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Unités:

°C: degré Celsius
cm: centimetre
€q: nombre d’équivalents
h: heure

Hz: hertz

mg: milligramme
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mL: millilitre
mol: mole
Mmole: millimole

ppm: partie par million

Réactifs:

DBU: 1,8-diaabicyclo[5,4,0]undén-7-éne
KOH: hydroxyde de potassium
NH4OAc: acétate d’ammonium

CeHs-NH-NH: : Phénylhydrazine

Solvants:

ACN: Acétonitrile

Ac20: Anhydride acétique
AcOEt: Acétate d’éthyle
AcOH: Acide Acétique
DCM: Dichlorométhane
DMSO: Diméthylsulfoxyde
EtOH: Ethanol

MeOH: Méthanol

Et,O: Diéthyl éther

Groupements chimiques:

R: allyle
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Ar: aryle

Et: éthyle
Me: méthyle
OAc: acétate

Ph: phényle

Chromatographie et spectroscopie:

CCM: chromatographie sur couche mince

d: doublet

IR: infrarouge

m: multiplet

J: constante de couplage

pH: potentiel hydrogéne

Pr: point de fusion

RMN 2C: résonance magnétique nucléaire du carbone 13
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ag: Aqueux
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Introduction Générale

A. Synthése Bibliographique:

|. Indroduction Générale

La chimie organique et ses applications existent partout dans notre vie quotidienne: matériaux,
produits ménagers, cosmétiques, médicaments, carburants, etc...Par Conséquent, durant ces dernicres
années, la chimie des hétérocycles a retenu I“attention des chimistes organiciens qui sont concentrés sur

la synthése et ’identification de nouvelles hétérocycles (1).

Les hétérocycles sont des composés chimiques dont la chaine carbonée, cyclique, comporte un ou
plusieurs atomes autres que le carbone qui pouvaient étre un azote, un oxygene, un soufre, un phosphore,

un phosphore, un arsenic ou un silicium....

Ces hétérocycles naturels jouent un role vital dans le métabolisme cellulaire. (2). En effet ,la présence
d’une structure hétérocyclique dans le squelette de plusieurs produits naturels ou synthétiques peut étre
a l’origine de leurs propriétes biologiques ; ce qui justifie le grand nombre de recherches effectuées durant
les dernieres années pour la synthése et le développement de nouveaux composés hétérocycliques

contenant un ou plusieurs hétéroatomes.

Les hétérocycles synthétiques sont largement utilisés dans I’agricultures comme herbicides, fongicides
(3). La chimie des médicaments représente une part importante des hétérocycles de synthese tant au

niveau de I’'imagerie médicale, qu’au niveau pharmacologique (4).

Dans ce contexte, préparer et identifier des nouveaux héterocycles, développer un chemin de synthese
pour une molécule complexe est I'un des défis les plus passionnants pour le chimiste organicien. Ce défi

demande beaucoup de temps , d'imagination, mais aussi des longues expériences dans ce domaine.

La chimie des composés azotés est la source privilégiée de nombreux sujets d’études (5). De trés
nombreuses méthodes ont été mises au point pour accéder a des hétérocycles simples et condenses

comportant au moins un atome d’azote (6).
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Il. Présentation du sujet :

Durant notre stage effectué au Laboratoire de Catalyse et Synthése en Chimie Organique (LCSCO)
de I’Universit¢é Abou Baker Belkaid, Tlemcen, nous avons intégré une équipe qui travaille depuis
quelques années sur la synthése des hétérocycles azotés qui sont d’une importance considérable dans le

domaine pharmaceutique. En effet leur synthése nécessite plusieurs étapes.

Par la présente mémoire nous focalisons sur la synthese de pyrazolo(3,4-b)pyridine et leur application

dans le domaine de la fluorescence moléculaire .

B
N
/N/
H

N

Figure 1 : Structure moléculaire du pyrazolo(3-4-b)pyridine.

Dans notre travail, nous avons écrit une nouvelle voie de synthése pour la préparation des

composes hétérocycliques azotés tels que la pyrazolo[3,4-b]pyridine, a partir de la 2-pyridone.

CN MeOH
AN +  Ph-NH-NH,.HCI

120 °C, 48h

Schéma 1 : Synthese des pyrazolo(3-4-b) pyridine a partir des 2-pyridones
Le manuscrit proposé se divise en trois chapitres :

» Chapitre 1 : il est consacré a la synthese bibliographique sur les molécules hétérocycliques ,
notamment les composés azotés , généralité sur les ( 2-pyridones , pyrazolo(3,4-b)pyridine ), ont
présentant leurs syntheses décrites dans la littérature, leurs activités biologiques ainsi que les
matériels et les méthodes utilisées afin d’atteindre 1’objectif finale de notre stage.

» Chapitre 2 : Au cours de ce chapitre, nous discuterons la synthese des pyrazolo(3,4-b)pyridine

a partir des 2-pyridones .
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» Chapitre 3 : Dans ce chapitre nous présenterons tous les modes opératoires de toutes les
molécules synthétisées au cours de ce travail avec leurs différentes analyses spectroscopiques

ainsi I’étude de la fluorescence moléculaire de ces composées.
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l. Généralité sur les Hétérocycles :

En chimie organique, les molécules sont classées selon le nombre et la diversité des atomes qui
les composent, mais aussi sur les différents types de liaisons qui constituent leur structure. A cet effet on
distingue deux types de composés: acyclique ou les atomes forment une chaine et cyclique ou
I’enchainement des atomes forme un cycle (7). Sile cycle est constitué d’un seul type d’atome(carbone
ou autre), on dit qu’on a un composeés iso cycliques. Un cycle qui est constitué¢ d’au moins deux types
d’atomes est un hétérocycle (8). Leur chaine carbonée, cyclique, contient un ou plusieurs atomes

différents de carbone.

Les hétérocycles (Figure 2) sont des composés chimiques constituent une classe importante en
chimie organique et thérapeutique pour deux raisons principales: leurs variété et disponibilité a 1’état

naturel; leur importance dans I’industrie des colorants et des produits pharmaceutiques (9) (10).

o g N .
OO 0O o

Furane Pyrrole Pyridine  Thiophéne Oxétane
H
S H S N
OO OO
VNN
K/ N N N/ o]
Pyrazine Thiazole Pyrazole Thiazine Morpholine

Figure 2: Exemples de composes hétérocycliques organiques

En effet les composés hétérocycliques sont classés selon plusieurs paramétres tel que :

- La nature et le nombre de I’hétéroatome (azote, oxygene, soufre...etc.)
- Lataille et le nombre de cycles (hétérocycles a 5 et 6 chainons)

- Le degré d'insaturation (hétérocycles saturés et hétérocycles partiellement saturés).
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Il existe deux principales méthodes (régies par des conventions internationales définies par la
commission de 'TUPAC) de nomenclature des hétérocycles, la méthode de Hantzsch-Widman et la

nomenclature de remplacement. Ces deux méthodes conviennent souvent pour les hétérocycles dont le

nombre d’atomes est inférieur a 10 (11). Les hétérocycles les plus répandus possedent comme

hétéroatome: 1’azote, I’oxygéne et/ ou le soufre.

1. Les hétérocycles azotés:

Les hétérocycles azotés contiennent au moins un atome d'azote dans le cycle. lls peuvent étre
aromatiques, saturés ou insaturés (12). lls représentent une classe treés importante de composés tres
répandus en chimie médicinale, qui font l'objet d'une attention particuliere dans la découverte de
médicaments. Ces hétérocycles sont des unites structurelles courantes dans de nombreux agents naturels
ou synthétiques et environ 60 % des médicaments contiennent un hétérocycle azoté dans leur structure.
Ils présentent une importante activité biologique en tant qu'agents antibiotiques, antibacteriens,
antifongiques, anticancéreux, anticonvulsivants, anti-VIH, anti-inflammatoires, analgésiques,
antituberculeux et antipaludéens. De plus, ils ont également des applications dans 1’agriculture comme
fongicides, herbicides, anticorrosifs, agrochimiques, antioxydants et jouent un réle important dans les

processus biochimiques car ils sont des éléments clés de I'ADN, de I'ARN et des coenzymes (13).

@)
@)
H
N HN)J\NH
7 J O o
Névirapine (anti-VIH) Phénobarbital (anticonvulsivants)

Figure 3: Exemples des hétérocycles azotés
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I1. La synthese des 2-pyridones :

I11.1 Le 2-pyridone :

Le 2-pyridone (Figure 4) est un composé organique de formule CsHsNH(O). Ce solide cristallin
incolore est utilisé dans la synthése peptidique (14). En raison du nombre de ses dérivés biologiquement
actives, le pyridone est devenu un composé important dans I’industrie pharmaceutiques (15). La synthese
axée sur la diversité de ses dérivés est un besoin urgent en chimie médicinale (16). En effet cet
hétérocycle est parmi les composés organiques les plus intégrés dans la synthese de plusieurs

médicaments.

R, R4

CN |

X

Ry N o)

N e} |
H R

Figure 4: Structure générale de la molécule 2-pyridone.

111.2 les propriéetés physico-chimiques des 2-pyridones:

Les caractéristiques physico-chimiques de 2-pyridone est regroupé dans le tableau suivant:

Tableau 1: les caractéristiques physico-chimiques de la 2-pyridone.

Formule chimique CsHsNO

Masse molaire 95.101 g-mol™*
Apparence Solide cristallin incolore
Densité 1,39 g/cm®

Point de fusion 107,8 ° C (226,0 °F; 380,9 K)
Point d*ébullition 280 ° C (536 ° F; 553 K)
Solubilité dans d'autres solvants Soluble dans I'eau, méthanol, acétone
Acidité (pKa) 11.65

11
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I11.3 L’intérét biologiques et I’utilisation des 2-pyridones:
Le cycle 2-pyridone est I’'un des hétérocycles privilégiés et fréquemment présents dans beaucoup
de produit naturel, des molécules bioactives et des agents pharmaceutiques (17). Nous citons ci-dessous

les composeés bien connus comme milrinone,ciclopirox, camptothécine, fredericamycine et le perampanel

(Figure 5).
CHs | N
’ = ‘ 0
/\\{ o ©
| O
N
Milrinone Camptothécine
O
N O
| =
Ciclopirox

Fredericamycine Perampanel

Figure 5: le cycle 2-pyridone dans des produits naturels , molécules bioactives et médicaments.
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111.3.1 La milrinone:

Est un dérivé a deux noyaux pyridine (dont une 2-pyridone cyanée), g
inhibiteur des phosphodiestérases de type Ill. La milrinone est une molécule |

originale associant des propriétés inotropes positives et une action vasodilatatrice !‘ |
o NS

directe (76). Sa structure et son mode d'action different de ceux des glucosides | *Milrinone

Lactate Injection

digitaliques et des catécholamines. Les noms commerciaux de la milrinone sont
Primacor, Corotrop, Corotrope et Milrila. Les recherches montrent qu'il peut étre
bénéfique pour les patients souffrant d'insuffisance cardiaque congestive sévere

lorsqu'il est utilisé comme thérapie intraveineuse de courte durée.

111.3.2 Le Ciclopirox:

.,

Est un antifongique de la famille des pyridones (77). C’est un agent &

Ciclopi
antimycosique a large spectre ayant une activité contre les dermatophytes olamine
A 1,8
(Trichophytons, Microsporum canis), les levures (Candida, Torulopsis,

—

Trichosporum), les moisissures (Scopulariopsis, Aspergillus) et les actinomycetes,
ainsi que sur quelques bactéries gram * et gram ~. Son activité fongicide repose sur

I'inhibition de I'absorption par les cellules fongiques de certaines substances (ions

métalliques, ions phosphates et potassium). Le ciclopirox présente également une
activité ant-inflammatoire due a I'inhibition de la synthése des prostaglandines et des

leucotrienes (14).

111.3.3 La camptothécine :

Est un alcaloide pentacycligue isolé de Camptotheca acuminata
(Figure 6), un arbre ornemental trés répandu en Chine (78). Cette
découverte résultait d'un vaste programme de criblage de produits
naturels et d'extraits a l'initiative du National Cancer Institute. Cette

molécule a une action sur la topoisomérase de type | en formant un

complexe stable avec l'enzyme et le brin d'ADN avec lequel cette
derniére s'est fixée. Elle présente des propriétés biologiques Figure 6 : Camptotheca acuminata
intéressantes telles que antitumorales, antileucémiques, antivirales et

antiparasites.

13
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La camptothécine possede une forte activité antinéoplasique contre le mélanome B16, le carcinome Ca-
755, et les leucémies K1964 et P388. Elle s'est également attestée active a faible dose contre le
carcinosarcome 256 de Walker et présente une cytotoxicité contre les lignées cellulaires KB, L1210 et
L5178Y.

111.3.4 La fredericamycine :

Est une molécule naturelle découverte en 1981, isolée a partir
de streptomyces griseus (une espéce de bactérie du genre
Streptomyces que l'on trouve généralement dans le sol) (Figure
8).elle présente une activité antitumorale, antibactériennes et

antifongiques (80). Les dérivés de la fredericamycine , représentent

des médicaments puissants.

Figure 7: Streptomyces griseus

111.3.5 Perampanel :

Il appartient a un groupe de médicaments appelés antiépileptiques. Ces (24

Fycompa® (I}

médicaments sont utilisés pour traiter 1’épilepsie, une maladie dans laquelle le Perampane!

28 film coated tablets

Each film coated tablet contains 4/mg perampane

patient présente des crises repétées (81).

111.4 Syntheses des 2-pyridone decrites dans la littérature :

Dans la littérature , on peut trouver plusieurs méthodes de synthese des dérivés des 2-pyridones .
Nous citerons ci-dessous les syntheéses les plus récentes et celles qui sont liées a notre travail.

En 2010, Umesh Daga Patil et ses collaborateurs ont proposés un protocole rapide et efficace
pour préparer une variété de 2-pyridone substituée. Ils ont mélangé de cétones aromatiques substituées,
aldéhydes aromatiques et aliphatiques dans une PEG. Leur réaction s’est bien déroulée mais ils ont
obtenu un rendement faible (5 -- 45%). Cependant, une température élevée (110°C) utilisant du PEG-

600 a donné de meilleurs résultats en termes de rendement (80 %) (18).

R>
o o o) CN
)k )L \)k Acétate d'ammonium N
+ + NC -
Ry i Ry y o~ >\ PEG600,110°C
Ry N o

Schéma 2 : Synthése de Umesh Daga Patil
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Ri1: 4-OMeCgHa4, CgHs, 4-CICsH4

R2: 3,4-(OCHa) CeHs, CsHs, n-Heptanal

En 2011, Z. Kibou avec son équipe ont utilisés un protocole simple et efficace pour la synthése
de 2-pyridones. Pendant 3h et a 150°C , ils ont mélangé 1’énaminone 2a-c, de cyanoacétate d'éthyle et
d'amine primaire en présence d'une quantité catalytique d'Al,O3 basique. lls ont obtenu un rendement

excellent qui varie entre 81 et 98% (19) .

e}
o]
CO,Et NC
/ Me A|203 NR>
Ry + + R>NH, >
Sans Solvant

CN =

Me A Ry

Schéma 3: Synthese de Z. Kibou

En 2012 , Le groupe de Masaya Fuji ont préparees les 2-pyridones par l'addition de 1,4 de 2-
(phénylsulfinyl) acétamide a des cétones a,B-insaturées suivies d'une cyclisation et d'une élimination des

sulfoxydes. Leur rendement varie entre 47 et 89% (20).

c|> o}
PN
ph” NH, o
o)
DBU, LiCl
o NH
Ry \ Ry MeCN , 50°C 5
=
- o “ -
R2
Schéma 4: Synthése de Masaya Fuiji.
R1 :Ph, n-Pr, ph
R2:H,H,H

R3: Me, Me, 4-OMeCsH4
DBU: diazabicyclo (5.4.0) undéc-7-ene

En 2015 , Alireza Samzadeh-Kermani a décrit une procédure pour la synthese de dérivés de 2-
pyridone. Il a utilisé des amines, des esters acétyléniques et des malonates de di-alkyle. 1l a obtenu des

résultats de rendement acceptable qui varie entre 23 et 89% (21).
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OH
CO2Ry o O R,0,C
M bl ‘ \
Ri—NH, + + >
' ? ‘ ‘ RO OR3 i-PrOH
60°C, 7h R,0,C N o
CO,R; ||?1

Schéma 5: Synthése d” Alireza Samzadeh-Kermani

Ri1: Bu, Bn
R2 : Me, t-Bu

En 2018, Xuebing Chen et ses collaborateurs ont réalise une synthése multicomposants assisté
par micro-onde , ils ont mélangé de 1,3-dicarbonyle, de némalonate de diéthyléthoxyméthyle et d'amines.

Cette synthése a donné un rendement maximal de 86% (22).

0
EtO COOEt
Sans solvant R{ \
- R COR; , HoN R, - ‘
MO, 120°C

COOEt N )

Schéma 6: Synthése de Xuebing Chen
R: : OMe
R2 : Phényle

En 2019, I’équipe de Ramasamy Jayarajan a effectué une réaction a trois composants le N1,N3-
di(pyridin-2-yl), 4 méthyls benzaldéhyde et malononitrile en présence d'eau a température ambiante en

utilisant la triéthylamine comme catalyseur de base. La réaction a donné un rendement de 78% (23).

16
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NH HN
AN
N~ N
N H

o]
CN
/
+ Ets |
—_—
A N H,0 o) N NH,
o NC CN
/ N
" |
\

Schéma 7: Synthese de Ramasamy Jayarajan

R:CHs, F

En 2021, Maged A. Aziz et ses collaborateurs ont obtenu les dérives de 1,6-diamino-4-phényl-
3,5-dicyano-2-pyridone via une réaction a trois composants en un seul pot ,d'arylaldéhydes, dalkyl
nitriles et d'hydrazide cyanoacétique a température ambiante en utilisant KF-Al,Os comme matériau

catalyseur (24).

NC

(0]
(@]
/ N NC NH
+ R + N/ 2 KF- A|203 .
Ar H H

EtOH / H,0 (1:1)
Ar

Schéma 8: Synthése de Maged A. Aziz

R: CN, CN, CN, CN
Ar: 4-Me-CeH4, 4-ME-C6H4, 4-|\/|EO-C6H4, 4-C|-C6H4, 3-F-CsHg4

La méme équipe a réalisé une autre synthese des 2-pyridones , ils ont préparé un mélange de

méthyl pyruvate avec des benzylamines et du propiolate de méthyle dans du méthanol a 120°C. Ils ont

obtenu un excellent rendement de 95% (24).

17
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=——COOMe
o 0 R
1
Ar/\NH2 =
H3CO >
MeOH X N
120°C,70h  HsCOOC R,

Schéma 9: Synthése de de Maged A. Aziz

R1: H, OMe, OMe
R2: H, H, OMe

I11.5 Les réactivités des 2-pyridones :

La 2-pyridone possede des sites réactifs interessants pour réaliser la réaction et genere une
nouvelle molécule hétérocyclique, nous citerons ci-dessous certaines réactivités décrites dans la

littérature.

En 2003, I’équipe d’Alexander. A obtenue des phénacyl pyridones a partir de N-alkylation
sélective de sel de sodium de la 5-nitro-2-pyridone dans des réactions avec des phenacylbromures. Leur
réaction a durée entre 10-12 heures, et les rendements varient de 40% (X=NO2) jusqu'a 80% (X=Cl)
(25).

Br

O,N N P 0 5

6]

>
>

N
NaOMe , MeOH , 60°C o\~
o) 2

Iz

Schéma 10: Synthése d’Alexander. A
X: Me, CI ,NO-
En 2012, Yuye Chen et ses collaborateurs ont réalisés une oléfination oxydative sélective et
arylation des 2-pyridones. Apres plusieurs réactions mono-oléfination , ils ont constaté que le meilleur
rendement (81%) pourrait étre obtenue en utilisant comme catalyseur Pd(OAc). , Cu(OAc)2.H20 comme

oxydant et a une température de 110°C (26).
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Rl R|l
r|\1 0 Pd(OAc), ,10 mol % N 0
Cu(OAc), , 2 équiv ‘
‘ i /\RZ PiOH, 110°C , 16h i G
H = , , Ry \
Schéma 11: Synthese de Yuye Chen
R1: Me, Ph, Me

R2: t-BuCO,, t-BuCO,, Ph

En 2017, Wataru Miura, Koji Hirano, and Masahiro Miura ont développé une alkylation C-H
sélective en C6, catalyseée par Ni, dirigée par la pyridine, de 2-pyridones avec des diénes et des alcenes.
La réaction se déroule dans des conditions sans ligand accélérée par l'ajout de KsPO4 base (27).

H

| Cat . Ni(Cod), . | Rnd =64%
K3PO4 /
e} N H >

+ ph  l,4-dioxane Ph
r 110°C , 4h
; |
| /
/

N Rnd = 70%

A\
\

/ \

Rnd = 67%

Schéma 12: Synthese de Wataru Miura

En 2017, John A et son équipe ont examiné la réactivité de I'amide AQ de I'acide 3-buténoique

avec la 2-pyridone. le produit N-alkylé souhaité a été formé a 95 % (28).
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(0]
NJ>(\/R3 i N Pd(0AC), 10 ol % '
HR™ Ry * K
N/ H O AcOH 50 mol%

MeCN , 120°C

Schéma 13: Syntheése de John A

En 2021, L’équipe de Mostafa M.K. Amer a réalisé une réaction multicomposant simple des 4-
hydroxy-6-méthylpyridine-2(1H)-one avec les salicylaldéhydes et le 2-aminoprop-1-éne-1,1,3-
tricarbonitrile sous reflux dans EtOH—pyridine ( 3:1).lls ont obtenu un rendement de 97% de 5-(4-
hydroxy-6-méthyl-2-oxo-1,2 dihydropyridin-3-yl)-5H-chroméno[2,3-b] pyridines a partir de matieres
premieres simples et disponibles (29).

Ry
" CN
’ Py /EtOH (1:3) "
¥ NC 4 CN — > R, CN
Rs reflux , 4h

NH,

Schéma 14: Synthese de Mostafa M.K

R1: -H, -H, -OMe
R2: -H, -H, -H
R3:-H, CI, -H
R4: -H, -H, (CH2)2

IV. Cyclisation en pyrazolopyridine :
IV.1 Les pyrazolopyridine :

Les pyrazoles fusionnés avec la pyridine sont associés avec un large éventail d'activités
biologiques (30). lls sont une famille de médicaments qui ont des propriétés pharmacologiques uniques

telles qu'antidépresseur, anti-inflammatoire, antitumoral, antibactérien, anxiolytique (Figure 6) et sont
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également utilisées pour le traitement des maladies d'Alzheimer, de la toxicomanie et de I'infertilité (31).
En effet , la pyrazolopyridine est aussi un anticoagulant et un inhibiteur direct du facteur Xa qui est utilisé

pour diminuer le risque de thromboses veineuses (32) (33) .

Ils font partie des membres de la famille des pyrazolopyridines formées par cing congénéres (les [3,4-b],

[3,4-c], [4,3 -c], [4,3-b] et [1,5-a]), qui sont les fusions possibles d'un cycle pyrazole et pyridine (34).

Cartazolate Etazolate Tracazolate

Figure 8:Exemples de médicaments a base de pyrazolopyridine commercialisés(Agents anxiolytiques).

X X
\ N \ N
o~ _ /
H N H
pyrazolo[1,5-a]pyridine pyrazolo[4,3-b]pyridine pyrazolo[3,4-b]pyridine
NN N\ N AN
| N | ya
N
= N/ Z N
H H
pyrazolo[4,3-c]pyridine pyrazolo[3,4-c]pyridine

Figure 9: Les isomeres de position de pyrazolopyridine
Dans notre travail, nous sommes intéressés a la famille des pyrazolo[3,4-b Jpyridine.
V.2 Les pyrazolo[3,4-b]pyridines:

Le systeme pyrazolo[3,4-b]pyridine est un squelette fondamental dans divers médicaments (35).
Il possede un noyau pyridine accolé a un pyrazole. Les pyrazolo[3,4-b]pyridines sont un groupe de
composés hétérocycliques bicycliques présentant deux formes tautomeres possibles : les isomeres 1H et
2H(Figure 11).
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7 R1 7 1 6
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1 2

Figure 10: Structure des 1H et 2H pyrazolo[3,4-b]pyridines (1let 2) et centres de diversité présents sur celles-ci.

V.3 Syntheses decrites dans la littérature de pyrazolo[3,4-b]pyridine:
Plus de 300 000 1H-pyrazolo[3,4-b]pyridines ont été décrites qui figure dans plus de 5500

références (2400 brevets) a ce jour. On présente ci-dessous quelques-unes décrite dans la littérature.

En 2001, A. Krishnaiah, B. Narsaiah ont proposé une nouvelle approche de la synthése de
pyrazoles 5-trifluoromethyl-3-substitués. Leurs réactions du 3-cyano-4-trifluorométhyl-6-phényl avec la
méthylhydrazine en présence d'une petite quantité d'eau a conduit sélectivement a la N-méthyl pyrazole

pyridine. Le mélange réactionnel a été chauffé a une tempeérature de bain de 140°C pendant 6 h (36).

CFs CFs NH,
CN

AN H,0 = \
+ CH3NHNH2 —_— ‘ N

A SN N/

R N o R N
H \

CHs

Schéma 15: Synthese de A. Krishnaiah
R : CsHs p-CIC6H4

En 2008, I’équipe de Yasser S. Abdel-Ghany ont adopté une synthese simple de pyrazolo[3,4-

b]pyridine substituée a partir de la 3-cyano-2(1H)-pyridone substituée. Cette réaction réalisée sous reflux

pendant 70 h a fourni un bon rendement (37).

o} o)
N,H, , H,0 NH2
CN —_—
/\o X 80% , reflux /\o = \
‘ 70h ‘ N
X N/
H (@] N H

Schéma 16: Synthese de Yasser S. Abdel-Ghany
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En 2010, Leila Zare et ses collaborateurs ont décrit une réaction multicomposant rapide et
pratique sans catalyseur pour la syntheése de 6-amino-3-méthyl-4-aryl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-
carbonitrile condensé a partir de 3-amino-5-méthylpyrazole, malononitrile, et aldéhydes substitués sous
irradiation ultrasonique en temps de réaction courts. Le rendement obtenu était rapporté entre 85 et 98%
(38).

Ar
Me
Me

o CN CN

ultrason / \

R A e 2

A H N N\ NH2EtOH , 60°C \N _

N H N NH,

Schéma 17: Synthése de Leila Zare

Ar: 4-NO, CgHgs, 3-NO, CsHa, 2-NO2 CgH4, 4-Cl CeH4, 4-Br CgHa.

En 2010, Moustafa A. Gouda a décrit la synthése et les réactions de la 3-amino-4,6-diméthyl-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridine comme brique de base pour la synthése de composés hétérocycliques
polyfonctionnalisés. Chloration de la 3-cyano-4,6-diméthylpyridine-2(1H)-one avec POCIz dans du
DMF sec a donné un dérivé 2-chloro 2, qui a été partiellement hydraté avec conc. H2SO4 a donné 3.
Cyclo condensation de 1 et 3 avec I'hydrazine I'nydrate dans EtOH-DMF a donné la 4,6-diméthyl-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-amine (39).
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CH CHg
’ GHs NH,
CN X CN
N POCI; NH,NH,.H,O SN\
_— > N
= EtOH , DMF Y.
HsC N cl =
HsC N (@ 3 HsC N N
H,SO,
H,O
CH, ﬁ CH, H
2
SN
NHz2  NH,NH,.H,0 ~ AN
- N
= EtOH , DMF — /
HaC N Cl HsC N H

Schéma 18: Synthese de Moustafa A. Gouda.

En 2011, M.A. El-borai et ses collaborateurs ont préparé des dérivés de pyrazolo[3,4-b] pyridine
a partir de la réaction de 5-amino-1-phényl-3-(pyridin-3-yl)- 1H-pyrazole avec 4- l'anisaldéhyde et les b-
cetonitriles p-substitués ou avec l'acide pyruvigue et certains aldehydes aromatiques en milieu acide
acetique. Les reactions ont été réalisées par deux techniques différentes, le chauffage conventionnel et
I'irradiation aux micro-ondes. Les réactions réalisées dans des conditions de micro-ondes ont donné des

rendements jusqu’a 98% (supérieurs a ceux obtenus par le chauffage conventionnel) (40).

NG/ CHO

/i \ acide acétique
N_ + + CH3;COCOOH -
R, MO

Schéma 19: Synthese de M.A. El-Borai

R1: OCHs, H, N(Csz)z, OH, Br, OCHs, N(CH3)2
R2:H, H, H, H, H, OCHs, H

En 2016, Une autre réaction parait-il efficace a été réalisé par I’équipe de Ling Fan, il s’agit d’une

synthese a trois composants de pyrazolo[3,4-b]pyridines o-hydroxyphényl-substituées a partir
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d'aldéhydes salicyliques substitués, d'esters y-céto et de 5-aminopyrazoles en présence de FeCls. leur

expérience a présenté les avantages d'une large gamme de substrat et de bons rendements (41).

Ry
OH (|3 Rs
o) o)
. HO R
Z M | \N FeClg (0.2 équiv) 3
+ >
YA | e OFt /" EtOH,A,3h O9C
NS N ] [}

R4 H,N \ N
Ph

R, N \

Ph

Schéma 20: Synthese de Ling Fan

R1 =H, 4-OMe, 5-Br
Rz = Ph, Ph, Ph
Rz = Me, Mg, Me

En 2018, Fatemeh Majidi Arlan et ses collaborateurs ont obtenu les dérivés 4-aroyl-1,6-diaryl 3-
méthyl-1H-pyrazolo[3,4-b]-pyridine-5-carbonitrile a partir d’une réaction a trois composants(
l'arylglyoxals, le 3-aryl-3-oxopropanenitriles et le 5-amino-1-aryl-3-méthylpyrazoles) utilisant divers
systemes de solvants et différents catalyseurs dans des conditions de reflux. Les meilleurs rendements
(70 a 91 %) ont été obtenus en utilisant Al,Osz comme nanocatalyseur dans H.O-EtOH, 1:1, dans des

conditions de reflux (42).

H,N / @) O Ar, N N

AN N AlLO Z \
ano .
| N+ )K/CN + OH ’ 3; | N
Y Ars Ar /

H,O,EtOH,A  NC
OH 70 - 91 % Mo

Schéma 21: Synthése de Fatemeh Majidi Arlan
Ar1: Ph, 3-CICsH4
Arz: 4-CICsHa4, 4-MeCsHa
Ar3: Ph, 4-CIC¢H4, 4-FCeHa, 4-MeOCeH4

En 2020, Nagaraju Medishetti et ses collaborateurs aussi ont récemment réalisé un protocole
simple et direct pour synthése de pyrazolo[3,4-b]pyridines par réaction de 5-amino-1-phényl-3-

(trifluorométhyl)-1H-pyrazole-4-carbaldéhyde et de b énaminocétones promues par le chlorure de
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fer(111) . avec le méme protocole ils ont obtenu des quinoléines (5) par réaction d'O-nitrobenzaldéhydes

et de b-énaminocétones (43).

. 0
1 H
T | N >N Rect, (03 équiv)
N + >
N NH; % Toluene , reflux
R 3h

Schéma 22: Synthése de Nagaraju Medishetti

En 2020, Le groupe de Scott Eagon, et apres plusieurs experiences , ils ont décidé de reproduire
le pyrazolo[3,4-b]pyridines antipaludiques en utilisant le benzaldéhyde, la 2-cyanoacétophénone et la 3-

méthyl-1-phényl-1H-pyrazol-5-amine comme substrats modeles (44).

Rs3
NC | \
. Re— . | \N DMF
N/ 100°C , 16h
R o H,N \
/
O

R4

Schéma 23: Synthese de Scott Eagon

En 2022, Veroniki P. Vidali et ses collaborateurs ont synthétisées trois dérivés de pyrazolo[3,4-
b]pyridines via la cyclisation du 5-amino-1-phénylpyrazole avec la cétone insaturée correspondante en

présence catalytique de ZrCls (45).

N—N
N ZrCly (30%) \
\ 4
_|_ -
HC)V\R )\) N X

EtOH / DMF (1:1) |
90°C -

Schéma 24: Synthese de Veroniki P. Vidali
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V.4 Les Activités Biologique et thérapeutique de pyrazolo[3,4-b]pyridine:

En raison de leurs activités biologiques et pharmacologiques importantes , les pyrazolo[3,4-
b]pyridines ont recu une attention considérable (46). lls ont été largement utilisés comme échafaudage
pour la synthese de petites molécules a la recherche de propriétés thérapeutiques pour traiter différentes
maladies. Il a été démontré que de nombreuses pyrazolopyridines, en particulier les pyrazolo[3,4-
b]pyridines, ont des effets antibactériens et antiviraux (47). Certains des dérivés agissent comme des anti-
meétabolites et ceux-ci sont efficaces dans le contr6le du cancer et autres comme des traitements potentiels
de maladies neurodégénératives, ou bien méme des traitements contre la grippe. Les pyrazolopyridines
se sont avérées étre parmi de nombreux systémes qui affectent le systéme nerveux central. Diverses
pyrazolo[3,4-b]pyridine se sont avérées présenter des activités cardiovasculaires. Certains des dérivés
des pyrazolo[3,4-b]pyridines ont été testé pour son action anti-inflammatoire, alors que d'autres se sont
révelés étre de bons anxiolytiques (30). En 2010 , il a été rapporté que de nombreux derivés de
pyrazolo[3,4-b]pyridine avaient un effet inhibiteur puissant et sélectif sur de nombreuses enzymes
kinases telles que la glycogene synthase kinase GSK-3,7-9 kinase dependante de la cycline CDK10-12
et I'enzyme protéine kinase (Figure 11). Les pyrazolo[3,4-b]pyridines ont éte assurés d'avoir une affinite

de liaison a I'ADN avec une efficacité antitumorale distinguee (35).

HN

HO

Antiviral GSK-3 inhibiteur

Figure 11: Exemples d'activités pharmacologiques de certains dérivés de pyrazolopyridine

V.  Les réactions multicomposants (RMCs):

Les réactions multicomposants (RMC) représentent un axe de recherche important en chimie
organique. lls sont définis comme étant des processus permettant de mélanger en une seule étape et dans
le méme récipient plus de trois produits de départ pour obtenir un seul produit final réuni la majorité des
atomes des différents substrats de départ (Figure 12) (48). Elles permettent d'obtenir, a partir de réactifs

aux structures assez simples, un produit a la structure complexe (49). L'intérét pour ces réactions est
27



Chapitre | : Etude bibliographique
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

principalement lié & une grande diversité structurale atteinte en trés peu d'étapes. Elles font donc partie
de la chimie dite durable et constituent une nouvelle voie de synthése organique idéale a partir de produits
de départ facilement disponibles, mettant en jeu des opérations synthétiques simples et des procédés sans

risques respectant I'environnement.

O*D* MCR ):I\O

Figure 12: Principe de réactions multicomposant.

V.1 Historique :

En effet, la premiére réaction multicomposants a été découvert en 1838 par Auguste Laurent et

Charles Gerhardt. Elle implique 'acide cyanhydrique, I'ammoniac et le benzaldéhyde (Figure 13) (50).

H*, Hy0 NH;

0
+ H —> —» )\
)k \\\ Ph P~ “NCOOH

N
NN

Figure 13: Premiére réaction multicomposants.

Quelques années plus tard, en 1850, Strecker synthétise des a-amino-acides a partir d'un aldéhyde,

d'acide cyanhydrique et dammoniac(Figure 14) (51).

Hoe R

Ny

H*, H,0 N

0
e i
; Ny R N Ph”  “COOH

Figure 14: Synthese d'amino-acides par Strecker.

Au fil des années, on voit la découverte d'autres RMC. Nous citons la réaction de Biginelli (Figure
15), découverte en 1891, qui met en jeu I'urée, le benzaldéhyde et un B-cétoester. Elle conduit a des

dihydropyrimidones, qui ont souvent des propriétés biologiques:
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Figure 15: Réaction de Biginelli

V1. Les réactions sans solvant :

Reéaliser une réaction sans solvant permet de développer une technologie propre, efficace et
économique. La sécurité est améliorée car on réduit les substances dangereuses et toxiques (52). En effet,
les solvants de réactions, généralement utilisés en grande quantité, entrent dans cette catégorie de
substances dangereuses. Un des réactifs peut étre liquide et servir en fait de solvant aux autres réactifs.
Des solvants alternatifs comme 1’eau ont €té proposés, mais le meilleur solvant d’un point de vue
écologique reste I’absence de solvant. Dans un procédé, 1’utilisation de solvants intervient a différents

stades : synthese, purification et nettoyage des équipements (53).

Les chercheurs ont développeé des procédes de mécanochimie permettant de se passer des solvants et de
leur toxicité. Parmi ces méthodes il y le broyage et I'utilisation de micro-ondes. Le broyage permet de
transformer des mélanges comme le sable, argile et autres matériaux en mortier a I’aide de mortier-pilon.
Cette action mecanique favorisant ou engendrant en elle-méme des réactions chimiques. Le micro-onde
en I’absence de solvant permet de préparer des substances chimiques avec de hauts rendements en en des

temps de réactions particulierement courts et en générant peu de déchets (54).

B. Fluorescence Moléculaire:

I. Deéfinition de la fluorescence:
La fluorescence est un phénomene de luminescence par lequel certains atomes et molécules absorbent

I’énergie de la lumiere qu’elles regoivent a certaine longueur d’onde (excitation :EX) et la restituer

(émission :Em) instantanément ou bien dans un temps et ne dépasse pas quelques nanosecondes (55).
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Figure 16: Fluorescence de différentes substances sous lumiére UV.

Le vert est une fluorescéine, le rouge est la Rhodamine B, le jaune est la Rhodamine 6G, le bleu est la
quinine, le violet est un mélange de quinine et de rhodamine 6g. Les solutions ont une concentration
d'environ 0,001% dans I'eau (56).

En effet , une fois la substance absorbe 1’énergie du photon , elle se trouve dans un état
électroniquement excité un état singulet noté S; (57). L’émission d’un photon signifie le retour a 1’état
fondamental noté Sp et ce phénoméne on 1’appelle la fluorescence (58). Elle représente une autre forme
de photoluminescence que la phosphorescence. C’est une émission lumineuse provoquee par diverses

formes d'excitation autres que la chaleur (Lumiére froide ). Elle peut servir a caractériser un matériau.

niveaux d'énergie

™
¥ { relaxation
i 3 & de vibration
ey
g $1
P
1 absorption fluorescence
| 4 &
WV 3 {én‘[
\ & 4 P)
o Vo3 2

™ SO

Figure 17: Le diagramme de Jablonski qui permet de définir la fluorescence

Avec Sy : état électronique fondamental -- S; : état électronique excité
1: phénomeénes d'absorption ; 2: relaxations vibrationnelles ; 3: la fluorescence ; 4: relaxations vibrationnelles
nf : la fluorescence est en compétition avec les désexcitations non émissives.

Selon la nature de la source d’énergie portant le composé excité , on distingue quatre types de
luminescence (Figure 18):
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1 2 3 4

Figure 18: Les différents types de luminescence.

=

Bioluminescence : est la production et I'émission de lumiere par un organisme via une réaction

chimique au cours de laquelle I'énergie chimique est convertie en énergie lumineuse.

2. Photoluminescence: (PL) est un processus par lequel une substance absorbe des photons puis
réémet des photons.

3. Thermoluminescence : est un phénomene physique lié a la capacité de certains cristaux
d'accumuler au niveau atomique I'énergie cédée par les radiations ionisantes (issues de la
radioactivité naturelle du sol et du rayonnement cosmique) et de restituer cette énergie sous forme
de lumiere lorsqu'ils sont chauffés (phénomeéne de luminescence stimulée thermiquement).

4. Chimiluminescence : ou chimioluminescence, est la production de lumiere a la suite d'une

réaction chimique. Une réaction de ce type est l'oxydo-réduction du luminol (3-

aminophthalhydrazide) par I'eau oxygénée (H20) (59).

Il. Historique:

= En 1565, le médecin italien Nicolo Monardes la premiere personne qui observe les reflets de
certaines solutions d’extraits de plantes utilisées en pharmacie et une lumiere bleuatre a la surface
de décoction de copeaux de bois.

= En 1845, Sir John Herschel constate un phénomene analogue a celui observé par Monardes avec
une solution de sulfate de quinine utilisée pour soigner les affections rénales; cette solution est
parfaitement transparente, mais si on change I'angle d'observation, on remarque l'apparition d’une
une jolie coloration bleu ciel.

= En 1853, Georges Gabriel Stokes donne pour la premiéere fois le nom de fluorescence a ce
phénomene.

= Entre 1920 et 1930, Jablonski développe la fluorescence.
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= En 1962, Osamu Shimomura, est le premier & avoir isolé la protéine GFP(Green Fluorescent
Protéine) chez la méduse Aequorea victoria, qui vit sur la cote ouest des Etats-Unis. 1l a obtenu le
prix Nobel de chimie de 2008. Cette protéine émet de la lumiére verte quand elle est éclairée par
lumiére UV. Elle peut étre couplée a d’autres protéines comme marqueur , trés utilisé en biologie
(60).

I11.  Principe de la fluorescence:

La fluorescence implique une source de lumicre externe pour exciter I’échantillon a une longueur
d'onde particuliere. Apres I’excitation de la molécule a la longueur d'onde appropriée, elle passe d’un
¢tat fondamental a un état excité. Lorsque la molécule retourne a 1’état fondamental, on constate une
perte d’énergie et de lumicre sous différentes formes (radiation, conversion interne,...) avant de retrouver
son état de repos en libérant 1’énergie restante sous-forme d’un photon. le photon libéré est moins
énergétique que le photon incident. D’aprés la loi de Planck, la longueur d’onde (couleur) est inversement
proportionnelle a I’énergie. Le photon émis a ainsi une plus grande longueur d’onde que le photon
incident (61).

E =hc /X avec ¢ =299 792 458 m/s
h=6,626 17x10-34 J.s

IVV. Facteurs influencant sur la fluorescence:

En effet , les parametres de fluorescence tels que le spectre, rendement quantique et la durée de vie
dépendent fortement de I’environnement de la molécule. Des changements plus ou moins importants
peuvent se manifester sous I’effet de divers facteurs. Nous allons aborder les facteurs les plus courants

d’entre eux.

V.1 La polarité:

La polarité modifie la stabilité des formes moléculaires. Le fluorochrome étant davantage polaire
a l'état excité qu'a I'état fondamental, la fluorescence aura lieu a des longueurs d'onde d'autant plus

grandes qu'il est dans un environnement polaire car I'état excité y est plus stable (62).

V.2 Température de I’échantillon:

Généralement, le rendement quantique d’un fluorochrome augmente avec une baisse de la température.
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V.3 Réactions photochimiques:

Une modification de I’intensité de fluorescence pourrait étre du des réactions photochimiques
induite par I’exposition a la lumic¢re d’excitation. On peut minimiser ce probléme en soumettant

I’échantillon a la lumiére d’excitation uniquement pendant la mesure.

V.4 pH:

Pour des molécules fluorescentes ionisables en solution aqueuse, les variations de pH entrainent

des variations de spectre d'émission et de rendement quantique.

IV.5 Concentration de I’échantillon:

Un échantillon trop concentré peut étre a I’origine d’erreurs. Par ailleurs, le spectrofluorimeétre
est concu pour détecter la fluorescence €émise du centre de la cuve. Si I’échantillon est trop concentré, la
lumiere d’excitation peut étre absorbée a proximité de la paroi de la cuve. La lumicre d’excitation
n’atteint plus entierement le centre de la cuve et il en résulte une baisse apparente de ’intensité¢ de

fluorescence.

V.6 Fluorescence liée aux impuretés:

En effet, les échantillons étudiés pourront contenir des composés fluorescents. Ces composés sont
alors des impuretés. La fluorescence des impuretes est associée a la lumiere diffusée et son rayonnement
secondaire, la diffraction Raman du solvant et la fluorescence du solvant ou de la cuve. Il existe des

solvants spécifiques aux mesures spectrofluoromeétriques et non fluorescents.
V. Utilisation de la fluorescence:

Ces derniéres années, I'utilisation de la fluorescence s’est augmentée de facon exponentielle dans
notre vie quotidienne du fait de sa grande sensibilité. 11y a les objets « fluos » comme les marqueurs, le
fameux « gilet jaune », les lessives contiennent des azurants optiques, composés organiques qui absorbent
dans I'UV et le violet et émettent de la fluorescence bleue , le détergent jaune-vert qui contient de la
fluoresceine, les objets en plexiglas , certaines peintures et les billets de banque marqués a 1’aide de

composeés dont la fluorescence peut étre provoquée par une petite lampe UV.
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Figure 19: quelques utilisations de la fluorescence.

V1. Application de la fluorescence :

Les applications pratiques de la fluorescence moléculaire sont nombreuses et importantes. Grace a la
haute sensibilité des techniques fluorimétriques ainsi que la spécificité de la réponse de certaines
molécules fluorescentes a I'environnement ou elles se situent, la fluorescence donne lieu & d'importants
outils d'investigation en recherche dans de nombreux domaines comme la chimie , la physico-chimie ,la
biochimie, la biologie et la recherche biomédicale et pharmaceutique. La fluorescence est un outil
remarquable d'analyse avec lequel on peut détecter des polluants ou des especes chimiques telles que des

métaux toxiques, I'oxygene, des traces d'explosifs.

Dans le domaine médical, la fluorescence peut étre utilisée afin de mesurer la concentration de substances
utiles —ou nuisibles — dans le sang ou les urines ou bien comme méthode de diagnostic de certains cancers
(vessie, sein). Elle est egalement utilisée pour visualiser les artéres et les veines (angiographie), dans
lesquelles on introduit un composé fluorescent. Une des applications les plus répandues est le diagnostic

de la rétinopathie chez les diabétiques.

Dans les laboratoires des sciences du vivant, la fluorescence est également tres utilisée. Elle est souvent
couplée a une méthode de microscopie qui permet d’avoir des images de la fluorescence de cellules ou

de tissus.

VII. Les fluorophores:

VI11.1 Définition:

En chimie, un composé fluorescent, c’est une molécule qui posséde un systeme conjugué
important d'électrons et dont les mouvements de rotation interne ne sont pas possibles (63). Un
fluorophore (ou fluorochrome) est un composé chimique qui contient généralement plusieurs groupes

aromatiques combinés , ou des molécules planes ou cycliques avec plusieurs liaisons 7 (64). Il absorbe
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I'énergie lumineuse d'une longueur d'onde spécifique et réémet la lumiére a une longueur d'onde plus
longue. Les longueurs d'onde absorbees , I'efficacité du transfert d'énergie et le temps avant I'émission
dépendent de la structure du fluorophore et de son environnement chimique. Les fluorophores peuvent
exister naturellement ou sont introduits par des méthodes artificielles. De nombreux poissons et roches

maintiennent les niveaux naturels de ce chromophore (Figure 20).

Figure 20: Exemples des fluorescents naturels.

Les fluorophores les plus utilisés en recherche sont l'isothiocyanate de fluorescéine, la coumarine, la

0”0 g

cyanine et la rhodamine (Figure 21).

L'isothiocyanate de fluorescéine La coumarine La rhodamine
FH:"
+ - / N\
CH.CH; —N CH
3 2 \ / 3
La cyanine

Figure 21: Les fluorophores les plus utilisés.
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VI11.2 Les principales caractéristiques des fluorophores :

Les fluorophores sont caractérisés par plusieurs parametres tels :

» Longueur d'onde maximale d'excitation et d'‘émission (exprimée en nanometres nm): correspond
au pic des spectres d'excitation et d'émission.

> Coefficient d'extinction (ou absorption molaire) (exprimée en mol * cm 1 ): il relie la quantité de
lumiére absorbée, pour une longueur d'onde donnée, a la concentration du fluorophore en
solution.

» Rendement quantique : efficacité de I'énergie transférée de la lumiere incidente a la fluorescence
émise (= nombre de photons émis / nombre de photons absorbés).u

> Duree de vie: c'est la durée caractéristique pendant laquelle la molécule reste a I'état excité avant
de retourner a son état initial (exprimée en picosecondes psec).

t

I(t) =I. e~

I(t) = Intensité de fluorescence mesurée au temps.
lo = Intensité de fluorescence observée immédiatement apreés excitation.
7 = Durée de vie du fluorochrome.

> Décalage de Stokes : difference entre les longueurs d'onde d'excitation maximale et d'émission
maximale.

> Photoblanchiment (photobleaching) : lorsque la molécule est a I'état excite, il existe une certaine
probabilité pour qu'elle participe a des réactions chimiques (on parle alors de réactions

photochimiques), en particulier avec I'oxygéne sous forme de radicaux libres (65).

D'autres paramétres doivent étre pris en compte, comme la polarité de la molécule de fluorophore, la

taille et la forme du fluorophore, et d'autres facteurs peuvent modifier le comportement des fluorophores.

V1.3 Structure et propriétés de quelques fluorophores:

Les fluorophores sont parfois utilisés seuls, comme traceur dans les fluides, comme colorant pour la
coloration de certaines structures, comme substrat d' enzymes , ou comme sonde . Plus généralement, ils
sont liés de maniére covalente a une macromolécule , servant de marqueur (ou colorant, ou tag, ou

reporter) pour des réactifs affines ou bioactifs (anticorps, peptides, acides nucléiques). Les fluorophores
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sont notamment utilisés pour colorer des tissus, des cellules ou des matériaux dans diverses méthodes

analytiques, a savoir I' imagerie par fluorescence et la spectroscopie (66) .

VIIl.  Synthése décrite dans littérature de fluorescence des pyrazolo[3,4-b]pyridine:

En effet , avant de commencer la réalisation de nos syntheses dans le laboratoire ,on a commencé par
une large recherche bibliographique dans I’espoir de trouver des articles et des études similaires
précédemment faites sur la fluorescence de la famille des pyrazolopyridine et plus précisément les
pyrazolo[3,4-b]pyridine afin de faire une comparaison avec notre étude, malheureusement notre

recherche n’a pas donné des résultats tres positives.

Cependant, on a réussi de trouver un exemple d’une étude dans laquelle Jian Hong Chen et ses

collaborateurs ont étudié une molécule similaire a la molécule que nous avons étudiée.

En 2012 , cette équipe a synthétisés Deux séries de nouveaux chromophores coumariniques
tétracycliques a base de pyrazolo[3,4-b]pyridine par une réaction entre la 3-aldéhyde-7-

diéthylaminocoumarine et le 5-aminopyrazole (67).

O
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Figure 22 : Synthese de Jian Hong Chen
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Chapitre 1l : Résultats et discussions

I. Introduction:

Dans ce chapitre on va présenter et discuter les résultats des synthéses qu’on a réalisés durant

notre stage ainsi que les analyses des produits obtenus de la préparation des molécules destinés.

En effet, la partie bibliographique de ce travail a été rédige précieusement apres une longue et profonde
recherche sur les différents vois et méthodes de synthése des 2-pyridones ainsi que sur la synthese des
dérivés de pyrazolo(3-4-b) pyridine. Les différents articles qu’on a trouvés dans les littératures nous ont
donné une idée claire sur la stratégie et les protocoles a suivre dans notre travail au laboratoire afin
d’atteindre ’objectif finale de notre stage qui consiste a identifier et développer des nouveaux

hétérocycles notamment le pyrazolo (3,4,b)pyridine a partir des 2-pyridones .

Il. Synthese des 2-pyridones:

11.1 Analyse Rétrosynthétique :

Nous avons envisagé le schéma Reétrosynthétique suivant pour la préparation de ce type de Composé
(Schéma 25) .

Arl
CN NC CO,Et o o
X PN
| —> | + )L —> )L + NC CO,Et
Ar CH Ar H
Ar2 H o Arl H 2 3 1

Schéma 25: Rétrosynthétique des 2-pyridones.
Ce schéma Rétrosynthétique pour la préparation des 2-pyridones implique deux étapes :

% Etape 1 : Synthese des alcénes.

% Etape 2 : Cyclisation en 2-pyridone.
11.2 Etapes 1 : Synthése des alcénes (synthése des arylacrylonitriles) :

On a préparé les alcénes (1-2) par une réaction de condensation de Knovenagel toute en suivant
une manipulation simple en mélangeant le isocyanoacétate d’éthyle et aldéhyde aromatique Dans I’eau

comme solvant selon le schéma réactionnel suivant (Schéma 26).
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CO,Et

o NC
H,O
J, e es 2 T
Ta
Ar

Ar H
H

Schéma 26: Synthese des alcenes (1-2) .

Ar : 2-Cl-CsHg4 , 4-F-CsH4 .

Les résultats obtenus pour la synthése des alcénes est regroupé dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Structure des alcenes (1-2) .

Ar Produit Rd % Pf °C
NC CO,Et
4-F-CeHa- H 92 102,5
F
(1)
NC CO,Et
2-Cl-CsHa- H 90 60,5
Cl
(2)

11.3 Etapes 2 : Cyclisation en 2-pyridones :

Nos 2-pyridones sont obtenues par une réaction en une seule étape . Dans cette étape la synthese
des 2-pyridones reposes sur I’utilisation d’une réaction multi composants. En fait réagir les alcénes (1-2)
préparé précédemment avec I’acétophénone en présence d’acétate d’ammonium comme base pour faire

la cyclisation en motif 2-pyridone (3-12) selon le schéma réactionnel suivant (Schéma 27).
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Ar
o)
NC CO,Et CN
AcCONH
j[ X CHs 4 | N
+ | >
80°C
Ar H R/ F X N o
| H

S F

Schéma 27 : Synthése des nos 2-pyridones.

Les conditions opératoires et les résultats obtenus de la synthese des 2-pyridones (3-12) pour les alcenes
synthétiques (1-2) sont regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2) :
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Ar R Produit _ Solvant | Rd% | Pf°C
4-F-CeH, - 4-F S.S 70 130
3)
4-F-CeHs - 2 4-Cl EtOH 79 >260
4-F-CeHs - 4-Me S.S 22 >260
(5)

Tableau 3: Structure des 2-pyridones (3-12) .
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F
4-F-CgHq - 2- eN EtOH 80 168
acétonaphthone ‘ S
N @]
H
(6)
F
4-F-CsHs - 4-OCHs EtOH 12 >260
CN
\
N @]
H
HsCO
O
I Cl
CN
2-Cl-CoH - 4-F oS S.S 30 136
N (@]
H
E
)
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Cl
2-Cl-CgHs - 2 4-Cl AN CN EtOH 48 | >260
N [e]
H
Cl Cl
9)
I Cl
CN
2-Cl-CgHa - 4-Me S S.S 17 | >260
N (@]
H
Me
(10)
I Cl
CN
2-CI-CgHq - 2- AN EtOH 20 | >260
acetonaphthone
N @]
H
(11)
I Cl
CN
2-Cl-CgHs - 4-OCH; X EtOH 12 244
N (@]
H
H;CO
(12)
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11.4 Mécanisme de formation des 2-pyridones :

Le mécanisme proposé pour la préparation des 2-pyridones est décrit ci-dessous :

(@]
AcONH X
|\ R 4|
J = /<F
R R
O
CN
JI - '
||| ]
(@]
CN
HN |
X ~ Ar

S
R

Schéma 28: Mécanisme proposé de formation des 2-pyridones.

Le mécanisme réactionnel commence par une addition en 1,4 de Michael de composer
acrylonitrile avec I’intermédiaire (1) pour former I’intermédiaire (I1) (produit de Michael) cela et suivie
d’une condensation entre ’anion d’imine du deuxiéme intermédiaire et le départ d’une molécule de NH3

pour obtenir I’intermédiaire (I111).

I1.5 Etapes 3 : Synthese des pyrazolo[3,4-b]pyridines :
Nos recherches incluent la synthése des 2-pyridones car elles présentent un grand intérét dans

différents domaines et pour la méme raison nous nous intéressons de plus en plus a la synthese des

pyrazolo(3,4-b)pyridines .
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Nous avons pu synthétiser une nouvelle série de pyrazolo(3,4-b)pyridine en faisant réagir les 2
pyridones synthétisées précédemment avec phénylhydrazine Dans le méthanol comme solvant. En
chauffant a 120°C pendant 48h , suivit d’une recristallisation dans un mélange d’éthanol/ éther éthylique.
(Schéma 4).

Ary Arg

NH,
CN
MeOH
| S . Ph-NH-NH,.HCI | o~ N\,
120 °C, 48h - /
Ar; NH o Ars N N\

Schéma 29 : Synthése des pyrazolo[3,4-b]pyridines

Les résultats obtenus pour la synthése des 1H-pyrazolo[3,4-b]pyridines (13-15) sont regroupés dans le
Tableau 4 suivant :

Tableau 4 : Structure des 1H-pyrazolo[3,4-b]pyridines (13-15).

Ari Ar; Produit Rd % Pf°C
F
NH,
4-F-CeHs- | 2,4-CI-CeHq N AW 48 >266
N/ N/
\
Ph
Cl Cl
(13)
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NH,
\
| N\ N 14 >266
4-F-CeHs- 4-F-CeHq N/ N/
\Ph

7 250
4-F-CgH4- | 2-acetonaphthone

11.6 Mécanisme de formation des pyrazolo[3,4-b]pyridines :

Nous proposons le mécanisme suivant pour la formation des pyrazolo[3,4-b]pyridine (Schéma 5):
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Ary
=N
| + Ph-NH-NH,HCl ——
Ary, Il\l ’\5
H
| 1
Arq Ar, Arq
H
C NH — —
A NH, - C=N OH =N
| — — | <4
A N/ N Z
rz Ar N N—NH Ar N N-NH
| 2 |\ 2 2 |_/A | 2
Ph Ph H Ph
Al’l Arl
o NH,
A C x \
Nl—H -+ NH2 _— /N
Z~ Z =N
Ar; N \ Ary N \
Ph m "

Schéma 30 : Mécanisme proposé de formation des pyrazolo(3,4-b)pyridines .

L’intermédiaire Il a été obtenu par une réaction entre phénylhydrazine et le groupe « C=0 » du
produit I, ensuite une réaction de cyclisation intramoléculaire entre I'anion imine et la double liaison de

I'énamine suivie d’une aromatisation forme les 1H-pyrazolo[3,4-b]pyridines I11.

I1l. Etude de fluorescence sur nos 2-pyridones et pyrazolo [3,4-b] pyridines :

On a commencé la partie de la fluorescence par une synthese bibliographique dans laquelle on a
illustré I’importance de la fluorescence dans les 1’étude des nouveaux hétérocycles ainsi que I’influence

des différents facteurs sur ce phénomene.

En effet , parmi les objectifs principaux de notre travail est étudier des nouveaux fluorophores et mettre

en évidence leur intérét biologiques. Pour ce faire il Ya plusieurs méthodes chimique et analytiques, notre
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méthode consiste & développer et de tester la fluorescence sur les dérivés sélectionnés des 2-pyridones et

1H-pyrazolo[3,4-b]pyridines.

La spectrofluorimetre tridimensionnelle a été adopté pour caractériser tous les échantillons, cette
technique nous permit d’obtenir I’ensemble des paramétres de fluorescence (intensités, longueurs d’onde

d’excitation et d’émission des maximal) relatifs a chaque échantillon sur tout le domaine spectral estimé.

Les différences entre les spectres de fluorescence permettent d’observer les modifications du matériel
organique a travers la variation des intensités de fluorescence, des décalages de la position des

maximaux et les déplacements de stocks.

Notre stratégie :

Les 2-pyridones sélectionnés afin d’étre étudier sont les suivants : PYF06 , PYF07 , PYFO08. Pour
les 1H-pyrazolo[3,4-b] pyridines, c’était le KZ11 qui étais choisi afin d’étre synthétisé dans le laboratoire
(LCSCO) a I'université de Tlemcen.

H3CO

PYFO7 PYF08

Figure 23: Les produits de dérive des 2-pyridones.
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Figure 24: Le produit de dérivé de pyrazolo(3,4-b)pyridines.

La stratégie suivie afin de tester nos produits n’était pas choisi par hasard mais aprés avoir
expérimenter I’effet de la solubilité de nos composés dans différents solvants organiques. A la fin deux
solvants ont été choisi pour cette étude , Afin d’étudier ’effet de concentration sur la fluorescence , les
spectres des dérives des 2-pyridones (PYF06, PYF07, PYF08) dans le chloroforme (CHCI3) a différentes
concentration 10-4 ,10-5 et 10-6 M. Idem pour le pyrazolo[3,4-b]pyridine dans le diméthylsulfoxyde .

111.1 L’effet de concentration sur la fluorescence de nos 2-pyridones et pyrazolo[3,4-
b]pyridines :

La concentration optimale et I’épaisseur sont inversement proportionnels. En effet la
concentration montre une diminution lorsque I’épaisseur augmente , de ce fait 1’épaisseur de la solution
traversée par la radiation excitatrice doit étre faible, c’est I’effet de filtre interne. On a remarqué que la
fluorescence passe par un maximum pour une concentration optimale, ce qui veut dire qu’il faut réaliser
des solutions a faibles concentrations car il y a auto-inhibition de la fluorescence aux fortes
concentrations, du fait de I’augmentation du nombre de collisions entre les molécules. Pour les faibles

concentrations, la courbe de fluorescence est arrondie.

111.2 L’effet de concentration sur la fluorescence du 6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl) 2-
oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile PYFQ6 :

On a étudié I’influence de la concentration sur I’intensité de fluorescence de composé PYF06 en

utilisant le chloroforme comme solvant.

Un élargissement ordinaire du spectre d'émission et observer a concentration de 10 M, Iintensité
maximale de fluorescence abouti les 790 u.a et & une concentration de 10® M une faible intensité est

enregistrée qui atteint les 44 u.a.
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938,8 T T T

Effet de concentration — PYF 06 10*
800,0 |

— PYE 06 10

~ PYF0610°

600,0

Intensity

400,0

200,0

Intensité de fluorescence

0,0

-58,3
369,8 400,0 450,0 500,0 550,0 569,0
nm

Longueur d’onde A

Figure 25 : Spectres d'émissions de fluorescence de PYF06 dans CHCIs et a différentes concentrations
104, 10% et 105 M.

111.3 L’effet de concentration sur la fluorescence du 4-(4-fluorophenyl)-6-(4-methoxyphenyl)-2-
oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile PYFQ7 :

On a étudier l’influence de la concentration sur la fluorescence de PYFO7 dans le CHCI; a
différente concentrations 10, 10° et & 10 M.

La meilleure intensité de fluorescence est associée au produit PYFO7 pour une concentration de
10“M cette derniére abouti les 2003 u.a, et une intensité minimale qui atteint les 117 u.a pour une

concentration de 10°% M .
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2207,4

Effet de concentration — PYF0710% |

2000,0 —

— PYF 07 105
~ PYF0710° |

1500,0

Intensity

1000,0

500,0

Intensité de fluorescence

0,0=

-88,6 L | !

354,3 400,0 500,0 605,1
nm

Longueur d’onde A (nm)

Figure 26 : Spectres d'émissions de fluorescence de PYF07 dans CHCIs et a différentes concentrations
10%,10°et 10°M .

111.4 L’effet de concentration sur la fluorescence du 4-(2-chlorophenyl)-6-(4-fluorophenyl)-2-oxo-
1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile PYFO08 :

On a ¢étudi¢ I'influence de la concentration sur I’intensité de fluorescence de composé PYF08 en
utilisant le chloroforme comme solvant. Nous observons a une concentration de 10° M , une intensité
maximale qui atteint les 1024 u.a et une intensité minimale qui ne dépasse pas les 115 u.a a une

concentration de 10 M.

1137,2 T T T T

Effet de concentration — PYF 08 10*

1000,0 — 1

— PYF0810%

~ PYFO0810°

Intensity

500,0

Intensité de fluorescence

0,0

4572 ! ! ! !

357,1 400,0 450,0 500,0 550,0 575,3
nm

Longueur d’onde A

Figure 27: Spectres d'émissions de fluorescence de PYF08 dans CHCI3 et a différentes concentrations
10*, 10 et 10° M.
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111.5 L’effet de concentration sur la fluorescence du 6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl)-1-
phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-amine KZ11 :

On a étudier I’influence de la concentration sur la fluorescence de KZ11 dans le DMSO a
différente concentrations 104,10 et 2 10° M .Une intensité maximale est observée pour le produit KZ11
a une concentration optimale de 10*M tend vers 1142 u.a et une intensité faible ne dépasse pas le 178
u.aal0®m.

13771 T T

Effet de concentration — Kz11 10
— Kz11 105
Kz11 10

1000,0

Intensity

500,0

intensité de fluorescence

-3,8
399,4 450,0 500,0 543,1

Longueur d’onde A

Figure 28: Spectres d'émissions de fluorescence de KZ11 dans DMSO et a différentes concentrations
10*,10% et 10°M .

IVV. Conclusion :
Dans ce chapitre nous avons réussi a suivre un nouveau chemin de synthése qui nous amené a un

nouveau hétérocycle azoté (2-pyridones, pyrazolo(3,4-b)pyridines). Ce manuscrit est divisé en deux

parties :

La premiére concerne la synthese des 2-pyridones reposes sur I’utilisation d’une réaction multi
composants réalisé en deux étapes (une réaction de condensation de Knovenagel et une réaction de
cyclisation en 2-pyridones). Ce produit est un intermédiaire clé dans la synthése des pyrazolo(3,4-
b)pyridines. Notre pyrazolo(3,4-b)pyridine a été obtenu en faisant réagir les 2-pyridones avec

phénylhydrazine chlorhydrate en présence de solvant. Le rendement obtenu varie entre 7 — 48 %.
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Le second partie présente la fluorescence moléculaire de nos 2-pyridones et nos pyrazolo[3,4 b]pyridines
synthétisées. Le dérivé PYF07 a donné I’intensité la plus élevée de fluorescence par rapport a celles des
autres dérivés (PYF06, PYFO08 et KZ11).

La valeur maximale de cette derniére est attendu a une concentration de 10*M. En outre, le chloroforme
et le Dimethylsulfoxyde donnent une bonne solubilité de nos produits synthétisés et meilleurs résultats
de fluorescences ce qui leur qualifie & étre de bons solvants. Les pyrazolo(3,4-b)pyridines (KZ11) ne sont
pas des composés suffisamment fluorescents par rapport a les 2-pyridones . La diminution de la
fluorescence correspond a une diminution de la concentration en Molécules fluorescents, et les spectres

de chaque fluorophore sont spécifiques dans des conditions données .
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Chapitre 111 : Partie expérimentale

A. Partie A : Matieres et appareillages

l. Introduction :

A la suite de notre étude bibliographique présenté dans les deux premiers chapitres, nous avons eu
des idees sur les différentes syntheses des 2-pyridones et pyrazolo(3,4-b) pyridines ainsi que leurs
propriétés biologiques . Nous avons constaté que la plupart de ces synthéses nécessitent des réactifs

exceptionnels et aussi des solvants organiques spécifiques.

1. Les réactifs et les solvant utilisés :
Dans le tableau 2 présenté ci-dessous, on a regroupé les réactifs et les solvants utilises et leurs
caractéristiques.

Tableau 5: Liste des produits chimiques utilisés .

Les réactifs et les solvants La formule chimique Ten (°C) T+ (°C)
Méthanol CH3OH 65 -98
Ethanol C2HsOH 78-79 -117
Dichlorométhane CHCl, 40 -95,1
(DCM)

Chloroforme CHCI3 61.2 -63.5
Acétate d’éthyle CH3COOC:Hs 77,1 -83,6
I’éther diéthylique (C2Hs)20 34,6 -116,3
Diméthylsulfoxyde C2H6OS 189 19

(DMSO)
Phénylhydrazine CeHsN2 243,5 19,5

I11.  Techniques et Appareillage :

111.1 La Chromatographie sur couche mince (CCM) :
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111.1.1 Définition :
La chromatographie sur couche mince (CCM) est la plus simple des méthodes

chromatographiques. C’est une méthode sa séparation polyvalente qui est largement utilisée dans

l'analyse qualitative et quantitative d'échantillons. Le principal intérét de la CCM est Il'identification
rapide des composeés d'un mélange. Elle peut servir a analyser quasiment toutes les classes de substances,
y compris les pesticides, les stéroides, les alcaloides, les lipides, les nucléotides, les glycosides, les sucres

et les acides gras (68).

Notre chromatographie a été effectuée sur des plaques en aluminium de gel de silice Merck 60 F254,
(40-60 um), les révélateurs utilisés sont : ’'UV 250-350.

111.1.2 Appareillage :

La phase stationnaire est une fine couche de matériau adsorbant, généralement du gel de silice ou
de l'oxyde d'aluminium, déposée a la surface d'une plaque inerte qui pourrait étre du verre, du plastique
ou de I'aluminium. Une gouttelette d'échantillon est deposée a une extrémité de la plaque de CCM, puis
la plaque est placée a la verticale dans une chambre d'élution close contenant un solvant organique (la
phase mobile). Cette phase mobile progresse sur la plaque vers le haut par capillarité et les constituants
de I'echantillon migrent sur des distances différentes, en fonction de leurs différentes affinités pour la
phase stationnaire et la phase mobile. Lorsque le solvant atteint le haut de la plaque, celle-ci est retirée
de la chambre et séchée. Les constituants ainsi séparés apparaissent sur la plaque sous forme de taches,

et le facteur de rétention (Rf) de chaque constituant est déterminé (69).

111.1.3 Principe :

Lorsqu’on dépose une quantité de 1’échantillon a analyser sur la plaque , cette derniére est
directement placée dans la cuve, I’éluant monte a travers la phase stationnaire. En outre, chaque
composant de 1’échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du solvant. En effet , cette
vitesse dépend de la solubilité dans la phase mobile et des forces électrostatiques retenant le composant
sur la plaque stationnaire. Les molécules se partagent ensuite alternativement entre la phase stationnaire
et la phase mobile. I’action de rétention de la phase stationnaire étant principalement contrélée par des
phénomeénes d’adsorption. Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible

polarité migrent plus rapidement que les composants polaires (70).
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I11.1.4 Phénomeénes physiques utilisés en chromatographie :
La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur quatre types de

phénomeénes physiques, nous allons étudier le phénomene I’adsorption.

I11.1.4.1 Phénomeéne d’adsorption :

L'adsorption est un phénomene d'interface a la différence de I'absorption. En effet, les molécules
de gaz ou de liquides se fixent sur les surfaces solides des adsorbants selon divers processus plus ou
moins intenses. Ce phénomene est utilisé pour récupérer des molécules indésirables de fluide (liquides
ou gazeuses) dispersées dans un solvant. La phase stationnaire de la chromatographie d’adsorption est a
I’¢état solide. Les phases stationnaires possedent une variété de sites d’adsorption. Les adsorbants les plus

utilisés sont I'alumine, le gel de silice.

111.1.4.1.1 Influence de la polarité des composeés :

En chromatographie d’adsorption, les séparations sont basées sur le principe de polarité, c’est-a-
dire I’existence de dipdles dans une structure moléculaire. Autrement dit ,plus un composé est polaire,

plus fortement il sera adsorbeé sur les sites actifs de la phase stationnaire et moins vite il se déplacera.

111.1.4.1.2 Influence de la polarité de la phase mobile :

L’éluant (dite phase liquide ou mobile ) est un solvant ou un mélange de solvants qui va entrainer
les composes a se séparer le long de la phase stationnaire. Le pouvoir éluant d'un liquide dépend de sa
propre polarité. Plus 1’éluant est polaire, plus les composés se déplacent rapidement. Ci-dessous ( tableau
3) les liquides classés du plus polaire au moins polaire avec une échelle (approximative) de 1 a 10.

Tableau 6 : Les solvants sont classés du plus polaire au moins polaire avec une échelle

(approximative) de 1 a 10.
Solvants Polarité

[EEN

Chloroéthane

Bromoéthane

Chlorure de méthyléne
Ethanol

Propanol

Méthanol

Acétonitrile

Acide acétique
DMSO
Eau

~N| O O O A i Al WO DN

[EEN
o
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111.1.5 Calcule du rapport frontale (Rf) :

On détermine le rapport frontal Rf = h(A)/H(A) étant le rapport entre la distance parcourue par le
soluté divisé par la distance parcourue par le front du solvant. Ce coefficient de proportionnalité ne

dépend que des conditions expérimentales et de I’espéce chimique (71).

Rf=h/H avec

h(A): distance entre la ligne de dépdt et le milieu de la tache de I’espéce A .

Et H(A) : distance entre la ligne de dépot et le front de 1’¢luant.

Front de 1’éluant

e

Niveau de déposition

\ '

I11.1.6 L’aspect des composés sur la plaque (Spot) :

Dans une chromatographie sur couche mince, les composés apparaissent sous forme de taches

rondes ou ovales .

111.2 Spectroscopie Infrarouge (IR) :

La spectroscopie d'infrarouge est une méthode d’analyse structurelle. Elle permet de déterminer
avec une grande précision la présence de groupements fonctionnels dans les molécules organiques, et les
structures dans certaines molécules simples . Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés sur

un spectrophotometre Perkin-Elmer Spectrum one équipé d’un accessoire ATR. Les bandes d’absorption

v sont exprimées en cm™. Seuls les pics significatifs sont listés.

111.3 Les irradiations micro-ondes :

Ont été effectuées dans une micro-onde monomode.
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111.4 Les spectres RMN *H :

Les spectres ont été enregistrés sur un appareil Bruker AC 400 MHz. Les produits ont été analysés
dans le chloroforme deutéré (CDCIs) et le diméthylsulfoxyde (DMSO) avec le tétraméthylsilane (TMS)

comme référence interne. Les déplacements chimigues sont donnés en ppm et les constantes de couplage
Jen Hz. Les signaux sont décrits par les abréviations suivantes : (s) singulet; (d) doublet; (t) triplet; (q)
quadruplet; (m) massif/multiplet.

I11.5 Le point de fusion (Tf) :

Le point de fusion ou la température de fusion d'un corps représente la température a une pression
donnée, a laquelle un élément pur ou un composé chimique passe de I'état solide a I'état liquide. Les
points de fusion ont été mesurés dans un appareil du type Bank Kofler HEIZBANK (WME 50-260°C)
au Laboratoire de Catalyse et Synthése en Chimie Organique (LCSCO) de I’Université Abou Baker
Belkaid , Tlemcen .

I111.6 Le Fluoremétre :
111.6.1 Définition :

Un fluorimetre est un appareil de mesure qui permet de déterminer et de quantifier la fluorescence

de certaines molécules (72).

Figure 29: Un fluorimétre.

62



Chapitre 111 : Partie expérimentale
. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

111.6.2 Principe et appareillage de Fluoremetre :

Le fluorimétre est composé de cing parties : la source lumineuse constituée par une lampe au
xénon, ensuite d’un monochromateur, d’un compartiment dans lequel est inséré 1’échantillon a analyser,
et d’un second monochromateur . Pour terminer, le fluorimetre dispose d’un détecteur. Une molécule
fluorescente possede la propriété d’absorber ou de restituer de la lumiére d’excitation, aprés un délai plus
ou moins long, sous forme de lumicre de fluorescence ou lumiere d'émission. En effet, une fois I’énergie
du photon absorbée, la molécule se trouve dans un état électroniqguement excité et peut se désexciter vers

I’¢état fondamental en une ou plusieurs étapes successives.

B. Partie B : Syntheses des Hétérocycles

I. Synthése des alcénes :

I.1 Mode opératoire géneérale :

Dans un ballon de 50mL muni d’un réfrigérateur avec une agitation, on introduit (10 mmol) de 4-
fluorobenzaldé¢hyde et (10 mmol) de cyanoacétate d’éthyle dans 10 ml d’eau, le systéme est porté a
température ambiante pendant une nuit ,un solide est forme, filtré avec de I’eau, et puis lavé avec de

I’éther diéthylique pour obtenir I’alcéne (1a) désiré avec de bon rendement.
= (E)-ethyl-2-cyano-3-(4-fluorophenyl) acrylate (1a):

NC CO,Et

Formule brute : C12H10FNO2

Masse molaire : 219,11 g.mol™

Rendement : 92 %.

Aspect : solide blanc

Rf=0,86 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf: 102,5 °C.
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= (E)-ethyl-3-(2-chlorophenyl)-2-cyanoacrylate (1b):

Selon le méme protocole appliqué auparavant, on a préparé 1’alcéne (1b) , mais cette fois ci a partir

des réactifs suivants :(10 mmol) de 2-chlorobenzaldéhyde et (10 mmol) de cyanoacétate d’éthyle .

NC CO,Et

cl
Formule brute : C12H10CINO>

Masse molaire : 235,67 g.mol™

Rendement : 90 %.

Aspect : solide blanc

Rf=0,9 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf: 60,5°C.

Il.  Synthése des 2-pyridones :

I1.1 Mode opératoire générale :

Dans un ballon de 100 mL muni d’un réfrigérant et d’un barreau aimanté, on introduit (1,25 g) de
(E)-ethyl-2-cyano-3-(4-fluorophenyl) acrylate , (0,43 g) d’acétate d’ammonium et (0,78g) 1-(4
fluorophenyl) éthanone dans 5 ml d’éthanol . Le systéme est chauffé a 80°C pendant 10 heures
(I’avancement de la réaction est suivi par CCM). Le solide obtenu est filtré, lavé avec 1’éther diéthylique
et recristallisé dans 1’éthanol absolu pour obtenir 4,6-bis( 4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-

carbonitrile 2a avec de bon rendement.
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= 4,6-bis ( 4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2a) :

Formule brute : C1gH10F2N20
Masse molaire : 308,28 g.mol™
Rendement : 70 %.
Aspect : solide blanc
Rf= 0,44 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf. 130°C.
=  6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3- carbonitrile (2b):

Selon le méme protocole appliqué auparavant, on a préparé le 2-pyridone 2b , mais cette fois ci a
partir des réactifs suivants : (1,25g) de I’alcéne (1a) et (0,43g) d’acétate d’ammonium et (1,09 g) de

2,4-dichloroacétophenone.

CN

Cl Cl

Formule brute : C1sH9CI2N20O
Masse molaire : 359,18 g.mol™

Rendement : 79 %.
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Aspect : solide blanc
Rf=0,43 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf> 266°C.

IR Vmax cm™ :3544(N-H) ;3544(C-Harom) ;2220 (CN); 1746 (C=0); 1651(C=C).

= 4-(4-fluorophenyl)-2-oxo-6-p-tolyl-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2c):

Le 2- pyridone 2c est préparée a partir de ’alcéne 1a ( 1,25 g), ( 0,43 g) d’acétate d’ammonium et
(0,78 g) de 4-méthylacétophenone.

Formule brute : C19H13FN20

Masse molaire : 304,32 g.mol™

Rendement : 22 % .

Aspect : solide blanc

Rf = 0,34 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf> 260°C.

IR Vmaxcm™ : 3845(N-H) ;3393(C-Harom); 2212 (CN); 1643 (C=0); 1513(C=C).
= 4-(4-fluorophenyl)-6-(naphtalen-2-yl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2d):

Le 2- pyridone 2d est préparée a partir de 1’alcéne la ( 1,25 @), ( 0,43 g) d’acétate d’ammonium et
(0,97 g) de 2-acetonaphthone .
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CN

Iz
o}

Formule brute : C22H13FN20 .

Masse molaire : 340,35g.mol*

Rendement : 80 %.

Aspect : solide jaune

Rf = 0,28 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf: 168°C.

IR Vmax cM™ : 3496(N-H) ;3067(C-H arom) ;2213(CN); 1737 (C=0); 1619(C=C) .

= 4-(4-fluorophenyl)-6-(4-methoxyphenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2¢) :

Le 2- pyridone 2e est préparée a partir de 1’alcéne 1a (1,25 g),( 0,43 g) d’acétate d’ammonium et
(0,85 g) de 4-méthoxyacétophénone.

Formule brute : C19H13FN20: .

Masse molaire : 320,32 g.mol™

Rendement : 12 %.

Aspect : solide blanc cassé .

Rf = 0,40 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf > 260°C.
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= 4-(2-chlorophenyl)-6-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2f):

Le 2- pyridone 2f est préparée a partir de I’alcéne 1b ( 1,25g), ( 0,40g) d’acétate d’ammonium et (1g)
de 1-(4-fluorophenyl) éthanone .

Formule brute : C1gH10CIFN20 .

Masse molaire : 324,74 g.mol™

Rendement : 30 %.

Aspect : solide blanc .

Rf = 0,32 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf: 136°C.

IR Vimax €M ": 3467(N-H) ;2934(C-Harom); 1745(C=0); 1650 (C=C) ;2226(CN) .

= 4-(2-chlorophenyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2g):

Le 2- pyridone 29 est préparée a partir de 1’alcéne 1b ( 1,25 g), ( 0,40 g) d’acétate d’ammonium et
(19) de 2,4-dichloroacétophenone.

Formule brute : C1sHysCizN20 .
Masse molaire : 375,64 g.mol™

Rendement : 48 %.
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Aspect : solide blanc .

Rf = 0,28 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).
Pf > 260°C.

IR Vimax cM 11 3462(N-H) ;2857(C-Harom); 2215 (CN) ; 1747 (C=0) ; 1660(C=C) .

= 4-(2-chlorophenyl)-2-oxo-6-p-tolyl-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2k):

Le 2- pyridone 2K est préparée a partir de I’alcéne 1b ( 1,25 g), ( 0,40 g) d’acétate d’ammonium et
(0,88 g) de 4-méthylacétophenone.

Formule brute : C19H13CIN2O.

Masse molaire : 320,77 g.mol™.

Rendement: 17 % .

Aspect : solide jaune pale .

Rf: 0,30 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50) .
Pf >260°C.

IR Vmax cM " 3494(N-H) ;3341 (C-Harom); 2221(CN); 1654 (C=0) ;1517(C=C) .

= 4-(2-chlorophenyl)-6-(naphtalen-2-yl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2i):

Le 2- pyridone 2i est préparée a partir de ’alcene 1b ( 1,25 g), ( 0,40 g) d’acétate d’ammonium et
(0,88 g) de 4-méthylacétophenone.
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Cl
CN
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Formule brute : C22H13CIN2O.

Masse molaire : 356,8 g.mol™.

Rendement : 20 %.

Aspect : solide vert pistache .

Rf: 0,25 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50) .

Pf >260°C.

IR vmaxcm : 3405(N-H) ;3238 (C-Harom); 2215(C=0);1745(C=0) ; 1644 (C=C) .

= 4-(2-chlorophenyl)-6-(4-methoxyphenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile (2j):

Le 2- pyridone 2j est préparée a partir de 1’alcene 1b ( 1,25 g), ( 0,40 g) d’acétate d’ammonium et

(0,79 g) de 4-méthoxyacétophénone.

HCO

Formule brute : C19H13CIN20s.

Masse molaire : 336,77 g.mol ™.

Rendement : 12 %.

Aspect : solide vert pistache .

Rf: 0,44 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).

Pf: 244°C.
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I1l. Synthése des pyrazolo[3,4-b]pyridine :

I11.1 Mode opératoire générale :
Dans un ballon de 100 mL muni d’un réfrigérant et d’un barreau aimanté, on introduit (0,53 g) de

pyridone (2b) , (0,20 g) de phenylhydrazine dans 5 ml de méthanol . Le systeme a été chauffé a 120°C
pendant 48 heures (I’avancement de la réaction est suivi par CCM). Le solide obtenu est filtré, lavé avec

I’éther diéthylique et recristallisé dans 1’éthanol absolu pour obtenir 3a avec de bon rendement.

* 6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-amine (3a):

F

Formule brute : C24H15Cl12FNa.

Masse molaire : 449,31 g.mol ™.

Rendement : 48 %

Aspect : solide blanc

Rf: 0,36 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).

Pf: >266°C.

IR Vmax cm : 3665(NH;) ;3136 (C-Harom);1790(C=N); 1659 (C=C) ;1239(C-N).

= 4,6-bis(4-fluorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b] pyridin-3-amine (3b):

Selon le méme protocole appliqué auparavant, on a préparé le pyrazolo[3,4-b]pyridine (3b), mais cette

fois ci a partir des réactifs suivants : (0,53 g) de le 2-pyridone (2a) et (0,24 g) de phénylhydrazine.
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Formule brute : C2sH1sF2Na.
Masse molaire : 398,41 g.mol™.
Rendement :14 %
Aspect : solide orange
Rf : 0,17 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50) .
Pf: >266°C.
= 4-(4-fluorophenyl)-6-(naphthalen-2-yl)-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b] pyridin-3-amine (3c):

Le pyrazolo[3,4-b]pyridine 3c est préparée a partir de la 2-pyridone (2d) (0,37 g), (0,14 g) de
phénylhydrazine.

Formule brute : C2gH19FNa.

Masse molaire : 432,49 g.mol ™,

Rendement :7 %

Aspect : solide jaune

Rf : 0,60(Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 50/50).

Pf: 250°C.

IR vmaxcm L 3463(NH2) ; 3055(C-Harom);1736(C=N) ;1637(C=C) ;1227(C-N).
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C. Partie C : Fluorescence Moléculaire

l. Effet de concentration sur la fluorescence du 2-pyridone :

1.1 Mode opératoire générale :

Afin d’obtenir des solutions diluées de concentrations de 10, 10, 10° M on a suit le protocole
suivant :
Pour les essais des 3 produits des (2-pyridones) (PYF06-PYF07-PYFO08) on doit avoir 9 tubes a essai,
3 tubes pour chaque produit. Dans les trois premiers tubes a essai, on introduit respectivement 3 mg de
(PYF06,PYF07,PYF08) dans 10 mL de CHCIs comme solvant afin de préparer des solutions meres S:
de concentration 10* M. Ensuite on préléve 1 mL de chaque solution S; préparé précédemment et on les
verse dans 9 mL de CHClIs pour préparer des solutions Sz de 10° M , Pour préparer des solutions Sz de

concentration 10 M, on verse 1 mL de S, dans 9mL de CHCls.

3mg de produit 1mL de S1 1mL de S2
+ + +
10 mL de CHCly 9mL de CHCly 9mL de CHClg

S110% M S210° M S310° M

73



Chapitre 111 : Partie expérimentale
. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

1. Effet de concentration sur la fluorescence du pyrazolo[3,4-b]pyridine:

I1.1 Mode opératoire générale :

Afin d’obtenir des solutions diluées de concentrations de 10, 10°, 10® M on suit le protocole

suivant :
Pour essais un produit de (pyrazolo[3,4-b]pyridine) (KZ11) on doit avoir 3 tubes a essai.

1. Dans le premier tube on verse 0,8 mg de produit (KZ11) + 10 mL de DMSO pour obtenir une
solution mere S1de concentration 10“ M.
2. Dans le deuxieme tube on verse 1mL de S1 + 9 mL de DMSO pour obtenir une solution S, de

concentration 10 M.
3. Dans le troisieme tube on verse 1mL de S2+ 9 mL de DMSO pour obtenir une solution Sz de

concentration 10° M.

0,8 mg de produit 1mL de S1 1mL de S2
+ + +
10 mL de DMSO 9mL de DMSO 9mL de DMSO

S110% M S,10° M S310° M

Les échantillons préalablement préparés ont été chargés dans des cuves de quartz et passés a travers

Spectrophotometre pour étudier I'effet de la concentration sur l'intensité spectrale fluorescence .
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Conclusion générale

Ce travail présente une étude théorique et expérimentale sur le pyrazolo(3,4-b)pyridine et son
application dans différents domaines. En effet,I’hétérocycles azotés ont montrés une utilité

importante dans la chimie, la biologie ainsi dans I’industrie pharmaceutiques.

Dans notre rapport de stage , on a focalisé sur le développement de nouvelles voies de syntheses
originales des 2-pyridones et leur application pour 1’obtention de nouveaux hétérocycles azotés
tel que le pyrazolo(3,4-b)pyridine  dans des conditions douces et respectueuses de
I’environnement, d'autre part, on a étudié la fluorescence moléculaire de nos produits et

I’influence de I’environnement sur 1I’émission des spectres fluorescents.

Avant de commencer les travaux expérimentaux , une nouvelle stratégie d’une synthese facile et
efficace des 2-pyridones a partir de cyanoacrylate via I’exploitation d’une synthése a deux étapes

et en réaction multi composante a été mise en place.

Par la suite, nous avons synthétisé notre alcene qui a eté utilises comme produits de départ pour
la préparation des 2-pyridones . Dans un second temps la réactivité de la 2-pyridone a permis de
préparer une nouvelle famille hétérocyclique qu’est le pyrazolo(3,4-b)pyridine. Ce dernier a été
obtenu en faisant réagir les 2-pyridones avec phénylhydrazine chlorhydrate en présence de

solvant. Le rendement obtenu varie entre (7 — 48)%.

% L’un des autres objectifs importants de ce travail a été d’étudier la fluorescence moléculaire sur

*

nos produits synthétisés, les 2-pyridones et le pyrazolo [3,4-b]pyridine en utilisant la technique

de la spectrofluorimetre.

Des voies de synthese relativement simples et efficaces ont permis d’accéder a des nouveaux
fluorophores, des études ont été menées afin de déterminer leurs propriétés physico-chimiques
ainsi que I’effet de concentration sur l'intensité de la fluorescence moléculaire des derivés des
2-pyridones (PYF06,PYF07,PYF08) dans le chloroforme (CHCIs) a différentes concentration
10*,10% et 10° M.
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% ldem pour le pyrazolo[3,4-b]pyridine (KZ11) dans le diméthylsulfoxyde . les résultats obtenus
montrent que la meilleure fluorescence associée a une concentration de 10“M . LePYFO07
présente de bonnes propriétés optiques avec des intensités maximales élevés autour de 2003 u.a.

X/

% Les perspectives a l'issue de cet esprit de recherche ciblée, sont la préparation et I'identification
de nouveaux composés hétérocycliques fluorescents, dont les propriétés devraient étre
particulierement intéressantes. Nous avons donc développé certains des outils nécessaires a ceux-

ci qui seront a optimiser au vu de 1’évolution des connaissances dans ce domaine.
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Annexes

Annexe : 1

CN

Cl Cl

IR vmax cm™ :3544(N-H) ;3544(C-Harom) ;2220 (CN); 1746 (C=0); 1651(C=C)
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Annexe : 2

CN

IR vmaxcm™ : 3845(N-H) ;3393(C-Harom); 2212 (CN); 1643 (C=0); 1513(C=C)
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Annexe : 3

% Transmittance

IR vmax cm™ : 3496(N-H) ;3067(C-H arom) ;2213(CN); 1737 (C=0); 1619(C=C)
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Annexe 4 :

% Transmittance
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Annexe 5 :
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Annexe : 6
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Annexe 7 :
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Annexe 8 :
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Résumé :

Les 2 pyridones sont une catégorie de pharmacophores qui présentent des activités biologiques
importantes. Leurs structures ont attiré beaucoup d’attention en raison de leurs utilisations comme intermédiaires
pour synthétiser une large gamme de composés hétérocycliques et comme matiere premiére pour la synthése de
médicaments. L’objectif de notre stage était le développement de nouvelles voies de synthéses originales des 2-
pyridones et leur application pour I’obtention de pyrazolo(3,4-b)pyridine toutes en respectant 1’environnement.
Des voies de synthese relativement simples et efficaces ont permis d’accéder a des nouveaux fluorophores, des
études ont été menées afin de déterminer leurs propriétés physico-chimiques ainsi que 1’effet de concentration sur
I'intensité de la fluorescence moléculaire des dérivés des 2-pyridones (PYF06,PYF07,PYFO08) dans le chloroforme
(CHCI3) a différentes concentration 10-4 ,10-5 et 10-6 M.

Mots clés : 2-pyridones, réaction multicomposant , pyrazolo(3,4-b)pyridines , Hétérocycles azotés ,
fluorescence moléculaire .

Abstract:

Pyridones are a class of pharmacophores that exhibit important biological activities. Their structures have
attracted much attention due to their uses as intermediates for the synthesis of a wide range of heterocyclic
compounds and as starting materials for drug synthesis. The objective of our internship was the development of
novel synthetic routes for 2-pyridones and their application for the environmentally friendly production of
pyrazolo(3,4-b)pyridine. Relatively simple and efficient synthetic routes were used to access new fluorophores,
studies were conducted to determine their physico-chemical properties as well as the effect of concentration on
the molecular fluorescence intensity of 2-pyridone derivatives (PYF06, PYF07, PYFO08) in chloroform (CHCI3)
at different concentrations 10-4 ,10-5 and 10-6 M.

Key words : 2-pyridones, multicomponent reaction, pyrazolo(3,4-b) pyridines, nitrogen heterocycles,

molecular fluorescence.
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