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ABREVIATIONS

ABREVIATIONS
Uniteés :
°C : degreé Celsius
cm : centimetre
€q : nombre d’équivalents
h : heure
Hz : hertz
mg : milligramme
min : minute
mL : millilitre
mol : mole
Mmole : millimole
ppm : partie par million
Réactifs :
(NH4)2COg : carbonate d’ammonium
DBU : 1,8-diaabicyclo[5,4,0Jundén-7-ene
DMF-DEA : N,N-diméthylformamide diéthylacétal
DMF-DMA : N,N-diméthylformamide diméthylacétal
H.SO, : acide sulfurique
HCONH, : formamide
KOH : hydroxyde de potassium
LiClO. perchlorate de lithium
NaCl : chlorure de sodium
NaH : hydrure de sodium
NH4OAC : acétate d’ammonium
Pd(PPhs),4 : Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
PhOPh : phénoxybenzene
POClI; : trichlorure de phosphoryle

Solvants :
ACN : acétonitrile

Ac,0 : anhydride acétique
ACOEt : acétate d’éthyle
AcOH : Acide Acétique



ABREVIATIONS

DCM : dichlorométhane

DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

EtOH : éthanol

HCI : acide chlorhydrique

HCN : cyanure d'hydrogene

MeOH : méthanol

THF : tétrahydrofurane

TMS : tétraméthylsilane
Groupements chimiques :

R :allyle

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

PF : point de fusion

RMN *3C : résonance magnétique nucléaire du carbone 13
RMN *H : résonance magnétique nucléaire du proton
Autres :

ADN : acide desoxyribonucléique
ARN : acide ribonucléique

ag : Aqueux

BODIPY : bore-dipyrrométhene

cat : catalyseur

coll. : collaborateurs

DHFR : dihydrofolates réductases



ABREVIATIONS

IRM : imagerie par résonance magnétique
M.O : micro-ondes

MCR : réaction multicomposant

PK: protéine kinase

Rdt : rendement

t.a : température ambiante

TK : tyrosine kinase

€ : le coefficient d’extinction molaire

¢ : le rendement quantique

A : chauffage
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Introduction générale

I. Introduction générale

Les hétérocycles forment de loin la plus grandes des divisions classiques de la chimie
organique et son immense importance biologique et industrielle, la majorité des produits
pharmaceutiques et des produits agrochimiques biologiquement actifs sont hétérocycliques®.

Les hétérocycles sont des composés chimiques tres intéressants dans les recherches
scientifiques en raison de leurs potentialités d’application dans différents domaines, pour cela
leur synthése est devenue un sujet trés important.”

Les composés hétérocycliques présentent une classe de composés dans les quels un
atome de carbone ou plus d’un composé cyclique est remplacé par un atome hétérogéne

comme I’oxygene, I’azote, le phosphore, le soufre,...etc.

9 @ O O

N
H
Furanne Pyrimidine thiophéne Oxazine
N H
[ X = N Ow
N N /\—/\ N
Pyrazine thiazine pyrrole oxazole

Figure 01 : Structures de quelques hétérocycles.

Les hétérocycles les plus courants contiennent de 1’azote ou de I"oxygene. Un tres
grand nombre de substances naturelles biologiquement actives sont des composés

hétérocycliques. Ces derniers peuvent étre classés en deux grandes catégories :

+ Les hétérocycles aromatiques

% Les hétérocycles saturés >



Introduction générale

I1. Présentation du sujet

De nombreuses équipes de recherche en chimie organique s’intéressent a la synthése
des hétérocycles, particulierement les hétérocyclique azotés ou I’atome d’azote est présente

dans de nombreuses composés naturelles d’intérét biologique

Notre intérét s’est porté sur la synthese des pyrido [2,3-d] pyrimidines et leur

application dans le domaine de la fluorescence moléculaire.

X Xy
S
N N

pyrido[2,3-d]pyrimidine

Figure 02 : Structure moléculaire du pyrido [2,3-d] pyrimidine

Dans notre travail, nous décrivons deux nouvelles voies de synthese, pour la
préparation des nouveaux hétérocycles azotés tels que les pyrido [2,3-d] pyrimidines. La

premiére voie représente une attaque nucléophile d’amines primaire (hydrazine) sur les

formamidines.

Ar
Ar NHNH,
CN
X
AN XN
= = Me + NHNH, —»
Ar N N/\I|\I/ 2 N~
Ar' N

Me
Schéma 01 : synthése des pyrido [2,3-d] pyrimidines a partir de formamidines.

La deuxieme voie repose sur l’utilisation d’une nouvelle réaction multicomposant
(MCR) sans solvant dans des conditions modérées en utilisant le 2-aminopyridines et ses

dérivés en tant que précurseurs principaux.

Ar Ar NH,NH,
CN
X EtO OEt X XN
/ OFt / /
Ar' N NH, Ar' N N

Schéma 02 : synthese des pyrido [2,3-d] pyrimidines en « one pot ».



Introduction générale

Ce manuscrit s’articulera autour de trois chapitres. Aprés une présentation de la chimie
des hétérocycles particulierement les composés hétérocycliques azotés et leur propriétés
biologiques, tels que les pyrido [2,3-d] pyrimidines, une présentation de la Spectroscopie de

fluorescence moléculaire et ces critéres.

Quatre composés de la série synthétisée ont été soumis a une étude fluorescence,
dans le cadre de la recherche de nouvelles sondes fluorescentes dans le domaine de la

biologie.
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Chapitre | : Etude bibliographique Partie I

PARTIE I : Synthése de Nouveaux Hétérocycles

I. Introduction

Les hétérocycles azotés sont présents dans un trés grand nombre de composés naturels
et synthétiques, ce qui fait de ces motifs des cibles de choix en chimie organique. En effet, ces
composés se retrouvent dans de nombreuses structures biologiquement actives.

L’atome d’azote est présent dans de nombreuses molécules naturelles d’intérét
biologique. De tres nombreuses méthodes ont été mises au point pour accéder aux composes
azotés, notamment des composés hétérocycliques %

Dans ce cadre, plusieurs composés hétérocycliques contenant un ou plusieurs atomes
d’azote tels que : les purines, les quinazolines, les ptéridines et les pyridopyrimidines sont

aujourd’hui commercialisés sous forme de médicaments. Nous citerons par exemple :

» Le gefitinib, qui possede une structure quinazolinique, est un inhibiteur des

récepteurs de la tyrosine kinase utilisé pour le traitement du cancer du poumon?®.

> La prazosine et l'alfuzosine qui sont des antagonistes possédant une charpente
quinazoline, sont utilisées comme antihypertenseurs voire pour le traitement de

I'hypertrophie bénigne de la prostate *.

» Les purines constituent également le motif basique des nucléosides antiviraux, tels
que la didanosine et l'abacavir, qui sont tous les deux des médicaments

antirétroviraux >.
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Figure 03: Exemple de médicaments possédant un noyau bicyclique azoté.

I.1. Les activités biologiques des hétérocycles azotés

Les hétérocycles azotés constituent plus que la moitié des composés organiques
connus ce qui les rend d’une trés grande importance vis-a-vis leur activité biologique et leur
application dans divers domaines. Ils sont présents dans une classe importante de composés
naturels tels que les vitamines, les aminoacides, les hormones, les alcaloides et les
antibiotiques. Ils sont aussi largement répandus dans les produits pharmaceutiques, les

herbicides, les fongicides, les insecticides, les colorants *.
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Caféine

Figure 04. Exemple de composé bioactive possédant un noyau bicyclique azoté

Il. Synthése des 2-aminopyridine

Les 2-aminopyridines sont des hétérocycles aromatiques appartenant a la famille des
amidines hétérocycliques®. Ces structures sont utilisées comme « briques moléculaires » pour

la construction de molécules originales ou de composés biologiquement actifs.

I{l
~
N° NH;  p~>N7 NHR

2-aminopyridines
Figure 05: Structures générales des 2-aminopyridine
I1.1. Propriétés biologique des 2-aminopyridines
Les 2-aminopyridines possedent des propriétés thérapeutiques variées. lls présentent
des activités antibactériennes’, anti-inflammatoires®.et anti-tuberculose®, anti-tumorale

(inhibiteur d’Arora A Kinase)', ainsi des activités herbicides'™ . Ainsi qu’en 2012 une

nouvelle activité anti-cancéreuse'® a été trouvée pour ce genre de dérivées.

10
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NHPh
N7 | CN
- 0
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/O Cl
anti-bactérienne anti-inflamatoire antifongique
NH,
CN
N NC
B | | X N—NH
T =
P [
HN N E HCI
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CN
~o | AN AN AN AN .
- K2
N I\\]\ S HN N NTON
\N . . . .
Herbicide inibitrice de NO-Synthases anti-cancereuse

Figure 06: Activités biologiques de quelques dérivés des 2-aminopyridines.

11.2. Syntheses décrites en littérature des 2-aminopyridines

De nombreuses méthodes de synthése ont été développées dans la littérature pour
permettre la préparation des 2-aminopyridines du fait de I’intérét que présentent ces composés
dans le domaine de la chimie pharmaceutique, ’agrochimie et la chimie de coordination®® |
nous présenterons quelques synthéeses décrites dans la littérature pour la préparation des 2-

aminopyridines.

En 1993, El-Tawel et coll.** Ont décrit une nouvelle synthése des 2-aminopyridines en
utilisant les arylméthylenemalononitriles et le malononitrile en présence de sodium

métallique au reflux du dioxane (Schéma 03).

11
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N R
CN W N CN
H,C__~ + L» |
3 ~
CN A\ N~ "NH,
R N N
R = C¢Hs (65%)
Schéma 03: Synthese d’El-Tawel.

En 2003, Shintani et coll.™ ont préparé des dérivés de 3-cyano-6-(2-hydroxyphényl)-
pyridines differemment substituées par une réaction a trois composants (le malononitrile, un
aldéhyde aromatique et un composé carbonylé) en présence d'acétate d'ammonium. Cette
réaction est portée au reflux de benzéne (Schéma 04) :

O,N O,N
X D 2 AN
| ] + RRNcor, ___ P |
- i
1N 6-24h RRNT N
59-83 %

Schéma 04: Synthése de Shintani.

En 2005, le groupe Abd el-Aziz'® a décrit une autre méthode de synthése des 2-
aminopyridines en utilisant un acide d e Lewis a une basse température (-30°C) dans le THF
comme solvant, les rendements obtenus varient entre 36 et 78% (Schéma 05 ).

R
NC NC
N o .
Lewis acid (1 equlv),THF‘ | N
~ -
RO~ N Aniline , 001C-3001C, 2h  py, N7

Cl Cl
Cl Cl

Schéma 05 : Synthése d’Abd el-Aziz.
Une autre synthése a été proposée en 2007 par Jiang et coll*’. Selon une réaction

multicomposant a partir de la chalcone comme précurseur principal, du malononitrile, et des

amines primaires dans le diméthylforamamide comme solvant organique (Schéma 06). La

12
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réaction s’effectue sous irradiation micro-ondes pour fournir différentes aminopyridines avec

des rendements qui varient entre 65-80%.

R
R NC
AN
AN DMF
+  CHyCN), RNH, 7 o |
MO N Ar

R,HN
O Ar

R 1 :C6H5,4-CH3 C6H4
65-80 %

Schéma 06 : Synthese de Jiang.

En 2010, Kodimuthali ‘®et coll.ont préparé les 3-nitro-2-aminopyridines & partir de 2-

chloro-3-nitropyridine comme hétérocycle et différentes amides substitués (Schéma 07).

O,N O,N
X D 2 AN
| ] + RRNcorR, D |
- =
N 6-24h RN SN
59-83 %

Schéma 07 : Synthese de Kodimuthali.

I11.  Cyclisation en pyridopyrimidines
I11.1. Les pyridopyrimidines

Se sont des structures possédant un noyau bicyclique azoté a I’origine de 1’¢laboration
d’un nombre important de médicaments, tandis que d’autres produits appartenant a ces mémes
familles, sont soumis par plusieurs équipes de recherche de par le monde a différentes études,
tant sur le plan chimique, biologique™.

Permet les hétérocycles azotés les plus connu sont: les pyridopyrimidines ils sont
largement étudié par plusieurs équipes de recherches au centre d’un nombre important de
programme de découverte de nouveaux médicaments.

Sachant qu’il existe quatre(4) isoméres possibles dans cette famille, leur classification

est basée sur la position de I’atome d’azote dans le cycle pyridine.®

13
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N, N, N N_ N
0 oo ua O
=
[

pyrido[3,2-dJpyrimidine pyrido[4,3-d]pyrimidine  pyrido[3,4-d]pyrimidine ~pyrido[2,3-d]pyrimidine

Figure 07: Structures isomeres possibles pour les pyrido [2,3-d] pyrimidines.
Dans notre travail, nous sommes intéresses a la famille des pyrido[2,3-d Jpyrimidines.
I11.2.Les pyrido [2,3-d] pyrimidines

Les pyrido [2,3-d] pyrimidines constituent une classe de composés intéressants en
chimie organique, ce qui fait que ce systeme est associé a un tres large éventail d'activités

biologiques, ils présentent de nombreuses applications dans plusieurs domaines.

1
c b
d a
O 3 N N/ N/
pyrido[2,3-d Jpyrimidine
Figure 08 : Structure générale des pyrido [2,3-d] pyrimidines.

A commencer par I’inhibition des kinases, En effet plusieurs familles de kinases
présentent une particuliére sensibilité aux pyrido [2,3-d]pyrimidines, parmi elles figurent les
tyrosine kinases® et en particulier les dihydrofolates réductases (DHFR)?, I’adénosine
kinase? .

Les pyrido[2,3-d]pyrimidines sont également dotées d’une activité anti-tumorale®®,
antiallergique?®, anti-fongiques® anti-virale®, anti-bactérienne?’, anti-hypertensive®®, anti-
inflammatoire®. De plus ces systémes pyrimidinique sont présents dans les bases puriques de
I’ADN +et I’ARN,
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NH CF,
NH,
| = )\ = =
(31 N H,N~ >N >N

Cl

Antibactérienne Antiviral Antitumoral

HN

Inhibitrice de Aktl et Akt2 Inhibitrice d'adénosines

H,N N N NH,
Cl x \(

A~ N

Cl
Hypertensive

Figue 09: Activités biologiques de quelque dérivé de pyrido [2,3-d] pyrimidine.

La syntheése des pyrido [2,3-d] pyrimidines peut étre effectuée selon deux méthodes
convergentes : par fusion du noyau pyridinique sur le cycle pyrimidine préformé ou par fusion
du motif pyrimidinique sur une pyridine déja existante (Schéma 08).

(J == 2

Schéma 08 : Analyse rétrosynthétique pour accéder aux pyrido [2,3-d]pyrimidines.
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111.3. Syntheses décrites dans la litterature de pyrido [2,3-d] pyrimidines

Il existe de nombreuses syntheses des pyrido [2,3-d] pyrimidine décrite dans la
littérature, au niveau de cette partie nous citons quelques syntheses les plus représentatives.

En 1962, R.Bernetti et ces coll.*! ont préparé les 2-amino-4-hydroxy-6-nitropyrido
[2,3-d] pyrimidines a partir du 2-nitromalonaldéhyde. Le produit désiré est obtenu avec un
rendement de 75% (Schéma 09).

NH, OH
NO
Y ACZO NT XYY X 2
HzN)\ NO, Reflux 1h H,N )\
75%

Schéma 09 : Synthése de R. Bernetti.

En 1997 par James M. Hamby® et ces coll. ont synthétisées le 1-[2-amino-6-(2,6-
dichlorophényl)pyrido[2,3-d]pyrimidine-7-yl]-3-tert-butylurée dérivés des pyrido [2,3-d]
pyrimidine « un inhibiteur de la tyrosine kinase » largement actif , a partir de la condensation
d'aldéhyde avec un arylacétonitrile dans un milieu basique a reflux. Les rendements de cette

réaction étaient généralement compris entre 50 et 80 % (Schéma 10).

Cl

NS -CHO Cl EtCH,CH,O,Na" (-~
)|\ = " reflux )'\ = = Cl
H,N N NH, H,N N N NH,

CN (I

NaH ,DMF R;3-N=C=0

Cl

N X X

50-80%

Schéma 10 : Synthése de James M. Hamby.
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En 2001, Ch-H.Lee et coll.??ont synthétisé la 7-(4-(diméthylamino)phényl)-6-
arylpyrido[2,3-d]pyrimidin-4-amine en utilisant la réaction de Suzuki a partir de la 5-
iodopyrimidin-4,6-diamine et les dérivés de 1’acide borique en présence de
Tétrakis(triphénylphosphine) palladium comme catalyseur. Ils ont obtenus le produit désiré

avec des rendements de 45% et 86% selon la nature du groupement R (Schéma 11).

H_ _O
NH, NH, NH,
N)j I, DMF IT)\II . o AR+ Pd(PPhs),/ DMF I\lt SR
LN/ NI, kN/ NH, ! PhOPh NZ N7
PN
R=H (45%)

R=p-CH,C4H, ( 86%)

Schéma 11 : Synthése de Ch-H. Lee.

En 2003, A. Rosowsky et coll*®. ont décrit une synthése de la 2,4-diaminopyrido [2,3-
d]pyrimidine a partir du bromomalondialdéhyde en présence d’acide chlorhydrique dans

1’éthanol. 1ls ont obtenu le produit désiré avec un rendement de 44% (Schéma 12).

NH, NH,
NN OHCY HCI/EtOH NN
)\ 80C° 5min H,N | N/ N/

44%

Schéma 12 : Synthése d’A. Rosowsky.

Dans la méme année,R.J. Perner et coll.*®ont obtenu la 4-aminopyrido[2,3-
d]pyrimidine a partir du 2-aminopyridine et I’acétate de formamidine dans 1’acide acétique en
présence de diglyme (diméthyletherde 1’éthyléne glycol), a 155°C, avec un rendement de
97%(Schéma 13).

17


https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCkQFjABahUKEwjJ8d7-ivTHAhWLiRoKHb6IBZg&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)&usg=AFQjCNEJbW_GjFLyiWdcNfPRD3-W0At-ZA

Chapitre | : Etude bibliographique Partie I

AcOH
e

N szlglyme, 155°C

97%

F

Schéma 13 : Synthése de R.J. Perner.

En 2005, G.Lavecchia et coll.®® ont proposé une synthése de la N-butyl-2-
chloropyrido[2,3,d]pyrimidin-4-amine, en faisant réagir 1’acide 2-aminonicotinique avec
I'urée pour donner la 2,4 pyrido[2,3-d]pyrimidin-2,4-diol qui a été transformé en 2,4-
dichloropyrido[2,3-d]pyrimidine en utilisant le trichlorure de phosphoryle, ensuite une
réaction de ce dernier avec la bubylamine en présence de NaH comme base dans le THF a

0°C donne le produit désiré avec un rendement de 85% (Schema 14).

OH cl
COOH
‘ N urée, 250°C | N Yy POCl | N Ny
. -( XL — (1L
N NH, N N og reflux, 24h N/ N/ cl
85%

Schéma 14 : Synthése de G. Lavecchia.

En 2009, J.S. Debenham et coll.*® ont décrit une simple approche de synthése de la 4-
aminopyrido [2,3-d]pyrimidine qui utilise le 2-chloro-6-(2-chlorophényl)-5-(4-chlorophényl)-
nicotibonitrile avec les dérivés d’acétamidine en présence de DBU (1,8-diazabicyclo[5.4.0]-

undéc-7-ene ) dans le DMF. Les rendements trouveés varient entre 50 - 66% (Schéma 15).
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Cl
NH NN
O CN DBU, DMF
N JI\ ) )\
/

O NZ > 130°C
cl

R= t-Bu, iPr, CONEt,

Schéma 15 : Synthese de J.S. Debenham.
En 2013, le groupe de A.S. Saundane *’a synthétisé la 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidine

en utilisant les 2-aminopyridines et le formamide a reflux pendant 6h. Les rendements sont
compris entre 58-79% (Schéma 17).

HCONH,

Reflux, 6h

58-79%

R'=R=H, CI,CH;

Schéma 16 : Synthése d’A.S. Saundane.

En 2015, Fatima Belhadj et ces coll® ont réalisés une synthése de nouveaux dérivés
de la pyrido[2,3-d]pyrimidine a partir d’un aminopyridine et DMFDMA sans solvant pendant
3h a 100°C a fin de former un formamidine qui se réagit avec une amine primaire pour
obtenir une dérivé de pyrido[2,3-d]pyrimidine (amino- pyrido[2,3-d] pyrimidine 4-
substituées) avec des rendement élevés environ 80% a 95%. Ces nouveaux COMpPOSES

hétérocycliques fusionnés d’importance biologique et pharmaceutique (schéma 17).
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Ar Ar
CN
X Me sans solvant X CN
100°C, 4h ‘ Me
pZ / i I~
Ar' N NH, N/ N/\ I\\]
N Me
RNH,

100°C,4h l sans solvant

Ar NHR
‘ N XN
= )
Ar' N N

80-95%

Schéma 17 : Synthése de Fatima Belhad;.

Récemment, en 2020 A. Medjdoub® et ses collaborateurs, ont effectué la synthése d’une
nouvelle dérivé de Pyrido [2,3-d] pyrimidine a partir de 2-amino-4-(4-chlorophenyl)-3-
cyano-6-(3-methoxyphenyl) pyridine et le N,N-dimethylformamide diméthylacetal DMFDMA
a 100 °C pendant 4h (93%) pour obtenir le composeé N'-(4-(4-chlorophenyl)-3-cyano-6-(3-
methoxyphenyl)pyridin-2-yl)-N,N-dimethyl-formamidine ce dernier se régisse avec
cyclohexylamine pour obtenir le 4-(N-benzylamino)-5-(4-chlorophényl)-7-(3-methoxyphenyl)
Pyrido[2,3-d]-pyrimidine a 100 °C pendant 4h (75%) (Schéma 19).

solvent free

—_—
100°C ,4h

NH,
+
O /\/@ solvent free NH,
HN -

100°C, 4h

+ DMEDA

75%

Schéma 18: Synthése d’A. Medjdoub.
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IV. Les réactions multicomposant (MCR)
IV.1. Introduction

Les réactions multicomposant (MCR)“® sont définies comme des processus permettant
de réaliser en une opération synthétique au mois trois réactifs qui participent a la structure
final du produit obtenus. Ces réactions sont efficaces et permettent d’accéder rapidement a
des molécules polyfonctionnalisées ce type de réaction constituent une nouvelle voie de
synthese organique a partir des réactifs commerciaux mettant en jeu des réactions simples et

des procédés sans risque a I’environnement.

Approche

Approche lincaire multicomposants

Figure 10 : Principe de réactions multicomposant.

Iv.2. Historique
Historiquement la premiére MCR a été réalisé par Strecker en 1850, la synthése de
I’aminonitrile & partir de la condensation de I’acide cyanhydrique et I’ammoniaque avec une

cétone. Cet intermédiaire peut étre hydrolysé et conduire a un aminoacide.

Ry Ry Ry R; H,O Ry Rj
Schéma 19 : Synthese de Strecker par réaction multicomposant (1850).

En 1882, la synthése de dihydropyridines décrite par Hantzsch est réalisée entre deux

molécules de B-cétoester et un aldéhyde dans ’ammoniaque.

O e} R, O
o OR
NH; + )]\ + 2 2 R,O OR,
H Ri o R > | |
? R N R;

Schéma 20 : Synthése de Hantzsch par réaction multicomposant (1882).
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En 1959 Ugi a diversifié la MCR a quatre composants qui met en jeu un acide

carboxylique, une amine, un aldéhyde et un isonitrile pour former un a-amidoamides.

O e} 0O R;

H
+ R2 ¥ )J\ + R )J\ N\

Schéma 21 : Synthése d’Ugi par réaction multicomposant (1959).

V1. Conclusion

D’apres cette étude bibliographique, nous constatons que les produits les plus utilisés
comme point de départ pour la synthése des pyrido[2,3-d]pyrimidines sont les dérives
d’aminopyridine selon des réactions classiques par étape.

A travers ce chapitre, nous avons passé en revu quelques critéres de la chimie verte
utilisés en chimie organique tels que : les réactions sans solvants, les micro-ondes et les

réactions multicomposant.
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PARTIE Il : La Fluorescence Moléculaire

|. Définition de la fluorescence

La fluorescence moléculaire est un phénomeéne qui appartient a la grande famille de la
luminescence, plus particulierement a la photoluminescence. Elle est basée sur les
phénomenes de I'excitation et de I'émission qui correspond a I’absorption de photons par une
molécule de type fluorophore ou fluorescente. cet phénoméne physique est classifié dans
I’ensemble des phénoménes de Iuminescence comprenant la photoluminescence
(fluorescence, phosphorescence) et les autres types de luminescence (chimiluminescence,

bioluminescence...)!

Luminescence

Photoluminescence Chimiluminescence

/ \ Bioluminescence

Thermoluminescence
Fluorescence Phosphorescence
Electroluminescence

Figure 11 : Les familles de la luminescence.

La photoluminescence est une émission lumineuse de photons par une molécule qui a
été irradiée par un faisceau lumineux globalement dans une gamme de longueur d’onde
s’étalant du visible a [D’ultraviolet. La photoluminescence inclus deux processus: la
fluorescence et la phosphorescence, qui dépendent de la nature des états fondamentaux et

excités de la molécule considérée.?
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La classe de luminescence est déterminée par la nature de la source d’énergie portant

le composé excité. Classe de luminescence correspondante (figure 12) :

A B C D
Figure 12: Les differentes classes de luminescence.
A : Chimiluminescence, dans le cas ou I’énergie est rapportée par une réaction chimique
B : Bioluminescence, émission de la lumiere issue a des réactions enzymatiques
C : Thermoluminescence, c’est le cas ou 1’énergie est rapportée par un phénomene thermique

D : Photoluminescence, suite a I’absorption d’un ou de plusieurs photons

I1. Historique :

le physicien allemand wiedeman a inventé le terme luminescence en 1888
(luminescenz) et comme le mot lumiere il vient du latin (lumen), il indique 1’émission de
lumiére « un rayonnement électromagnétique visible ultraviolet ou infrarouge » qui n’est pas
d’origine purement thermique par opposition a I’incandescence® (lumiére chaude).

Il existe de nombreux phénomenes luminescents dans la nature tel que phénomenes
naturels, les végétaux, les champignons et les animaux marins vivants émettant de la lumiére

la nuit.*

Figure 13 : Les animaux marins fluorescents.

La premiére publication de la fluorescence a été faite par Monardes N., en 1565, qui a
décrit I’observation de 1’émission de lumiére par une infusion de bois.’
. En 1845, John Frederick William Herschel a découvert une solution de quinine

fluorescente. que I’on attribue I’introduction du terme de fluorescence en 1853°. Il avait alors
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observé qu’une solution de sulfate de quinine sous illumination UV émettait une lumiere de
longueur d’onde supérieure. Plus tard les premiéres mesures de luminescence apparaissent :
phosphoroscope élaboré par E. Becquerel en 1859, et construit par L. J Duboscq, analyses
fluorimétriques et synthéses de fluorophores, concue par Baeyer en 1871.

En 1920, la microscopie de fluorescence a eté développée par les premiers marquages vitaux
pour les bactéries et les protozoaires. En 1980, nous avons connu le développement des

nanoparticules fluorescentes semi-conductrices : quantum dots «point quantique».®

I11. Principe de la fluorescence

La fluorescence repose sur le principe que lorsqu’une substance est excitée par une
source lumineuse, des photons sont absorbés par celle-ci. Suite a cette absorption de lumiére
par la substance, ses ¢lectrons deviennent excités et peuvent passer d’un niveau d’énergie
inférieur( état fondamentale) vers un niveau d’énergie supérieur (état excité).dés que la
molécule est dans 1’état excité, il existe de nombreuses voies permettant le retour a 1’état
fondamental. Il y’a deux sorte de transition, transition radiative implique 1’émission de photon
et transition non-radiatives’. C’est ce phénoméne qui est appelé fluorescence. Le nombre de
photons libérés lors du processus de fluorescence est proportionnel a la quantité d’électrons
ayant passé de 1’état fondamentale a 1’état excité, qui est proportionnelle a la concentration de

la substance excitée.

Le diagramme de Perrin-Jablonski®  permet d’illustrer le phénoméne de
fluorescence.et I’ensemble des processus possibles lors de 1’excitation d’une molécule sans
interaction avec d’autres molécules, excepté le solvant, a partir de son état fondamental
électronique So: absorption, conversion interne, fluorescence, croisement inter systéme et
phosphorescence. Chaque niveau d’énergie est divisé en plusieurs niveaux d’énergie

vibrationnelle (Vo, V1, V2,..).

V
s, V.-
~ VG
v,
S, V,
Vo - Absorption
~ Conversion interne
s \\/,2 Relaxation vibrationnelle
L Fluorescence
0

Figure 14 : le diagramme de Perrin-Jablonski.
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Sur le diagramme de Jablonski®, les principales désexcitations radiatives d’une
molécule sont représentées. Les états électroniques sont notés Sy (fondamental), S;, S, pour le
premier et deuxieme état électronique exciteé.

Divers niveaux vibrationnels sont associés a chaque état électronique et les processus
d’absorption et d’émission sont symbolisés par des fleches pleines alors que les relaxations

vibrationnelles et conversions inter systemes sont représentées par des fléches pointillée.

IV.FACTEURS INFLUENCANT LA FLUORESCENCE
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Figure 15 : Les facteurs influencant la fluorescence

IV.1.L’influence de la structure moléculaire®®

Les composes aromatiques de masse moléculaires importants fluorescents dans des
domaines de longueur d’ondes élevées. Par contre, les composés aliphatiques, fluorescent
dans les longueurs d’ondes basses. La présence de groupes substituant donneurs d’électrons (-
OH, -OR, -NH,, -NR, -NR;) augmente la probabilité de fluorescence d’une molécule. A
I’inverse, Les groupes substituant électro attracteurs (-COOH, -NO,) réduisent la probabilité

de fluorescence d’une molécule
IV.2. L’influence du solvant

La polarité du solvant a une grande influence sur les propriétés d’émission d’un
fluorophore car il peut modifier les niveaux d’énergie de la molécule. Cette polarité est
extrémement visible dans le cas de molécules qui subissent un transfert de charge
intramoléculaire durant 1’excitation. Dans ces molécules qui sont du type donneur-accepteur
conjugué les orbitales HOMO et LUMO sont distantes et lors du passage a 1’état excité le

transfert d’un €lectron entraine une modification du moment dipolaire qui est fréquemment
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plus élevé dans 1’état excité que dans 1’état fondamental. Dans le cas d’un milicu polaire,
I’état excité n’est alors plus en équilibre avec le solvant, il s’opére donc une réorganisation
des molécules du solvant autour du fluorophore excité. Le solvant peut avoir pour effet de
modifier les niveaux énergétiques des molécules. il peut favoriser ou au contraire inhiber la
fluorescence. Par exemple la quinoléine n'est pas fluorescente en milieu apolaire alors qu'elle

est fluorescente en milieu polaire
IV.3. L’influence du pH*

La fluorescence est sensible aux pH a cause de la protonation ou la déprotonation de
groupes fonctionnels de fluorophores au niveau de la I’intensité des spectres d'excitation ou
d’émission, ou bien au niveau de leur rendement quantique par rapport aux autres processus
non radiatifs. Les acides faibles et les bases faibles sont dissociés ou non selon le pH du
milieu réactionnel. La modification de structure qui résulte de la variation du pH retentit sur la

fluorescence.
IV.4. L’influence de la température

L’augmentation de la température est favorisé par une augmentation du mouvement
thermique des molécules et de la probabilité de collision entre eux a 1’état excité. et donc
I’intensité de fluorescence par contre la diminution de la température augmente le rendement
quantique d’un fluorophore ce qui accroit la probabilité de conversions internes et diminue

donc I’efficacité de fluorescence.
IV.5. L’influence des ions métalliques

La présence des ions métalliques peut modifier certaines propriétés photophysiques
du fluorophore Les cations des métaux de transition colorés absorbent de 1’énergie et inhibent
la fluorescence. Des déplacements spectraux en émission (et/ou en absorption), des
modifications du rendement quantique de fluorescence permettent alors de déterminer la

concentration des ions dans le milieu d’étude.
IV.6. L’influence de la concentration

L’intensité¢ de la fluorescence dépend de la concentration du fluorophore en
solution®®, 1’augmentation de nombre de collisions entre les molécule de soluté et les effets
de filtre interne qui favorisent la réduction de I’intensité de la fluorescence par augmentation

de I’épaisseur de la solution traversée par la radiation excitatrice .A fortes concentrations et
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surtout de dimérisation (d’addition de deux éléments pour constituer un dimeére) ou

d'agrégation vont modifier les propriétés spectrales et I'efficacité de la fluorescence.
IVV.7. Quenching de fluorescence

L’extinction de fluorescence ou « quenching » Il est du a 1’absorption de la radiation
émise par la substance elle-méme ou self-quenching ce qui diminue le rendement quantique et
donc la diminution de I’intensité de fluorescence causée par des échanges énergétiques entre
les molécules de 1’échantillon. Ces échanges énergétiques peuvent étre d’origine statique ou
dynamique ou issue d’effets de filtres internes.

L’extinction de fluorescence statique due a une formation de complexes
intermoléculaires avec d’autres molécules du milieu. La molécule fluorescente ainsi
complexée, ne peut plus émettre de la fluorescence.

L’extinction de fluorescence dynamique se produit lorsque 1’état excité d’une
molécule est désactivé par contact ou collision avec d’autres molécules de 1’échantillon.
L’effet de filtre interne est la résultante d’une perte ou diminution du signal de fluorescence
pour des matrices de forte densité optique ou présentant une grande turbidité™* Il est possible

d’¢liminer ce phénomeéne en diluant 1’échantillon .

V .Les Fluorophores
V.1. Définition

Les Fluorophores sont des composés de différentes natures : composés organiques,
inorganiques, organométalliques. capables d’émettre de la lumiére de fluorescence apres
excitation, ce molécules sont des composés aromatique ou des composés possédant des
systémes conjugués’

Les fluorophores les plus utilisés sont les dérivés de la fluoresceine™ de la rhodamine, de la
série des BODIPY (bore-dipyrrométhene), des cyanines polyméthines'® le bromure

d’éthidium et I’iodure de propidium®’ dont beaucoup sont commerciales (figure 16).
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Figure 16 : Exemples de fluorophores les plus utilisés.

V.2.Caractéristiques des fluorophores

Les fluorophores sont des molécules possédant la propriété d’émettre un photon de
longueur d’onde Aem consécutivement a 1’absorption d’un photon de longueur d’onde Aaps. Ces

composés sont caractérisés par différents parametres:

V.2.1. Absorption

L’efficacité de 1’absorption est déterminée par le coefficient d’extinction molaire € du
composé. Il est déterminé a la longueur d’onde maximale du fluorophore. A une intensité

lumineuse incidente, plus ¢ est grand, plus la fluorescence sera élevée.'®

V.2.2. Rendement quantique de la fluorescence

Le rendement quantique est défini par le rapport entre le nombre de photons de
fluorescence émis et le nombre de photons absorbés par la molécule, pour determiner

L’efficacité de I’émission de la lumiere fluorescente pour une molécule donnée

Nombre de photons émis

¢_

" Nombre de photons absorbés

Le rendement quantique peut varier en fonction de I’environnement des fluorophores :

pH, concentration, polarité’
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V.2.3.Brillance

La brillance B est une valeur qui associe I’absorbance d’un composé a son rendement

Quantique de fluorescence
B=EXD
C’est un paramétre simple qui permet d’effectuer des comparaisons entre plusieurs
molécules fluorescentes donne un apercu de 1’intérét biologique d’un composé pour un
marquage fluorescent.
V.2.4. Déplacement de stokes

Le déplacement de stokes est la différence entre la position du pic du spectre
d'absorption et celle du pic du spectre de fluorescence de la méme molécule. La détection
d’une espéce fluorescente est d’autant plus facile que le déplacement de stokes est grand. Le

déplacement de Stokes est exprimé en nombres d’ondes *

~Q)

—

@ Deplacement de Stokes

Inten

Longueur d'onde

Figure 17: Le déplacement de Stokes.

V.2.5. La durée de vie de fluorescences

La durée de vie de fluorescence ou le temps de déclin, correspond a la durée de vie
moyenne de 1’état excité. La plupart des fluorophores ont des durées de vie de I’ordre de la

nanoseconde. Plus T est petit, meilleur sera la sensitivité du fluorophore’.

t
|(t) - |0 .et
I(t) = Intensité de fluorescence mesurée au temps.

lo = Intensite de fluorescence observée immédiatement apres excitation.

7 = Durée de vie du fluorochrome.
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V.2.6. Solubilité

La plupart des expérimentations biologiques se déroulent en milieu aqueux. Il est
important que le fluorophores ait une solubilité aqueuse suffisante pour atteindre une
concentration adéquate avec I’expérimentation envisagée, la plupart des fluorophores
organiques sont construits autour d’hétérocycle aromatiques reliées par une chaine carboné

insaturée ou autour d’un cceur polycyclique aromatique

V1. Instrumentation
VI1.1. Un fluorimétre

Un fluorimetre ou un spectrofluorimétre est un instrument de mesure et d'analyse des
propriétés de fluorescence de composés chimiques a fin d'en déduire des informations sur

leurs propriétés luminescentes.

V1.2. Principe de fluorimetre

Le fluorimetre est basé sur le principe suivant : la lumiére d'une source d'excitation
passe par un filtre ou un monochromateur, puis par I'échantillon. Une partie peut étre
absorbée, induisant la fluorescence de certaines molécules de I'échantillon. Une partie de la
lumiere de fluorescence est ensuite concentrée sur un filtre ou un monochromateur, qui est
parfois placé a un angle de 90 ° par rapport a la lumiere d'excitation afin d'éviter les
interférences pour la lumiére d'excitation transmise. La lumiére est ensuite captée par un

détecteur.

Les sources lumineuses diverses peuvent étre utilisees comme sources d'excitation,
tels que les lasers, les photodiodes et des lampes comme les arcs au xénon et lampes a vapeur

de mercure en particulier.

Deux types des monochromateurs peuvent utilisés dans les fluorimetres: les
monochromateurs passe-bande et les monochromateurs a interférence. Les filtres passe-bande
sont des filtres qui transmettent la lumiére soit en dessous d'une longueur d'onde donnée
(filtres passe-bas), soit au-dessus d'une longueur d'onde donnée (filtres passe-haut). Les filtres
a interférence sont des filtres transmettant la lumiéere dans un intervalle donnée. Un
monochromateur transmets la lumiére a une longueur d'onde ajustable avec une tolérance

également ajustable.
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Le detecteur peut soit étre monocanal, soit multicanaux (photomultiplicateur). Un
détecteur monocanal peut seulement détecter I'intensité d'une seule longueur d'onde a la fois,

alors que le multicanaux détecte I'intensité pour plusieurs longueurs d'onde simultanées.

Les fluorimetres peuvent enregistrer un spectre d'excitation et un spectre de
fluorescence. Lors de l'acquisition du spectre de fluorescence, la longueur d'onde de la
lumiére d'excitation est maintenue constante, préférentiellement a une longueur d'onde de
forte absorption, et le monochromateur d'émission balaie le spectre. Pour la mesure du spectre
d'excitation, la longueur d'onde passant le filtre d'émission ou le monochromateur est
maintenue constant et le monochromateur d'excitation balaie le spectre. Le spectre
d'excitation est généralement identique au spectre d'absorption et l'intensité de fluorescence
est proportionnelle & I'absorption®®.

Cuve Cuve
| Monochromateur S ———— (e’clmnﬁllon) i3] en

Passe bande ou
a interférence

» lampe 3 arc xénon 2 .
/ \ Monochromatenr

» Source laser

Monocanal ou
muiticanaux

Figure 18 : Présentation de I’instrument Fluorimetre.
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VII. Utilisation de la fluorescence

Les molécules fluorescentes jouent des roles tres variés : sondes, marqueurs, traceurs,
senseurs ou indicateurs, lasers a colorants, les billets de bangues et les peintures anticollision
(des avions).Ainsi la fluorescence est-elle un outil remarquable d’analyse ( on détecte de cette
facon des especes chimiques telles que des métaux toxiques, I’oxygéne, des traces d’explosifs,
etc.). De diagnostic (angiographie, puces a ADN, détections de cancers) et de visualisation du

vivant (microscopie de fluorescence).

Figure 19 : quelques utilisations de la fluorescence.

VIII. Application de la fluorescence moléculaire

Les applications de la fluorescence sont trés nombreuses. En particulier, la grande sensibilité
de la fluorescence d’une molécule a son microenvironnement explique 1’utilisation extensive
des sondes fluorescentes dans de nombreux domaines : physique, chimie, biochimie, biologie,

médecine, environnement, industrie pharmaceutique,

VI11.1.Applications en médecine

Depuis des années , la fluorescence est utilisée dans le domaine médical tell que:
radiologie, scanner et IRM a fin de détecter certains tumeurs et aussi pour guider des

opérations chirurgicales comme les cancers du cou du sein et de la téte?
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Figure 20 : Quelques applications de la fluorescence.

VII1.2.Applications en médecine vétérinaire

La fluorescence a été employée en médecine vétérinaire pour des applications variées dont les

quatre principales sont :

» Contréle de la transfusion sanguine
» Cartographie lymphatique
» Visualisation des structures anatomiques (par ex : les voies biliaires)
» Dépistage des tumeurs
VI111.3.Application biologiques

Dans le cadre d’applications biologiques, I’utilisation des marqueurs fluorescents est une
technique d’analyse de choix : elle permet la détection et le suivi en temps réel d’especes
d’intérét biologique :

» dosage immunologiques et dosages d’ions bioactifs.

» cinétiques enzymatiques

» étude des protéines (changement de conformation, sites de liaisons........ )

» ¢étude d’acides nucléiques (puces a ADN, hybridation,.....)

» étude de membranes biologiques (caractérisation de la bicouche, micro polarité, micro

viscosité....)

VI11.4.Autres applications pratiques

Capteurs optiques chimiques
biocapteurs optiques (optodes)
azurants optiques

contréle non destructif

YV V. V VYV V

Criminologie
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» décoration, spectrale, ...etc

XI. Etude fluorescence des quelques pyridopyrimidines décrit dans la littérature

Parmi les études fluorescences de pyridopyrimidines décrites dans la littérature, nous

allons citer les plus représentatives et qui sont en relation avec notre travail.

En 2016 A.Hayaiet et ces coll.?!, ont développé une nouvelle méthode pour le typage
du polymorphisme en utilisant la technique (FRET) « Le transfert d'énergie entre molécules
fluorescentes » qui permettre d’identifier les bases cibles sur les brins de I’ADN et I’ARN.

Le FRET est défini comme un transfert d’énergie non radiatif (sans émission de
lumiére) résultant d’une interaction dip6le — dipble entre deux molécules (donneur et
accepteur d’énergie). Ce phénomene physique nécessite une compatibilité énergétique entre
ces molécules. Cela signifie que le spectre d’émission du donneur doit recouvrir, au moins

partiellement, le spectre d’absorption de 1’accepteur.

Donneur Accepteur
Ex Em Em
‘O
=
73
c
3
=
T T
A exc. A ém.

Longueurs d’ondes (nm)
Figure 21 : le principe de FRET.

Il ont utilisés un composé fluorescent tel que le 8-amino-3-(2,3-dihydroxypropyl)
imidazo[4',5":5,6]pyrido[2,3-d]pyrimidine 1 comme un donneur et le 7-
diethylaminocoumarin-3-carboxylique acid 2 comme un accepteur ,L'intensité de
fluorescence de 1 est plus grande dans les solvants plus polaires, tels que le méthanol et I'eau,

gue dans les solvants moins polaires comme le chloroforme.
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Figure 22 : Les structures de 1 et 2 selon 1’étude d’A. Hayaiet.

En 2018 Hassan A. El Sayed et ces coll.?? ont synthétisés des composés fluorescents
tels que le 4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(thien-2-yl)pyrido[2,3-d]pyrimidine-2-thiol 11 . Ce
produit a des propriétés fluorescentes qu’ils ont été mesurées dans le 1-4 dioxane comme
solvant. Les analyses de la fluorescence sont réalisées a faible concentration et a température

ambiante.

Figure 23 : la structure de 11 selon 1’étude d’Hassan A. El Sayed.
Un déplacement bathochromique a été observé avec une intensité maximale
d’absorption a 290 nm et une intensité maximale d’émission a 427 nm. Ces observations sont
attribuées a 1’augmentation de 1’effet de conjugaison = généré par les fonctions aryliques en

position métha du cycle pyridine.

En 2019 A. Ashraf et ces coll?. ont décrites 1’études de fluorescence moléculaire des
dérivés de pyridopyrimidines (M3-M4). ils ont étudiées Les propriétés de fluorescence des

deux composés dans une variété de sources d’ions tell que F~ CI, I, ClO,, Br; CN7, SCN,
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HSO4, et AcO™ en mesurant l'intensité d'émission lors du titrage l'aide du

spectrofluorophotomeétre Shimadzu RF-6000.

La solution mére de la sonde M3-M4 de concentration de 10°M et les solutions méres
de différentes sources d'anions de concentration 102 M ont été préparés dans le DMSO/
CH3CN.

OH O O 80 GO ' BE far €V Thio
= NH
=
H5C N lel e}
Cl CH,
M3 ) ' L L
- o. ok =l i.‘ “ b " 9 ‘
OH O o WeOTE ke [ B (ol B Per O@ o
= NH
/ " . —
H N lel O . L
F : m..‘k 3
M4 }n Py ‘/‘J‘ t ~',1'

Figure 24 : Les structures de M3 et M4 selon I’é¢tude d’A.Ashraf.

Aprés l'ajout d'une source d'anions les spectres de fluorescence de M3-M4 ont montré
les changements d'émission a cause de la formation d'un complexe de liaison hydrogene
anion-récepteur.

Une intensité d'émission importante a été observee avec l'ajout progressif de 1'ion F~ via la
déprotonation des groupes NH et OH aprés la photoinitiation.des groupes NH et OH, de plus
la formation d'une liaison hydrogene entre F---H N/ O provoque le transfert de protons qui

est également supposé étre un mécanisme de transfert d'électrons.

F
|
/H\
OH O (0] O O (0]
. | /H\
X NH F A N F
| A |
Va = /K
R; N III O R; N IT O
R, CH;, R, CHj,
Ri=F.Cl
R2: H, CH3

Schéma 22 : mécanisme de transfert d’électron
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X. Conclusion

La spectrofluorimétrie est une méthode sensible et spécifique qui est utilisée dans le
contréle de qualité, en biochimie, ou dans I'étude du métabolisme des médicaments.

La fluorescence est fortement influencée par son environnement immédiat tels que la
température, la polarité, le pH ....

la spectroscopie de fluorescence est un bon outil pour caractériser des phénomenes
telles que le changement de pH, des procédés tels que le chauffage de matrices alimentaires
comme la génoise, les huiles végétales mais aussi des caractéristiques de variétés, de
cépage...des applications existent aussi en environnement comme la caractérisation de 1’eau,
des sols, I’analyse de contaminants.

Pour un chimiste analytique, la spectroscopie de fluorescence permet ainsi de
développer des méthodes d’analyse rapide qui permettent de remplacer les méthodes
d’analyse plus longues telles que HPLC, LC-MS, RMN.

Pour les biologistes, ce sont surtout les sondes de fluorescence qui sont utilisées pour
marquer les molécules et/ou les organites a étudier afin de mieux comprendre les interactions

des molécules ou les phénoménes dans la cellule en particulier.
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I. SYNTHESES DES 4-AMINO [2,3-d ] PYRIMIDINES :

I.1. A partir des Formamidine :

Les formamidines considérées sont tres utiles dans la synthése organique, ils
permettent 1’accés aux hétérocycles azotés. Ces diénes peuvent réagir avec des nucléophiles et

des électrophiles et peuvent aussi intervenir dans des réactions de cycloadditions®.

Les formamidines sont également utilisées comme auxiliaires dans la syntheése
asymétrique?, linkers dans la synthése en phase solide® et ligands dans la complexation avec

les métaux de transition®.

Nous avons pu synthétisé une nouvelle série de 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines en
faisant réagir les différentes formamidines synthétisées précédemment avec ’hydrazine. La
réaction se fait sans solvant, en chauffant a 100°C pendant 4h.Apres recristallisation dans

I’éthanol absolu, les composés sont obtenus avec des rendements qui varient entre

Ar NHNH,
CN
N Sans solvant X NN
A A~ Me +  NH,NH, )
Ar' N N N o = =
| 100°C, 4h Ar N N

13-16,52-71%

Schéma 23 : Synthese des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines 13-16 a partir des formamidines.

Les résultats obtenus pour la préparation des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines sont

regroupés dans le Tableau 1
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Formamidine

Amine Produit

Rdt (%)

71

55

52

64

Tableau 1 : Synthése des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines 13-16 a partir des

formamidines.
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Cette nouvelle méthode de cyclisation qui utilise les différentes formamidines
fonctionnalisées est considérée comme méthode rapide, facile et efficace. Les résultats
obtenus sont trés satisfaisants.

.1.1. Mécanisme de formation 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines a partir de
formamidines
Nous proposons le mécanisme suivant pour la formation des 4-aminopyrido[2,3-

d]pyrimidines (Schéma 24 ) :

H NH,
Ar N7
X NH
e
_ |
NHy-NH———> \N/ /\N/

Schéma 24 : Mécanisme de formation des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines 13-16 a partir de

formamidines.

L’intermédiaire 11 a été obtenu par une réaction entre 1’hydrazine et le groupe « CN »
du produit I, ensuite une réaction de cyclisation intramoléculaire entre I'anion imine et la
double liaison de 1'énamine suivie d’une aromatisation forme les 4-aminopyrido[2,3-

d]pyrimidines I11.

I.2. Synthése en One pot a partir des 2-aminopyridines

Le développement de nouveaux procédés chimiques destinés a produire des structures
hétérocycliques azotés élaborées d'une fagon « one pot » qui sont hautement souhaitables non
seulement en raison de leur élégance, mais aussi pour leur efficacité et I'économie qui en

découle en terme de consommation de reactifs et de solvant de purification.

Dans le but de développer une nouvelle méthode de synthése simple et efficace pour la

préparation des 4-aminopyrido [2,3-d] pyrimidines en une seule étape, nous avons pensé a
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utiliser les 2-aminopyridine comme un précurseur dans une réaction multicomposant sans

solvant.

Cette stratégie nous a permis d’élaborer des structures totalement nouvelles, en faisant
réagir le 2-aminopyridines, 1’orthoformiate d’éthyle et I’hydrazine un procédé en « one pot »
sans solvant sous micro ondes pendant 20 min.

Les mémes réactifs sont soumis & une reaction multicomposant sans solvant en
chauffant & 100° C pendant 2h en présence de Zio-S; comme catalyseur. Les 4-

aminopyrido[2,3-d]pyrimidines sont obtenus avec de bons rendements.

7

Schéma 25 : Syntheése en one pot des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines 17 a partir des 2-

aminopyridine.

Les résultats obtenus pour la synthése des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines sont
résumés dans le Tableau 2 :

Aminopyridine Triethylorthoformiate Amine Produit Rdt (%)
OMe
)\ NH, 60
MeO OMe H2N/

Tableau 2 : Synthese des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines 17 selon une réaction one pot.
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1.2.1.Mécanismes de formation des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines en one pot.

Nous proposons mécanisme suivant pour la formation des 4-aminopyrido[2,3-

d]pyrimidines (Schéma 28) :

@ o)
| —_— P}C:OEt + OEt

“OEt EtO
I

Ar
ar CN  +EtOH
CN ~
N T, —— LT e
| + OEt Ar NONE + HCESOE
= H T
Ar' N N7 | EtO &
\ n H
H

Ar

Ar
CN CN
AN g A ®o
| E(O | 1/ OEt
- P —
A1 Ar N7 NH )

Ar' N N
CH-=
B0 O E0” " OFt
i =
H
-2x EtOH < m
H
| N _NH,
_N___H Ar’ \T\ly/ AN
Ar H™ 7 ll\I & | /
2N H NN | NN
~ — | P AL
| = = Cyclisation Ay N ﬁ— OEt
Ar N/ N/\OEt Ar' N N OEt {1 tramoléculaire -
\%
v
- EtOH
NH i
_NH, _NH,
ar HN réarrangement Ar KN
intramoléculaire
NNy | ~ N H
A P
Ar' N N Ar' N/ N/
V1

Schéma 26 : Mécanisme de la formation de pyrido [2,3-d]pyrimidines 17.

La réaction débute par la formation de I’intermédiaire | suivie d’une addition

nucléophile du groupe « NH » de 2-aminopyridines sur la double liaison pour former

I’intermédiaire I11. Apres un réarrangement et une addition entre I’hydrazine et le groupe

« CN » du produit 1V,on obtient I’intermédiaire V. Ce dernier subit un réarrangement et une

cyclisation intramoléculaire pour former le produit VI et enfin une étape d’aromatisation pour

obtenir les 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines désirées.
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1. CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons réussi a développer deux nouvelles stratégies de synthese
faciles, efficaces et moins couteuses pour la préparation des 4-amino[2,3-d]pyrimidines
disubstitués en positions C-5 et C-7, tout en respectant les concepts de la chimie verte

(économie d’atomes, les réactions sous MO, les réactions sans solvant).

La premiére méthode est basée sur 1’addition nucléophile des amines primaires sur les
différentes formamidines. La facilité de cette méthode et la variété des aminopyridines
utilisées nous ont permis de synthétiser une nouvelle série des 4-amino[2,3-d]pyrimidines

avec de trés bons rendements.

La deuxiéme voie repose sur 1’utilisation d’une nouvelle réaction multicomposant en
utilisant les 2-aminopyridines, 1’amine primaire et I’orthoformiate d’éthyle sous micro-ondes
ou I’utilisation d’un catalyseur tel que le Zio-S; Cette réaction s’effectue sans solvant et

donne de bons rendements.
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. Etude de fluorescence sur nos pyrido [2,3-d] pyrimidines

La recherche bibliogrhapique effectuée (chapitre I, partie Il) sur la fluorescence
moléculaire et I’influence des différents facteurs sur ce phénomene.

Le but de notre travail est d’étudier la fluorescence moléculaire de nouveaux
fluorophores synthétiques d’intérét biologique ou thérapeutique, nous avons choisi de
développer et de tester la technique de la fluorescence sur nos pyrido [2,3-d] pyrimidines dans
différentes conditions & fin obtenir de bonnes propriétés notamment un coefficient
d’absorption important, un rendement quantique de fluorescence ¢levé et un grand
déplacement de stocks.

La technique que nous avons utilisée pour caractériser tous les échantillons est la
spectrofluorimetrie tridimensionnelle qui permet d’obtenir 1’ensemble des paramétres de
fluorescence (intensités, longueurs d’onde d’excitation et d’émission des maximal) relatifs a
un échantillon sur tout le domaine spectral estimé.

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

Les pyrido [2,3-d] pyrimidines choisis a étudier K01, K02, K03, K04 sont des
composés peu solubles dans 1’eau par contre ils montrent une grande solubilité dans plusieurs
solvants organiques.

Les solutions de nos produits K01, K02, K03 et K04 sont préparées en utilisant le
Dichlorométhane comme solvant, pour étudier I’effet de concentration sur la fluorescence.

Les spectres de la fluorescence de ces composés_ont été enregistrés en troix concentrations
10, 10%t 10° M.

Les spectres d’émission ont été enregistrés, dans une série de solvants de différentes

polarités (DMSO, DMF, Acétonitrile, Méthanol, H,O , Cyclohexene ) en deux concentrations

10et 10° M. a fin d’étudier Deffet de solvant sur I’intensité des spectres fluorescence.
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OMe

Ko01

Ko02 K03

Ko04

Figure 25 : structure des quatres fluorophores K01, K02, K03 et K04.

I1.1. Effet de concentration sur la fluorescence de nos pyrido [2,3-d] pyrimidines

La relation entre la concentration et I’intensité de fluorescence correspond

graphiquement a un spectre d’émission ou la fluorescence passe par un maximum pour une

concentration optimale.

Nous avons, également, étudié 1’effet de concentration sur la fluorescence moléculaire

des produits K01, K02, KO3 et KO04. En trois concentration10™, 10t 10° M en utilisant le

DCM comme solvant. Les spectres d’émission de fluorescence obtenus montrent I’influence

de la concentration sur la fluorescence

Nous avons reporté dans les figures 26, 27,28,29, les spectres d’émission de composé
K01,K02,K03,K04,dans le DCM a10%,10%et 2 10° M.

18717,2

15000,0

10000,0

5000,0

Intensité de fluorescence

Effet de concentration

0,0

— K01 DCM 10*
— K01 DCM 10° |

— K01 DCM 10

-1648,4
200,0

Figure 26

300,0

400,0
nm

Longueur d’onde A (nm)

500,0

600,0

: spectre d’émission de K01 dans le DCM pour étudier I’effet de concentration.
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18717,2 T T T
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e
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0,0 A
-1648,4 ! | !
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Longueur d’onde A (nm)

Figure 27 : spectre d’émission de KO2 dans le DCM pour étudier I’effet de concentration.

227773 T T T
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20000,0~ -1
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o
2
g
g 5000,0 -1
0,0
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Figure 28 : spectre d’émission de KO3 dans le DCM pour étudier I’effet de concentration.
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4343,9 T T T
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— K04 DCM 10
- -6
w0000 K04 DCM 107 |
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Figure 29 : spectre d’émission de K04 dans le DCM pour étudier I’effet de concentration.

\ r

On remarque un accroissement du spectre d’émission a été observé en passant du
concentration 10" 10°M au concentration 10°® M. Aux trés faibles concentrations, le spectre
de la fluorescence est incurvée : le domaine de la concentration utile est donc relativement
étroit : limité vers le haut et vers le bas.
Une intensité maximale a été observée et enregistrer pour les produits K01 et K03 & 10°M,
varie entre 16000-20000 u.a et une intensité faible ne dépasse pas le 150 u.a a 10™*M
Une intensité maximale est observée pour le produit K02 & une concentration optimale de 107
M tend vers 16000 u.a et une intensité faible ne dépasse pas le 5000 u.a & 10“*M.
Une intensité maximale a été observée a 3800 u.a pour K04 avec une concentration de 10 M.
La forte intensité est attribuée a la diminution de nombre de collision entre les molécules de
soluté par contre la faible intensité est attribuee aux effets de filtre interne et I’augmentation de
nombre de collision entre les molécules qui favorisent la réduction de I’intensité de la

fluorescence.
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1.2. Effet du solvant sur la fluorescence de nos pyrido [2,3-d] pyrimidines

A fin d’étudier I’effet du solvant sur I’intensité de fluorescence de pyrido [2,3-d] pyrimidines
nous avons sélectionné sept solvants avec propriétés différentes. On peut classer les solvants
utiliseés en deux catégories en fonction de la polarité et de la capacité des molécules de solvant
a former des liaisons hydrogéne avec les molécules de solute, donc on trouve :

Les solvants polaires protiques comme le méthanol, H,O qui est capables de former des
liaisons hydrogéne avec une forte polarité.

Les solvants polaires aprotigues comme DMSO, DMF, I’acétonitrile et le
dichlorométhane qui sont de trés solvatants. Les solvants apolaires comme le cyclohexene.
Les spectres d’émission des quatre composés synthétisés K01, K02, K03, K04 ont la
particularité d’étre sensibles a une modification de I’environnement, et ils sont réalisés apres
une dissolution dans des solvants organiques de différentes polarités, a des concentrations
10°M et 10° et & température ambiante Pour tous les composés, la forme et la position des

spectres d'émission sont indépendants de la longueur d'onde d'excitation.
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Figure 30 : Spectre d’émission du composé K01 dans différents solvants pour étudier I’effet
de solvant
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Une intensité maximale est observé et enregistrer pour le produit KO1 a température
ambiante environ 21000 u.a dans le cyclohexene & concentration de 10°M et une intensité
minimale dans I’ACN.
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Figure 31 : Spectre d’émission du composé K02 dans différents solvants pour étudier 1’effet

du solvant

une intensité maximale est observé et enregistrer pour le produit KO2 a température

ambiante & 19000 u.a dans le cyclohexene & concentration de 10°M et une intensité

minimale observé et enregistré pour ce produit dans 1’H,O & 5000 u.a.
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: Spectre d’émission du composé K03 dans différents solvants pour étudier 1’effet

du solvant
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une intensité maximale est observé et enregistrer a température ambiante pour le produit K03
environ 28000 u.a dans le cyclohexene & concentration de 10°M et une intensité minimale

observé et enregistré pour ce produit dans 1’H,0

14880,5 : : :
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Figure 33 : Spectre d’émission du composé K04 dans différents solvants pour étudier I’effet
de solvant.
Une intensité maximale est observée et enregistrer a température ambiante pour le produit

K04 environ 13000 u.a dans le DMSO & concentration de 10> M et une intensité minimale
dans H,0 ne dépasse pas 100 u.a.

Des fortes variations ont ét¢ observées dans ’intensité des spectres selon le solvant utilisé.
Pour les troix composés K01, K02 et KO3 l'intensité du pic a diminue avec la polarité du
solvant.

Pour K01 une pic passe de 400 nm et a 390 nm pour K02 et KO3 dans le cyclohexene. Pour
le composé K04 les spectres d'émission ont montré une bande de longueur d'onde 430 nm
dans DMSO.

A cause des faibles interactions entre les molécules de solvant et celles du soluté une intensité
maximale est observé et enregistrer pour les produits K01, K02 et KO3 environ 14000 a
28000 u.a dans le cyclohexene.

Un déplacement bathochrome a été observée pour ces composés et associée a une diminution
de la polarité du solvant causé par une différence significative dans la distribution de charge a
I’état fondamental et a I'état excité. En outre, I'analyse des effets de solvatation montre que les

differents solvants de polarités différentes ont des conséquences sur les spectres de
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fluorescence, alors que, la nature polaire aprotique semble étre le facteur le plus important
dans les phénomenes d'absorption. En effet, les figures 30, 31 et 32 montrent que le

Cyclohexéne provoque 1’augmentation de I'émission de fluorescence.

Pour le compose K04 une variations remarquable a été trouvées dans la forme des spectres
selon le solvant utilisé, l'intensité du pic a augmenté avec la polarité du solvant cette
augmentation de la polarité du solvant associée a I'évolution bathochrome d'absorption
indique que ces bandes principales correspondent & une transition électronique n-n* et n- ©*
de ce composé qui posséde des groupements électronégatifs donneurs d’électrons dans sa
structure tel que les deux atomes du chlore en position métha du phényle, ces derniers
adoptent des électrons doublé libres responsables au I’effet de mésomére et la délocalisation
des éléctrons au sein du groupement phényle d’un coté et qui jouent un role trés important a
la création des liaisons intermoléculaires préférentielles de type van der waals (dipdle —
dipble) avec le DMSO qui adopte des électron doublé libre au niveau de 1’oxygene de d’autre
coté.

Ces liaisons favorisent des fortes interactions spécifiques entre le soluté et le solvant. Tout ces
conditions rendent les milieux beaucoup plus polaire ce qui implique 1’augmentation

d’émission de fluorescence.

1. Conclusion
Sur la base de ces résultat nous pouvons conclure que :

Les pyrido [2,3-d] pyrimidines k01, k02 et kO3 a donné chacun une intensité de
fluorescence plus élevée que I’intensité de fluorescence de k04.

La concentration optimale est celle de la 10°M qui présente une intensité de
fluorescence supérieure par rapport a I’autre de 10™ M.

La diversité des groupements phényle au nivaux la structure moléculaire des quatres
différents composes jouent un réle important aux changements dans les pics d'émission, plus
les substituant en position métha du cycle pyridine sont polaires et présente un effet
mésomeére et inductif donneur plus le produit est fluorescent.

Le cyclohexene, 1’ Acétonitrile, le dichlorométhane et le DMSO sont de bons solvants
pour des meilleures fluorescences.

Les solvants polaires aprotiques (DMSQO) donnent une fluorescence élevée avec les
substituants cycliques polaires. Pour notre cas, les solvants protiques ne sont pas intéressants

pour cette étude spectrale.
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Les spectres RMN ‘H ont été enregistrés & 400 MHz sur un appareil Bruker AC 400. Les
produits ont été analysés dans le chloroforme déterré (CDCIs), le diméthylsulfoxyde (DMSO)
avec comme reférence interne le tétraméthylsilane (TMS). Les déplacements chimiques sont
donnés en ppm et les constantes de couplage J en Hz. Les signaux sont désigneés par les
abréviations suivantes : s, singulet ; d, doublet ; t, triplet ; q, quadruplet ; m, massif ; m,
multiplet.

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.

Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de silice Merck
60 F254.

Les irradiations micro-ondes ont été effectuées dans une micro-onde monomode.
Les températures de fusions ont été mesurées sur un appareil Bank Kofler HEIZBANK type

WME 50-260°C et ne sont pas corrigées.

Les solvants et réactifs utilisés :
Les solvants utilisés généralement étaient 1’éthanol, 1’eau, le dichlorométhane,
I’acétate d’éthyle, soit pour le lavage la recristallisation, ou pour I’extraction. Les réactifs

commerciaux sont utilisés dans la majorité des cas sans purification préalable.
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l. SYNTHESE DES ARYLIDENEMALONONITRILES
Mode opératoire :

Dans un ballon de 25 mL, muni d’un barreau aimanté, sont introduits : (10 mmol) d’aldéhyde
et (10 mmol ; 0,66 g) de malononitrile dans un mélange eau/éthanol 5/5 mL. Le mélange
réactionnel est agité pendant 30 min a température ambiante. Le solide obtenu est filtré, lavé

avec de I’eau puis recristallis¢ dans 1’éthanol absolu pour obtenir I’alcéne désiré.
e 2-benzylidenemalononitrile 1 :

L’alcene 1 est préparé a partir de la benzaldéhyde (10 mmol ; 1,06 g).

NC CN

Formule brute : C1gHsN>.

Masse molaire : 154,17 g.mol™

Rendement : 90 %.

Aspect : solide blanc

Rf =0, 42 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 80/20).

Pf: 83 °C.

RMN *H (CDCls) 8y 7,35-7,38 (2H, M, Haom); 7,47 (1H, t, Haom) ; 7,85-7,91 (2H, m,
Harom); 8,13 (1H, s, C=C-H).

RMN ¥C (CDCls) 8¢ : 82,88 (C=C); 112,56 (CN); 113,72 (CN); 129,66 (2xCarom ); 130,75
(2xCarom ); 131,84 (Carom); 134,66 (Carom); 159,98 (C=C).

IR vimax cmM™ : 1566 (C=C); 2223 (CN).
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2-(4-chlorobenzylidéne)malononitrile 2 :

L’alcene 2 est obtenu a partir de la 2,4-dichlorabenzaldéhyde (10 mmol ; 1,40 g).
NC CN

cl cl
Formule brute : C1oH4CIoN,,
Masse molaire : 223,06 g.mol™
Rdt : 85 %.
Aspect : solide blanc.
Pf: 164 °C.
RMN *H (CDCl3) 8y : 7,43 (2H, d, J = 8,4 Hz, Harom); 7,69 (2H, d, J = 8,4 Hz, Harom); 7,83
(1H, s, C=C-H)
IR vimaxcm™: 1576 (C=C); 2227 (CN).
e 2-(4-Fluoro-benzylidene)malononitrile 3 :

L’alcéne 3 est obtenu a partir de la 4-Fluorobenzaldéhyde (10 mmol ; 1,24 g).
NC CN

Formule brute : C1gHsFNo.
Masse molaire : 172,15 g.mol™.
Rdt : 79 %.
Aspect : solide blanc.
Rf : 0,38 (Cyclohexane/Acétate d’éthyle : 80/20).
Pf: 158 °C.
RMN H (CDCl3) on: 7,13-7,40 (2H, m, Hyom); 7,77 (1H, s, C=C-H) ; 7,91-8,04 (2H, m,
Harom).
RMN *3C (CDCls5) ¢: 82,52 (C=C); 113,56 (CN); 117,33 (CN); 127,41 (2xCarom ); 133,38
(2%Carom ); 131,47 (Carom); 158,28 (Carom); 167,43 (C=C).
IR vimax M : 1583 (C=C); 2228 (CN).
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e 2-(Thiophen-2-ylmethylene)malononitrile 4 :

L’alcéne 4 est obtenu a partir de la thiophene-2-carbaldéhyde (10 mmol ; 1,12 g).

Formule brute : CgH4N,S.

Masse molaire : 160,19 g.mol™.

Rdt : 75 %.

Aspect : solide marron.

Rf : 0,27 (Cyclohexane / Acétate d’éthyle : 80-20).

Pf: 100 °C.

RMN *H (CDCl3) 6y : 7,27-7,32 (1H, m, Hgom); 7,84 (1H, d, J = 3.9 Hz, Haom); 7,90 (1H, s,
C=C-H); 7,91 (1H, d, J=3,9 Hz, Harom).

RMN *¥C (CDCls) 8¢ : 78,40 (C=C); 112,96 (CN); 113,79 (CN); 129,06 (Carom ); 135,43
(Carom ); 136,89 (Carom); 138,15 (Carom); 151,09 (C=C).

IR vimax cm™ : 1569 (C=C); 2224 (CN).
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1. SYNTHESE DES 2-AMINOPYRIDINES :
Mode opératoire :

Dans un ballon de 25 ml muni d’un barreau aimanté et d’un réfrigérant sont introduits :
(10 mmol) d’alceéne, (10 mmol) de dérivé d’acétophénone et (10 mmol ; 0,77 g) d’acétate
d’ammonium. Le mélange réactionnel est chauffé a 100 °C pendant 3 h. Le solide obtenu est
filtré, lavé avec 1’éther diéthylique et recristallisé dans 1’éthanol absolu pour obtenir la 2-

aminopyridine désirée.
e 2-amino-4,6-diphénylnicotinonitrile 5 :

L’aminopyridine 5 est préparée a partir de 1’alcéene 1 (10 mmol; 1,54 g) et de

I’acétophénone. (10 mmol ; 1,20 g).

CN

\

Formule brute : C1gH13Ns.

Masse molaire : 271,11 g.mol™.

Rdt : 70 %.

Aspect : solide blanc.

Rf : 0,45 (Cyclohexane/Acétate d’éthyle : 60/40).

Pf: 186°C.

RMN *H (CDCls) 8y : 5,46 (2H, s, NHy); 7,25 (s, 1H, Hoyri ); 7,14-7,30 (5H, m, Harom); 7,62-
8,09 (5H, m, Harom).

RMN C (CDCls) & : 88,26 (C-CN); 110,71 (C=C-Ph); 117,77 (CN); 115,98-117,32 (6x
Carom); 129,33-133,73 (6x Carom); 154,31 (C=C-CN); 158,23 (C=C-Ph); 160,09 (C-NH,).

IR vimax M : 1572 (C=C); 1581 (C=C); 2204 (CN); 3396 (NH,).
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e 2-amino-4-(4-chlorophényl)-3-cyano-6-(3-méthoxyphényl)pyridine 6 :

L’aminopyridine 6 est préparée a partir de 1’alcéne (10 mmol; 1,88 g) et de la 4-

methoxy-acétophénone (10 mmol ; 1,99 g).

cl

N CN
=

N NH,

OMe
Formule brute : C1gH14CIN3O.
Masse molaire : 335,79 g.mol™.
Rdt : 80 %.
Aspect : solide jaune.
Pf. >260°C.
RMN 'H (CDCI3) 84 : 3,83 (3H, s, OCHs); 6,78 (2H, s, NHy); 7,15 (1H, dd, Ju.4 =8,30 Hz,
Ju-n =8,30 Hz, Harom), 7,34 (1H, s, Hpyri); 7,43-7,45 ( 3H, m, Haom); 7,76 (2H, d, Jun =8,40
Hz, Harom); 8,16 (2H, d, Ju-n =8,40 Hz, Harom).
R VmaxCM™: 1582 (C=C); 1556 (C=C); 2219 (CN); 3429 (NH,).
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e 2-amino-4-(phényl)-6-(2,4-dichloroyphényl)nicotinonitrile 7 :
L’aminopyridine 7 est préparée a partir de ’alcéne 2 (10 mmol; 1,72 g) et de 2,4-

dichloroacétophénones (10 mmol ; 1,50 g).

CN

\

Cl Cl

Formule brute : C1gH11CIoNs.

Masse molaire : 340,21 g.mol™.

Rdt : 61 %.

Aspect : solide jaune.

Pf: > 260 °C.

RMN *H (DMSO) &y : 2,54 (3H, s, OCH3); 5,53 (2H, s, NHy); 7,36 (1H, s, Hpyr); 7,34-7,41
(4H, m, Haom); 7,59-7,70 ( 3H, m, Harom); 7,99-8,03 (1H, S, Harom)-

IR vimaxcm™: 1606 (C=C); 1738 (C=C); 2207 (CN); 3499 (NHy).

e 2-amino-6-(4-fluorophényl)-4-(thiophen-2-yl)nicotinonitrile 8 :

L’aminopyridine 8 est préparée a partir de 1’alcéne 3 et 4 (10 mmol; 1,60 g) et de la 1-
(4-fluorophényl)éthanone (10 mmol ; 1,38 g).

Formule brute : C1gH10FN3S.

Masse molaire : 295,33 g.mol™.
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Rdt : 75 %.

Aspect : solide jaune.

Rf : 0,45 (Cyclohexane/Acétate d’éthyle : 60/40).

Pf: 249 °C.

RMN *H (CDCl3) 8y : 5,43 (2H, s, NHy); 7,25-7,14 (2H, m, Harom); 7,28 (d, J = 6.1 Hz, 1H);
7,56 (1H, d, J=5,1 Hz, Hpyr), 7.89 (1H, d, J = 3,7 Hz, Harom), 8,08 -7,96 (3H,m, Harom).
RMN 3C (CDCls) ¢ : 86,11 (C-CN); 109,71 (C=C-Ph); 117,41 (CN); 128,57-129,38 (6 x
Carom); 133,79 -146,73 (4 x Caom); 158,75 (C=C-CN); 160,53 (C=C-Ph); 165,51 (C-NH,).
IR Vmax cm™ : 1511 (C=C); 1573 (C=C); 2209 (CN); 3521 (NH,).

I1l.  SYNTHESE DES FORMAMIDINES

Mode opératoire :

Dans un ballon de 25 mL, muni d’un barreau aimanté et d’un réfrigérant on mélange :
(20 mmol) de 2-aminopyridine et (10 mmol ; 1,19 g) de DMF-DMA. Le mélange réactionnel
est chauffé a 100 °C pendant 3 h. Le résidu obtenu est lavé avec 1’éthanol absolu pour obtenir

la formamidine recherchée.
e N'-(3-cyano-4,6-diphénylpyridin-2-yl)-N,N-diméthylformamidine 9 :

La formamidine 9 est préparée en utilisant I’aminopyridine 5 (10 mmol ; 0,27 g).
CN
X
>
N

ra e

N N

Formule brute : C1H1sNa.

Masse molaire : 326,39 g.mol™.

Rdt : 89 % (A) ; 95 % (B).

Aspect: solide blanc.

Rf : 0,44 (Cyclohexane/Acétate d’éthyle : 70/30).
Pf: 156 °C.
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RMN H (DMSO) 8y : 6,99 (2 H, s, NHp); 7,23 (s, 1H, Hpyi ); 7,44-7,50 (5H, M, Harom),
7,65-8,11(5 H, M, Harom).

RMN **C (DMSO) &¢ : 87,10 (C-CN); 110,9 (C=C-Ph); 117,5 (CN); 127,5-129,1(6XCarom);
129,2-137,5 (6xCarom); 155,4 (C=C-CN); 159,1 (C=C-Ph); 161,4 (C-NHy).

IR vimax cM™: 1539 (C=C); 1621 (C=C); 2211 (CN); 3485 (N(CHs),).

e N’-(4-(4-chlorophényl)-3-cyano-6-(3-méthoxyphényl)pyridin-2-yl)-N,N-Dimethyl-

formamidine 10 :

Préparée en utilisant (10 mmol ; 0,35 g) de 2-amino-4-(4-chlorophényl)-3-cyano-6-(3-
méthoxyphényl)pyridine 6.

OMe

Formule brute : C»,H19CIN,O

Masse molaire : 390,87 g.mol™

Rendement : 93 %

Aspect : solide blanc

Pf:185°C

RMN 'H (CDCls) 84 : 3,19 (3 H, s, NCHs); 3,23 (3 H, s, NCH3); 3,88 (3 H, s, OCH3); 7,01
(1H, dd, Jp-+ =8,30 Hz, Jp.n =8,30 Hz Harom); 7,16 (1H, s, Hpyri); 7,39 ( 3H, m, Harom); 7,48
(2H, d, Jn-n =8 Hz, Harom); 7,59 (2H, d, Jy-1 =8 Hz, Harom); 8,81(1 H, S, Himine).

IR Vmaxcm™: 1559 (C=C); 1683 (C=N); 2222 (CN); 3462 (N(CHs),).
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o N'-(3-cyano-6-(4-fluorophényl)-4-(thiophén-2-yl)pyridin-2-yl)-N,N-dimethyl-
formamidine 11 :

La formamidine 11 est préparée selon les modes opératoires A et B en utilisant

I’aminopyridine 8 (10 mmol ; 0,29 g).

Formule brute : CigH15FN,S.

Masse molaire : 350,41 g.mol™.

Rdt : 82 %.

Aspect : solide blanc.

Rf: 0,51 (Cyclohexane/Acétate d’éthyle : 70/30).

Pf: 178 °C.

RMN *H (CDCl3) 64 : 3,19 (3H, s, NCH3); 3,22 (3H, s, NCHs3); 7,21-7,06 (3H, m, Hawom);
7,38 (1H, s, Hpyi); 7,49 (1H, d, J = 5,1Hz, Haom); 7,93 (1H, d, J= 3,7 Hz, Harom); 7,95-8,08 (
5H, M, Harom); 8,75 (1H, S, Himine)-

RMN **C (CDCls) 8¢. 35,11 (NCHS,); 41,02 (NCH3); 97,20 (C-CN); 112,67 (C=C-Ph); 115,80 (CN);
128,29-129,09 (6XCguom); 129,79-146,97 (6XCyom); 154,14 (C=C-CN); 156,14 (C-N=C); 157,31
(C=C-Ph); 165,29 (C-N=C).

IR vimaxcm™: 1615 (C=C); 1739 (C=N); 2206 (CN); 3647 (N(CHj3),).
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o N'-(3-cyano-4-(4-fluorophényl)-6-(3-méthoxyphényl)pyridin-2-yl)-N,N-dimethyl-

formamidine 12 :

La formamidine 12 est préparée selon les modes opératoires A et B en utilisant

X
=
N

I’aminopyridine 7 (10 mmol ; 0,34 g).

CN

= CH3
N/\N/

CH;
Cl Cl
Formule brute : C1H16CI2N4.
Masse molaire : 395,28g.mol™.
Rdt: 88 % .
Aspect: solide blanc.
Pf. 187 °C.
RMN *H (DMSO) 8y : 3,20 (3H, s, NCHs); 3,23 (3H, s, NCH3); 7,02-6,98 (1H, m, Harom);
7,23-7,17 (2H, m, Hpyi); 7,31 (3H, m, Harom); 7,42-7,36 (1H, m, Hawom); 7,67-7,58 (4H, m,
Harom); 8,80 (1H, S, Himine)-
IR vimaxcm™: 1575 (C=C); 1621 (C=N); 2211 (CN); 3566 (N(CH3)y).
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V. Synthése des pyrido [2,3-d] pyrimidines :
Mode opératoire :

Méthode A :

Dans un ballon de 25 mL, muni d’un barreau aimanté et d’un réfrigérant sont
introduits : (10 mmol) de formamidine , (10 mmol) d’hydrazine. L’ensemble est chauffé a 100
°C pendant 4h. Le résidu est purifié par chromatographie silice en utilisant (hexane/acétate
d’éthyle : 50/50) comme éluant, pour obtenir le 4-aminopyridopyrimidine désiré.

Méthode B :

Dans un ballon monocole de 25 ml on introduit 0.2 g (0.7 mole) de 1’aminopyridine,
(0.2 mole) d’hydrazine et (0.1 mole) de triméthylorthoformate selon une réaction
multicomposant (MCR) sans solvant en présence du Zio-S; comme catalyseur pendant 2h a
100°C. Le mélange réactionnel est chauffé a reflux sous I’agitation magnétique pendant 4h et

I’avancement de la réaction est suivi par CCM

Méthode C :

Dans un ballon de 25 mL, muni d’un barreau aimanté et d’un réfrigérant sont
introduits : (4 mmol) de 2-aminopyridine, (4 mmol) d’hydrazine et (4 mmol ; 1,48 g) de
triethylorthoformiate. Selon une réaction multicomposant (MCR) Sans solvant, sous micro-
onde pendant 20 min. Le résidu est purifié par chromatographie silice en utilisant
(hexane/acétate d’éthyle : 50/50) comme éluant, pour obtenir le 4-aminopyridopyrimidine

désire.
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1-(5,7-diphenylpyrido[2,3-d]pyrimidin-4-yl)hydrazine 13 :

Le pyrido[2,3-d] pyrimidine 13 est préparé selon la méthode A en utilisant un mélange
équimolaire de formamidine 9 et I’hydrazine.

Formule brute : C1gH15N5

Masse molaire : 313,36 g.mol™

Rendement : 71%

Aspect : solide blanc

Pf: 194 °C

IR vimaxcm™: 1258(C-N) 1577 (C=C); 1638 (C=C); 3299(C-H) 3461 (N-H).
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1-(5-(4-chlorophenyl)-7-(3-methoxyphenyl)pyrido2,3-d pyrimidin-4-yl)hydrazine 14 :

Le pyrido[2,3-d] pyrimidine 14 est préparé selon la méthode A en utilisant un mélange
équimolaire de formamidine 10 et I’hydrazine.

OMe

Formule brute : CyH16 CINsO

Masse molaire : 377,83 g.mol™

Rendement : 55%

Aspect : solide blanc

Pf:221°C*

IR Vmaxcm™: 1054 (C-0);1256 (C-N); 1572 (C=C); 1655 (C=N); 3410 (N-H)
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1-(7-phenyl-5-(thiophen-2-yl) pyrido [2,3-d] pyrimidin-4-yl) hydrazine 15 :

Le pyrido[2,3-d] pyrimidine 15 est préparé selon la méthode A en utilisant un mélange
équimolaire de formamidine 11 et I’hydrazine.

Formule brute : C17H13N5S

Masse molaire : 323,42 g.mol™

Rendement : 52%

Aspect : solide jaune

Pf: 192 °C

IR vmaxcm™: 1326 (C-N),1635 (C=C);3071(C-H); 3410 (N-H).
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1-(7-(2, 4-dichlorophenyl)-5-phenylpyrido [2,3-d] pyrimidine -4-yl) hydrazine 16 :

Le pyrido[2,3-d] pyrimidine 16 est préparé selon la méthode A en utilisant un mélange
équimolaire de formamidine 12 et I’hydrazine.

Cl
Formule brute : C19H13CI2Ns
Masse molaire : 382,25 g.mol™
Rendement : 64%
Aspect : solide blanc
Pf: 204 °C
IR vimaxcm™: 1255 (C-N); 1552(C=C); 1633 (C=N); 3489 (N-H)

75



Chapitre I11: Partie expérimentale Partie |

1-(7-(4-fluorophenyl)-5-(thiophen-2-yl)pyrido [2,3-d] pyrimidine -4-yl) hydrazine 17 :

Le pyrido [2,3-d] pyrimidine 17 est preparé selon la méthode B et C
% 2-amino-6-(4-fluorophényl)-4-(thiophen-2-yl)nicotinonitrile (0.01 mol ; 0.10 g)
% Hydrazine (0.01 mol ; 0.32 g)
s triethylorthoformiate (4 mmol ; 1.48 g)

F
Formule brute : Ci9H20FNs
Masse molaire : 390,87 g.mol™
Rendement : 60

Aspect : solide jaune

Pf: 200 °C
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l. Etude de fluorescence sur nos pyrido [2,3-d] pyrimidines

I.1.Appareillage

Les mesures de fluorescence ont éte réalisées sur un fluorimetre SHIMADZU
spectrofluométre RF-6000 dans des cellules en quartz, travaillant dans la fenétre 440-740 nm
et la longueur d’onde d’excitation est prise au maximum d’absorbation pour chaque composé
avec I’excitation a la longueur d’onde Amax la moins énergétique du spectre d’absorption. La
largeur de la bande des fentes d’excitation et d’émission pour ces mesures a été de 2,5 nm.

L’analyse de fluorescence a été réalisée a une température ambiante (figure 34).

P ——

- -
Figure 34 : un spectrophotométre SHIMADZU RF-6000.

1.2.Matériels
Le chloroforme, le DMSO, le DMF, L’ACN, le DCM, le Cyclohexéne, H,O et le

Méthanol sont utilisés comme des solvants pour 1’étude fluorescence moléculaire.

Les pyrido [2, 3-d] pyrimidines choisis a étudier K01, K02, K03, K04 synthétisés
précédemment sont utilisés comme des fluorophores pour étudier leur fluorescence

moléculaire.
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OMe

Ko01 K02 K03 K04
Figure 35 : les fluorophores utilisés pour I’étude fluorescence moléculaire.

1.3.Mode opératoire
1.3.1. Effet de concentration sur la fluorescence du pyrido [2,3-d] pyrimidines

Préparation des échantillons

A fin d’obtenir des solutions diluée de concentrations de 10™, 10, 10° M on suit le

protocole suivant :

Pour les essais des 4 produits K01, K02, KO3 et K04 on doit avoir 12 tubes a essais ; 3

tubes pour chaque produit

Dans les quartes premiers tubes a essai, on introduit respectivement 1 mg de KO1,
K02, K03 et K04 dans 5 mL de DCM comme solvant a fin de préparer des solutions meéres

S, de concentration 107*M.

Ensuite on préléve 1 mL de chaque solution S; préparé précédemment et on les verse

dans 4 mL de DCM pour préparer des solutions S, de 10 M.

Pour préparer des solutions S; de concentration 10°M, on verse 1 mL de S, dans 4
mL de DCM.
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) ldeeSI lde682
1 mg de produit " +
+
4 mL de DCM
5 mL de DCM 4mL de DCM

S, 104 M S, 10°°M $310°M

Les échantillons préparée précédemment sont portée dans des cuves en quartz et
passer dans le spectrophotomeétre a fin d’étudier 1’influence de concentration sur I’intensité

des spectres fluorescence.
1.3.2. Effet de solvant sur la fluorescence du pyrido [2,3-d] pyrimidines

Préparation des échantillons

A fin d’étudier I’influence de solvant sur la fluorescence de pyrido [2,3-d] pyrimidines
on prépare des solutions diluée avec des concentrations optimales de 10° et 10°M en
utilisant une série de solvants organiques de différents polarités tels que DMSO, DMF,DCM
,ACN, MeOH, Cyclohexene, et H,0.

On introduit dans chaque tube d’essai respectivement 1mg de K01 dans 5 ml des
solvants organiques (DMSO, DMF, ACN, MeOH, Cyclohexene, et H,O les solutions méres

sont soumises & une dilution jusqu'a atteindre une concentration optimale de 10°M.

La méme manipulation a été appliquée aux produits K02, K03 et K04 a fin

d’atteindre des concentrations optimales respectivement 10° M, 10°M et 10°M.
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Chapitre 111 : Partie expérimentale partie 11

1 mg de produit Img de produit 1 mg de produit I mg je produit
+ + +
SmL de DMSO SmL de DMF 5 mlde ACN 5 mL de

Cyclohexene

Img de produit 1 mg de produit
+ +
5 mL de MeOH 5 mL de H,O

1 mg de produit
+
mL de DCM

S, de concentration 10*M

Pour obtenir des solution S, de concentration 10° M, on verse dans des tubes a essais

1 mL de S; préparé précedemment dans 4 mL de sept solvant déja utilisé.
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Chapitre 111 : Partie expérimentale partie 11

I mLde S, ImL de S, I mLde S, 1'mL de S,
+ T ¥ +
4mL de DMSO 4 mL de DMF 4'ml de ACN 4 mL de
Cyclihexene

1mL de S, ImL de S,
4 +
4 mL de MeOH 4 mL de H,0

S, de concentration 10-5M

La réalisation de la solution S3 s’effectue on introduisant dans des tubes a essais 1 mL

de S, dans 4 mL de différant solvants utilisés.
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Chapitre 111 : Partie expérimentale partie 11

I'mLdeS, ImL de S, I'mLdeS, I'mL de S,
+ 4 . +
4mlL de DMSO 4 mL de DMF 4 ml de ACN 4 mL de

Cyck)hexene

ImL de S,
+

4 mL de H,O

S, de concentration 10"°M

Les échantillons préparée précédemment sont portée dans des cuves en quartz et
passer dans le spectrophotomeétre a fin d’analyser les spectres d’émission sous 1’influence de

la polarité de solvant utilisés.
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Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

Dans notre travail nous avons comme objectif principal notre programme de
recherche centré sur le développement de nouvelles voies de syntheses originales pour
I’obtention de nouveaux hétérocycles azotés et 1’application de la spectroscopie de
fluorescence moléculaire a de nouveaux fluorophores de type pyrido [2,3-d] pyrimidine aprés
une introduction sur le concept de la fluorescence moléculaire dans le cadre de la recherche
de nouvelles sondes fluorescentes dans le domaine de la biologie, nous présenterons les
résultats obtenus pour 1’étude de la fluorescence de nos produits synthétisées et son influence
vis-a-vis la variation du solvant et de la concentration.

Dans un premier temps, nous avons réussi a mettre au point deux nouvelles voies de
synthése efficaces, originales et moins codteuses pour la préparation de nouveaux
hétérocycles azotés : les pyrido[2,3-d]pyrimidines (Schéma 27). La premiére voie est basée sur
I’attaque nucléophile d’amines primaire (hydrazine) sur les formamidines synthétisées qui
nous ont permis de synthétiser cette famille avec de trés bons rendements. La deuxiéme voie
repose sur ’utilisation d’une nouvelle réaction multicomposant a partir des 2-aminopyridines
comme precurseur de départ, 1’orthofomate d’éthyle et I’hydrazine sous micro-ondes ou bien
I’utilisation d’un catalyseur tell que le Zio-S; Cette réaction s’effectue sans solvant et donne

de bons rendements.

Ar  NHNH,

= AN
Ar' N N N

NH,NH, Ar'
Ar
CN
X
| + CH(OEt),
=
AI" N NH 2

Schéma 27 : Synthese des 4-aminopyrido[2,3-d]pyrimidines
Dans un seconde temps, nous avons étudié la fluorescence moléculaire de nouveaux
fluorophores synthétiques d’intérét biologique ou thérapeutique et I’influence des différents
facteurs sur ce phénomene.
Nous avons choisi de développer et de tester la technique de la fluorescence sur nos
pyrido [2,3-d] pyrimidines dans différentes conditions.
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Conclusion générale

L'étude des propriétés spectroscopiques et I'évaluation de la fluorescence moléculaire
de quatre dérivés de pyrido [2,3-d] pyrimidines (k01, k02, kO3 et k04) , nous a permis de
conclure qu’un déplacement bathochrome est observé lors de la diminution de la polarité du
solvant ( le cas des troix premiers produits une intensité maximale dans le Cyclohexene) par
contre le produit k04 représente une intensité maximale dans le DMSO ( solvant polaire).

Cette étude montre que les pyrido [2,3-d] pyrimidines substituées par un substituant
cyclique et polaire donnent une meilleure fluorescence & une concentration de 10°M dans le
cyclohexene, 1’acétonitrile et le dichlorométhane respectivement.

Ces composés hybrides pourraient étre des blocs de construction pour une nouvelle
génération de sondes fluorescentes dans le domaine biologique avec la simplicité de leur
synthése.
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Résumé : Les hétérocycles azotés sont présents dans de nombreux produits naturels avec activités biologiques.
Dans ce travail nous avons envisagé deux nouvelles approches synthétiques pour le motif

hétérocyclique pyrido [2,3-d] pyrimidine dans des conditions douces. Une étude de la fluorescence moléculaire

de ces produits vis-a-vis de la variation du solvant et de la concentration a été effectuée.

Ce travail se divise en deux grandes parties :

La premiére partie de ce travail décri les deux nouvelles voies de synthése des pyrido [2,3-d]
pyrimidines. La premiére voie est basée sur I’attaque nucléophile d’amines primaire (hydrazine) sur les
formamidines synthétisées qui nous ont permis de synthétiser cette famille avec de trés bons rendements. La
deuxiéme voie est basée sur 1'utilisation des 2-aminopyridine comme précurseur pour la synthese des pyrido
[2,3-d] pyrimidines dans un procédé en «one pot» a trois composants sans solvant sous micro-ondes ou
I’utilisation d’un catalyseur. Cette nouvelle voie permet d’obtenir rapidement et efficacement ces composés. .

La deuxiéme partie de ce travail porte sur I’étude de la fluorescence de quatre composés préparés au
cours de ce travail. Cette étude est basée sur I’influence de certains facteurs tell que la concentration et la nature de

solvant utilisé sur 1’intensité de la fluorescence moléculaire.

Mot clés : hétérocycles azotés, 2-aminopyridines, formamidines, pyrido [2,3-d] pyrimidines, réaction

multicomposant (MCR), réaction micro-ondes (M.O), fluorescence moléculaire.

Abstract: Nitrogen heterocycles are present in many natural products with biological activities.



In this work we considered two new synthetic approaches for the heterocyclic pyrido [2,3-d] pyrimidine motif
under mild conditions. A study of the molecular fluorescence of these products with respect to the variation of
the solvent and the concentration was performed.

This work is divided into two main parts:

The first part of this work describes the two new routes for the synthesis of pyrido [2,3-d] pyrimidines. The first
route is based on the nucleophilic attack of primary amines (hydrazine) on the synthesized formamidines which
allowed us to synthesize this family with very good yields. The second route is based on the use of 2-
aminopyridine as a precursor for the synthesis of pyrido [2,3-d] pyrimidines in a "one pot" process with three
components without solvent under microwave or the use of a catalyst.

The second part of this work deals with the study of the fluorescence of four compounds prepared during this
work. This study is based on the influence of certain factors such as the concentration and the nature of the

solvent used on the intensity of the molecular fluorescence.

Key words: nitrogen heterocycles, 2-aminopyridines, formamidines, pyrido [2,3-d] pyrimidines,

multicomponent reaction (MCR), microwave reaction (M.O), molecular fluoresce.
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