamonella Pseudomonas
aureus typhimuruim aeruginosa
DMSO - - -
Gentamicine 25 22 23
Concentration
100 | 50 | 25 | 100 50 25 100 50 25
ng/mL
167 9 65 - 15 13 6 12 10 | 85
168 10 [ 85| 7 12 105 | 75 13 10 7.5
169 11 | 10 8 15 8 6.5 9 - -
170 12 | 10 | 9 10 9 6.5 | 14 11 | 115
171 6 - 7 13 | 115 9 - - -

Figure 59. Evaluation de I’activité antibactérienne du composé 167 contre
Pseudomonas aerogenosa).
11.1.3. Effet antibactérien de la série 3 (Pyrimido[1,6-a]pyrimidine, Pyrimido
[1,2-g]purine et Pyrimido[2,1-e]purine).
L’activité antibactérienne de Pyrimido[1,6-a]pyrimidine, Pyrimido[1,2-g]purine et

Pyrimido[2,1-e]purine a été déterminée avec des diamétres d’inhibition allant de 7 a

14 mm. Les résultats sont résumés dans le Tableau 30.
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Tableau 30. Evaluation de I’activité¢ antibactérienne des composés de la troisiéme
série

Zone d’inhibition en (mm/mg)

Bactéries
: § +
Composés Gram(-) g Ghralm( )
Escherichia coli taphylococcus
aureus
DMSO _ -
Gentamicine 25 -
Concentration
250 | 125 | 625 25 125 | 625
png/mL
182 11 8 _ 14 11 -
-~ 9 ' 7 - | 14 10 -

D’apreés le tableau, le composé 181 montre une activité légere pour I’Escherichia coli
avec un diamétre d’inhibition 12 mm a la concentration 250 pug/mL et il est inactif
aux autres concentrations. 1l montre aussi une légere activité pour le Staphylococcus
aureus avec un diamétre d’inhibition entre 13 mm, 10 mm et 8 mm aux concentrations

250 pg/mL, 125 pg/mL et 62.5 ug/mL respectivement.

Pour I’Escherichia coli, les composés 182 et 183 donnent des activités légéres avec
un diamétre d’inhibition compris entre 7 et 11 mm a les concentrations 250 pg/mL,
125 pg/mL par contre il ne présente aucun niveau de sensibilité a la concentration 62.5

pg/mL.

Concernant le Staphylococcus aureus, les composés 182 et 183 ils présentent une
activité considérable avec un diamétre d’inhibition compris entre 10 et 14 mm a les
concentrations 250 pg/mL, 125 pg/mL par contre il ne donne aucun effet biologique a

la concentration 62.5 pug/mL.
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Figure 60. Evaluation de I’activité antibactérienne du composé 183 contre
Escherichia coli (A), Staphylococcus aureus(B).

—
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11.2. Activité anti-oxydante:

Les tests par capture du radical DPPH et ABTS ont été réalisés systématiquement au
moins deux fois pour chaque composé. L’ensemble des résultats obtenus nous a
permis de déterminer quelques indications sur la relation structure-activité de nos

composés pour ce test. Les composés testés peuvent étre organisés en trois séries :

Série 1: Les Pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines et pyridazino-
purines.

Série 2 : Les pyrazoles, isoxazoles, pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-pyrdazines.
Série 3: Les deérivés de Pyrimido[1,6-a]pyrimidine, Pyrimido[1,2-g] purine et
Pyrimido[2,1-e]purine.

11.2.1. Effet antioxydant de la série 1

La solution mere de cette série est de concentration (1mg/mL); ensuite une gamme de
dilutions a été préparée a partir de cette derniére. Pour calculer I’IC50, on détermine
I’équation de la droite de régression linéaire pour chaque courbe et on calcule pour

une inhibition de 50% de la concentration correspondante.

Tableau 31. L'activité anti-oxydante in vitro de la premiére série vis-a-vis du DPPH.

Concentration pg/mL
10 25 50 100 200 250 500 1Cso
136 4493 | 47.25 | 48.34 | 48.92 | 49.50 | 50.08 | 50.997 | 242.29
139 46.03 | 52.65 | 53.24 | 55.52 | 61.16 | 64.20 64.28 @ 23.81
140 68.82 | 80.36 | 88.37 | 92.25 | 94.14 | 95.61 | 96.38 | 8.18

Composés
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142 43.56 | 53.67 | 54.086 | 56.108 | 57.54 | 58.67 | 64.36 | 19.34
143 41.70 | 58.72 | 63.86 | 69.17 | 78.52  81.05 | 88.71 | 17.46
159 60.13 | 69.27 | 7558 | 82.81 | 87.54 | 91.94 | 9452 | 8.81
161 72.26 | 83.06  90.95  92.44 9568  96.84 | 97.51 | 6.55
163 67.11 | 79.24  80.73 | 85.05 8596  89.04 | 92.28 | 7.93
Vit C 83.77 | 86.96 | 91.19 § 94.51 | 9532 | 96.31 | 99.27 | 5.42

Tableau 32. L'activité anti-oxydante in vitro de la premiére série vis-a-vis de ’ABTS.

Concentration pg/mL
10 | 25 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 400 | ICso
136 6.29 /16.86 18.14 |20.14 |22.86 | 27 |31.14 4157 | 54 |367.76
139 1.14 | 12 28 29.71 33.57 |42.71 |50.29 |55.71 |59.43 | 247.70
140 9.43 |132.43 45.57 |51.71 |75.14 |80.57 |84.86 | 87 |90.14 | 85.32
142 12.27 114.98 |17.55 |24.54 |27.96 29.81 |32.24 |51.50 |59.91 | 295.04
143 3529 36 37 |57.29 | 76 85.57 87.29 | 89 |92.57 | 82.29
159 25.29 141.71 51.43 79.71 87.14 89.29 96.43 96.5796.75 | 46.66
161 28.14 145.86 69.71 80.29 86.43 87.71 88 88 88 | 28.99
163 29.29 | 43 |44.14 51.86 69.43 |71.43 |86.29 |87.86 | 88 | 86.68
BHT 28.43 131.25 35.25 |64.50 65.49 69.73 |70.86 |73.69 |90.66 | 75.39

Composés

Les valeurs IC50 sont résumeées dans les Tableaux 31 et 32. L'activité de piégeage
des composes 136-146 sur DPPH et ABTS a éte comparée a celle de I'agent standard,
I'acide ascorbique (1C50=5,42 ug/ml) et le BHT (IC50=75,39 pg/mL) respectivement.
A une trés faible concentration, 140 et 143 ont montré une bonne activité de piégeage
des radicaux avec une valeur d'ICso a été trouvée respectivement 8.18 ng/mL, 17.46
ug/mL sur DPPH et 85.32 ug/mL, 82.29 ug/mL sur ABTS en raison de la présence
des groupements donneurs d'électrons qui sont le méthoxy (OCHs) et 1’hydroxyl
(OH), attaché aux cycles benzéniques. Mais apres avoir condensé ces composes pour
atteindre aux cycles fusionnées avec pyridazines, nous avons obtenu une activité
beaucoup plus élevée dans 161 et 163 que 140 et 143 avec une valeur de 1Cso a été
trouvée 6.55 pg/mL, 7.93 pg/mL et 28.99 pg/mL, 86.68 pg/mL sur DPPH et ABTS

respectivement.
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Figure 61. Pouvoir d’inhibition du DPPH*® (A) et ABTS"* (B) en fonction des

différentes concentrations des Pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines.

Le composé 139 a montré une capacité de piégeage modeérée presque similaire
(64,28% en DPPH, 59,43% en ABTS) a celle du composé 142 (64,36% en DPPH,
59,91% en ABTS). D’aprés les courbes ci-dessus, illustrent que 136 possede l'activité
inhibitrice la plus faible dans les deux méthodes. Mais apres la formation du noyau
pyridazine et sa fusion avec leur structure, la capacité de piégeage augmente
positivement comme observé dans le composé 159 avec des d’IC50 trés intéressantes
dans DPPH (8.81 pug/mL) et ABTS (46.66 pg/mL).

Les composés 159 et 161 ont montré un effet de piégeage sur ’ABTS plus élevé que

I'agent standard BHT, comme le montre la figure.
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Figure 62. Histogramme comparative des IC50 de la série 1 dans les deux méthodes.

Nous avons observé que les composes 144-145 et 164-165 ont un pourcentage
d'inhibition reversible comme le montre la figure 63. Ces produits sont synthétisés a
partir d'une base nucléique qui est la guanine. La thymine et la guanine sont plus
sensibles aux dommages oxydatifs qui comprennent des modifications de leurs
structures telles que l'ajout de bases et de groupes de sucre, des ruptures d'hélice
simple et double, et la formation de liaisons transversales avec d'autres molécules
[30]. Dans ce cas, il existe une possibilité d'oxydation de la guanine par le DPPH, ce

qui entraine une inversion du pourcentage d'inhibition.
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Figure 63. Pouvoir d’inhibition du DPPH® (A) et ABTS™ (B) en fonction des

différentes concentrations des composés 144-145 et 164-165.
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11.2.2. Effet antioxydant de la série 2

Selon les résultats obtenus, les dérivés pyrazoles et isoxazoles testés ont présenté des
valeurs d’IC50 indiquant un bon potentiel antioxydant (Bon piégeurs de radicaux
libres).

Tableau 33. L'activité anti-oxydante in vitro de la deuxiéme série vis-a-vis du DPPH.

Concentration pg/mL
10 25 50 100 200 250 400 500 1Cso
150 53.89 | 71.36 | 73.17 | 84.66 | 89.77 | 95.28 | 96.93 | 97.40 | 9.81

151 58.22 | 65.15 | 76.55 | 84.19 | 89.69 | 96.62 | 96.70 | 96.70 | 8.18
153 71.52 | 78.05 | 87.41 | 92.68 | 93.15 | 93.23 | 93.23 | 93.23 | 6.05
154 74.74 | 82.22 | 86.31 | 86.70 | 89.77 | 90.24 | 91.66 | 94.57 | 6.55
57.59 | 76.95 | 81.83 | 81.90 | 81.90 | 81.90 | 81.90 | 81.90 | 8.81
48.99 | 57.96 | 58.93 | 62.01 | 73.70 | 76.78 | 83.29 | 92.70 | 12.07
157 56.73 | 57.99 | 67.74 | 76.71 | 84.89 | 91.97 | 93.15 | 93.55 | 9.06
57.43 | 59.54 | 60.07 | 60.95 | 61.57 | 61.74 | 61.92 | 62.36 | 8.81
83.77 | 86.96 | 91.19 | 94.51 | 95.32 | 96.31 | 98.21 | 99.27 | 5.42

Composés
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Tableau 34. L'activité anti-oxydante in vitro de la deuxiéme série vis-a-vis de
I’ABTS.

Concentration pg/mL
10 25 50 100 | 150 | 200 | 250 300 350 | ICso
150 9.05 |11.46 |13.69 |17.96 |24.47 129.28 |35.36 |44.27 | 57.71 321.22
151 9.76 |26.03 47.52 |90.10 92.22 92.79 92.79 92.79  92.79 52.98
152 6.51 |13.15 |13.63 |14.81 |15.98 21.50 |36.78 |50.64 | 68.32 298.39
153 5.80 |13.44 41.02 |69.59 75.25 90.52 93.78 93.92  93.92 64.97
154 453 [7.36 |9.05 |11.32 14.71 |41.58 43.85 52.48 | 67.89 284.89
155 15.28 |26.31 40.03 |61.10 79.49 |83.73 82.74 82.74 82.74 | 73.86

Composes

156 37.34 138.33 |41.03 |46.11 |50.64 |52.05 |56.15 |57.00 | 60.82 143.05

157 1.56 |14.85|19.94 32.25 47.52 |48.66 |66.20 |78.93 | 87.98 203.27
158 9.06 25.80 45.54 |88.14 90.53 |90.91 90.91 90.91 90.91 54.89
BHT 28.43 131.25 35.22 64.50 65.49 69.73 70.86 |73.69 | 90.66 | 75.39
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On note que : ces composés, ont montrées une plus grande capacité de piégeage du
radical libre DPPH® par rapport a I’acide ascorbique. Le pouvoir de piégeage du
DPPH®* le plus élevé était observé pour le composé 153, avec une valeur d’IC50 de
6.05 pg/mL, suivie par celui du composé 154 (6.55 pug/mL). Les composeés restants
ont exhibées des pouvoirs inferieurs que ces deux derniers.

Les résultats du pouvoir réducteur de ’ABTS*™® montre que les produits 151, 158 153
et 155 présentent la plus forte activité anti-oxydante et en plus possédent une capacité
anti-oxydante in vitro supérieure a celle relevée pour le BHT avec une valeur d’IC50

52.98 pg/mL, 54.89 pug/mL, 64.97 pg/mL, 73.86 pg/mL respectivement.

Les graphes illustrés sur la Figure 64, représentent la variation du pourcentage de
réduction de DPPH*® et ABTS™ en fonction de la concentration des composés testé
avec les antioxydants Vit C et BHT comme standards.
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Figure 64. Pouvoir d’inhibition du DPPH*® (A) et ABTS*® (B) en fonction des

différentes concentrations des pyrazoles et isoxazoles.

La littérature indique que le cycle pyridazine possede une bonne activité antioxydante,
cette étude vise a confirmer que ces groupes peuvent jouer un réle important dans
I'amélioration de l'approvisionnement en hydrogene et de la capacité de don/retrait
d'électrons. De plus, cette étude indique que de tels groupes fonctionnels peuvent
aider a stabiliser la forme radicalaire aprés don d'électrons ou apport d'hydrogéne. Sur

cette base, nous avons condensé les pyrazoles et isoxazoles pour atteindre aux
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pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-pyridazines puis ont été testés pour leur pouvoir

antioxydant.

Tableau 35. L'activité anti-oxydante in vitro des pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-

pyridazines vis-a-vis du DPPH.

Concentration pg/mL
10 25 50 100 200 250 1Cso
167 50.40 | 54.04 | 58.92 1 66.90 | 70.36 | 74.27 |9.86
168 49.69 | 50.31 | 52.26 | 56.34 | 59.01 @ 61.93 | 16.63
169 59.80  66.01 | 75.61 | 8552 | 89.85 H91.11 |8.16
170 61.92 | 73.80 | 87.88 | 93.86 | 94.10 | 94.18 | 8.17
171 72.15 80.57 | 88.67 | 92.37 93.47 93.71 | 7.10
Vit C 83.77 186.96 | 91.19 | 9451 | 95.32 1 96.31 | 542

Composés

Tableau 36. L'activité anti-oxydante in vitro des pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-

pyridazines vis-a-vis de I’ABTS.

Concentration pg/mL
10 25 50 100 150 200 250 1Cso
167 19.69 | 28.61 | 31.16 H 36.26 4| 47.31 | 58.36 | 64.73 | 162.08
168 11.61 | 16.99 | 45.75 | 61.19 H81.14 | 90.08 | 90.65 | 63.65
169 20.25 | 37.68 | 50.99 | 70.54 | 84.42 A 89.38 | 89.38 | 47.73
170 2479 | 53.26 | 77.62 | 89.52 H89.66 K 89.80 | 89.80 | 23.21
171 18.84 | 27.34 | 50.71 | 70.25 | 74.79 | 89.24 | 89.38 | 49.11
BHT 28.43 |31.25 | 3522 6450 |6549 69.73 70.86 | 75.39

Composes

Le composé 171 a montré une bonne activité de piégeage des radicaux DPPH avec
une valeur d'IC50 7.10 pg/mL. En revanche, le composé 170 considére comme le
meilleur antioxydant parmi tous les composés étudiés dans toutes les séries vis-a-vis
le test ABTS avec une valeur d’1Cso 23.21 pg/mL.

D’une part, les composés 169 et 170 ont une activité de piégeage des radicaux DPPH
similaire (8.16 pg/mL et 8.17 pg/mL) et d’autre part, 169 et 171 une activité de
piégeage des radicaux ABTS similaire (47.73 pg/mL et 49.11 pg/mL).
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Tous les composés possédent une capacité anti-oxydante trés bonne que celui de BHT
vis-a-vis le test ABTS. Tandis que, le compose 167 était le moins efficace avec une
valeur 1C50= 162.08 pg/mL.
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Figure 65. Pouvoir d’inhibition du DPPH*® (A) et ABTS™ (B) en fonction des
différentes concentrations des pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-pyridazines.

Ces graphes montrent bien que le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH*®
et ABTS*® augmente proportionnellement avec la concentration de des pyrazolo-

pyridazines et isoxazolo-pyridazines.

Aprés avoir discuté les résultats obtenus, ils ont été comparés aux les obtenus
précédemment. Nous avons constaté qu’il y’a une diminution notable des valeurs
d’IC50 au niveau des pyrazolo-pyridazines et isoxazolo-pyridazines par rapport aux
celles des pyrazoles et isoxazoles sauf le composé 168 en raison de probleme de
solubilité dans le méthanol. Comme nous le savons c’était plus la valeur d’IC50 est
basse, plus l'activité anti-oxydante d'un composé est grande, donc les pyrazolo-
pyridazines et isoxazolo-pyridazines posséde une tres bonne activité antioxydantes

vis-a-vis des radicaux étudiés.
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Figure 66. Histogramme comparative des 1C50 de la série 2 dans les deux méthodes.

11.2.3. Effet antioxydant de la série 3
L’activité anti-oxydante des dérives choisis vis-a-vis du radical DPPH et ABTS a eté

mesurée. Les valeurs IC50 sont résumées dans les tableaux 37, 38.

Tableau 37. L'activité anti-oxydante in vitro de la troisiéme série vis-a-vis du DPPH.

Concentration pg/mL
10 25 50 100 | 200 | 250 | 500 I1Cso

181 48.57 | 49.48 | 51.14 | 52.57 | 57.20 | 60.99 | 67.82 | 27.11

Composes

182 40.01 | 52.49 | 55.60 | 59.14 | 65.46 67.65 | 80.88 | 22.021

it C 83.77 | 86.96 | 91.19 | 94.51 | 95.32 | 96.31 | 99.27 | 5.42

Tableau 38. L'activité anti-oxydante in vitro de la troisieme série vis-a-vis de
I’ABTS.

Concentration pg/mL
Composés

10 25 50 100 150 200 | 250 | 300 | 400 | ICsp

181 30.10 |16.52 |42.51 |50.21 | 57.4966.19 71.61 |75.04 |84.45 |97.86

182 28.82 19.53 |33.67 | 53.78 | 56.69 59.63 65.84 72.04 |87.45 |90.72

183 24.54 15.25 |25.71 | 26.53 | 26.82 |33.81 53.64 |56.06 |66.62 [240.79

BHT 28.43 131.25/35.25 | 64.50 | 65.49 |69.73 70.86 |73.69 |90.66 |75.39

Les résultats obtenus, indiquent que le composé pyrimido [1,2-g]purine 182 posséde

un meilleur pouvoir réducteur des deux radicaux avec une valeur d’IC50 22.02 pg/mL
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vis-a-vis du test DPPH et 90.72 pug/mL vis-a-vis du test ABTS. Ce résultat est di a la
présence du groupement amide greffé au noyau d’adénine. Le composé 181 a montré
une capacité de piégeage presque similaire a celle du composé 182 27.11 ug/mL en
DPPH, 97.86 pug/mL en ABTS.

A B
................. H 100 - H
—a—BHT
100 e 182
80| —a— 181
80 —v—182
60 -
60 -
S S
EE. =N
204
207 —a—VitC
—e— 181
0 —A— 182 04
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400
[C] pg/ml [C] pg/ml

Figure 67. Pouvoir d’inhibition du DPPH*® (A) et ABTS™® (B) en fonction des
différentes concentrations des Pyrimido[1,6-a]pyrimidine 181, Pyrimido [1,2-g]purine

182 et Pyrimido-[2,1-e]purine 183.

Le composé 183 présente une activité modérée vis-a-vis du test ABTS. Par contre
n’est pas du tout été actif vis-a-vis du test DPPH. Ce composé comportant le noyau de
guanine et comme nous l’avons mentionné précédemment, la guanine sont plus
sensibles aux dommages oxydatifs donc il existe une possibilité d'oxydation de la
guanine par le DPPH, ce qui conduit a aucune valeur d’IC50 sur le diagramme ci-

dessous.
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Figure 68. Histogramme comparative des IC50 de la série 3 dans les deux méthodes.

Conclusion

Dans ce présent travail, on s’est intéressé aux effets anti-oxydants et antibactériens
des Pyrimidines, pyrimido-purines, pyrimido-pyridazines, pyridazino-purines,
pyrazoles, isoxazoles, pyrazolo-pyridazines, isoxazolo-pyrdazines, Pyrimido[1,6-

a]pyrimidine, Pyrimido[1,2-g]purine et Pyrimido-[2,1-e]purine.

En ce qui concerne ’activité antioxydante, deux méthodes ont été examinées; test du
DPPH, test de I’ABTS. Dans tous les tests réalisés, on a remarqué 1’existence d’une
corréelation significative entre I’activité des produits et leurs structures. La plus parts
des dérivés synthétisés montrent une activité anti-oxydante importante et relative

entre les différentes méthodes utilisées.

L’activité antibactérienne réalisée in vitro sur quatre souches bactéries, deux bactéries
Gram positives comprenant: Staphylococcus aureus (ATCC-6538), Salamonella
typhimuruim (ATCC-14028) et deux bactéries Gram négatif : Escherichia Coli
(ATCC-8737), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9027). Les résultats ont montré des

activités assez intéressantes sur lesbactéries testées.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif principal de travail présenté dans ce manuscrit était de synthétiser de
nouveaux composes hétérocycliques a visées thérapeutiques et étude de leurs potentiels
antioxydants et antibactériens.

La synthése de ces motifs hétérocycliques a été réalisée par les méthodes de synthese
classique basé sur la réaction multi-composants de Biginelli suivie d’une condensation

sur les nucléophiles azotés comme 1’hydrazine, le phénylhydrazine et I’arylamine.

Au cours du premier chapitre, nous avons exploité les données de la littérature
concernant les potentiels thérapeutique de divers hétérocycles étudiés comme les
pyrimidines, purines et pyridazines en géneérale et leurs dérivés fusionnés (pyrimido-
pyrimidines, pyrimido-pyridazine, pyrimido-purines et pyridazino-purines). Nous avons
mis en évidence le large éventail d’applications biologiques et pharmacologiques des

différents noyaux héterocycliques étudiés.

Au cours du deuxiéeme chapitre, nous avons présenté nos résultats concernant la
synthese et la caractérisation structurale de nouveaux composés hétérocycliques derivés
de pyrimidines, pyridazines et purines a visées thérapeutiques. Notre stratégie de
synthese des différents motifs hétérocyliques est basée sur 1’utilisation la réaction
multicomosants de Biginelli pour la synthése des pyrimidines.

Dans une premiére partie, nous avons exposé un apercu bibliographique sur les
méthodes de synthese de différents motifs hétérocycliques (pyrimidine, purines et
pyridazine) et leurs dérivés fusionnés comme les pyrimido-pyrimidines, pyrimido-
pyridazines et pyridazino-purines.

Dans une deuxiéme partie, nous avons préparé les dihydropyrimidines issus de la
réaction classique de Biginelli par condensation de I’oxalacétate de sodium, I’urée et un
aldéhyde aromatique en présence d’un catalyseur acide. Cette réaction a été étendue par
la suite aux nucléophiles azotés comme les nucléobases (adénine, guanine et cytosine),
I’hydrazine, le phénylhydrazine et I’hydroxylamine pour synthétiser de nouveaux
dérivés hétérocycliques tels que les pyrimido-purines, les pyrimido-pyrimidines, les
oxazoles et les imidazoles.

La présence des deux groupements fonctionnels ester (COOEt) sur les différents motifs
synthétisés va sans doute permette d’élargir la structure de ces composés par

condensation avec les hydrazines et les arylamines. Dans ce cas, la réaction conduit aux
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pyridazino-purines,  pyrimido-pyridazines, isoxazolo-pyridazines et imidazolo-

pyridazines.

Dans le troisieme chapitre, avons rapporté les résultats des études biologiques (activité
anti-oxydante et antibactérienne) des molécules synthétisés. Ces études biologiques ont
confirmés I’importance de ces dérivés hétérocycliques, a savoir :

- Des activités anti-oxydantes in vitro trés intéressantes contre les radicaux libres
(DPPH et ABTS).

- Des activités antibactériennes in vitro comparables a celles de la Gentamicine utilisé

comme antibiotique commercialisé.

Perspectives

Nous avons pu préparer de nouveaux composes hétérocycliques fusionnes dérivés de
pyrimidine, pyridazine, purine, pyrazole et isoxazole. La méthode utilisée peut étre
étendue a d'autres dérives, d'une part, et d'autre part, les intermédiaires obtenus peuvent
étre le siege de plusieurs transformations chimiques qui permettent d'accéder
rapidement a une large gamme de dérivés héterocycliques potentiellement actives.

Les molécules que nous avons préparées présentent deux podles d’intéréts. Ils sont,
comme tous les polyhétérocycles susceptibles d’avoir des propriétés biologiques
intéressantes (antibactériens et antioxydants) ils offrent des possibilités réactionnelles
supplémentaires grace a la présence des groupements esters et hydroxyls.

D’autres activités biologiques (in vivo et in vitro) anti-inflammatoires et anticancéreuses

sont en cours de réalisation.
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Chapitre 1V Partie experimentale

Appareillages et matérielles

Solvants et Produits

Les composés organiques de départ disponibles commercialement (Aldrich, Acros
organics) sont utilisés tels que recus sans purification additionnelle. Toutes les

réactions sont effectuées sous atmosphere d’argon, a moins d’avis contraire.

Les solvants de réaction sont préalablement séchés et distillés selon les méthodes

usuelles.

L’avancement des réactions et la pureté des produits obtenus ont été suivis par
chromatographie sur couche mince (CCM) de silice sur aluminium (plaques
commerciales Merck Kieselgel 60 F254, épaisseur de silice 0,2 mm) et révélées sous

rayonnement UV a 254 nm.

La separation des produits a été effectuée soit par chromatographie flash sur colonne

de gel de silice, soit par recristallisation a basse température ou précipitation.

1. Résonance Magnétique Nucléaire du proton (*H) et du carbone *C

Les spectres RMN *H et RMN®C ont été enregistrés respectivement a (300, 400 et
600) et (75 et 101 MHz) sur des spectrometres Bruker Avance a température ambiante.
Les déplacements chimiques () sont rapportés en parties par million (ppm) par

rapport au signal du MesSi pris comme référence interne.
La multiplicité des signaux est indiquée par les abréviations suivantes :

s: singlet, d: doublet, dd: double dédoublé, t: triplet, q: quadruplet, m:
multiplet....etc. Les constantes de couplage J (valeurs absolues) sont exprimées en
Hertz (Hz). Le logiciel Mestrenova-11.04-18998 a été utilisé pour traiter les spectres

obtenus.
2. Spectrométrie de masse

Les spectres de Masse ont été enregistrés sur un appareil HP 5989A MS, a 70 eV pour
les spectres IE et avec du méthane comme gaz réactif pour les spectres IC. Les
spectres ESI masse ont été obtenus sur Mariner (TOF ESI) et APl 365 (ESI 3Q)

spectromeétres de masse avec du méthanol comme un jet de solvant.
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3. Spectre Infrarouge

Les spectres Infrarouge sont réalisés a 1’aide du spectrophotomeétre a transformée de
Fourier (Agilent Cary 630) a partir d’échantillons dispersés dans une matrice de
bromure de potassium. Les fréquences caractéristiques sont repérées par leur nombre

d’onde exprimé en cm™.
4. Point de fusion

Les points de fusion ont été déterminés en utilisant 1’appareil Princeton instruments
model WRS-2.

Matériel et produits pour les tests biologiques

1. Muller Hinton : Milieu nutritif pour les souches bactériennes.

2. Les souches bactériennes réferencier et nous ont été fournies par I’institut de
pasteur (Staphyloccocus aureus, Escherchia Coli, Pseudomonas aeruginosa et
Salamonellatyphimuruim)

3. Solvant de dilution.DMSO

4. Antibiotique : Gentamicine

5. Boites de pétries.

6. Pipettes Pasteur, étuve, Bec Benzene.

7. Radicaux libres : DPPH et ABTS.

8. Acide ascorbique, BHT.
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Protocoles Expérimentaux
Préparation des dihydropyrimidine-2-one dicarboxylates par la réaction de Biginelli.
Procédure 1 : Synthése catalysée par HCI ou p-TsOH

Un mélange de diéthyle oxalacétate de sodium (un équivalent), nucléobase (adénine,
guanine ou cytosine) (un équivalent) et d’un aldéhyde aromatique (un équivalent) en
présence de 10 % mol de TsOH ou 2 gouttes de HCI conc. Dans de I'éthanol a été agité
au reflux pendant 3 heures. Apreés que la réaction ait été compléte (comme indiqué par
CCM), le mélange a été verse dans de I'eau froide et acidifié en utilisant HsPOs. Le
précipite a eté filtré, lave a I'eau et plusieurs fois a I'nexane ou a I'éther de pétrole. Le
solide qui a été separé a eté recristallisé dans de I'éthanol/eau (50:50) a basse
température ou en utilisant la chromatographie éclair sur gel de silice (éluant: CH2Cl»,
MeOH 95:5) pour fournir les pyrimidines fusionnées pures dans des rendements de
33% -59%.

Procédure 2 : Utilisation de SSA comme catalyseur

Un mélange équimolaires de di-éthyles oxalacétate de sodium, une nucléobase
(adenine, guanine ou cytosine) et un aldéhyde aromatique et de 10 mol % de SSA dans
de I'éthanol a été agité et chauffé a 90°C pendant 5 h. Une fois la réaction terminée
(suivi par CCM), le mélange a été refroidi a température ambiante a l'aide d'eau
glacée. Le solide obtenu a été filtré et lavé avec deux portions d'eau et plusieurs fois
avec de I'hexane et de I'éther de pétrole pour éliminer les traces d'aldéhyde. Le
catalyseur SSA a été séparé du produit apres dilution du mélange réactionnel avec du
CH.Cl>. La purification se faite par recristallisation a partir d'éthanol/eau (50:50) a

basse température ou la chromatographie sur gel de silice (CH2Cl, MeOH 95:5).
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Diéthyl 6-phényl-2-oxo0-1,2,3,6-tétrahydropyrimidine-4,5-dicarboxylates: 136

EtOOC

EtOO0C N (0]
H

Formule Chimique: CisH1sN20s

Te=172-174 °C.

Rdt = 27% (procedure 1), 55% (procédure 2)

IR (KBr, ® cm™): 1660 (C=C), 1714 (C=0), 1747 (C=0), 2985 (CH), 3263 (NH).
RMN!H (400 MHz, DMSO-g, & ppm): 1.08 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHa); 1.27 (t, J =
7.0, 3H, CHz); 4.00 (q, J = 7.0 Hz, 2H, CH>); 4.23 (g, J = 7.0 Hz, 2H, CH); 5.18 (d, J
= 3.0 Hz, 1H, 6-CH); 7.26-7.41 (m, 5H, Harom); 7.94 (d (large), J = 3.0 Hz, 1H, NH);
9.92 (s (large), 1H, NH).

RMN?C (101 MHz, DMSO-g, 6 ppm) 14.13, 14.27, 53.93, 60.66, 62.34, 100.32,
126.71, 128.24, 129.11, 141.35, 144.01, 151.92, 163.05, 164.00.

HRMS ESI* (m/z): 319.1281 (MH"* C16H19N20s calculée: 319. 1293), 341 [MNa'].

Diéthyl-6-(4-bromophényl)-2-oxo-1,2,3,6-tétrahydropyrimidine-4,5-dicarboxylates:
137
Br

EtOOC

EtOOC N (0
H

Formule Chimique: CisH17BrN2Os
Rdt = 56% (procédure 1), 58% (procédure 2).
IR (KBr, ® cm™): 1658 (C=C), 1699 (C=0), 1745 (C=0), 2926 (CH), 3245 (NH).
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RMNH (400 MHz, DMSO-¢s, & ppm): 1.06 (t, J = 7.0, 3H, CHs); 1.25 (t, J = 7.0,
3H, CH3); 3.97 (q, J = 7.0, 2H, CH»); 4.20 (q, J = 7.0, 2H, CH>); 5.14 (d, J = 3.0, 1H,
CH); 7.19 (d, J = 8.4, 2H, H arom); 7.57 (d, J = 8.4, 2H, H arom); 7.93 (s (large), 1H,
NH); 9.94 (s (large), 1H, NH).

HRMS-ESI* (m/z): 397.0383 (MH* C16H18BrN2Os calculée: 397.0399), 420 (55%,
MNa").

Diéthyl-5-phényl-5,6-dihydro-2H-1,2,6-thiadiazine-3,4-dicarboxylatel,1-dioxide: 138

Et0OC
‘ NH
S=o0
e
EtOOC N7 N\
H 0

Formule Chimique: CisH19N206S

Rdt = 48% (procedure 1), 54% (procédure 2).

IR (KBr, ® cm™): 1165 (SOz), 1312 (SOz), 1585 (C-N), 1695 (C=0), 1721 (C=0),
3107 (NH).

RMN*H (400 MHz, DMSO-gs, ppm): 1.17 (t, J= 7.0 Hz, 3H, CHs), 1.22 (t, J= 7.0
Hz, 3H, CHs), 4.09 (q, J= 7.0 Hz, 2H, CH>), 4.26 (q, J= 7.0 Hz, 2H, CH>), 4.89 (s,
1H, CHPh), 7.22—8.11 (m, 5H, Harom), 10.03 (s, 1H, NH), 12.85 (s, 1H, NH).
RMN®C (101 MHz, DMSO-g, & ppm): 14.3, 40.1, 61.7, 61.7, 128.9, 128.9, 129.6,
129.7,129.9, 131.2, 133.1, 133.2, 167.6, 167.7.

HRMS-ESI* (m/z): 356.0951 (MH*, C15H20N206S calculée: 355.0963), 378 [MNa]".
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Diéhyl-2-phényl-6-o0x0-6,7-di(H)pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-dicarboxylates: 139

COOEt

Formule Chimique: CigH1sN3zOs

T = 135-137°C.

Rdt = 48% (procedure 1), 53% (procédure 2).

IR (KBr, © cm™): 1742 (C=0), 1710 (C=0), 1671 (C=N), 3253 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-¢6, & ppm): 1.02 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHs), 1.06 (t, J=7.1
Hz, 3H, CHs), 4.03 (q, J= 6.9 Hz, 2H, CH,), 4.08 (g, J= 6.9 Hz, 2H, CH,), 6.14 (s,
1H, CHPh), 7.31-7.41 (m, 7H, H-Ar), 12.2 (s, 1H, NH).

RMN®C (101 MHz, DMSO-¢, & ppm): 14.3, 60.6, 79.7, 117.6, 127.9, 129.0, 129.6,
129.6, 136.2, 148.3, 161.6, 168.5.

HRMS-ESI+ (m/z): 370.1397 (MH+, C20H1sN3Os calculée: 370.1403), 392 [MNa]+.

Diéthyl 2-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)- 6-0xo-6,7-di(H)pyrimido[1,6-a]pyrimidine-
3,4-dicarboxylates: 140

OH
OMe
COOEt
I
‘ N COOEt

Formule Chimique: C20H21N307
T = 159-161 °C.
Rdt = 48% (procédure 1), 52% (procédure 2).
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IR (KBr, ® cm™): 1660 (C=0), 1740 (C=0), 1587 (C=N), 3163 (NH), 3023 (CH
arom), 1583 (Arom).

RMN!H (400 MHz, DMSO-g, 8 ppm): 1.10 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHa), 1.15 (t, J= 7.1
Hz, 3H, CHz), 3.73 (s, 3H, OCH3), 4.03 (q, J= 6.9 Hz, 2H, CH>), 4.05 (q, J= 3.8 Hz,
2H, CHy), 5.87 (s, 1H, CH), 6.59 (d, J= 8.2 Hz, 1H, CHéthyl), 6.63 (s, 1H, CH ), 6.92
(d, J=1.9 Hz, 1H, Héthyl), 7.20 (d, J= 7.0 Hz, 1H, Harom), 7.81 (s, 1H, H arom), 8.92
(s, 1H, NH), 11.48 (s, 1H, OH ).

RMNC (101 MHz, DMSO-4s, & ppm): 14.4, 56.0, 59.1, 60.3, 95.4, 113.7, 115.5,
119.8, 128.1, 146.5, 147.2, 147.60, 148.6, 153.5, 155.7, 160.2, 162.3, 166.4.
HRMS-ESI* (m/z): 416.1458 (MH*, C20H22N307 calculée: 416.1458), 438 [MNa]".

Diéhyl 2-(2-hydroxyphényl)-6-0x0-6,7-dihydro-2H-pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-

dicarboxylates: 141

OH

COOEt

z

‘ N COOEt

TZ

Formule Chimique: CigH19N30s

T =202-204 °C.

Rdt = 41% (procédure 1), 55% (procédure 2)

IR (KBr, © cm™): 3424 (NH), 3045(0H), 1712-1684 (C=0), 1602 (C=N),
1448(C=C), 1372 (C-N), 1178 (C-0O).

RMN!H (400 MHz, DMSO-gs, ppm): 1.18 (t , 3H, CHs). 1.29 (t, 3H, CHs), 3.18 (s,
1H), 4.03 (g, 2H, CH>), 4.31 (q, 2H, CH2 ) 4.45 (d, J = 7.1, 1H, CHethy1 ), 7.47 (td, J =
7.6, 1.1 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.82 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H), 8.02
(dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 8.75 (d, J = 7.1, 1H, CHety), 8.89 (s, 1H, NH), 10.05 (s, 1H,
OH).

RMN®C (101 MHz, DMSO-¢, & ppm): 14.55, 60.20, 117.01, 118.55, 120.95,
125.79, 131.85, 136.08, 150.11, 155.44, 158.67, 165.77.
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Diéthyl 9-phényl-3,9- di(H)pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylates: 142

COOEt

N
N COOEt
]
P
o N

Formule Chimique: C20H20N504

Ts=105-107°C

Rdt = 51% (procédure 1), 54% (procédure 2).

IR (KBr, ® cm™): 1742 (C=0), 1710 (C=0), 1668 (C=N), 3208 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-g, 8 ppm): 1.16 (t, J=7.1, 3H, CHs), 1.24 (t, J=7.1, 3H,
CHs), 4.08 (g, J=7.1 Hz, 2H, CH>), 4.16 (g, J= 7.1 Hz, 2H, CHy), 6.14 (s, 1H, CHPh),
7.30-7.44 (m, 5H, Harom), 7.65 (s, 1H, CH), 8.12 (s, 1H, CH), 12.19 (s, 1H, NH).
HRMS-ESI*(m/z): 394.1503 (MH", C20H20Ns04 calculée: 394.1515), 416 [MNa]".

Diéthyl-9-(4-hydroxy-3-méthoxyphenyl)-3,9-di(H)pyrimido[1,2-g]purine-7,8-

dicarboxylates: 143

OH

OMe

COOEt

N
N COOELt
]
P
H N

Formule Chimique: C21H21N506

T¢=78-80 °C.

Rdt = 43% (procédure 1), 57% (procedure 2).

IR (KBr, © cm—1): 1704 (C=0), 1691(C=0), 1664 (C=N), 1589 (Arom), 3070 (CH
arom), 3163 (NH), 3471 (OH).
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RMNIH (400 MHz, DMSO-gs, 8 ppm): 1.22 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHs), 1.23 (t, J= 7.1
Hz, 3H, CHs), 3.84 (s, 3H, CH3), 3.86 (s, 1H, CH-Ph), 4.08 (q, J=7.1 Hz, 2H, O-CHy),
4.20 (g, J=7.1 Hz, 2H, O-CH>), 6.81 (s, 1H, CH-Ph), 6.98-7.44 (m, 5H, Ar), 7.63 (s,
1H, CH), 8.12 (s, 1H, CH), 9.78 (s, 1H, OH), 10.23 (s, 1H, NH).

RMNC (101 MHz, DMSO-g, 8 ppm): 14.3, 60.6, 79.8, 117.6, (127, 128, 129),
136.2, 148.3, 161.6, 168.5.

HRMS-ESI*(m/z): 440.1566 (MH"*, C21H25NsOs calculée: 440.1570), 462 [MNa]*

Diéthyl-6-phényl-10-ox0-3,5,6,10-tétrahydropyrimido[1,2-f]purine-7,8-

dicarboxylates : 144

COOEt

HN N COOEt
O}\(kNH

Formule Chimique: C20H19N50s

Tr=383-385°C.

Rdt = 33% (procédure 1), 41% (procédure 2).

IR (KBr, ® cm™): 1693 (C=0), 1660 (C=N), 1575 (Ar), 3193 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-gs, & ppm): 0.22 — 0.57 (m, 6H, 2CHj3), 2.73 (dd, J= 4.9,
2.1 Hz, 1H, CH), 3.31 (m, 2H, CHy), 3.48 (m, 2H, CH>), 6.47 — 6.32 (m, 2H, Harom),
6.52 — 6.49 (m, 1H, H-Ar), 6.60 — 6.54 (m, 2H, Harom), 6.62 (s, 1H, CH ), 10.10 (s,
1H, NH), 11.58 (s, 1H, NH).

RMN®C (101 MHz, DMSO-¢, & ppm): 14.4, 58.9, 60.3, 60.5, 126.9, 127.3, 127.6,
128.1, 128.6, 128.9, 129.0, 143.9, 164.6.

HRMS-ESI*(m/z): 410.1452 (MH", C20H20Ns0s calculée: 410, 1464), 432 [MNa]".
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Diéthyl-6-(2-hydroxylphényl)-10-oxo0-3,5,6,10-tetra(H)pyrimido[1,2-f]purine-7,8-

dicarboxylates: 146

HO

COOEt

Formule Chimique: C20H19N506

Tr=345-347°C

Rdt = 39% (procédure 1), 45% (procedure 2).

IR (KBr, © cm™): 1692 (C=0), 1663 (C=N), 3286 (NH), 3314 (OH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-¢s, 8 ppm): 0.99-1.39 (m, 6H, 2CHs), 4.02 (g, 2H, CHy),
4.20 (g, 2H, CHz ), 4.39 (m, 1H, CH), 7.09-7.76 (m, 4H, Harom), 8.76 (s, 1H, CH),
9.60 (s, 1H, OH), 10.53 (s, 1H, NH), 11.38 (s, 1H, NH).

HRMS-ESI*(m/z): 426.1402 (MH*, C20H20Ns0¢ calculée: 426,1413).

Préparation de pyrazole-3,4-dicarboxylates
Mode opératoire
1. Utilisation de ’hydrazine

Une solution de 1 équivalent de diéthyloxalacétate de sodium (1équi, 5 mmol, 1.05g), un
équivalent d'aldéhydes aromatiques et un équivalent d’hydrazine hydraté 80%, dans
I’acide acétique est placée dans un ballon a fond rond surmonté d’un réfrigérant. Le mélange
réactionnel est maintenu a reflux pendant 30 min, aprés ’achévement de la réaction,
le mélange réactionnel est versé sur de I’eau glacée et acidifi¢ par H3POs sous
agitation magnétique pendant quelques minutes jusqu'a 1’apparition de précipité.
Apreés la filtration, les produits obtenus sont purifiés sur colonne de gel de silice en
utilisant comme éluant (CH2Cl./MeOH, 95:5) ou (acétate d’éthyle/n-hexane, 80 :20).
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2. Utilisation de phénylhydrazine

Dans un ballon de 50 ml, Une solution de un équivalent de phénylhydrazine dans
I’éthanol est ajoutée a une solution de 1 équivalent de diéthyloxalacétate de sodium (1équi,
5 mmol, 1.05g), un équivalent d'aldéhydes aromatiques, et d’une quantité catalytique
du HCI (2 gouttes) dans I’éthanol, le mélange réactionnel est refroidi a 0°C.

Une réaction exothermique a eu lieu. Une fois I'addition est terminée, le mélange
réactionnel est chauffé au reflux pendant 3 heures. Le mélange réactionnel est versé
sur de I’eau glacée et acidifié par HsPO4tout en maintenant 1’agitation pendant 5 a 10
minutes jusqu'a I’apparition de précipité. Apres la filtration, les produits obtenus sont
purifiés sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant (CH2Clo/MeOH, 95:5)
ou (acétate d’éthyle/n-hexane, 80 :20).

3. Synthese des isoxazolo-3,4-dicarboxylates

Une solution de un equivalent de chlorhydrate d’hydroxylamine (1éq, 5 mmol, 0.35 g)
et un équivalent de AcONa (1ég, 5 mmol, 0.53 g) dans 1’éthanol est chauffé a 90°C,
sous agitation magnétique pendant 15min. Ensuite, on a introduit des quantités
équimolaires de diéthyloxalacétate de sodium (1équi, 5 mmol, 1.05g), un équivalent
d'aldéhydes aromatiques. Le mélange reactionnel est agité magnétiquement a une
température entre 90-95°C pendant 3 heures. Aprés I’achévement de la réaction, le
mélange réactionnel est versé sur de I'eau glacée et filtré dans le cas d’obtention d’un
solide ou extrait par l'acétate d'éthyle dans le cas d’obtention d’une huile. Les produits
bruts sont purifiés sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant
(CH2Cl2/MeOH, 95:5) ou (acétate d’éthyle/n-hexane, 80 :20).
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Diéthyl-5-phényl-2,5-dihydro-1H-pyrazole-3,4-dicarboxylates: 150

Formule Chimique: CisH1sN2Ox4

T¢=139-141 °C

Rdt =43 %

IR (KBr, © cm™): 3651-3749 (NH), 1717-1623 (C=0),1505 (C=C)

RMN!H (300 MHz, DMSO-g, & ppm): 1.23 (m, 6H, 2CHs), 4.21 (m, 2H, CHy),
4.31 (m, 2H, CH>) 4.89 (s, 1H, CHPh), 5.52 (s, 1H, NH), 7.22 (m, 4H, H-Ar), 7.52 (d,
1H, H-Ar), 8.73 (s, 1H, NH).

Diéthyl-5-(4-hydroxy-3-méthoxyphenyl)-2,5-dihydro-1H-pyrazole-3,4-

dicarboxylates: 151

OMe

Formule Chimique: CisH20N20s

Ts=101-103 °C

Rdt =78 %

IR (KBr,d cm™): 3589-3568 (NH), 1715-1699 (C=0), 1558 (C=C)

RMN!H (300 MHz, DMSO-gs, & ppm): 1.20 (m, 6H, 2CHs), 4.08 (g, 2H, CH,), 4.23
(9, 2H, CH2) 5.76 (s, 1H, CHPh), 6.43 (s, 1H, NH), 6.88 (d, 1H, H-Ar), 7.26 (dd, 1H,
H-Ar), 7.46 (d, 1H, H-Ar), 8.58 (s, 1H, NH), 9.71 (s, 1H, OH).
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Diéthyl-5-(2-hydroxyphényl)-2,5-dihydro-1H-pyrazole-3,4-dicarboxylates: 152

EtOOC COOEt

HN

Tz

HO

Formule Chimique: CisH1sN2Os

T¢=113-115°C

Rdt =50 %

IR (KBr, ® cm™1): 3570-3652 (NH), 1618-1570 (C=0), 1483 (C=C).

RMNH (300 MHz, DMSO-g, & ppm): 1.15 (m, 6H, 2CHs).3.90 (g, 2H, CH>), 4.13
(g, 2H, CHy), 4.29 (s, 1H, CHPh), 5.17 (s, 1H, NH), 6.96 (d, 1H, H-Ar), 7.00 (d, 1H,
H-Ar), 7.41 (ddd, 1H, H-Ar), 7.70 (dd, 1H, H-Ar), 9.01 (s, 1H, NH), 11.15 (s, 1H,
OH).

Diéthyl-5-(4-hydroxy-3-méthoxyphenyl)-2-phényl-2,5-dihydro-1H-pyrazole-3,4-

dicarboxylates: 154

EtOO0C COOEt

N
P N\

Tz

OH

OMe

Formule Chimique: C22H24N20¢

Tf =202-204 °C

Rdt =57 %

IR (KBr, ® cm™): 3222 (NH), 1651-1596 (C=0), 1499 (C=C)

RMN!H (300 MHz, DMSO-gs, & ppm): 1.16 (m, 6H, 2CHs), 3.78 (g, 2H, CH,), 3.84
(9, 2H, CH2) 3.89 (s, 1H, CHPh), 7.51-6.67 (m, 8H, H-Ar), 9.26 (s, 1H, NH), 10.87 (s,
1H, OH).
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Diéthyl 3-phényl-2,3-dihydroisoxazole-4,5-dicarboxylates: 156

EtOOC COOEt

=z

Formule Chimique: C1sH17NOs

Rdt =49 %

IR (KBr, ® cm™): 3310 (NH), 1796-1691 (C=0), 1448 (C=C).

RMN!H (600 MHz, CDCls, & ppm): 1.20 (t, 3H, CHs), 1.26 (t, 3H, CHs), 4.23 (q,
2H, CHy), 4.36 (g, 2H, CHy), 6.02 (s, 1H, CHPh), 7.47 (m, 2H, H-Ar), 7.60 (ddt, 1H,
H-Ar), 8.10 (m, 2H, H-Ar), 8.76 (s, 1H, NH).

Diéthyl-3-(4-hydroxy-3-méthoxyphenyl)-2,3-dihydroisoxazole-4,5-dicarboxylates:
157

EtOO0C COOEt

T=Z

OH

OMe

Formule Chimique: C16H19NO7

Tf=127-129 °C

Rdt =63 %

IR (KBr, ® cm™): 3476 (NH), 1720-1566 (C=0), 1508 (C=C).

RMN!H (600 MHz, CDCls, & ppm): 1.44 (t, 3H, CH3) 1.48 (t, 3H, CHs3), 4.04 (s,
3H, OCHz), 4.48 (g, 4H, 2CH>), 6.11 (s, 1H, CHPh), 7.04 (s, 1H, H-Ar), 7.60 (d, 1H,
H-Ar), 7.62 (d, 1H, H-Ar), 8.56 (s, 1H, NH), 8.85 (s, 1H, OH).

RMN®C (151 MHz, CDCls, & ppm): 14.03, 14.08, 56.34, 62.66, 111.23, 114.97,
115.33, 126.52, 134.05, 146.64, 153.13, 153.79, 155.95, 159.61, 168.40.
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Diéthyl 3-(2-hydroxyphényl)-2,3-dihydroisoxazole-4,5-dicarboxylates: 158

EtOOC COOEt

Tz

HO

Formule Chimique: C1sH17NOs

Tf =86-87 °C

Rdt = 55%

IR (KBr, ® cm™): 3273 (NH),1709-1631 (C=0),1451 (C=C).

RMN!H (600 MHz, CDCls, & ppm): 1.28 (t, 3H, CHs), 1.35 (t, 3H, CHs), 4.20 (q,
2H, CHy), 4.35 (q, 2H, CH>), 6.18 (s, 1H, CHPh), 6.96 (td, 1H, H-Ar), 7.04 (dd, 1H,
H-Ar), 7.21 (dd, 1H, H-Ar), 7.32 (ddd, 1H, H-Ar), 8.26 (s, 1H, NH), 10.12 (s, 1H,
OH).

RMN?C (151 MHz, CDCls;, 8 ppm): 14.01, 14.05, 61.42, 62.75, 73.43, 116.46,
116.71, 119.96, 130.81, 131.33, 152.99, 154.95, 156.96, 170.22, 173.67.

Préparation de dihydroxypyrimido[4,5-d]pyridazines et dihydroxypyridazino
[4,5-d]purines :

Mode opératoire

Les esters de l'acide diéthylpyrimidin-2(1H)-one-4,5-dicarboxyliques de départ (1
équiv, 383 mg, 1,15 mmol) ont été dissous dans 50 mL de méthanol dans un ballon a
fond rond de 200 mL. Un excés d'hydrate d’hydrazine (20 équiv, 1,00 mL, 1,03 g,
20,6 mmol) a été ajouté a la solution. Le mélange a été agité a température ambiante
pendant 24 heures. Aprés achévement (CCM), de l'eau froide (50 ml) et H3PO4 ont
étés ajoutées ce qui a permis d'obtenir la pyridazine fusionnée pure par filtration sous

forme de solide blanc.
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5,8-dihydroxypyrimido[4,5-d]pyridazine: 159

N OH
N‘/ X
=
HO

HN NH

T

o

Formule Chimique: C12H10N4O3

Tr =142-144°C

Rdt = 90%

IR (KBr, © cm™): 1071 (C-O), 1304 (C-N), 1424-1453 (C=C), 1507-1601 (C=N),
1692 (C=0), 2677-3344 (NH), 3186-3341 (OH).

RMN'H (300 MHz, DMSO-¢6,  ppm): 5.30 (1H, s, CHPh), 7.28- 7.33 (5H, m, H-
Ar), 7.35 (1H, s, NH), 7.38 (1H, s, NH), 7.82 (1H, s, OH), 7.83 (1H, s, OH).

RMN®C (75 MHz, DMSO-¢5, 6 ppm): 53.01, 110.97, 121.52, 126.81, 128.22,
129.00, 134.49, 143.47, 152.32, 155.55.

1,2-dihydro-7,10-dihydroxy-6-phénylpyrimido[1°,6°:1,2]pyrimido[5,4-d]
pyridazin-1(1H)-one: 160

Formule Chimique: CisH11NsO3

T¢ =166-168 C.

Rdt = 83%

IR (KBr, ® cm™): 1110 (C-0), 1259 (C-N), 1424 (C=C), 1504-1457 (C=N), 1596
(C=0), 2500-3341 (OH), 3469 (NH).
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RMNIH (400 MHz, DMSO-gs, & ppm): 4.15 (s, 1H, CHPh), 6.04 (d, 1H, CHatny1),
7.35-7.27 (M, 1H, H-Ar), 7.55 — 7.35 (m, 4H, H-Ar), 7.70 (d, 1H, CHany), 9.92 (s,
1H, NH), 11.55 (s, 1H, OH), 11.80 (s, 1H, OH).

1,2-dihydro-7,10-dihydroxy-6-(4-hydroxy-3-méthoxy)phénylpyrimido[1°,6°:1,2]
pyrimido[5,4-d]pyridazin-1(1H)-one: 161

Formule Chimique: Ci6H13NsOs

T =175-177°C

Rdt = 85%

IR (KBr, ® cm™): 1459-1514 (C=N), 3509- 2570 (OH), 1589 (C=0), 1426 (C=C).
RMNH (300 MHz, DMSO-gs, 8 ppm): 3.74 (s, 3H, OCH3), 4.52 (s, 1H,CHPh),
5.26 (d, 1H, CHetny), 6.69 (d, 1H, H-Ar), 6.75 (d, 1H, H-Ar), 6.84 (d, 1H, H-Ar), 7.40
(d, 1H, CHaty), 8.22 (s, 1H, NH), 8.72 (s, 1H, OH) 9.70 (s, 1H, OH), 9.77 (s, 1H,
OH).

RMN®C (75 MHz, DMSO-g, & ppm): 49.96, 56.04, 111.14, 115.58, 115.85,
118.28, 119.36, 126.56, 129.15, 134.55, 144.48, 146.38, 147.84, 148.63, 153.52,
191,49.

5-phénylpyridazino[4°,5°:5,6[pyrimido[1,2-g]purine-1,4-diols: 162
X\

HN

N

Formule Chimique: C16H11N7O2
Tr =188-190 C.
Rdt = 89%
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IR (KBr, » cm™): 1297 (C-O), 1380 (C-N), 1540 (C=C), 1655-1579 (C=N), 1596
(C=0), 3418-3330 (OH), 3505 (NH).

RMNH (400 MHz, DMSO-gs, 8 ppm): 6.05 (s, 1H, CHPh), 7.71 — 7.37 (m, 5H, H-
Ar), 7.71 (s, 1H, H), 8.45 (s, 1H, H), 11.56 (s, 1H, OH), 11.69 (s, 1H, OH), 12.48 (s,
1H, NH).

5-(4-hydroxy-3-méthoxy)phénylpyridazino[4°,5’:5,6]pyrimido[1,2-g]purine-1,4-
diols: 163

Formule Chimique: C17H13N704

Tf =153-155C

Rdt = 94%

IR (KBr, ® cm™): 1250 (C-N), 1428 (C=C), 1595-1505 (C=N), 2640- 3433 (OH),
3480 (NH).

RMNH (300 MHz, DMSO-g, & ppm): 3.84 (s, 3H, OCHs), 4.08 (s, 1H, CHPh),
6.05 (s, 1H, H-6), 6.88 (d, 1H, H-Ar), 7.26 (dd, 1H, H-Ar), 7.46 (d, 1H, H-Ar ), 8.58
(s, 1H, CHetnyi), 9.71 (S, 1H, CHetny), 10.85 (s, 1H, OH), 11.15 (s, 1H, OH), 11.18 (s,
1H, OH), 11.23 (s, 1H, NH).

RMN®C (75 MHz, DMSO-g, & ppm): 55.91, 55.97, 110.34, 110.45, 115.94,
116.01, 123.96, 124.04, 125.94, 125.98, 148.33, 148.42, 150.25, 150.32, 161.01,
161.08.
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6,9-dihydroxy-1,5-dihydro-10-phénylpyridazino[4°,5’:5,6]pyrimido[2,1-e]purine-
1(1H)-one: 164

Formule Chimique: C16H11N7Os3

T =252-254°C

Rdt = 80%

IR (KBr, ® cm™): 1366 (C-N), 1467 (C=C), 1555-1540 (C=N), 1665 (C=0), 3099-
3064 (OH), 3314 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-¢6, & ppm): 4.02 (s, J = 4.8 Hz, 1H, CHPh), 6.31 — 5.91
(m, 3H, Harom), 7.22 (d, J = 39.4 Hz, 2H, Harom), 7.59 (s, 1H, H-imidazole), 9.33
(s, 1H, NH), 10.18 (s, 1H, OH), 10.46 (s, 1H, OH), 12.27 (s, 1H, NH).

6,9-dihydroxy-1,5-dihydro-10-(2-hydroxy)phénylpyridazino[4°,5°: 5,6 pyrimido-[2,1-
e]purine-1(1H)-one: 166

Formule Chimique: Ci6H11N704

Tf =320-321°C

Rdt = 82%

IR (KBr, ® cm™): 1370 (C-N), 1467 (C=C), 1553-1540 (C=N), 1665(C=0), 3099
(OH), 3314 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-d6, & ppm): 4.00 (s, 1H, CHPh), 6.02 (s, 1H-Ar), 6.24
(s, 1H-Ar), 6.73 (s, 1H-Ar), 6.94 (s, 1H-Ar), 7.59 (s, 1H), 7.87(s, 1H, OH), 8.63 (s,
1H, NH), 9.03 (s, 1H, OH), 9.37 (s, 1H, OH), 10.17 (s, 1H, NH).
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Chapitre 1V Partie experimentale

Préparation de 3-phényl-2,3-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridazin-4,7-diol et 3-(4-
hydroxy-3-méthoxyphényl)-2,3-dihydroisoxazolo[4,5-d]pyridazin-4,7-diol.

Mode opératoire

Les pyrazoles et isoxazoles de départ (1 équi, 0.3g) ont été dissous dans le minimum
de méthanol. Un exces d'hydrate d'hydrazine (20 équiv, 1,00 mL, 1,03 g, 20,6 mmol)
a été mélangé progressivement avec la solution méthanolique sous agitation a
température ambiante pendant 24 heures.

Apres achévement (CCM), de I'eau froide (50 ml) a été ajoutée avec quelques gouttes
de H3POa. Aprés une minute d’agitation, un précipité s'est formé. Les produits sont

recueillis pures directement par filtration.

3-phényl-2,3-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridazin-4,7-diols: 167

Formule Chimique: C11H1oN4O»

Rdt = 66%

IR (KBr, ® cm™): 1493-1593 (C=C), 1603-1633 (C=N), 3635-3322 (OH), 3201
(NH).

RMN!H (300 MHz, DMSO-gs, & ppm): 4.88 (s, 1H, CHPh), 5.48(s, 1H, NH), 7.06
(d, 1H, H-Ar), 7.17 (dd, 1H, H-Ar) 7.25 (d, 1H, H-Ar), 7.35 (dd, 1H, H-Ar), 7.52 (dd,
1H, H-Ar), 8.73 (s, 1H, NH), 10.28 (s, 1H, OH), 12.56 (s, 1H, OH).
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Chapitre 1V Partie experimentale

3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1-phényl-2,3-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridazine
-4,7-diols: 170

OCHs

Formule Chimique: C17H14N4Oz

Rdt = 59%

IR (KBr, ® cm™): 1595-1505 (C=C), 1617-1602 (C=N), 3675-3651 (OH), 3314(NH)
RMN*H (300 MHz, DMSO-gs, & ppm): 3.37 (s, 3H, OCHz3), 4.76 (s, 1H, CH-Ph),
6.77 (m, 1H, H-Ar), 6.87 (dd, 1H, H-Ar),7.20 (m, 1H, H-Ar), 6.98 (d, 1H, H-Ar), 7.41
(ddd, 1H, H-Ar), 7.54 (dd, 1H, H-Ar), 7.70 (dd, 1H, H-Ar), 8.15 (s, 1H, H-Ar), 9.01
(s, 1H, NH), 10.41 (s, 1H, OH), 10.54 (s, 1H, OH), 11.14 (s, 1H, OH).

3-(4-hydroxy-3-methoxyphényl)-2,3-dihydroisoxazolo[4,5-d]pyridazine-4,7-diols:

171
N——N

w7 N,
~

OH

OMe

Formule Chimique: Ci12H11N3Os

Rdt = 83%

IR (KBr, ® cm™): 1655-1595 (C=N), 3749-3510 (OH), 3206 (NH).

RMN!H (600 MHz, CDCls, 8 ppm): 4.01 (s, 3H, OCH3), 5.95 (s, 1H, CH-Ph), 7.22
(dd, 1H, H-Ar), 7.32 (s, 1H, H-Ar), 7.55 (d, 1H, H-Ar), 8.59 (s, 1H, NH), 8.63 (s, 1H,
OH), 8.68 (s, 1H, OH), 9.85 (s, 1H, OH).
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Chapitre 1V Partie experimentale

3-(2-hydroxyphényl)-2,3-dihydroisoxazolo[4,5-d]pyridazine-4,7-diols: 172

Formule Chimique: C11HgN3O4

Rdt = 62%

IR (KBr, ® cm™): 1507-1601(C=C), 1618-1572 (C=N), 3748, 3675-3652 (OH), 3243
(NH)

RMN!H (600 MHz, CDCls, 8 ppm): 5.58 (s, 1H, CHPh), 6.97 (td, 1H, H-Ar), 7.04
(dd, 1H, H-Ar), 7.36 (dd, 1H, H-Ar), 7.40 (td, 1H, H-Ar), 8.72 (s, 1H, NH), 11.35 (s,
1H, OH), 11.39 (s, 1H, OH), 11.42 (s, 1H, OH).

Préparation de 4,6-diphényl-3,4-dihydro-1H-pyrrolo [3,4-d] pyrimidine-2,5,7 (6H)-

trione: 175

Dans un ballon de 50 ml, on introduit en quantités équimolaires un mélange de diéthyl
-2-0x0-6-phényl-1,2,3,6-tétranydropyrimidine-4,5-dicarboxylate (1équi, 0.57 mmol,
0.18g ) et aniline (1équi, 0.57 mmol, 0.067ml) dans 20ml d’éthanol. La réaction
maintenue sous agitation a reflux pendant 3h a 90°C. Aprés achévement (CCM), de
I'eau glacée a été ajoutée au mélange réactionnel pour précipiter le produit et ensuite
étre extrait avec du dichlorométhane. Apres filtration, le solvant est évaporeé sous vide
puis le résidu est purifié sur colonne de gel de silice (CH2C2/MeOH 95:5) ou
(Hexane/EtOAc 20:80) pour donner le pyrrolo [3,4-d] pyrimidine sous forme de

solides blancs.

182



Chapitre 1V Partie experimentale

4,6-diphényl-3,4-dihydro-1H-pyrrolo [3,4-d] pyrimidine-2,5,7(6H)-trione: 175

Formule Chimique: CigH13N3Os

Rdt = 75%

IR (KBr, © cm™): 3252-3109 (NH), 1744 (C=0), 1707 (C=0), 1655 (C=0), 1461
(C=C), 1215 (C-O).

RMN!H (400 MHz, DMSO-g, & ppm): 6.22 (s, 1H, H-5), 7.13 — 7.03 (m, 2H, H-
Ar), 7.28 (dd, J= 8.4, 7.3 Hz, 2H, H-Ar), 7.39 (d, J = 4.5 Hz, 3H, H-Ar), 7.53 (s, 1H,
NH-4), 7.74 — 7.64 (m, 3H, H-Ar), 8.99 (s, 1H, NH-2).

RMN®C (101 MHz, DMSO-¢, & ppm): 60.43, 81.14, 121.79, 127.97, 128.60,
129.04, 129.10, 129.53, 131.92, 135.37, 140.16, 162.41, 167.36, 168.62.

Préparation de dibenzalacetone par la condensation de Claisen-Schmidt:
Mode opératoire

Dissoudre (0,02 mol) de benzaldéhyde et (0,01 mol) d'acétone dans 10 ml d'éthanol.
Diluer 4 ml de solution aqueuse d'hydroxyde de sodium Dissoudre (0,02 mol) de
benzaldéhyde et (0,01 mol) d'acétone dans 10 ml d'éthanol. Diluer 4 ml de solution
aqueuse d'hydroxyde de sodium avec 15 ml d'eau et ajouter a la premiére solution
agiter vigoureusement le mélange pendant environ 15 minutes puis laisser reposer
pendant encore 15 minutes enfin, refroidir dans de l'eau glacée pendant 10 minutes.
La dibenzalacétone se sépare sous forme de cristaux jaunes pales, avec 15 ml d'eau et
ajoutés a la solution précédente. agiter vigoureusement le mélange pendant environ 15
minutes puis laisser reposer pendant encore 15 minutes enfin refroidir dans de I'eau
glacée pendant 10 minutes. La dibenzalacétone se sépare sous forme de cristaux
jaunes pales, filtré a la pompe, bien lavé a l'eau et bien séché. Recristalliser a partir de

I'éthanol, la pureté du produit a été vérifiée par CCM.
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Chapitre 1V Partie experimentale

1,5-diphénylpenta-1,4-dien-3-one : 177

Formule Chimique: C17H140

Ts = 109-111°C

Rdt = 65%

IR (KBr, ® cm™): 1480 (C=C-Ar), 1640 (C=C), 1700 (C=0)

RMN'H (400 MHz, DMSO-gs, 8 ppm): 4.6 (d, 2H, 2 CHPh); 7-1-7.4 (m,10H) Ar —
H) 7.66 (d,2H, CHathy1).

Préparation de dérivés des pyrimidines 178-180 et pyrimidines fusionnées 181,

182 et 183:

Un mélange de un équivalent dibenzalacétone DBA (0,02 mol), un équivalent de 1,3-
diamines (urée, sulfamide, thiourée, cytosine, adénine and guanine) (0,02 mol) et
deux équivalents d'hydroxyde de sodium (0,04 mol) a été dissous dans 1’éthanol et
agité pendant 2 heures. Le mélange réactionnel a ensuite été versé dans 250 mL d'eau
froide sous agitation continue pendant une heure et conservé au réfrigérateur pendant
une nuit. Les produits précipités obtenus, ont été filtrées et lavés a l'eau, puis
recristallisés dans [I'éthanol/eau (50:50) a basse température ou purifies sur
chromatographie sur gel de silice (CH2Cl,, MeOH 95:5).

Nous avons établi la méme procédure mais en utilisant ’eau et un mélange de
solvants (Eau-Ethanol, 1:1).
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Chapitre 1V Partie experimentale

6-phényl-4-styryl-5,6-dihydropyrimidin-2(1H)-one: 178

Formule Chimique: C1gHisN20

T = 252-254 °C

Rdt = 71% (EtOH/NaOH), 64% (EtOH-H>O(v/v)/NaOH).

IR (KBr, ® cm™): 1625 (C=N), 1650 (C=C), 1710 (C=0), 3300 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-gs, 8 ppm): 1.4-1.7 (d, 2H, CH2), 3.8 (d, 1H, CH); 6.06-
6.4(d, 2H, CH=CH); 7.1-7.5 (m,10H, H-Ar), 8.0 (s,1H,NH).

HRMS-ESI* (m/z): 277.1328 (MH*, C1sH17N20 calculée: 277.1340).

6-phenyl-4-styryl-5,6-dihydropyrimidine-2(1H)-thione: 179

Formule Chimique: C1gH16N2S

Ts = 172-174 °C

Rdt = 62% (EtOH/NaOH), 58% (EtOH-H>0 (v/v)/NaOH).

IR (KBr, ® cm™): 1624 (C=N), 1645 (C=C), 1675 (C=S), 3340 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-¢, 8 ppm): 1.4-1.6 (d, 2H); 3.7 (d, 1H); 6.1-6.4 (d, 2H);
7.0-7.4 (m, 10H); 8.0 (s, 1H).

HRMS-ESI* (m/z): 293.1106 (MH*, C1sH16N>S calculée: 293.1112).
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Chapitre 1V Partie experimentale

3-phényl-5-styryl-3,4-dihydro-2H-1,2,6-thiadiazine 1,1-dioxydes: 180

Formule Chimique: C17H16N20,S

T = 190-192 C°

Rdt = 56% (EtOH/NaOH), 48% (EtOH-H20 (v/v)/NaOH).

IR (KBr, ® cm™): 1173 (SO), 1333 (S0O2), 1492 (C=C), 3028 (CH), 3240 (NH).
RMN!H (400 MHz, DMSO-gs, & ppm): 1.8 (2H, d, J = 7.0 Hz, CH>), 2 (1H, d, J =
7.0 Hz, NH), 3.90 (1H, t, J = 7.0 Hz, CH), 5.60 (1H, d, J = 7.0 Hz, CHéthyl), 6.60
(1H, d, J = 7.0 Hz, CHéthyl), 7.12-7.30 (10H, m, Harom).

HRMS-ESI* (m/z): 313.1004 (MH", C17H17N20-S calculée: 313.1010).

4-phényl-2-styryl-4,7-dihydro-6H-pyrimido[1,6-a]pyrimidin-6-one: 181

Formule Chimique: C21H17N3O

T = 195-197 °C

Rdt = 67% (EtOH/NaOH), 53% (EtOH-H.0 (v/v)/NaOH), 41% (H20).

IR (KBr, ® cm™): 1655 (C=C), 1601 (C=0), 3027 (CH), 3158 (NH).

RMN!H (400 MHz, DMSO-¢, & ppm): 4.50 (d, J = 7.0 Hz, 1H, CHcyto); 5.56 (s,
1H, CHPh); 6.0 (d, 1H, NH); 6.3 (s, 1H, CH); 6.65 (d, 1H, CHstyr); 6.85 (d, 1H,
CHstyr); 7.06-7.30 (m, 11H, Harom); 7.30 (d, 1H, CHcyto).

HRMS-ESI* (m/z): 328.1437 (MH*, C2:H1sN30 calculée: 328.1449).
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Chapitre 1V Partie experimentale

7-phényl-9-styryl-3,7-dihydropyrimido[2,1-g]purine: 182
HN \
N
¢
|
kN SN
J7TC

Formule Chimique: C22H17Ns

T = 189-191 °C

Rdt = 61% (EtOH/NaOH), 57% (EtOH-H.0 (v/v)/NaOH), 45% (H20).

IR (KBr, ® cm™): 1700 (C=0), 1745 (C=0), 1594 (C=N), 3026 (CH), 3159 (NH).
RMN!H (400 MHz, DMSO-gs, & ppm): 4.59 (d, J = 7.01 Hz, CHPh); 7.19 (d, 1H,
CHethy1), 7.28-7.37 (m, 10H, Harom), 7.61 (s, 1H, CHety), 7.91 (d, J = 1.5 Hz, 1H,
CHstyryl), 7.93 (s, 1H, CHaden), 10.02 (s, 1H, NH).

HRMS-ESI* (m/z): 352.1550 (MH*, C22H1sNs calculée: 352.1562).

9-phényl-7-styryl-5,9-dihydropyrimido[2,1-b]purin-4(1H)-one: 183
(6]
N
y | NH
<E N)\N
T
Formule Chimique: C22Hi7NsO
Tr = 258,9°C
Rdt = 52% (EtOH/NaOH), 50% (EtOH-H>0O (v/v)/NaOH), 38% (H-0).
IR (KBr, ® cm™): 1670 (C=0), 1603 (C=N), 3077 (NH amide), 3322 (NH amine).
RMN!H (400 MHz, DMSO-g, & ppm): 4.58 (d, J = 5.1 Hz, 1H, CHPh), 6.27 (d, J=
3.2 Hz, 1H, CHoety), 6.63 (d, J= 3.9 Hz, 1H, CHemyr), 7.52 — 6.89 (m,10H, NH), 7.80
(d, 1H, CHethy), 8.31 (s, 1H, CH), 8.88 (s, 1H, NHamide), 10.02 (s, 1H, NH).
RMN®C (101 MHz, DMSO-¢, & ppm): 143.22, 135.21, 130.96, 129.44, 129.24,

129.00, 128.70, 126.18, 79.64.
HRMS-ESI* (m/z): 368.1499 (MH*, C22H1sNsO calculée: 368.1511).
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Ce travail a fait I’objet d’une publication internationale:
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Abstract

Studies on strategies for the synthesis of pyrimidine derivatives have generated great interest in the chemistry of
heterocyclic compounds due to the pharmacological properties of pyrimidines. The most common method for
pyrimidine skeleton synthesis is the traditional synthetic approach using the multicomponent Biginelli reaction. A
convenient and efficient one-pot three-component synthesis of a new class of pyrimido[1,2-g]purine-7,8-
dicarboxylate, pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylate, and pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-dicarboxylate under
Biginelli reaction conditions has been described. These compounds were prepared by condensation of sodium
diethyl oxalacetate, substituted aromatic aldehyde, and nucleobase (adenine, guanine, or cytosine) using
hydrochloric acid, mild heterogeneous solid silica sulfuric acid (SSA), or p-toluenesulfonic acid (TsOH) as a catalyst.
The chemical structures of the synthesized compounds were confirmed using infrared spectroscopy (IR), proton
(1H) nuclear magnetic resonance (NMR), and mass spectrometric analysis.

Keywords: Dihydropyrimidine-2-one; purines; multicomponent reaction; Biginelli reaction; silica sulfuric acid; nucleobases

KATAJIITUIHUU CUHTE3 NIPUMIAUHIB I HOBUX CKJIAAHUX ITIPUMIAO-ITYPUHIB
HIJIAXOM PEAKIII BITTHEJIJII
Ipak byreccal, Moxamen Jlexamuin2*, Camip baiito!, A6aenbkpim 'yacwmis, 3ine Perainisat s
1 Yuisepcumem Eab-Yed, nowmoesa ckpunbvka 789, 39000, Anxcup.
2 Ynisepcumem Enb-Yed, nowmosa ckpumvka 789, 39000, Andxcup.
3 Ynisepcumem Jlaap6i Tebecci, KocmanmuHiecbka dopoza, Tebecca, 12000, Anxcup
4 Yuigepcumem Moxammeda Llepuga Meccadisi, Cyk Axpac 41000, Anscup
5 Yuisepcumem Bbadocu Moxmap, nowmosa ckpuHvbka 12 AHHaba-Aaxcup.

Ctparerii cuHTe3y NipUMMiAUMHOBMX NOXiJHUX BUK/JIMKAIOTh BeJHMKHU iHTepec y JOCAiIAHMKIB B o6JacTi ximii
reTepoUMK/IiYHNX cnoayk. Hai6isnbpm momupeHMM MeETOAOM CUHTe3y MipUMiAUHOBOro cKejeTa € TpaAULiAHUM
migxiJ 3 BHUKOPUCTAaHHAM 06araTOKOMNOHEHTHOI peakuii BimxkiHesai. Y paniii po6oTi omucaHo 3py4yHuUil Ta
epeKTHBHUII OJHOpPEaKTOPHUII TPHMKOMIOHEHTHMIl CHMHTe3 HOBOro Kiacy mipumizao[l,2-glnypuH-7,8-
AMKap6oKcuiaaTy, nipumigo[2,1-eJnypun-8,9-aukap6okcuaary ta nipumigo[1,6-alnipumigun-3,4-gukap6okcuaarty
B ymoBax peaknii Birinesai. Ili cmoayku 6yaM oTpuMaHi LIJIAXOM KOHJeHcalii AieTH/I0KcajlaleTaTy HaTpilo,
3aMillleHOro apoMaTHU4YHOTO ajbAeriAy i a3oTucToi OCHOBM (aAeHiHy, ryaHiHy a60 LIMTO3MHY) 3 BUKOPHMCTAaHHAM
XJIOPMJHOI KHMCJIOTH, M'SKOTO TreTEepOreHHOro TBepAoro KpeMmHe3eMy cipyaHoi kuciotu (SSA) a6o m-
ToJIyoJicy/1bpoHOBOI Kucaotu (TsOH) B sakocti kaTasiizaTtopa. XiMiyHi CTPYKTypHU CHHTE30BaHHMX CHOJYK Gy/u
niaTBepkeHi 3a jomomoror iHdpadepBoHOi cnekrpockomii(IK), mporonHoro (1H) saaepHoro MarHiTHOro
pe3oHaHcy (IMP) i mac-cneKTpOMeTPpUYHOr0 aHaJi3y.

Knawwuosi caosa: JlurigponipuMiguH-2-0H; NypHHH; 6GaraTOKOMIOHEHTHA peakuis; peakuis biriHesri; cipyaHokucaui
KpEeMHil; a30THUCTi OCHOBH.

*Corresponding author: e-mail: mohchar5@yahoo.fr
© 2021 Oles Honchar Dnipro National University;
doi: 10.15421 /jchemtech.v29i4.241661
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KATAJIUTUYECKUA CUHTE3 MUPUMH/AWHOB U HOBBIX CJI0KHBIX TUPUMHU/IO-
INYPUHOB IIYTEM PEAKIIMHU BUT'MHEJIJIN

Hupak byreccal, Moxamen Jlexamuus?’, Camup Baiitol, A6aenbkpum 'yacMusi3 v 3uHe PeranHusts.
1 /1abopamopus VTRS, Xumuueckuii pakysbmem, YHusepcumem 316-Y30, noumossiii awuk 789, 39000, Anxcup.
2 /labopamopus 6uopasHoobpasus u npuMeHeHus1 6UOMexXHo.102Ull 8 ceabcKoxossalicmeeHHol cpede, Buosozuveckutl
dakyabmem, Yuusepcumem 31b-Y30, noumossiii sujuk 789, 39000, Andxcup.
3 /labopamopust Op2aHU4ecKux Mamepua/nos u cemepoxumuu, Xumuyeckutl pakysomem, Ynueepcumem Jlaapbu Tebeccu,
KoHcmaumuHogckas dopoea, Tebecca, 12000, Anxcup
+YHueepcumem Moxameda lllepugpa Meccadus, Pakyabmem Hayk u mexHoaoz2ull Cyk Axpac 41000, Anxcup
5 /labopamopus npukaadHoli opeanuyeckoll xumuu (LCOA), 2pynna cemepoyukauyeckoll xumuu, Paxkysomem Hayk, kagedpa
xumuu, YHueepcumem Badxcu Moxmap, noumosblil sujuk 12, AHHa6a-Aaxcup.

AHHoOTanuga

CTpaTerum CUHTe3a NMMPUMHM/JHMHOBBIX NMPOM3BOJHBIX BbI3BIBAIOT GOJIBIIOH HHTepec y Mc/lejoBaTe/iell B 06/1aCTH
XHMHH TreTepOLMK/INYECKUX coeAuHeHUil. Ham6Gosiee pacnpocTpaHeHHbBIM MeETOJOM CHHTe3a NHUPUMH/JMHOBOTO
CKeJieTa ABJAETCA TPaJAMIMOHHBIA NOAXOA C MCHOJIb30BaHMEM MHOTOKOMIIOHEHTHOH peakuuu bumpxuHennu. B
AAHHOH pa6GoTe onucaH yA06HbIN U 3P PEeKTUBHBIH OJHOPEAKTOPHBIA TPEXKOMIOHEHTHbI CUHTE3 HOBOrO KJjacca
nupuMuao[1,2-glnypun-7,8-auKkap6okcuiara, nupuMmuio[2,1-elnypun-8,9-gukap6okcunara U nupumMuao[1,6-
a]lnupumuaus-3,4-AUKap6oKcHIaTa B yCIOBUAX peakuyu buruHes/n. 3T coejMHeHMs GbLIM MOJy4YeHbl MyTeM
KOHJEeHCAalluM AU3THI0KCaJaneTaTa HaTpys, 3aMeleHHOT0 apOMaTHYeCKOro ajJbJeruAa u a3oTHUCTOro OCHOBaHMS
(apeHuHa, ryaHMHa WJIM OMTO3MHA) C MCNOJb30BaHUEM XJIOPUAHOM KHCJIOThI, MATKOTO reTeporeHHoro TBepAoro
KpeMHe3eMa CepHOM Kuc/0oThl (SSA) wau m-tosayosicyibPpoHoBoi Kucaorel (TsOH) B kauecTBe KaTajausarTopa.
XuMHU4YeCcKHe CTPYKTypbl CHHTe3HMPOBAaHHBIX COeJMHEHMH ObLIM NOJTBEPKAEHbI C NOMOIIbI0 MHPpaKpacHOH
cnektpockonum (HMK), nporonHoro (1H) sizepHoro MmarHuTHoro pesoHaHca (IMP) m Macc-cneKTpoMeTpHU4YeCcKOro
aHaJM3a.

Knwuesvle cnoea: JUruApoONUPUMUANH-2-0H;
CEPHOKHCJ/IBIA KPEeMHHUM; a30TUCThIE OCHOBAHHUS.

NyPUHBbl; MHOTOKOMIIOHEHTHasd peakuus; peakuusa burunemny;

Introduction Moreover, pyrimidines contain heterocycles, and

The pyrimidine skeleton (1,3-diazine) exists in
many natural products including DNA, RNA,
thiamine (Vitamin B1), and alloxan [1-2] (Figure
1). It is also present in many useful synthetic
therapeutic agents such as the human
immunodeficiency virus (HIV) drug zidovudine

their fused analogues have been reported to
possess a wide variety of biological activities [5]
that include anticancer [6], antifungal [7-8],
antileishmanial [9], antimicrobial [10-11],
anticonvulsant [12], antiviral [13], antioxidant
[14], anti-inflammatory [15], and antidiabetic

(AZT) [3] and barbiturates [4] (Figure 1). activities [16].
O
N2 o) o)
NH
N |
| NH /K
N (6]
HO
H;C 0
Thiamine (vitamin B1) Alloxan
N;
AZT (azidothymidine)
NH, NH,
(@) (0] N
N
W </ \N </ ‘ )Ni \N
HN NH ‘
) N = /K
0 H
Barbiturate Adenine Guanine Cytosine
Fig. 1. General structures of natural and synthetic pyrimidines derivatives.
Therefore, studies on strategies for the strategies have been developed for the synthesis

synthesis of pyrimidine derivatives have received
great interest in heterocyclic chemistry. In this
case, several traditional and non-conventional

of dihydropyrimidin-2-ones derivatives [17-24].
The most common method for the synthesis of
pyrimidine skeleton is the typical, traditional and
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useful synthetic approach via the Biginelli
multicomponent reaction [25]. This reaction
provides a ready access to a broad range of
pyrimidinones derivatives with various biological
activities [6-16].

Within the last two decades, the Biginelli
pyrimidines synthesis has attracted considerable
attention, and many developments and
modifications have been reported. In this regard,
various homogeneous and heterogeneous
catalysts have been utilized, including H>SO.
based on silica gel or alumina [26], silica sulfuric
acid (SSA) [27], polymer Zeolite (TS-1) [28], and
HZSM-5 [29].

To continue our interest in the synthesis of
biologically fused heterocyclic compounds [30-
31], we report herein an efficient one-pot
multicomponent reaction for the synthesis of

novel fused pyrimido-purines by
cyclocondensation of nucleobases (adenine,
guanine, and cytosine) (Fig. 1),
diethyloxalacetate, and substituted aromatic

aldehydes in the presence of silica sulfuric acid
(SSA) as a heterogeneous acidic catalyst under
Biginelli reaction conditions [32-34].

Experimental

Instrumental techniques

'H NMR spectra were recorded on a Bruker
Avance 400 spectrometer at ambient
temperature. The chemical shifts (6) are reported
in ppm and were measured in dimethylsulfoxide
(DMSO-ds) relative to tetramethylsilane (TMS, §=
0.0 ppm), which was used as the internal
standard. 13C NMR spectra were recorded on a
Bruker Avance 400 spectrometer (101 MHz) with
complete proton decoupling. Infrared spectra
were recorded on an Agilent Cary 630 FTIR
spectrometer. ESI-MS spectra were obtained on
Mariner (ESI TOF) and API 365 (ESI 3Q) mass
spectrometers using methanol as a spray solvent.
Analytical thin-layer chromatography (TLC) was
performed using Silica Gel 60A F254 precoated
plates. Melting points (Mp) were determined
using a Reichert Thermovar or an Electrothermal
9200 apparatus and were not corrected. All

solvents and reagents were commercially
available and were wused without further
purification.

Chemical synthesis. Synthesis of silica sulfuric
acid

The silica sulfuric acid was prepared in
accordance with a reported procedure [35-37].
Briefly, 60.0 g of silica gel were charged into a
500 mL suction flask that was equipped with a
constant pressure dropping funnel containing

chlorosulfonic acid (23.3 g, 0.2 mol) and a gas
inlet tube for conducting HCl gas over an
adsorbing solution (i.e. H,0). The chlorosulfonic
acid was slowly added for 30 min at room
temperature. After the addition was complete,
the reaction was allowed to proceed for 30 min.
SSA was obtained as a white solid.

General procedure for the synthesis of
pyrimidine-4,5-dicarboxylates derivatives 1a-c
using SSA as a catalyst. A mixture of equimolar
amounts of sodium diethyl oxalacetate, 1,3-
diamines (urea, sulfamide or thiourea), aromatic
aldehyde, and 10 mol % of SSA in ethanol was
stirred and heated at 90°C for 3 h. After the
reaction was completed (followed by TLC), the
mixture was cooled to room temperature with ice
water. The precipitate was filtered off, washed
with two portions of water and several times
with hexane and petroleum ether to remove
traces of aldehyde. The SSA catalyst was
separated from the product after dilution of the
reaction mixture with CH:Cl,. Recrystallization
from ethanol/water (50:50) at a low temperature
or chromatography on silica gel (CH:Cl;, MeOH
95:5) provided the pure expected product in
54%-58% yields.

Diethyl 6-phenyl-2-oxo-1,2,3,6-tetrahydro-
pyrimidine-4,5-dicarboxylate (1a) [32]. This
compound was obtained as a pale-yellow solid in
55% yield. Mp 172-174 °C (reported 173-175°C,
ref [21]). IR (KBr, v cm-1): 1660 (C=C), 1714
(C=0), 1747 (C=0), 2985 (CH), 3263 (NH).
IHNMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 1.05 (t, /= 7.0
Hz, 3H, CH3); 1.25 (t,/ = 7.0, 3H, CH3); 3.97 (q,/ =
7.0 Hz, 2H, CHz); 4.20 (q,/ = 7.0 Hz, 2H, CH2); 5.15
(d,J=3.0 Hz, 1H, 6-CH); 7.23-7.42 (m, 5H, Harm);
7.91 (d(br), ] = 3.01 Hz, 1H, NH); 9.89 (s (br), 1H,
NH). HRMS ESI+ (m/z): 319.1281 (MH+*
C16H19N20s5 requires 319. 1293), 341 [MNa+].

Diethyl 6-(4-bromophenyl)-2-oxo-1,2,3,6-
tetrahydropyrimidine-4,5-dicarboxylate (1b) [32].
This compound was obtained as colorless oil in
58% yield. IR (KBr, v cm-1): 1658 (C=C), 1699
(C=0), 1745 (C=0), 2926 (CH), 3245 (NH).
'HNMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 1.06 (t,] = 7.0,
3H, CHs); 1.25 (t,/ = 7.0, 3H, CH3); 3.97 (q,/ = 7.0,
2H, CH); 4.20 (q,/ = 7.0, 2H, CH2); 5.14 (d, ] = 3.0,
1H, CH); 7.19 (d,/ = 8.4, 2H, H Ar); 7.57 (d, ] = 8.4,
2H, H arom); 7.93 (s(br), 1H, NH); 9.94 (s(br), 1H,

NH). HRMS-ESI* (m/z): 397.0383 (MH*
C16H1sBrN;0s requires 397.0399), 420 (55%,
MNa+).

Diethyl 3-phenyl-1,1-dioxo-2,3,6-trihydro-1,2,6-
thiadiazine-4,5-dicarboxylate (1c). This
compound was obtained as colorless oil in yield=
48% using conc. HCl and 54% using SSA. IR (KBr,
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v cm-1): 1165 (SO2), 1312 (SO2), 1585 (C-N),
1695 (C=0), 1721 (C=0), 3063 (NH). tHNMR (400
MHz, DMSO-ds, ppm): 1.17 (t, /= 7.0 Hz, 3H, CH3),
1.22 (t, J= 7.0 Hz, 3H, CHz3), 4.09 (q, J= 7.0 Hz, 2H,
CHz), 4.26 (q, J= 7.0 Hz, 2H, CHy), 4.89 (s, 1H, CH-
Ph), 7.22-8.11 (m, 5H, Harom), 10.03 (s, 1H, NH),
12.85 (s, 1H, NH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, &
ppm): 167.7, 167.6, 133.2, 133.1, 131.2, 129.9,
129.7, 129.6, 1289, 128.9, 61.7, 61.7, 40.1, 14.3;
HRMS-ESI+ (m/z): 356.0951 (MH*, CisH20N206S
requires: 355.0963), 378 [MNa]*.

General procedure for the synthesis of fused
pyrimidines derivatives (2a-b), (3a-b) and (4a-b)
using conc. HCI as a catalyst. A mixture of sodium
diethyl oxalacetate (one equivalent), nucleobase
(adenine, guanine or cytosine) (one equivalent),
aromatic aldehyde (one equivalents), and 10 mol
% of a catalyst (TsOH) or 2 drops of conc. HCI in
ethanol was stirred at reflux for 3 hours. After
the reaction was completed (as indicated by
TLC), the mixture was poured into cool water and
acidified using H,SO4 or H3PO4. The precipitate
was filtered, washed with water, and several
times with hexane or petroleum ether. The
separated solid was recrystallized in
ethanol/water (50:50) at a low temperature or
using flash chromatography on silica gel (eluent:
CH:Cl;, MeOH 95:5) to supply the pure fused
pyrimidines in 33% -59% yields.

General procedure for the synthesis of fused
pyrimidines derivatives (2a-b), (3a-b) and (4a-b)
using SSA as catalyst. A mixture of equimolar
amounts of sodium diethyl oxalacetate,
nucleobase (adenine, guanine, or cytosine),
aromatic aldehyde, and 10 mol % of SSA in
ethanol was stirred and heated at 90°C for 5 h.
After the reaction was complete (followed by
TLC), the mixture was cooled to room
temperature using ice water. The solid that was
obtained was filtered and washed with two
portions of water and several times with hexane
and petroleum ether to remove traces of
aldehyde. The SSA catalyst was separated from
the product after dilution of the reaction mixture
with CH:Cl.. Recrystallization from
ethanol/water (50:50) at a low temperature or
chromatography on silica gel (CH:Cl;, MeOH
95:5) provided the pure expected substance in
yields ranging from 41%-62%.

Diethyl 2-phenyl- 6-o0xo-6,7-di(H)pyrimido[1,6-
aJpyrimidine-3,4-dicarboxylate (2a). This
compound was prepared according to the general
procedure using sodium diethyl oxalacetate
(1.05g, 5 mmol), cytosine (0.56g, 5 mmol) and
benzaldehyde (0.53g, 5 mmol). Compound (2a)
was obtained as a white solid in yield= 48% using

conc. HCI and 53% using SSA; Mp 135-137-C. IR
(KBr, 0 cm-1): 1742 (C=0), 1710 (C=0), 1671
(C=N), 3253 (NH); 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, &
ppm): 1.02 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHa3), 1.06 (t, J= 7.1
Hz, 3H, CH3), 4.03 (q, /= 6.9 Hz, 2H, CH), 4.08 (q,
J= 6.9 Hz, 2H, CHy), 6.14 (s, 1H, CH-Ph), 7.31-7.41
(m, 7H, H-Ar), 12.2 (s, 1H, NH). 13C NMR (101
MHz, DMSO-ds): 14.3, 60.6, 79.7, 117.6, 127.9,
129.0, 129.6, 129.6, 136.2, 148.3, 161.6, 168.5.
HRMS-ESI+ (m/z): 370.1397 (MH*, Ci9H20N30s
requires: 370.1403), 392 [MNa]+.

Diethyl 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 6-oxo-
6,7-di(H)pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-
dicarboxylate (2b). This compound was prepared
according to the general procedure using sodium
diethyl oxalacetate (1.05g, 5 mmol), cytosine
(0.56g, 5 mmol) and vanilin (0.76g, 5 mmol).
Compound (2b) was obtained as a white solid in
yield= 48% using conc. HCl and 52% using SSA.
Mp 160 °C. IR (KBr, 0 cm1): 1660 (C=0), 1740
(C=0), 3163 (NH), 3023 (CH arom), 1583 (Arom).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, § ppm): 1.10 (t, J=
7.1 Hz, 3H, CHz3), 1.15 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHs), 3.73
(s, 3H, OCH3), 4.03 (q, J= 6.9 Hz, 2H, CH2), 4.05 (q,
J=3.8 Hz, 2H, CH3), 5.87 (s, 1H, CH), 6.59 (d, J= 8.2
Hz, 1H, CHethyl), 6.63 (s, 1H, CH ), 6.92 (d, J=1.9
Hz, 1H, Hethyl), 7.20 (d, J= 7.0 Hz, 1H, Harom),
7.81 (s, 1H, H arom), 8.92 (s, 1H, NH), 11.48 (s,
1H, OH ). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 8 ppm):
166.4, 162.3, 160.2, 155.7, 153.5, 148.6, 147.60,
147.2, 146.5, 128.1, 119.8, 115.5, 113.7, 954,
60.3, 59.1, 56.0, 14.4. HRMS-ESI* (m/z): 416.1458

(MH*, Cz0H22N307 requires: 416.1458), 438
[MNa]*.
Diethyl 9-phenyl-3,9- di(H)pyrimido[1,2-

glpurine-7,8-dicarboxylate (3a). This compound
was prepared according to the general
procedure, using sodium diethyl oxalacetate
(1.05g, 5 mmol), adenine (0.675g, 5 mmol) and
benzaldehyde (0.53g, 5 mmol). Compound (3a)
was obtained as a white solid in yield = 51%
using conc. HCl and 54% using SSA; Rr = 0.30
[SiO2, CH:Cl2-MeOH (9:1)]; Mp 105-107-C. IR
(KBr, 0 cm-1): 1742 (C=0), 1710 (C=0), 1668
(C=N), 3208 (NH). tH NMR (400 MHz, DMSO-ds, &
ppm): 1.16 (t, J=7.1, 3H, CHs), 1.24 (t, J=7.1, 3H,
CHs), 4.08 (q, /=7.1 Hz, 2H, CHy), 4.16 (q, J= 7.1
Hz, 2H, CH2), 6.14 (s, 1H, CH-Ph), 7.30-7.44 (m,
5H, Harom), 7.65 (s, 1H, CH), 8.12 (s, 1H, CH),
12.19 (s, 1H, NH). HRMS-ESI+ (m/z) : 394.1503

(MH*, Cz0H20Ns04 requires: 394.1515), 416
[MNa]*.
Diethyl 9-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,9-

di(H)pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylate
(3b). This compound was prepared according to
the general procedure, using sodium diethyl
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oxalacetate (1.05g, 5 mmol), adenine (0.675g, 5
mmol) and vanilin (0.76g, 5 mmol). Compound
(3b) was obtained as a white solid in yield = 43%
using conc. HCI and 57% using SSA. Mp 78-80-C.
IR (KBr, 0 cm-1): 1704 (C=0), 1691(C=0), 1664
(C=N), 1589 (Arom), 3070 (CH arom), 3163 (NH),
3471 (OH). H NMR (400 MHz, DMSO-ds, § ppm):
1.22 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHz3), 1.23 (t, J= 7.1 Hz, 3H,
CHs), 3.84 (s, 3H, CHz), 3.86 (s, 1H, CH-Ph), 4.08
(g, J/=7.1 Hz, 2H, 0-CHy), 4.20 (q, /=7.1 Hz, 2H, O-
CHy), 6.81 (s, 1H, CH-Ph), 6.98-7.44 (m, 5H, Ar),
7.63 (s, 1H, CH), 8.12 (s, 1H, CH), 9.78 (s, 1H, OH),
10.23 (s, 1H, NH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, &
ppm): 14.3, 60.6, 79.8, 117.6, (127, 128, 129),
136.2, 148.3, 161.6, 168.5. HRMS-ESI+ (m/z):
440.1566 (MH*, C21H2:N50¢ requires: 440.1570),
462 [MNa]*

Diethyl  6-phenyl-10-o0x0-3,5,6,10-tetrahydro-
pyrimido[1,2-f]purine-7,8-dicarboxylate (4a). This
compound was prepared according to the general
procedure using sodium diethyl oxalacetate
(1.05g, 5 mmol), guanine (0.75g, 5 mmol) and
benzaldehyde (0.53g, 5 mmol). Compound (4a)
was obtained as a white solid in yield= 33% using
conc. HCl and 41% using SSA; Mp 384°C. IR (KBr,
U cm1): 1693 (C=0), 1660 (C=N), 1575 (Ar),
3093 (NH), .'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm):
0.22 - 0.57 (m, 6H, 2CH3), 2.73 (dd, J= 4.9, 2.1 Hz,
1H, CH), 3.31 (m, 2H, CH3), 3.48 (m, 2H, CH), 6.47
- 6.32 (m, 2H, Harom), 6.52 - 6.49 (m, 1H, H-Ar ),
6.60 - 6.54 (m, 2H, Harom), 6.62 (s, 1H, CH ),
10.10 (s, 1H, NH), 11.58 (s, 1H, NH). 13C NMR
(101 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 164.6, 143.9, 129.0,
128.9, 128.6, 128.1, 127.6, 127.3, 126.9, 60.5,
60.3, 589, 14.4. HRMS-ESI* (m/z): 410.1452
(MH*, C20H20NsOs requires: 410, 1464), 432
[MNa]*.

Diethyl 6-(2-hydroxylphenyl)-10-0x0-3,5,6,10-
tetra(H)pyrimido[1,2-f]purine-7,8-dicarboxylate
(4b). This compound was prepared according to
the general procedure using sodium diethyl
oxalacetate (1.05g, 5 mmol), guanine (0.75g, 5
mmol) and salicylaldehyde (0.76g, 5 mmol).
Compound (4b) was obtained as a white solid in
yield= 39% using conc. HCI and 45% using SSA;
Mp 346°C. IR (KBr, © cm1): 1692 (C=0), 1663
(C=N), 2900 (NH), 3314 (OH). 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-ds, 6 ppm): 0.99-1.39 (m, 6H, 2CH3), 4.02
(q, 2H, CH2), 4.20 (q, 2H, CH: ), 4.39 (m, 1H, CH),

7.09-7.76 (m, 4H, Harom), 8.76 (s, 1H, CH), 9.60
(s, 1H, OH), 10.53 (s, 1H, NH), 11.38 (s, 1H, NH);
HRMS-ESI* (m/z): 426.1402 (MH*, Cz0H20Ns506
requires: 426,1413).

Results and Discussions

According to the literature [25], diethyl 2-oxo-
pyrimidine-4,5-dicarboxylate derivatives 1a-c
(Scheme 1) were prepared with a one-pot three-
component cyclo-condensation of aromatic
aldehydes, diethyl oxalacetic ester and urea using
hydrochloric acid (HCI) as a catalyst in ethanol
(EtOH).

To explore the effect of different catalysts,
these reactions were performed using silica
sulfuric acid (SSA) as a reusable solid acid
catalyst  under the same conditions
(EtOH/reflux). Products 1a-c were also obtained
in moderate yields and the results are
summarized in Table 1. Compared with other
reported catalysts (e.g., conc. HCI) [25], SSA is
beneficial to reaction yields under the same
conditions.

To develop and study the Biginelli reaction
[18], the substitution of urea by nucleobases,
characterized by a single amino group (NHz) as
nitrogen donors (1,3-diamines), was investigated
(Figure 1), in this case and three types of acid
catalysts (conc. HCl, SSA, and p-toluenesulfonic
acid [TsOH]) under the same conditions
(EtOH/reflux) [28-30]. A new series of fused
pyrimido[1,6-a]pyrimidine-3,4-dicarboxylate 2a-
b, pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylate 3a-b,
and pyrimido[2,1-e]purine-8,9-dicarboxylate 4a-
b were synthesized using one-pot three-
component cyclo-condensation of sodium
diethyloxalacete, aromatic aldehydes, and
nucleobase (adenine, guanine, or cytosine)
(Scheme 1).

The mixture was stirred at 90 °C for an
appropriate time until the condensation was
complete (Table 1). The progress of the reaction
was monitored using thin-layer chromatography
(TLC). In this method, we used a catalytic amount
(10 mol %) of catalyst (SSA or TsOH) or two
drops of conc. HCL. The results in Table 1 show
that all fused pyrimido-purines derivatives 2a-b,
3a-b, and 4a-b were obtained in moderate yields
within 3-5 hours.



509

Journal of Chemistry and Technologies, 2021, 29(4), 504-511

R,

COOEt
0]
|
/N | N~ TCOOEt
AL
N™ N
H
3a: R1= H, R2= H, R3= H
3b: R1: OH, R2: OMe, R3: H

COOEt R,
EtOOC
R,
HN
<. .-NH R,
1a : X=(C=0), R1:H, RZZH, R3=H
1b : X=(C=0), R1:Br, R2=H, R3=H
le: X=(SO,), R,=H,R,=H,R=H
Biginielli MCR
H,N_ _NH,
X EtOH/SSA, reflux
NH,
NH, R,
AN R,
N Sy ‘
</ ‘ COOEt R, /g
N N/) Ry N 0 R
H 0 . H COOEt
N
Catalyst, EtOH Rs Catalyst, EtOH \ ‘ COOEL
reflux 0 OFEt 0" H reflux ‘ l
N O
H

(0}

N

L
=

N N NH,

2a:R =H,R,=H,R,=H
2b: R .= OH, R,= OMe, R = H

Catalyst, EtOH

reflux

O
N
ST
N B
n N N R;
AN R,
EtOOC
EtOO0C R,
4a:R =H, R,~H R~H
4b: R1: H,R_=H,R_=OH

2

Scheme 1. Multicomponent synthesis of fused pyrimido-purines derivatives using nucleobases.

The reaction yield with adenine derivatives
(pyrimido[1,2-g]purine-7,8-dicarboxylates) was

carbonyl group in the adenine structure. The
results of the condensation reaction under

higher than that with cytosine and guanine various conditions are presented in Table.
derivatives. This may be due to the absence of the
Table
Catalyst, time and isolated yields of pyrimidines and fused pyrimidines derivatives in EtOH as solvent.
Comp 1,3-diamine Aldehyde Catalyst Time (h) Yield (%)
conc. HCI 3 27 ref. [25]
la[21] Urea Benzaldehyde
SSA 3 55
.HCl 8 56 ref. [25
1b [21] Urea 4-bromobenzaldehyde cone ref. [25]
SSA 3 58
1c Sulfamide Benzaldehyde conc. HCl 3.5 48
SSA 35 54
conc. HCl 3 48
2a Benzaldehyde
Cytosine SSA 3 53
2b Vanilin TsoH 3 18
SSA 3 52
3a Adenine Benzaldehyde conc. HCI 3 51
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SSA 3 54
conc. HCI 3 43
3b Vanilin
SSA 3 57
TsOH 5 33
4a Benzaldehyde
Guanine SSA 5 41
. conc. HCI 5 39
4b Salicylaldehyde SSA 5 45
All the synthesized compounds were Acknowledgements

characterized using proton (1H) nuclear magnetic
resonance (NMR), carbon-13 (13C) NMR, infrared
(IR) spectroscopy, and mass spectrometric
analysis (MS). The Fourier transform (FT)-IR
spectra confirmed that the desired Biginelli
products were obtained by the appearance of a
strong absorption bands at 0 = 1700 cm-!, which
corresponds to C=0 groups. In addition, all IR
spectra showed a characteristic band over 1600
cml, which corresponds to aromatic ring stretch
for all pyrimidines derivatives. The 'H NMR
spectra of synthetized compounds revealed
signals at 7.00 parts per million (ppm) that were
assigned to aromatic ring protons. In addition,
the 'H NMR spectra of fused products revealed
the presence of amine protons (NH).
Furthermore, the electrospray ionization (ESI)
mass spectra of all products showed peaks at
m/z=[M+1] and m/z=[M+23], which correspond
to the molecular mass of ions [M+H]+ and
[M+Na]*, respectively.

Conclusion

In summary, we demonstrated the synthesis of
dihydropyrimidin-2(H)-one-4,5-dicarboxylate
derivatives using SSA as mild heterogeneous
solid acid catalyst via one-pot three-component
condensation under Biginelli reaction conditions.
We demonstrated the extension of this procedure
in the synthesis of three series of fused

pyrimidines (pyrimido[1,2-g]purine-7,8-
dicarboxylate, pyrimido[1,2-f]purine-7,8-
dicarboxylate, and pyrimido[1,6-a]pyrimidine-

3,4-dicarboxylate) using nucleobases as 1,3-
diamine reagents under the same conditions.
These novel fused pyrimidines are currently
undergoing biological studies.
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