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Geénéralités expérimentales

Spectroscopie de Résonance Magnétique nucléaire :

Les spectres RMN ont éte enregistrés sur un appareil a transformée de Fourrier : Briker
avance DPX 250 (250 MHz pour le *H, 62,9 MHz pour le *C) du département de chimie de la
faculté des sciences exactes de ’université Fréres Mentouri-Constantine 1, et Briiker avance 300
(300 MHz pour le *H, 75 MHz pour le *C) du département de chimie de ’université d’Aveiro.
Seules les fréquences de ces appareils seront precisées dans la partie expérimentale. Le
déplacement chimique ¢ est exprimé en partie par millions (ppm). Les spectres sont enregistrés
dans le chloroforme deutéré CDCls (sauf indication contraire) et extrapolés a dilution infinie. Les
constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz (Hz). L’attribution des signaux a été réalisee
a I’aide de spectres 2D (*H-3C HMQC et *H-3C HMBC). Les notations suivantes sont utilisées :
s : singulet, s.: singulet large, d : doublet, t: triplet, q : quadruplet, m : multiplet, dd : doublet
dédoublé, td : triplet dédoublé, pst : pseudo-triplet.

Spectrométrie de masse :
Les spectres de masse a haute résolution (HRMS) ont été réalisés sur un spectromeétre de
masse hybride LTQ Orbitrap XL piege-orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bréme, Allemagne)

avec l'utilisation d'une tension de 3000V et une température de capillaire de 250°C.

Spectroscopie Infrarouge :

Les spectres IR ont été enregistrées sur un spectrophotomeétre a transformée de Fourrier
Shimadzu FT-IR-8201 du laboratoire IR du département de chimie de la faculté des sciences
exactes de 1’université Fréres Mentouri Constantine 1, et les fréquences des bandes d’absorption
sont exprimées en cm. Les composés solides sont greffés sur des pastilles en KBr et les liquides

dissous dans le Nujol.

Spectroscopie UV-Visible :
Les spectres UV-visible ont été enregistrés sur un spectrophotometre UV-Visible Jeway
6300, du laboratoire TIPE (Techniques Innovantes de Préservation de I'Environnement),

Université Freres Mentouri-Constantine 1.

Micro-ondes :
Les réactions sous irradiation micro-ondes ont été effectuées a 1’aide d’un micro-onde

monomode CEM Discover SP.
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Chromatographie :
Le gel de silice (60 GF2s4, Merck) a été utilisé pour la CCM, et les taches ont été détectées
avec une lumiere UV (254 nm). Le gel de silice, taille des pores : 60 (230-400 mesh) (Millipore®)

a eté utilisé pour la chromatographie sur colonne.

Point de fusion :
Les points de fusion ont été déterminés a l'aide de I’appareil Banc Kofler du département

de chimie de la faculté des sciences exactes de ’université Fréres Mentouri-Constantine 1.

Solvants et réactifs :
Les solvants ont été séchés selon des méthodes standards avant d'étre utilisés. Les autres
produits commerciaux ont été acquis auprées de Sigma-Aldrich, Acros, Alfa Aesar ou Fluka, et

utilisés dans la majorité des cas sans purification préalable.

Activité antioxydante :
Les mesures de I’absorbance ont été évaluées en utilisant un lecteur de microplaques a 96
puits, Perkin Elmer Multi-mode Plate Reader EnSpire du centre national de recherche en

biotechnologie de Constantine.
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Les composés hétérocycliques principalement azotés, de par leur abondance et leur
diversité, ont prouvé leur importance aussi bien dans le domaine de la recherche fondamentale
et appliquée, que dans le domaine industriel. Les structures hétérocycliques sont parfois fois
associees entre elles mais dans la plupart des cas, elles sont liées a des motifs structuraux trés
diversifiés (composés hybrides). Ce type de composes a montré son utilité dans la conception de
nouvelles classes de composés a activités démontrées aussi bien dans le domaine médicinal
et/ou thérapeutique (vitamines, hormones, antibiotiques, anti-tumoraux...), que technique et

technologique (inhibiteurs de corrosion, colorants, agents stabilisants...)..

Parmi les classes de composés hétérocycliques, I’imidazole et dérivés apparentés
représentent une classe importante puisqu’on retrouve ce motif dans la structure d'importantes
biomolécules tels que I’adénine, I’histidine, la thiamine (vitamine B1), les bases purine de
I'ADN, la vitamine B12 et plusieurs autres composés,>® ainsi que dans une large variété de
produits synthétiques a efficacité démontrée aussi bien dans le domaine thérapeutique,? ...et

autre agrochimique,® que dans le domaine industriel %’

Les phénomenes de résistance développés par certains agents pathogenes aux
médicaments actuels induisant de I'apparition de maladies nouvelles, constituent une
préoccupation majeure et permanente pour de nombreux chercheurs, générant ainsi le
développement de nouvelles méthodologies de synthése et la recherche de molécules bioactives

nouvelles.

Notre équipe de recherche (SMOTH) a récemment développé un axe de recherche
consacré exclusivement a la synthese et I'évaluation biologique de dérivés poly-hétérocycliques
et autres complexes de métaux de transition nouveaux comportant comme sous-structure un

motif (benz)imidazole.®®

Le sujet développé est centré sur la préparation de poly-hétérocycles articulés autour d'un
noyau (benz)imidazole, comme bioisostére de groupements aryles, oxazoles, pyrazoles, ..., par
exemple, pour accéder aux dérivés ciblés. Cette approche, qui consiste en l'introduction de
modifications structurales (mineure ou majeure) dans la structure d’une substance bioactive ou
potentiellement active d'origine naturelle ou produite par voie de synthese, représente une
stratégie efficace pour accéder a des molécules bioactives de structures inédites. Ces structures
nouvelles sont susceptibles de présenter une activité biologique comparable a celle de produits

bioactifs et/ou améliorée et peuvent introduire des changements significatifs en termes de
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stabilité, de toxicité et/ou de sélectivité, et de réduire au minimum les propriétés indésirables

de ces substances.

Nous exposerons, dans le cadre de cette these, 1’intérét et I'importance de cette approche
dans la synthese de composés poly-hétérocycliques hybrides contenant comme sous-structure

un noyau (benz)imidazole, et son apport dans le domaine biologique.

Cette these comporte deux parties :
> Lapremiére atrait a la synthése et I'évaluation biologique (tests anticancéreux, antibactériens

et antioxydants) de chalcones de structures originales comportant un motif (benz)imidazole

(Fig. 1).
(0] (@]
B N\ X R B N\ =
£ A R
\\\:/// Me \\\:/,/ R'

Chalcones (benz)imidazolique

Figure I Chalcones hybrides (benz)imidazoliques

> La seconde partie est réservée a la synthese de nouveaux composés poly-hétérocycliques
hybrides comportant le motif 1-méthylimidazole comme sous-structure. Ces composés
tricycliques de structures diversifiées et hautement fonctionnalisées de type (benz)imidazole-
hétérocycle-aryle ou I'nétérocycle est un noyau 2-pyrazoline ou pyrazole, seront soumis a une
évaluation biologique (tests anticancéreux et antioxydants) (Fig. I1).

Hybrides Imidazole-Hétérocycle-Aryle

Figure Il Hybrides imidazole-héterocycle-aryle

La stratégie globale est basée fondamentalement sur 1’utilisation de réactions et autres
procédures adéquates et/ou adaptées, simples, efficaces et de mise en ceuvre facile dans la

préparation de nouveaux composés polycycliques porteurs d’un motif (benz)imidazole.
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Nous détaillerons au cours de cette thése :
e L’intérét et 1’utilisation des dérivés de chalcone incorporant dans leur structure un noyau
imidazole ou benzimidazole en relation avec notre propos particuliérement dans le domaine
biologique et médicinal (Partie 1).
e Les résultats auxquels nous sommes parvenus dans la préparation des chalcones
(benz)imidazoliques par une réaction de Claisen-Schmidt en utilisant la condensation du 1-
méthyl-1H-imidazol-2carbaldéhyde ou le 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-2-carbaldéhyde avec
les dérivés de D’acétophénone et des dérivés du benzaldéhyde avec des 2-acétyl
(benz)imidazoles (Partie 1).
e Les résultats obtenus dans 1’évaluation des activités biologiques de quelques composes
sélectionnés comme agents anticancéreux, antioxydants et antibactériens avec une étude de la
relation structure activité (SAR) pour les composés actifs (Partie 1).
e Quelques exemples ciblés de composés bioactifs articulés autour d’un noyau pyrazole ou 2-
pyrazoline, ainsi que les méthodes de synthése les plus utilisées pour accéder a ce type de
composés (Partie 2).
e Les résultats obtenus dans la synthese de nouveaux dérivés tricycliques de type imidazole-
hétérocycle-aryle diversement fonctionnalisés, ainsi que 1’évaluation des activités biologiques
de quelques composés sélectionnés comme agents anticancéreux, antioxydant avec une étude

de la relation structure activité (SAR) pour les composes actifs (Partie 2).

Notes préliminaires

Les références bibliographiques sont mentionnées en fin de chaque partie. La partie
expérimentale est rapportée en fin de document regroupant outre les différentes procédures et
autres protocoles expérimentaux utilisés dans la préparation des composes ciblés, et leur
caractérisation structurale, la description des différentes techniques utilisées dans la
détermination des propriétés biologiques. Dans I'annexe sont mentionnés : un formulaire ou
sont regroupés tous les composés synthétises, ainsi que quelques spectres RMN et de Masse.
Une partie des travaux réalisés au cours de cette thése ont fait 1’objet d’une publication dans la

revue Future Med. Chem. (2020) et autres communications.
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PARTIE 1:

Synthese, caractérisation et évaluations
biologiques de chalcones a base de
(benz)imidazole



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de chalcones a base de (benz)imidazole

1. Imidazole : structure et activité biologique

1.1. Généralités

L'imidazole ou 1,3-diazacyclopenta-2,4-diene est un composé organique cyclique a cing
chainons qui contient deux atomes d'azote en position 1 et 3. L'imidazole est un hétérocycle
aromatique de structure plane présentant 6 électrons délocalisés (Fig. 1.1), une paire fournit par

les atomes d’azote en position 1 et 4 électrons 7.

H ©
N N _N _N ©_N
[p~—=0p—[p =00 —15
N ® N N N
N ® H@ H@
Figure 1.1 Formes limites de I’imidazole

La fusion du noyau imidazole avec le benzéne résulte en une structure bicyclique
aromatique appelée benzimidazole (Fig. 1.2).

il | il
| |
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[ \> L basique ! @: \> L basique
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Figure 1.2 Propriétés physiques des noyaux imidazole et benzimidazole

L'imidazole et dérivés apparentés tels les benzimidazoles constituent une classe de
composés hétérocycliques possédant des propriétés chimiques et physiques uniques. Ces
hétérocycles qui présentent un groupe NH libre sont généralement solubles dans les solvants
polaires et moins solubles dans les solvants organiques, cependant l'incorporation de
substituants sur l'atome d'azote améliore sa solubilité dans les solvants non polaires.

L’imidazole a un caractére basique assez fort (pKay de 1’acide conjugué = 6,95) et un
caractere acide faible (pKaz = 14,52), le benzimidazole étant Iégérement moins basique que
I’imidazole, les valeurs pKa du benzimidazole sont pKa; = 5,30 et pKaz = 12,3. Ces 1,3-diazoles
sont donc généralement solubles dans les acides dilués, donc suffisamment NH-acide pour étre

solubles dans les alcalis aqueux et former des composés N-métalés.*?
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1.2. Activité biologique des dérivés de I'imidazole
1.2.1 Occurrence naturelle de 1,3 diazoles

Les noyaux imidazole et benzimidazole sont présent dans bon nombre de biomolécules
telles que les bases purine de I’ADN, I’histidine, la vitamine B12, et autres protéines et

hormones associées (Fig. 1.3).3°
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Figure 1.3 Quelques biomolécules a base d’imidazole ou benzimidazole

Dans I’histidine, le noyau imidazole joue un réle vital dans les réactions qui se
produisent au niveau des sites actifs de certaines enzymes. Le composé résultant de la
décarboxylation enzymatique de I’histidine (histidine décarboxylase) est I’histamine (Fig. 1.4),

et une libération exagérée d’histamine, est responsable de la réaction allergique.®

Cco,
O

N OH 4 N NH,

ST A

Histidine Histamine

Figure 1.4 Formation de I’histamine par décarboxylation enzymatique de I’histidine.

On retrouve également ces motifs hétérocycliques dans certains produits naturels de

structures et d'origines différentes, dont principalement des alcaloides isolés a partir
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d’organismes marins comme la granulatimide et la didemnimide A, extraites de I’ascidie
brésilienne Didemnum granulatum.” Des investigations chimiques de I'éponge Dragmacidon
sp. de la mer d'Andaman (Thailande) ont révélé deux nouveaux alcaloides contenant un noyau

imidazole, qui ont été appelés dragmacidonamines A (1) et B (2) (Fig. 1.5).8

H
H
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Dragmacidonamine A 1: R1= COOH; R2=0
Dragmacidonamine B 2: R1= COOH; R2 = H,H

Figure 1.5 Quelques produits naturels contenant un noyau imidazole ou benzimidazole

Deux nouveaux méroterpénoides azotés (métabolite secondaire contenant un fragment
non-terpenoide), les cinérols A et B présentant un fragment 5H-pyrrolo [1,2a] benzimidazole
(Fig. 1.6), ont éte isolés de I'éponge marine Dysidea cinerea (mer de Chine méridionale), et

leurs structures ont été déterminées par analyses spectroscopiques.®

OH

Cinerol A Cinerol B

Figure 1.6 Quelques produits naturels contenant un noyau benzimidazole

Récemment, trois nouveaux alcaloides d'imidazole dimere reliés entre eux par un pont
méthyléne, les camellimidazole A-C (Fig. 1.7), ont été isolés du thé noir de Keemum (Chine).

Leurs structures ont été complétement élucidées par diffraction des rayons X.1°

9
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Figure 1.7 Quelques produits naturels contenant un noyau imidazole

1.2.2. Intéréts biologiques de I’imidazole et benzimidazole

Les produits naturels contenant un motif imidazole et/ou benzimidazole ont été étudiés
pour leur variété d'effets pharmacologiques, et ont montré leur utilit¢ en tant qu’agents
anticancéreux,!! anti-plasmodiaux,*? antiviraux,*® antimicrobiens,!*... Cependant la présence
en petite quantité de ces composés dans la nature rend difficile leur isolement (non rentable du

point de vue économique) pour une utilisation pharmaceutique a grande échelle.

Dans ce contexte, plusieurs équipes de recherche se sont intéressées a la synthese totale
de ces produits naturels pour fournir suffisamment de matiére nécessaire a 1’évaluation
pharmacologique compléte ainsi qu’a la préparation d'analogues structuraux qui peuvent jouer
un réle crucial dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques.

Une autre stratégie de recherche a été adoptée pour préparer des composés a systeme
(benz)imidazolique d'intérét biologique. Elle consiste a introduire un fragment imidazole ou
benzimidazole dans des systémes non hétérocycliques comme groupement isostere pour obtenir

des nouvelles molécules hybrides a activité améliorée et/ou a effets secondaires amoindris.

L’imidazole se retrouve souvent dans la structure de divers composés utilisés dans le
domaine thérapeutique (Fig. 1.8), tels que le métronidazole (Nizoral®) un antibiotique
couramment utilisé depuis plusieurs décennies pour traiter les infections gastro-intestinales
ainsi que la trichomonase, la giardiase, et I'amcebose qui sont des infections parasitaires,’ et le
dacarbazine un agent antinéoplasique qui posséde une activité importante contre les
mélanomes (cancer de peau).'® L’acide zolédronique décrit pour la premiére fois dans la
littérature en 1994,17 a été utilisé pour traiter et prévenir de multiples formes d’ostéoporose,
I’hypercalcémie maligne, le myélome multiple, les métastases osseuses de tumeurs solides et
la maladie osseuse de Paget. Le losartan a prouvé son efficacité dans le traitement
I'nypertension artérielle et il est également utilisé pour réduire le risque d'AVC chez certains
patients. Enfin, la cimétidine E est un antihistaminique de type 2 congénére de I'histamine, elle

inhibe de maniére compétitive la liaison de I'histamine aux récepteurs H2, et elle est

10
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principalement utilisée dans le traitement des brllures d'estomac et des ulceres gastro-

duodénaux.181°
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Figure 1.8 Structures de quelques médicaments a base d’imidazole

Le noyau benzimidazole apparait également dans la structure de divers médicaments
(Fig. 1.9), tels que I’oméprazole, un inhibiteur de la pompe a protons, utilisé pour traiter les
troubles liés a l'acide gastrique,?® le bendamustine est utilisé en chimiothérapie dans le
traitement de la leucémie lymphoide chronique.?’ Le telmisartan est utilisé pour traiter
I'nypertension artérielle, l'insuffisance cardiaque et la néphropathie diabétique tandis que

I'albendazole a prouvé son efficacité dans le traitement d'une variété d'infections parasitaires.
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Telmisartan Albendazole
Figure 1.9 Structures de quelques médicaments a base de benzimidazole

Récemment, notre équipe de recherche "SMOTH", qui active au sein du laboratoire

PHYSYNOR, a congu et identifié quelques analogues nouveaux de la Tacrine (utilisée dans le
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traitement de la maladie d’Alzheimer) contenant dans leur structure un motif (benz)imidazole.
Certains de ces composes se sont révéleés des inhibiteurs efficaces de la cholinestérase a des
concentrations de I'ordre du micro-molaire avec une hépatotoxicité moindre que celle de la
Tacrine (Fig. 1.10).2

N_N
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NH2 NH2
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N — —
N
n=1,2 n=1,2

Tacrine L. .
analogues (benz)imidazole de Tacrine

nonhepatotoxique

Figure 1.10 Conception d'analogues de la Tacrine non-hépatotoxiques

De méme quelques dérivés de 4H-pyran, 1,4-dihydropyridine, quinazoline et de 2-
aminochromene porteurs d'un noyau (benz)imidazole (Fig. 1.11), ont été préparés dans notre
laboratoire, et évalués pour leur hépatotoxicité in vitro sur les cellules hépatiques HepG2 et leur
potentiel antioxydant en utilisant le test d’inhibition du radical DPPH.?3
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Figure 1.11 Quelques dérivés de (benz)imidazoles biologiquement actifs
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2. Les Chalcones

2.1. Généralités

La chalcone est un produit d’origine naturelle de structure chimique simple, largement
répandu dans les 1égumes, les fruits, les thés et d’autres plantes.?#? Le mot « chalcone » vient
du grec « chalcos » qui signifie « bronze » et qui résulte des couleurs de la plupart des chalcones
naturelles.?® Les dérivés de chalcone ont une structure chimique commune au 1,3-diaryl-2-
propén-1-one, qui existe sous forme d'isoméres trans-s-cis, trans-s-trans et cis-s-cis, lI'isomére

trans-s-cis étant thermodynamiquement plus stable (Fig. 1.12).%

;; :

trans-s-cis trans-s-trans cis-s-cis cis-s-trans
Figure 1.12 Structure de chalcone et stabilité relative

La famille des chalcones a suscité beaucoup d’intérét, non seulement du point de vue
synthese et biosynthése, mais surtout en raison de ses activités biologiques intéressantes. Les
applications thérapeutiques des chalcones remontent a plusieurs décennies et ont été utilisées
notamment sous forme de concoction de plantes et d'herbes, pour le traitement de différentes
maladies tels que le cancer, I'inflammation et le diabéte.?*2%2® Plusieurs composés a base de
chalcone ont trouvés une utilisation clinique. Par exemple, la métochalcone était autrefois
commercialisée en tant que médicament cholérétique, tandis que la sofalcone était utilisée en

tant que antiulcéreux et muco-protecteur (Fig. 1.13).26%8
HO.__O
o~ o P of o
¢ g
o o~ | O O o/\)\

Metochalcone Sofalcone

Figure 1.13 Structures de deux médicaments a base de chalcone.
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2.2. Propriétés fluorescentes des chalcones

En raison de leur systéeme conjugué, les chalcones substituées par des groupes
fonctionnels électroattracteurs et/ou électrodonneurs sur les noyaux benzéniques possedent des
propriétés fluorescentes (Fig. 1.14),2-3! ce qui en fait des sondes chimiques potentielles pour

les investigations mécanistiques et I’imagerie médicale/diagnostic.

attracteur

O (\e\)( O ﬁ do”’)

0% > Sy
= e = §
S
Non-fluorescence Fluorescence

Figure 1.14 Structures attracteur-donneur d’électrons pour les chalcones fluorescentes.

Les molécules possédant dans leur structure un groupement diméthylamine, sont
largement utilisées comme sondes fluorescentes, dont des chalcone a propriétés fluorescentes.
La 4-diméthylaminochalcone (Fig. 1.15) a été rapportée pour la premiére fois par Jiang
et al. comme sonde fluorescente pour détecter la formation de micelles.®>*® Récemment, ces
auteurs ont établi une petite bibliotheque de chalcones fluorescentes afin de caractériser
systématiquement les effets structurels sur leur fluorescence intrinseque et d'évaluer l'influence

de plusieurs facteurs environnementaux biologiquement pertinents.3*

¢
N/
I
Figure 1.15 4-diméthylaminochalcone

2.3. Quelques méthodes de synthese des chalcones

Les chalcones sont généralement préparées par une réaction de condensation catalysée
par une base ou un acide. En raison de leurs activités biologiques intéressantes, un nombre
croissant de nouvelles techniques et autres procédures dont l'utilisation et développement de
catalyseurs divers et/ou de conditions reactionnelles adaptées, ont été récemment rapportées,
bien que les chalcones sont des 1,3-diarylcétones a,B-insaturées facilement accessibles.

La réaction de Claisen-Schmidt,3>3" est la plus communément utilisée dans la synthése
des chalcones et peut étre décrite comme un processus au cours duquel des dérivés de
benzaldéhyde et d'arylméthylcétone se condensent en présence de catalyseurs basiques ou

acides (schéma 1.1).
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o 0 catalyse Q
acide ou basique

O 0 — O C
Claisen-Shmidt
condensation chalcone

Schéma 1.1 Les chalcones et la réaction de Claisen-Schmidt

Dans le cas de la catalyse basique, la chalcone est générée par une réaction

d'aldolisation via un ion énolate, suivie par une déshydratation (schéma 1.2).8
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Schéma 1.2 Mécanisme de la formation des chalcones par catalyse basique

2.4. Intéréts biologiques des chalcones

Les chalcones présentent un large spectre d'activités biologiques, probablement en raison
de leurs petites structures et de leur caractére d'accepteur de Michaél, ce qui leur confere une
certaine adéquation (acceptation) avec différentes molécules biologiques et ainsi se lier
facilement avec elles. Les diverses activités biologiques des chalcones regroupent l'activité
anticancéreuse, anti-inflammatoire, antibactérienne, antituberculeuse, antidiabétique,
antioxydante, antimicrobienne, antivirale, antipaludique, les effets neuroprotecteurs, ...2%
26283945 Un seul composé de chalcone peut présenter plusieurs types de bioactivité.
L'isoliquiritigénine par exemple (Fig. 1.16), posséde une activité anticancéreuse, antioxydante

et anti-inflammatoire. 4648

0O
CLTTC
HO OH OH

isoliquiritigénine

Figure 1.16 Structure de l'isoliquiritigénine
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2.5. Les chalcones hybrides

L'hybridation est une stratégie utilisée pour la conception de nouvelles entités chimiques
par la fusion de deux chimio-types différents. Cette stratégie peut constituer une alternative en
chimiothérapie combinée, dans laquelle deux médicaments ou plus ayant différents
mécanismes d’action sont combinés pour le traitement thérapeutique.*®>° Cependant, la
chimiothérapie  d'association simple présente un risque élevé dinteractions
médicamenteuses.®>? Les chalcones sont reconnues comme un outil privilégié pour
I'incorporation de molécules ou de pharmacophores a activités diverses. La synthése de ces
hybrides utilise typiquement les méthodes de synthese classiques discutées précédemment pour
construire le motif chalcone. Outre les activités biologiques associées aux mécanismes de
ciblage multiple, les molécules hybrides sont également sélectionnées pour d'autres raisons,
telles que I'amélioration de la solubilité, la stabilité et la biodisponibilité. Deux approches ont
¢té développées, la construction d’hétéroaryles et autres polycycles hybrides analogues

structuraux des chalcones ou I’introduction de fragment directement sur les chalcones.

2.5.1. Chalcones hybrides : fragments connectés au motif chalcone

L'utilisation de lieurs est une méthode courante pour connecter des chalcones a d'autres
composes bioactifs (Fig. 1.17). L'utilisation d'une connexion directe telle qu'une liaison amide,
éther, ester ou I'utilisation d'un triazole sont les stratégies les plus pratiquées.>*°® On notera
que le systétme a,pB-insaturé est conservé. Ces hybrides conservent et/ou améliorent

généralement les propriétés biologiques des chalcones parentes.
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Figure 1.17 Quelques chacones hybrides avec divers lieurs
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2.5.2. Chalcones hybrides : utilisation d'isostéres de groupement aryle

Des chalcones hybrides de structures diverses par I'utilisation d'isostéres de groupement
phényle ou aryles. Ces composés sont facilement obtenus par la réaction de Claisen-Schmidt
utilisant des aldéehydes aromatiques et/ou des arylméthylcétones modifiés, au lieu des dérivés
classiques (benzaldehyde et acétophénone). Sur la base de cette stratégie, plusieurs chalcones
hybrides (Fig. 1.18) ont été développées et ont montré diverses activités biologiques, tel que
des chalcones boroniques, des chalcones-coumarines, des chalcones-indoliques, des

chalcones-quinoxalines et autres...>"3
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Figure 1.18 Quelques chalcones hybrides

Parmi les produits naturels contenant un motif imidazole, I’eleuthérobine®* et les
sarcodictyines®® ont montré leur efficacité en tant qu’agents stabilisants puissants des
microtubules (Fig. 1.19). Ces produits naturels initialement isolés du corail, ont suscité un
intérét particulier car ils présentent une activité antitumorale avec un mécanisme d'action
similaire au paclitaxel (Taxol®).% Dés lors, quelques dérivés apparentés ont été synthétisés et

évalués,b6-69

[e] R = Me Sarcodictyine A
Eleutherobine OH R = Et Sarcodictyine B Paclitaxel

Figure 1.19 Quelques chalcones hybrides comme agents anticancéreux
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Ciupa, A. et al. ont montré que des chalcones hybrides analogue simples de
I’eleuthérobine et les sarcodictyines, représentés dans la figure ci-dessous, possédent une
activité inhibitrice puissante et sélective envers la prolifération de la lignée des cellules
cancéreuses du colon chez I'numain HT29 (ICso 2.9 mM) et du carcinome mammaire
métastasique humain MDA-MB-231 (ICso 4.8 mM).”

Me
MeO = N MeO = _—
\\/) NMe
N N~/

MeO MeO

OMe OMe

IC5 4.2 uM (HT29) IC5o 2.9 uM (HT29)

4.9 uM (MDA-MB-231) 4.8 uM (MDA-MB-231)

11.0 uM (LNCaP) 48.4 uM (LNCaP)

17.5 uM (FEK-4) 85.0 uM (FEK-4)

Figure 1.20 Quelques dérivés de chalcones hybrides a activité anti-cancéreuse.

Les combretastatines sont un groupe de stilbenes phénoliques dérivés du saule sud-
africain (Combretum Caffrum) présentant d'excellentes propriétés de déstabilisation des
microtubules avec une cytotoxicité inférieure a celle de la colchicine et de la maytansine. La
combretastatine A-4 (CA-4) est la plus intéressante, qui en se liant de maniére réversible au
site de la colchicine sur la tubuline B empéche son association avec la tubuline o. L'effet
déstabilisant sur la dynamique des microtubules se traduit par une puissante activité
antiproliférative sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, y compris des lignées cellulaires
multirésistantes’. Ces résultats ont induits des recherches approfondies sur la relation
structure-activité (SAR) de la CA-4 pour développer des structures analogues avec des
propriétés biologiques améliorées. Kong Yali, et al., ont concu des chalcones boroniques
analogues de la CA-4 et testé leur potentiel antiprolifératif, la chalcone boronique représentée
ci-dessous a été identifiée comme un puissant inhibiteur de la polymérisation de tubulines, avec
une activité antiproliférative du carcinome mammaire humain MCF-7 élevée. Un autre dérivé
hybride chalcone-quinoléine analogue, le 3-(2-chloro-7-méthoxyquinoléin-3-yl)-1-(4-
méthoxyphényl)-propén-2-one, synthétisé dans notre laboratoire, a montré une activité

anticancéreuse (cytotoxicité) envers les cellules humaines K562 (ID < 7.5 pg/mL).”
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OCH3
Combretastatine A-4 Chalcone boronique analogue Chalcone quinoléique analogue
Tubulin IC50 = 2.0 mM Tubulin IC50 =31 mM K562 (ID < 7.5 g/mL).
MCF-7 IC50 = 0.032 mM MCF-7 1C50 = 0.9 mM

Figure 1.21 Structures de quelques chalcones hybrides analogue de combretastatine a

activité anticancéreuse

3. Généralités sur le cancer

Le cancer est I'une des maladies grave des plus redoutées dans le monde moderne, c’est
I'une des principales causes de décés de par le monde.”® Selon les estimations de I'organisation
mondiale de la santé (OMS) en 2019, " le cancer reste une des causes principales de mortalité
dans le monde (la premiére ou la deuxieme avant I'age de 70 ans dans 112 pays sur 183, et
troisieme ou quatrieme dans 23 autres pays). Dans le monde, environ 19,3 millions de
nouveaux cas de cancer et prés de 10,0 millions de décés par cancer sont survenus en 2020.

Le cancer est caractérisé par une prolifération cellulaire incontrélée (plus de 100 types
de cancer différents ont été recenses), impliquant la plupart, sinon la totalité, des capacités

distinctives du cancer comme proposé par Hannah et Weinberg (Fig. 1.22 )%,
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I'angiogenése '
I'apoptose
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indéfiniment

Figure 1.22 Capacités distinctives des cancers
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3.1. Traitement du cancer

La seule fagon de traiter le cancer est de contrdler ou éventuellement de mettre fin a la
croissance incontrélée des cellules cancéreuses. Il existe trois approches traditionnelles pour
traiter le cancer : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie, dont la chimiothérapie est
la plus couramment utilisée a la fois dans le traitement initial du cancer et dans la prévention
de sa réapparition.”® La majorité des médicaments anticancéreux cytotoxiques actuellement
utilises en thérapeutique (agents alkylants, antimétabolites et agents de liaison aux
microtubules) semblent induire la mort des cellules en activant des éléments clés de
I'apoptose’®®°. Une nouvelle classe de thérapies ciblées pourrait bientdt voir le jour sur la base
de stratégies issues d'une compréhension plus approfondie des mécanismes moléculaires qui

sous-tendent le phénomene de I'apoptose.

3.2. Ciblage de ’apoptose dans le traitement du cancer

L’apoptose est le mécanisme naturel de la mort de la cellule programmée®®. Il sert &
éliminer toutes les cellules indésirables et c'est un processus hautement réglementé. Il existe
une grande variété de conditions qui entrainent I'activation de la voie apoptotique, y compris
des dommages a I'ADN ou une prolifération incontrlée.®” 1l existe deux voies différentes qui
menent a I’apoptose : les voies intrinseéques et extrinseéques. On les appelle également les voies
mitochondriales et les voies des récepteurs de la mort, respectivement.

L'apoptose est réalisée par les caspases (cystéine aspartyl protéases spécifiques) qui sont
une classe de protéines essentielle a une apoptose réussie, car elles clivent des centaines de
protéines diverses®’. Il existe quatre caspases initiatrices (caspase-2, -8, -9, -10) et trois
caspases exécutrices (caspase-3, -6, -7).28 Les caspases exécutrices clivent les protéines cibles
qui conduisent finalement & la mort de la cellule.®

Les cellules cancéreuses échappent a I'apoptose de nombreuses maniéres : la fonction
des caspases peut étre inhibée ou le déclencheur de I'apoptose peut étre désactivé, aussi la
surexpression et la mutation des protéines anti-apoptotiques BCL-2 augmentant I'apparition de
la tumeur®. 1l en résulte des cellules tumorales résistantes & tout stimuli apoptoticue
intrinséque ce qui concerne également certains médicaments anticancéreux.®

L'évasion de I'apoptose est une caractéristique distinctive du cancer et n'est pas spécifique
a la cause ou au type de cancer, donc le ciblage de I’apoptose, et I’utilisation du mécanisme de
mort propre a la cellule constitue un traitement efficace pour tous les types de cancer, induisant
ainsi le développement de nouveaux médicaments susceptibles d’activer le processus de mort

cellulaire, ce qui constitue un des objectifs recherchés dans ce travail.
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4. Objectifs ciblés

Sur la base des travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire ainsi que les travaux
cités ci-dessus, nous nous sommes fixés comme objectif principal dans la premiere partie de
cette thése : la conception, la préparation et I'identification structurale de nouveaux dérivés
hybrides de chalcones diversement substituées qui possédent dans leur structure un motif

(benz)imidazole (schéma 1.3).

Chalcone

Chalcones (benz)imidazolique

Schéma 1.3 Conception de chalcones hybrides « (benz)imidazoliques »

Quelques composes sélectionnés seront soumis par la suite a 1’évaluation de leur
activité antiproliférative contre quelques lignées cellulaires cancéreuses et autres non
cancéreuses. Une étude de sélectivité, et de détermination du mécanisme d’activation de
I’apoptose sera étudiée pour les composes les plus actifs. De méme une évaluation préliminaire

de I’activité antibactérienne et antioxydante sera ¢galement réalisée.

N Etude de I'activité
-- anticancereuse
A= R

Etude de l'activité
antibacteriene

Etude de I'activité
antioxydante

Chalcones (benz)imidazoliques

Schéma 1.4 Etude de I’activité biologique de quelques chalcones hybrides

(benz)imidazoliques

21



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de chalcones a base de (benz)imidazole

5. Travaux réalisés et discussion des résultats

5.1. Préparation des intermédiaires clé
5.1.1. Préparation du 1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (-2-acetyle) I (11)

Dans le but de préparer le motif 1-méthyl-1H-imidazole fonctionnalisé porteur en
position 2 d'un aldéhyde ou une méthylcétone, nous avons opté pour la méthode décrite par
LaRonde, et coll,®* avec introduction de quelques modifications des conditions opératoires (voir
partie expérimentale). La méthode originelle consiste a faire réagir, a -78°C et en un seul pot,
le 1-méthylimidazole, le DMF (ou le DMA) et le n-BuLi. Nous avons appliqué cette réaction «
one-pot » a -55°C, utilisant un refroidisseur a immersion. Les rendements en produit pur
obtenus sont de 75% pour le 1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (1) et 73% pour lel-
méthyl-1H-imidazole-2-acétyle (11). L’analyse des spectres RMN *H confirme la structure des

composé | et 11, et sont en bon accord avec la littérature®:92,

Me
N n-BulLi
() — E H
N TH
DMF ou DMA ILR=H
II, R = Me

Schéma 1.5 Synthese des intermédiaires-clé

La premiére étape est une réaction de lithiation (formation d'un organolithien par action
du n-BulLi sur le 1-méthylimidazole). L'organolithien subit ensuite I'addition de I’amide (DMF
ou DMA), formant un hémiaminal qui est ensuite facilement hydrolysé en aldéhyde (ou cétone).

Le mécanisme de la réaction est illustré dans le schéma ci-dessous :

Me Me N I Me @Iéi Me
N : N N ]
nBulLi H,O
L) = D J— HR —— [
R=H, I
L _ R=Me, I1

Schéma 1.6 Mécanisme de la formation des intermédiaires-clé
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5.1.2. Préparation du 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazole-2-carbaldehyde (V)

Le 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazole-2-carbaldehyde (V) a été obtenu en trois étapes
distinctes (voir partie expérimentale). En premier lieu, nous avons procedé a la synthése du 1-
(1H-benzo[d]imidazol-2-yl) méthanol (111), en utilisant la méthode rapportée par Benhassine
et al.®® en introduisant quelques modifications. L’action de 1’acide glycolique sur 1’o-
phénylénediamine dans une solution d’acide chlorhydrique (4N), suivie de I’alcalinisation avec
I’ammoniaque (10%) jusqu’a pH 9, donne le produit recherché avec un rendement de 88%.

La deuxiéme étape concerne la N-méthylation du composé (111) par action du diméthyle
sulfate dans un mélange eau/éthanol en présence de KOH, selon une procedure élabore
précédemment dans notre laboratoire.%* Aprés traitement; le 1-(1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-
2-yl)méthanol (1V) est récupéré, sous forme d’un solide blanc avec un rendement 72%.

Le 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazole-2-carbaldehyde (V) est obtenu suite a une réaction
d’oxydation du (1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (1V) a I’aide de dioxyde de
sélénium (SeO2, 1.1 éq) dans le toluene (T = 80-90 °C). Aprés traitement; on récupére le
compose (V) avec un rendement de 79%. Tous les produits ont été identifiés par les méthodes
spectroscopiques usuelles et sont conformes aux structures proposées. L’ensemble des trois

étapes est représenté dans le schéma synthétique suivant :

0]

OH
NH> HOJV OH OH
HCI 4N N Me,SO N SeO, N
O™ e oy s s
NH, 90 °C N KOH N Toluene N

H EtOH/H,0 Me 90°C Me
1 0°C v v

Schéma 1.7 Schéma synthétique général du composé V

5.1.3. Préparation du 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII)

Le 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII) a été préparé selon la procédure
décrite par Mathew, et al.®® La réaction se déroule en deux étapes : synthése du 1-(1H-
benzo[d]imidazol-2-yl) éthanol (V1), suivie d'une réaction d’oxydation.

Le composé (V1) est obtenu par action de 1’acide lactique sur 1’0-phénylénediamine, dans
un processus sans solvant. Apres traitement du mélange réactionnel; on obtient le composé (V1)
avec un rendement de 40%. L'utilisation du K.Cr.O7 comme agent oxydant en milieu acide
(H2S04) conduit au 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII) avec un rendement de
80%. Tous les produits ont été identifiés par les méthodes spectroscopiques usuelles et sont

conformes aux structures proposées.

23



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de chalcones a base de (benz)imidazole

NHz  Acide Iacthue N OH K,Cr,0- N Y
e O
reﬂux H Me H,SO, N

Me
H
4 VII
Schéma 1.8 Synthese du composé VI

5.2. Synthese des chalcones

Les chalcones « (benz)imidazoliques » sont obtenues par la réaction de condensation
classique de Claisen-Schmidt.

Les chalcones 1-10 (série 1) sont préparées en faisant réagir le 1-méthyl-1H-imidazole-
2-carbaldéhyde (1) [ou le 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazole-2-carbaldehyde (V)], avec des

dérivés de 1’acétophénone, en présence de NaOH dans 1’éthanol, a température ambiante avec
de bons rendements (43-91 %) (schéma 1.9).

0
NaOH N X
@A . R
EtOH N,
Me
(1) R = 4-OMe, 76% (6) R = 4-Br, 67%
(2)R=H, 88% (7)R=4-1,91%

(3) R = 3,4-diOMe, 80%
(4) R =4-F, 87%
(5) R=4-Cl, 88%

(8) R = 4-NO,, 84%
(9) R = 4-OH, 43%

o)
j)k )K@\ NaOH N\j/\)\©\
@ “EtOH @ N-e OMe
(10), 87%

Schéma 1.9 Synthése des 1-aryl-3-(benz)imidazol-cétones a,B-insaturées (série 1).

Dans les méme conditions la réaction du 2-acétyl-1-méthyl-1H-imidazole (I1) [ou le 1-
(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VI11)] avec des dérivés du benzaldéhyde conduit aux

chalcones 11 — 20 (série 2). Les rendements varient de 50 a 90 % (schéma 1.10).

o) o o (11) R = 4-OMe, 50%

N N (12) R = 2,5-diOMe, 75%
&\ Me , H < NaOH @ Z R (13)R = 3,4,5triOMe, 70%
N, EtOH N, (14) R = 4-N(Me),, 67%

Me Me

(15) R = 4-SMe, 90%
0 o (16) R = 4-OMe, 72%

0
N (17) R = 2,5-diOMe, 70%
N\j)LMe . H NaOH = ~ R (18)R = 3,4,5-triOMe, 75%
@NH R Con NH (19) R = 4-N(Me),, 60%

(20) R = 4-SMe, 73%

Schéma 1.10 Synthese des 3-aryl-1-(benz)imidazol cétones a,B-insaturées (série 2).

24



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de chalcones a base de (benz)imidazole

Dans les mémes conditions, I’analogue structural de chalcone bis-imidazolique (21) est
obtenu avec un rendement de 55%, a partir du 1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (1) et du
1-méthyl-1H-imidazole-2-acétyle (I1).

o) o Me
N
N NaOH ~
\\HJ\H . Me)J\// M
<\/N\ N\/) EtOH <\/N N\/>
Me Me” Me
I 11 (21) 55%

Schéma 1.11 Synthése du 1,3-bis(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one

Tous les produits synthétisés ont été identifies par les méthodes spectroscopiques usuelles

et sont conformes aux structures proposées.

L’analyse des spectres RMN *H des composés de la série 1 (voir spectres dans ’annexe)
montre en particulier I’apparition de deux signaux sous forme de doublet dans I’intervalle [8,41
— 7,67] ppm attribuées aux protons éthyléniques Hp et Hq, reliés entre eux avec une constante
de couplage de I’ordre de 15 Hz, ce qui confirme aussi la configuration trans du systéme o.,f3
insaturé. D’autre part dans les spectres RMN H de la série 2 les deux protons éthyléniques
apparaissent dans un intervalle similaire entre 8,33 et 7,72 ppm avec une constante de couplage
de I’ordre de 16 Hz (15,6 - 16,2 Hz). Comparé a la série 1, I’augmentation observée de la valeur
de constante de couplage est probablement due a I’influence du noyau (benz)imidazole li¢

directement au carbonyle.

La méme observation concernant ’influence de la position relative du noyau
(benz)imidazole par rapport a la fonction carbonyle sur le déplacement chimique en RMN *C
du carbone du carbonyle a été relevée. Le signal du carbone du CO lié directement au noyau
hétérocyclique (série 2) apparait dans I’intervalle 180,3 - 181,5 ppm, alors que dans la série 1

il apparait dans la zone 186,5 — 189,5 ppm (plus déblindé).

On notera que la méme réaction de condensation reproduite sous irradiation microondes
(70 °C et 100 W), n'a entrainé aucune amélioration du rendement, cependant les chalcones sont

obtenues dans un temps de réaction trés court (2-3 minute au lieu de 24h).

25



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de chalcones a base de (benz)imidazole

5.3. Evaluation de Pactivité anticancéreuse

Parmi les dérivés hybrides chalcone-(benz)imidazole préparés, les composés 1, 4, 10, 13
-16, 18 et 20 ont été sélectionnés et soumis a I’évaluation de leur activité antiproliférative
contre la lignée cellulaire du cancer gastrique humain AGS et la lignée cellulaire du cancer des
cellules de poumon humain A549, dans des plages de concentration allant jusqu'a 100 uM, Ces
lignées cellulaires ont été choisies en raison de la forte prévalence du cancer dont elles sont
originaires.%

Les cellules A549 sont connues pour étre une lignée cellulaire résistante a certains
médicaments, pour cette raison elles sont fréquemment incluses dans les criblages biologiques.
Dans ces cellules, seuls les composés 1 et 10 présentent une toxicité remarquable, avec des
ICso de 61,7 et 68,1 uM, respectivement (Tableau 1.1).

Dans le cas des cellules AGS, les composeés 1, 4, 10, 13, 15 et 20 présentent une toxicité
suffisante pour permettre le calcul des ICso. Les composés les plus toxiques sont 1, 4 et 10,
avec des ICso de 20,9 et 29,3 et 15,1 uM, respectivement (Tableau 1.1). Ces résultats sont de
méme magnitude que pour d'autres dérivés de chalcone (1,3-diarylcétones o,p-insaturées
diversement substituées) évalués auparavant pour leur activité cytotoxique envers les cellules

cancéreuses.?%8

Globalement, les résultats obtenus avec les cellules AGS montrent un tri clair des groupes
chimiques en fonction de leur toxicité : six des neuf composés du type chalcone ont présenté
une toxicité. Parmi ceux-ci, les composés les plus toxiques sont ceux portant le cycle
(benz)imidazole en position B du groupe carbonyle (série 1). Pour les composes dans lesquels
le cycle (benz)imidazole est directement lié au groupe carbonyle (série 2), la toxicité est plus
faible, ce qui permet de mieux comprendre la relation structure-activité de cette classe de

COMpPOSES.

La sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses est une caractéristique essentielle des
médicaments anticancéreux en tant que stratégie visant a réduire l'incidence des effets
secondaires et de la toxicité indésirables. Pour cette raison, I'effet des composeés vis a vis de la
lignée cellulaire humaine non cancéreuse, MRC-5 (poumon), a été évalué. Encore une fois, les
composés les plus toxiques sont 1 et 10. Cependant, comparé a la lignée cellulaire cancéreuse
AGS, un indice de sélectivité supérieur a 3 a été calculé pour les composés 1 et 10, résultats
intéressants car ils montrent que les composeés étudiés sont significativement plus toxiques pour
les cellules cancéreuses que pour les non-cancéreuses. De plus, compte tenu du fait qu'aucune

toxicité n'a été trouvée pour les composes 4, 15, 13 et 20, qui étaient toxiques contre les cellules
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AGS, une utilisation possible de ces composés comme médicament anticancéreux sélectif

pourrait étre envisagée, malgreé leur plus faible activité.

Tableau 1.1 ICso (UM) obtenus avec les composes testés contre deux lignées cellulaires

humaines cancéreuses (AGS, A549) et non cancéreuses MRC-5 (incubation pendant 24 h).

Molécule ICso (uM)
AGS A549 MRC-5
1 20,9 61,7 67.4
4 29,3 >100 >100
10 15,1 68,1 45,9
13 49,6 >100 >100
14 >100 >100 >100
15 33,7 >100 >100
16 >100 >100 >100
18 >100 >100 >100
20 64,8 >100 >100

L'évaluation de l'intégritt membranaire via le test de fuite de LDH (lactate
déshydrogénase) a montré que les cellules conservaient leur intégrit¢ membranaire a la
concentration correspondant a I'lCso, excluant ainsi 1’occurrence de nécrose. Considérant que
les cellules AGS étaient les plus sensibles aux composés étudiés, elles ont été utilisées dans les

études mécanistiques concernant les composeés les plus puissants, a savoir 1, 4 et 10.
5.3.1. Impact des chalcones 1, 4 et 10 sur la morphologie cellulaire

Compte tenu de la toxicité identifiée pour les chalcones 1, 4 et 10, nous avons procédé
a une évaluation de I’impact de ces composés sur la morphologie des cellules, afin d’établir le

mécanisme d’action possible de la mort cellulaire.

La morphologie cytoplasmique des cellules incubées avec les composés 1, 4 et 10 a été
évaluée a 1'aide de I’isothiocyanate phalloidin-tétra.méthylrhodamine B, dérivé fluorescent de
la phalloidine, utilisé pour localiser in vitro les filaments d'actine dans les cellules vivantes ou
fixées (tissus biologiques préservés) ainsi que pour visualiser les filaments d'actine individuels.
Le statut de la chromatine a été étudié a I'aide du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) qui
posséde la capacité de se lier fortement aux bases adénine (A) et thymine (T) de I'ADN

permettant ainsi la visualisation des noyaux par microscopie a fluorescence. Comme le montre
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la figure 1.23, le traitement des cellules avec les trois composés les plus toxiques a entrainé
des modifications morphologiques marquées, a savoir un retrait cytoplasmique, une pycnose
et une caryorrhexie, ce qui suggeére qu'un processus de mort cellulaire régulée (MCR) pourrait

avoir lieu, conformément aux derniéres directives du Comité de la nomenclature sur la mort

cellulaire.%
DAPI Phalloidin Merge
- - -
| - -
4
) - -

Figure 1.23 Evaluation morphologique de I'effet des composés 1, 4 et 10 sur les cellules AGS
apres 24 h d'incubation. Les composés ont été testés a la valeur du Clsg, comme indiqué dans
le tableau 1. La morphologie globale des cellules a été évaluée a I'aide de la phalloidine (traits
cytoplasmiques) et du DAPI (statut de la chromatine). Fléches jaunes : caryorrhexie

(fragmentation nucléaire), fleches blanches : pycnose (condensation de la chromatine).
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5.3.2. Etude de I’implication du RIPK1 sur la toxicité des composés 1, 4 et 10

Plusieurs processus de mort cellulaire régulée (MCR) sont connus de nos jours, dont
beaucoup incluent les traits morphologiques observés et le maintien de l'intégrité de
membranaire. La nécroptose est un processus qui est déclenché par des perturbations de
I'noméostasie extracellulaire ou intracellulaire, dépendant fortement de l'activité de RIPK1.
Afin d'évaluer I'implication possible de RIPK1 dans la toxicité provoquée par 1, 4 et 10, les
cellules ont été incubées avec ces composés en presence de nécrostatine-1, un inhibiteur de
RIPK1. Afin d'étudier préalablement les événements cellulaires en amont de la mort cellulaire
enregistrés a 24 h, les composeés ont éte testes a leur 1Cso déterminée apres 8 h d'incubation
(ICs0 =1: 100 uM ; 4: 73 uM ; 10: 18 uM).

Comme le montre la figure 1.24, aucune modification de la toxicité exercee par les
composés n'a été détectée, raison pour laquelle nous avons exclu la contribution de RIPK1 au

processus de mort cellulaire.

1 4 10
120 1204 120
1004 I 1004 I 100 I
£ 80 £ 50 £ 8o
J— o
E 60 -- E 60 E 60
2 - - o =1
] [} T [
S 404 S 40 - S 404
20 204 20
0 0 0
™ > \
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Necrostatin-1 - + Necrostatin-1 - + Necrostatin-1 - +

Figure 1.24 Viabilité de la lignée des cellules AGS incubée avec 1, 4 et 10 avec et sans la
nécrostatine-1 (25 uM) comme co-incubateur. Les résultats sont exprimés comme la moyenne

+ déviation standard de cing expériences indépendantes réalisées en triple (triplicate).
5.3.3. Etude de I’'implication des mitochondries dans la toxicité des composés 1, 4 et 10

L'implication possible des mitochondries dans la toxicité provoquée par les composés
testés 1, 4 et 10, a été évaluée par lI'impact de ces composés sur le potentiel de membrane
mitochondriale (A¥m). Tenant compte du fait que la perte de A¥m est un événement précoce de
la mort cellulaire mitochondrie-dépendante,® (tous les tests ont été effectués en amont de la
toxicité précédemment constatée a 24 h et rapportés dans le Tableau 1.1), apres 8 h
d'incubation. Comme le montre la figure 1.25, I'incubation de cellules cancéreuses avec les
composés 1, 4 et 10 a provoqué une diminution notable de A¥m, indiquant ainsi I'implication
de cet organite dans le processus de mort cellulaire. A la lumiére des données publiées
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precédemment, I'activateur de la protéine kinase C PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) a
été utilisé comme contr6le positif pour la perte de A¥m.X® L'analyse statistique a été réalisée
en utilisant un test ANOVA a sens unique. Les différences entre les diverses mesures sont

considérées comme statistiquement significatives lorsque p < 0,05.
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Figure 1.25 Effet des composés 1 (100 uM), 4 (73 uM) et 10 (18 uM) sur 1'activité du potentiel
de la membrane mitochondriale membrane (A¥,) contre la lignée du cancer gastrique humain
(A549) aprés 8 h d'incubation. Les résultats sont exprimés comme la moyenne + déviation
standard de cinq expériences indépendantes réalisées en triple (triplicate). **p < 0.01; ***p <
0.001. PMA (250 nM) a été utilisé comme contrdle positif.

5.3.4. Etude de I’'implication de caspase dans la toxicité des composés 1,4 et 10

En nous basant sur le fait qu'un processus de mort cellulaire organisée avec I'implication
des mitochondries était en cours, nous avons examiné si cet événement était dépendant de la
caspase. Les cellules ont été exposées aux composés a I'étude en présence d'un pan-inhibiteur
pharmacologique de l'activité de caspases, Z-VAD.fmk. A des fins de contréle de qualité,
I'activateur de caspase staurosporine a été utilisé, sa toxicité étant atténuée en présence de Z-
VAD.fmk. Comme le montre la figure 1.26, la toxicité exercée par les composes 1, 4 et 10 a
été atténuée en présence de I'inhibiteur de pan-caspases, montrant ainsi la dépendance de I'effet

toxique sur l'activité de la caspase.
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Figure 1.26 Influence de la Z-VAD.fmk (50 uM), un inhibiteur de la pan-caspase, sur la toxicité
occasionnée par 1, 4 et 10 envers les cellules cancéreuses AGS aprés 8 h d'incubation. La
Staurosporine (0.5 uM) a été utilisee comme contr6le positif. Les résultats sont exprimés
comme la moyenne + déviation standard de trois expériences indépendantes réalisées en triple
(triplicate). *p < 0.05.

Aprés avoir montré l'implication de caspases, nous nous sommes demandé quels
isoformes étaient impliqués, car cette information ne pouvait pas étre extraite de l'inhibiteur
pan-caspases utilisé. L'un des processus les plus largement rapportés du MCR est I'apoptose via
la voie intrinseque. Dans ce processus, la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale a lieu et entraine la dissipation du potentiel transmembranaire mitochondrial,
provoquant par la suite la sortie du cytochrome C vers le cytosol. Ici, le cytochrome C conduira
a l'activation de I'apoptosome, qui active ensuite I'exécuteur caspase-3.1%

En tenant compte des résultats précédents montrant I'implication des caspases et
également la dépolarisation des membranes mitochondriales, nous avons émis I'nypothese que
I'implication des mitochondries était également extensible a celle de la caspase-3, la caspase la
plus pertinente dans la voie mitochondriale de la mort cellulaire.

Comme le montre la figure 1.27, l'incubation de cellules avec les composés 4 et 10 a

entrainé une augmentation de l'activité de la caspase-3. En revanche, dans le cas du compose 1,
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aucun changement n'a été détecté. Cependant, si I'on considére que la toxicité de 1 a également
été améliorée par la co-incubation avec un inhibiteur pan-caspases, on peut émettre I'nypothése
que d'autres isoformes de caspases devraient étre impliquées dans la toxicité provoquée par le
composé 1. Cette capacité des composes 1, 4 et 10 a augmenter l'activité caspases est en accord
avec les résultats des tests précédents, y compris la perte de viabilité cellulaire, les traits
morphologiques et la perte de A¥m. De plus, ces résultats sont en accord avec les rapports
précédents indiquant I'activation de la voie mitochondriale de la cellule par les chalcones et

leurs dérivés,97:102.103
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Figure 1.27 Effets de 1, 4 et 10 sur l'activité de la caspase-3 sur la lignée des cellules AGS
aprés 8h d'incubation. Afin d'étudier les phénomenes en amont de la mort cellulaire, les
molécules ont été testées a la concentration de leur ICso déterminée apres 8h d'incubation (1 :
100 puM; 4 : 73 uM; 10 : 18 uM). Les résultats sont exprimés comme la moyenne + déviation
standard de cing expériences indépendantes réalisées en triple (triplicate). *p < 0.05, **p < 0.01,
comparés au controle. La Staurosporine (STS, 500 nM) a été utilisée comme contréle positif.

L'étude du mécanisme d'action de 1, 4 et 10 a montré que ces composés déclenchent une
perte de viabilité cellulaire et de potentiel membranaire mitochondrial, tout en provoquant des
traits morphologiques compatibles avec la mort cellulaire régulé (apoptose). Les trois composés
étaient moins toxiques lorsqu'ils étaient incubés en présence d'un inhibiteur de la pan-caspase

et les composés 4 et 10 se sont avérés activateurs de la caspase-3.

32



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de chalcones a base de (benz)imidazole

5.4. Evaluation de ’activité antibactérienne

Parmi les chalcones synthétisées, les composés 1, 3, 4, 13, 15 et 18 ont été soumis a
I'évaluation de leur activité antibactérienne, en utilisant la méthode de diffusion sur disque (voir
partie expérimentale). Les cing (05) souches testées : une souche & Gram (+) (Staphylococcus
aureus), et 4 souches a Gram (-) (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia, Salmonella
typhi) selon la disponibilité, ont été isolées a partir prélevements urinaires et de coprocultures
de patients ou de prélévements alimentaires, une galerie biochimique API a été effectué pour
I’identification des souches, (1I’espéce de la souche Serratia n’a pas été identifiée). Le DMSO a
été utilisé comme controle négatif, et les antibiotiques colistine, ofloxacine, oxacilline,
céfoxitine ont été utilisés comme contrdle positif en fonction de leur sélectivité. Les résultats

sont présentés dans le tableau ci-dessous.

SO T (O

(1) R =4-OMe (13) R = 3,4,5-triOMe (18) R = 3,4,5-triOMe
g; E : 2 ;‘; -diOMe (15) R = 4-SMe

Figure 1.28 Structure des chalcones testées

Tableau 1.2 Profil antibactérien des chalcones testées

Diameétre des zones d’inhibition (mm)

Composeés Staphylococcus  Salmonella  Klebsiella Serratia Escherichia
aureus typhi pneumoniae coli
1 9 r nd nd 13
3 nd 7 8 8 r
4 nd 7 8 8 7
13 r r nd nd r
15 nd r r r r
18 nd r r r r
DMSO r r r r r
Colistine - - - - 18
Ofloxacine - 31 - 20 -
Oxacilline 27 - - - -
Céfoxitine - - 38 - -

r : résistant (zone d’inhibition < 6 mm) ; nd : non disponible
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L’analyse des résultats préliminaires montre que toutes les chalcones porteuses d’un
noyau imidazole en position  du carbonyle, ont une activité antibactérienne sur la majorité des
souches testées : le composé 1 porteur d’un groupement 4-OMe sur le noyau benzénique
présente une activité envers Staphylococcus aureus (Gram (+)) et Escherichia coli (Gram (-))
avec des zones d’inhibition de 9 et 13 mm respectivement. Les composés 1, 3, 4 porteurs d’un
groupement 4-OMe, 3,4-diOMe et 4-F sur le noyau benzénique respectivement, exhibent un
profil antibactérien a large spectre. Le composé 1 présente une activité envers Staphylococcus
aureus (Gram (+)) et Escherichia coli (Gram (-)) avec des zones d’inhibition de 9 et 13 mm
respectivement, le composé 4 est actif envers toutes les souches a Gram (-) (Salmonella typhi
(7 mm), Klebsiella pneumoniae (8 mm), Serratia (8 mm), Escherichia coli (7 mm)), tandis que
le composé 3 inhibe toutes les souches a Gram (-) sauf E. coli (Salmonella typhi (7 mm),
Klebsiella pneumoniae (8 mm), Serratia (8 mm)). L’activité inhibitrice des composés testés est
relativement faible comparée aux standards utilisés.

Aucune activité inhibitrice envers les souches sélectionnées dans cette étude n’a été
observée pour les composés 13, 15, et 18 porteurs d’un noyau imidazole ou benzimidazole

directement lié au carbonyle.

5.5. Evaluation de I’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des chalcones imidazoliques 1 - 9 (Série 1) a été évalué en
utilisant quatre méthodes complémentaires, le piégeage du radical DPPH", le piégeage du
radical cation ABTS™, le piégeage du radical anion superoxyde Oy, et la méthode CUPRAC
« Cupric Reducing Antioxidant Capacity », dans des plages de concentration allant jusqu'a 200
pg/mL.

L’analyse des résultats montre que les composés testés ne présentent aucune activité

antioxydante par les 4 méthodes utilisées.
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6. Conclusion

Un certain nombre de chalcones porteur d'un motif (benz)imidazole dans leur structure
ont été préparées par une réaction de condensation de type Claisen-Schmidt entre des 1-méthyl-
1H-(benz)imidazole-2-carbaldéhydes et des dérivés de I'acétophénone (Série 1, 10 composés,
1-10), et des 2-acétyl-1-méthyl-1H-méthyl (benz)imidazoles avec des dérivés du benzaldéhyde
(Série 2, 10 composés, 11-20). De méme un compose constitué par deux unités 1-méthyl-1H-
imidazole reliées par une cétone a,B-insaturée a été préparé (21) Les rendements sont bons et
tous les produits synthétisés ont été identifiés par les méthodes spectroscopiques usuelles et
sont conformes aux structures proposées.

Parmi les dérives préparés, un certain nombre de chalcone (9 composés) ont été
sélectionnés et soumis a un screening de I’activité antiproliférative contre trois lignées
cellulaires humaines, deux lignées cancéreuses AGS (cancer gastrique), A549 (cancer du
poumon), ainsi que la lignée cellulaire non cancéreuses du poumon (MRC-5), dans des plages
de concentration allant jusqu'a 100 uM.

L'analyse des résultats de la Relation Structure-Activité (SAR) des composés testés
montrent l'importance de l'agencement des unités structurelles présentes dans I'activité
antiproliférative. En effet, les composés de la Série 1 (le cycle (benz)imidazole est en position
B du groupe carbonyle) ont montré une toxicité supérieure a celle des composés de la Série 2
(le cycle (benz)imidazole est directement lié au groupe carbonyle). On notera en particulier que
les composés 1,4 et 10 sont les plus actifs avec une toxicité intéressante envers les cellules A549
(poumon), et envers les cellules cancéreuses gastriques (AGS). Les composés 13, 15 et 20
(Série 2) sont sélectifs envers les cellules AGS avec une toxicité moindre et non toxiques envers
les cellules non cancéreuses MRC-5. Ce qui laisse envisager une utilisation possible de ces
composés comme médicaments anticancéreux sélectifs, malgré leur plus faible activité.

Les chalcones 1, 3, 4, 13, 15 et 18 ont été soumis a I'évaluation de leur activité
antibactérienne, en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Cing (05) souches pathogénes
ont été testées : une souche a Gram (+) (Staphylococcus aureus), et 4 souches a Gram (-)
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia, Salmonella typhi).

L’analyse des résultats préliminaires montre que toutes les chalcones porteuses d’un
noyau imidazole en position B du carbonyle (1, 3 et 4 — Série 1), sont actifs (le composé 1
envers S. aureus et E. coli, 3 et 4 envers les souches a Gram (-)), avec une activité inhibitrice
relativement faible comparée aux standards utilisés. Les composés 13, 15, et 18 (Série 2)
porteurs d’un noyau imidazole ou benzimidazole directement li€¢ au carbonyle ne possédent
aucune activite antibactérienne.
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7. Perspectives

Bien que les résultats obtenus montrent que certains composes sélectionnés dans cette
étude possédent un effet cytotoxique averé envers les deux lignées de cellules cancéreuses
humaines A549 (poumon) et AGS (estomac), ainsi que l'importance des unités structurelles
présentent et la cohérence des analyses de la relation structure-activité (SAR). Sur cette base,
la conception d'une deuxieme bibliotheque de composés ciblés présentant des propriétés

biologiques améliorees est a envisager (chalcones hybrides type Série 1).

N
__ ~
Ay
Chalcones hybrides type série 1

Figure 1.29 Chalcones hybrides ciblées

Les travaux futurs devraient s'orienter vers la détermination et une meilleure
compréhension des voies de signalisation impliquées dans la perte de A¥m et I'activation de la
caspase, qui sont étroitement liés au processus de la mort cellulaire (apoptose). De plus, il serait
intéressant d'évaluer la chronologie de ces évenements, afin d'élucider quelles sont les

principales cibles cellulaires et moléculaires de ces composes.

Une ¢tude plus approfondie de 1’activité antimicrobienne (antibactérienne et

antifongique) reste a entreprendre pour compléter et valider les résultats préliminaires obtenus.
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Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de dérivés hybrides tricycliques imidazole - hétérocycle - aryle

1. Pyrazole et pyrazoline : structures et activités biologiques

1.1. Genéralités

Le pyrazole est un systeme cyclique a cing chainons analogue structural de l'imidazole
contenant deux doubles liaisons et deux atomes d'azote adjacents.

La tautomérie annulaire est une caractéristique importante du pyrazole. Une deuxieme
caractéristique structurelle importante du pyrazole est qu'il contient a la fois un azote de type pyrrole,
dont la paire isolée fait partie du sextet aromatique, et un azote de type pyridine avec une paire isolée
qui ne fait pas partie du sextet aromatique (schéma 2.1).

La liaison NH du pyrazole est faiblement acide et le traitement du pyrazole (pKa = 14,2)
avec une base forte donne I'anion pyrazolyle, qui est stabilise par résonance et retient le sextet
aromatique (schéma 2.1). D’autre part, le traitement du pyrazole, par exemple, par des composés a
caractere acide (des protons ou des électrophiles) donne des cations pyrazolium qui sont également
stabilisés par résonance et conservent le sextet aromatique (schéma 2.1). Le noyau pyrazole peut se

comporter comme un acide ou une base faible donnant des ions stabilisés par résonance.

Azote type pyridine
basique/nucleophilique

/'\.l\ Azote type pyrrole
L-/NH‘— faiblemeent acide

Base Pyrazole .
forte E
. - H E
/N\— 'N\ /N\ .N\ +
K}N - E/:N DN—E - LNH
~ /) ~ /)
Anion pyrazolyle Cation pyrazolyle

Schéma 2.1. Le pyrazole est ses structures stabilisées (milieu acide ou basique)

La réduction d'une des deux doubles liaisons du cycle pyrazole donne des systemes insaturés
non aromatiques. Ces dérivés sont appelés pyrazolines ou dihydropyrazoles selon la nomenclature
I'"UPAC (Fig. 2.1).

47



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de dérivés hybrides tricycliques imidazole - hétérocycle - aryle

H
N
[N
Pyrazole
. H H
N N : N :
EN ‘ L//N : L'/N
1-Pyrazoline 2-Pyrazoline 3-Pyrazoline

4,5-dihydro-3H-pyrazole 4,5-dihydro-1H-pyrazole  2,3-dihydro-1H-pyrazole

Figure 2.1. Les différentes structures du noyau pyrazoline

1.2. Intéréts biologiques des dérivés du pyrazole
» Occurrence naturelle

Parmi les hétérocycles a cing chainons, les pyrazoles sont les moins abondants dans la nature,
sont les moins répertoriés (connus) et par conséquent les moins explorés. La rareté des pyrazoles
naturels a été attribuée a la difficulté de formation de la liaison N—N par les organismes vivants.t
Néanmoins, le motif pyrazole se retrouve dans la structure de quelques alcaloides possédant des
propriétés physiologiques, pharmacologiques variées.? Les withasomnines possédent des propriétés
analgésiques et antiinflammatoires,®® les pyrazofurines ont montré une activité antitumorale et autre
antivirale contre un large spectre de virus.®’ La nostocine A est un pigment cytotoxigque
extracellulaire®, les fluviols A-E sont des antibiotiques bicycliques riches en azote produits par
Pseudomonas fluorescens,® et plus récemment les pyrazolofluostatins A-C & activité antioxydante

modérée.'® Quelques exemples sont donnés dans la figure ci-dessous.

I
NN - N
NN N \
L J_NH < N
N N
)

Nostocine A Fluviol A

HO
HOHZCWCONHZ
~
\
‘ \-NH

HO W
H

o

Pyrazofurine Pyrazolofluostatin A

Figure 2.2. Quelques exemples d'alcaloides contenant le noyau pyrazole.
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L’acide (S)-2-amino-3-(1H-pyrazol-1-yl)propanoique est un isomere de [I’histidine qui
posséde une activité antidiabétique, il a été isolé pour la premiere fois en 1957 a partir de Citrullus
vulgaris dans du jus de pastéque (Fig. 2.3). Ce produit naturel est le premier exemple d'acide a-
aminé contenant un noyau pyrazole.!''? Récemment le pyrrolopyrazole (pl) et son dérivé
galactosylé (p2), représentes dans la figure 2.3, ont été isolés a partir des graines de Citrullus
lanatus, une espéce de pastéque.’® Ces composés ont été classés comme alcaloides pyrazoliques et

considérés comme dérivés de I’acide (S)-2-amino-3-(1H-pyrazol-1-yl)propanoique.

\ \ \
LN QN HOOH LN

N N
Q
Hi, HO
HaN™ coon Ho\_{lfo OHo N | X0
N\ N\

acide (S)-2-amino-3-(1H-pyrazol-1-
yl)propanoique

Figure 2.3. Quelques alcaloides naturels dérivés de pyrazole

Dans la famille de la mangrove sur pilotis, Rhizophora apiculata, qui est un arbre qu'on
retrouve en Inde et dans les pays du Pacifique Ouest, est utilisé en médecine traditionnelle. L'écorce
de mangrove sur pilotis est associée au traitement de divers pathologies tel que I'angine de poitrine,
des furoncles et des infections fongiques.'* L'étude des principaux composants actifs de Rhizophora
apiculata a été réalisée, et la caractérisation des constituants de I'extrait de la plante entiére a révélé
la présence de nouveaux dérivés de pyrazole et autres composés apparentés, dont un dérivé de 4,5-

dihydropyrazolyltriazole (p4) et le N-phényl-1-pyrazolidine carboxamide (p5) (Fig. 2.4).%°

Br
/N\
)
~
0]
OH o
pyrazole p3
S
\ \
pyrazoline p4
L
N 6]

H
pyrazolidine p5

Figure 2.4. Quelques composés naturels a noyau pyrazole et composés apparentés
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» Approche synthétique
Outre les composés naturels, un grand nombre de composés synthétiques comportant un noyau
pyrazole possédant d'importantes propriétés physiologiques et pharmacologiques sont également
connust. Les dérivés de pyrazole représentent I'une des classes les plus actives de composés a large

spectre d'activités biologiques.*'®*’

Ces dernieres années, plusieurs medicaments ont été développés a partir des dérivés du
pyrazole comme le célecoxib (Célébrex®) qui posséde un effet anti-inflammatoire remarquable, et
inhibiteur la COX-28, le rimonabant qui fonctionne comme récepteur cannabinoide, est utilisé
dans le traitement de I'obésité®. Le fomépizole inhibe I'alcool déshydrogénase®®, 1’allopurinol est
I'un des traitements les plus efficaces pour la goutte?!, tandis que la phénazone est un agent
antipyrétique puissant utilisé pour le traitement symptomatique de I'otite moyenne aigué, le plus

souvent en association avec la benzocaine? (Fig. 2.5).

CF; o Q
/ \N Cl 4 N’N
N’ Il H
N-N
Cl
SO,NH, Cl
Celecoxib Rimonabant

N\ N
| N l)‘jf\NH
N N/ N’
H

Fomepizole Allopurinol Phenazone

Figure 2.5. Quelques médicaments comportant le motif pyrazole et dérivés apparentés.

En agriculture, des dérivés a base de pyrazole ont trouvé des applications comme pesticides.
Un mode de bio-toxicité relativement nouveau contre les insectes et les tiques a été découvert dans
certains dérivés du pyrazole (Fig.2.6). Le fenpyroximate posséde une activité uvénoide, supprimant
la mue des larves chez les tiques par l'inhibition du cofacteur NADH dans le processus de
phosphorylation oxydative mitochondriale,?® le tebufenpyrad montre une toxicité systémique, par
un mécanisme similaire, contre une série de tiques végétales.?* Le pyrazoxyfen, est un nouveau
composé possédant dans sa structure un cycle pyrazole. C’est un herbicide a puissante activité non
seulement sur les mauvaises herbes annuelles telles que Echinochloa spp, mais aussi sur les

adventices vivaces telles que Cyperus serotinus RoTTB et Saggitaria pygmaea M1Q.%
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Cl

cl >0 o0
Y\go © HN N-N
N~
N 0 >< N\ \
\ N-N o
\
Fenpyroximate Tebufenpyrad pyrazoxyfen

Figure 2.6 Quelques dérivés de pyrazole utilisés dans le domaine agricole.

Dans le domaine des colorants, une blancheur parfaite peut rarement étre obtenue dans la
fabrication de revétements en lin, en papier et en plastique car ces matieres ont souvent une teinte
jaunatre qui s'intensifie fréquemment pendant I'utilisation. A 1'époque moderne, I'application de ce
que l'on appelle « agents azurants » a atteint I'objectif souhaité (une blancheur parfaite), leur
efficacité est due a I'émission de lumiére bleue par luminescence, ces blanchisseurs optiques sont en
fait des colorants fluorescents incolores. Les 2-pyrazolines et leurs dérivés sulfonées contenant deux,
trois et quatre groupements phényles ont été synthétisées et examinées en tant qu'agents de

blanchiment fluorescents de la laine.2%2

CH,S0,

0
)@/ENN@E}N/_
\
Cl

Figure 2.7. Un « agent azurant » & base de pyrazoline

Ces luminophores se sont avérés également irremplagables en tant que marqueurs et traceurs
pour une multitude d'applications.?®%® Parmi les agents de scintillation hétérocycliques, la 1,3,5-
triphényl-2-pyrazoline (Fig. 2.8) dissoute dans des solvants organiques est souvent utilisée comme
agent scintillateur liquide. Ces solutions peuvent étre préparées dans un volume pratiquement

illimité, et les luminophores sont donc particulierement utiles pour détecter la présence de particules

o

a trés faible densité d'écoulement.°

1,3,5-triphenyl-2-pyrazoline

Figure 2.8. Un agent luminophore "scintillateur liquide"” a base de pyrazoline
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1.3. Quelques méthodes de synthese de pyrazoles et autres pyrazolines

Les approches classiques pour la préparation des pyrazoles substitués impliquent soit la
formation de deux liaisons C-N par condensation d'hydrazines avec des composés 1,3-dicarbonylés
(ou leurs équivalents, les 1,3-diélectrophiles) (schéma 2.2, voie a), ou bien la génération d'une
liaison C-N et une liaison C-C par des réactions de cycloaddition [3+2] intermoléculaires en faisant

réagir des dipdles-1,3 (des diazo-composeés) avec des dipolarophiles (dérivés insaturés) (schéma 2.2,
voie b).31:32

R3 3 R?
R2 5t ] R2 R Rz\) *+5
voie a N voie b -8 >

5 &—— | N — & R

R rT” N ®
_NH \ _N

kHl}l 2 R RN
R

Schéma 2.2. Schéma rétro-synthétique de la synthése de pyrazole

1.3.1 La cycloaddition 1,3-dipolaire

La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire constitue I'un des outils de synthése les plus
puissants pour fournir des hétérocycles a cing chainons de maniére stéréo-contr6lée, dont les
pyrazoles substitués.®® Trois classes principales de 1,3-dipdles ont été utilisées comme synthons

[CNN], a savoir, les diazoalcanes, les nitrilimines, et les imines d’azométhine, le fragment [CC]

proviendrait d'alcénes ou d’alcynes (schéma 2.3).

) R

NI X\Y"

@ ©
Xi:-2Z
Y

@
=N4<@ - NEN‘é (Diazoalcanes)

) ® O
——N—-N <——> ——N-N (Nitrilimines)
\ \

© ® O _ _
©) ITI—N— <~—> )_N-N— (Imines Azomethine)
|

Schéma 2.3 : Les dérivés de pyrazole et la cycloaddition 1,3-dipolaire
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1.3.2 La cyclo-condensation des composes 1,3-diélectrophiles avec des dérivés de I'hydrazine
La méthode de synthese la plus courante pour la préparation des pyrazoles fonctionnalisés en
positions 3 et 5 consiste en une addition-cyclo-condensation intramoléculaire de dérivés de
I'nydrazine, qui agit comme un double nucléophile, a une entité a trois carbones comportant deux
carbones électrophiles dans une position 1,3 (schéma 2.4), tels que les 1,3-dicarbonylés (1), les

dériveés carbonylés a,B-insatures (11, 111), et les B-énaminones ou les composés apparentés (1V).

O O
R1MR2 RAV l\ h

| II I v

(X = groupemet partant)
H
l R™ "NH,
R2 R1
J|\/\</N et/ou | \,N
R" N RZ N
R R

Schéma 2.4. Synthése de pyrazoles par addition-cyclo-condensation de dérivés de I'hydrazine

1.3.3 Autres méthodes

Une méthode de synthése "verte™ utilisée dans la préparation de pyrazoles a récemment été
rapportée par Wen J. et al.® Cette méthode consiste en une réaction de condensation de cétones of3-
insaturées, avec le p-toluéne sulfonyl hydrazide dans I'eau, catalysée par I'hydroxyde de sodium et
en présence de bromure de tétra-n-butylammonium (TBAB) comme catalyseur de transfert de
phase,. Aprés extraction avec I’acétate d’éthyle les pyrazoles sont obtenus avec des rendements de

69 a 99 %.

') H

NaOH NN
R\ “R3 + NH,NHTs >~ J'\/27R
R1

n-Bu),NBr / H,O
R2 ( )a 2 \ 2

Schéma 2.5. Une méthode de synthése de pyrazole par la chimie « verte »

Une autre voie de synthese simple de pyrazole a partir de cétone o,-insaturées a été décrite
par Bhat, B. A et al.®® Cette méthode consiste en une réaction d’époxydation de cétone o, -insaturé

en présence de peroxyde d’hydrogene, 1’époxychalcone obtenue est ensuite traité par I'hydrazine
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hydrate pour avoir une 3-hydroxypyrazoline qui réagit en présence d’un mélange acide

acétique/acide sulfurique pour former le pyrazole correspondant.

(0] (0]
NH,NH,.H,0

AN H20, EtOH
R1 R2 —_— R1 e} RZ —_—
EtOH

Schéma 2.6. Synthese de pyrazole via des epoxydes

Ces dérivés de pyrazole ont montré un activité cytotoxique in vitro intéressante contre une
variété de lignées cellulaires.3®

ICso 0.62 uM (HT-29) ICsy 0.47 uM (HT-29)
0.46 uM (HCT-15) 0.25 uM (HCT-15)
3.41 uM (SW-620) 0.23 uM (SW-620)

Figure 2.9 Quelques dérivés de pyrazole a activité antitumorale

En plus de leurs intéressantes activités biologiques, les chalcones (di-aryl cétone a,B3-insaturé)
peuvent €galement servir comme matiere premicre pour la synthése d’autres molécules bioactives
de structure plus complexe tel que les pyrazolines, les pyrimidines, les isoxazolines et autres
thiazolines. La disponibilité de dérivés d’acétophénone et de benzaldéhyde substitués commerciaux,
a permis 1’élargissement de la chimiothéque de ces composés.

Le noyau 2-pyrazoline, dans la plupart du temps, est obtenu par chauffage de la chalcone
correspondante en présence d’un exces d’hydrazine dans 1’éthanol pendant un temps relativement
court (1 a2 heures). Le mécanisme peut étre visualisé comme une addition de type 1,2 de ’hydrazine
pour donner une hydrazone, qui suite a une addition intramoléculaire conduit au cycle
pyrazoline."*® La tautomérisation conduit au motif structural le plus stable « 2-pyrazoline » dans

lequel la double liaison est en position benzylique (schéma 2.7).
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H2N=NH; NH, H™ NH,
0 o. °N SN
)J\/\‘// 5 NI—E Transfert de Proton= HO>£H/\
Ar1 Ar2 Ar1 Ar2 Ar1 AI‘2
H H
H. \@H H-R-NH2 O\ N-NH
NEING N-—NA2
N Arp <— (l ) = H20 —
Ar R 2 Ar1 Ar2 - Hzo Ar1 Ar2
1
. Hydrazone
-H
l .
y y N’N Ha
N /N’H Tautomerisation N l Ar.
\&N Ar N A AI’1 o 2
M 2 M 2 Hd Hb
Ar{ & Ar; ,
2-pyrazoline Protons non equivalents

Schéma 2.7 Mécanisme de formation de 2-pyrazolines

Cette méthode de synthése a depuis subi quelgues améliorations et autres optimisations en

utilisant différents catalyseurs, et autres conditions opératoires.

R. Gupta, et al.* ont rapporté une méthode de synthése des dérivés de la 2-pyrazoline a
activité antimicrobienne avérée, par réaction de chalcones avec la phénylhydrazine dans 1’acide

acetique glacial sous irradiation ultrasonique.

Q PhNHNH, )//\
y O = O CH;COOH
cl Ultrasons

X = H; 4-Br; 4-Cl; 4-F; 4-CH

Schéma 2.8. Synthese de 2-pyrazoline en milieu acide sous irradiation ultrasonique.

0. Mahe, et al.*? ont synthétisé une série de 3,5-diarylpyrazolines N-substitués, selon une
séquence domino aza-Michaél-cyclo-condensation en utilisant une base de type guanidine (tri-
azabicyclodécene) (schéma 2.9). La réaction se déroule a 60°C dans 1’acétonitrile anhydre et conduit

aux pyrazolines avec des rendements variables entre 68 et 84%.

H
9 GEA"NH, AP
2 _N_
ArV\)J\Arz N \E<N—GEA
e

fH)N\\/Nj Ar

GEA (EWG) : groupement électroattracteur

Schéma 2.9 : Synthése de 2-pyrazolines par une réaction aza-Michaél-cyclo-condensation
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2. Le pouvoir antioxydant et le stress oxydatif

2.1. Introduction

De nombreux processus qui se déroulent a I'intérieur de nos cellules et dans la nature en
géneral (respiration cellulaire, oxidative burst) présentent parfois des effets négatifs. Parmi ces
processus on retrouve la chaine de transport d’électrons, bien que celle-ci nous permette de
générer une quantité d’énergie élevée (molécules d’ATP), ce n'est pas un processus parfait. En
effet, elle génere parfois des sous-produits nocifs pouvant endommager les cellules (Fig 2.10).
Ces sous-produits nocifs sont en fait des molécules dérivées de 1’oxygene, ils sont appelés
espéces réactives de l'oxygene (ERO). Les espéces réactives de I’oxygene peuvent également
étre produites par des processus externes (a savoir les xénobiotiques, 1’0zone, le smog
photochimique, I'exposition cutanée au rayons ultraviolets, la chimiothérapie, les cancérogenes

et les rayonnements ionisants).

ADP

Figure 2.10 Processus de formation des ERO au niveau de la chaine de transport des

électrons

Les ERO impliquées sont principalement constituées de radicaux oxygénés (superoxyde
(0O27) et hydroxyle (OH")), mais aussi certains dérivés non radicalaires susceptibles de former
des radicaux tels que I'oxygeéne singulet (*O.), le peroxyde d'hydrogéne (H20) et I'ozone (Os).
Une élévation de la concentration dans la cellule d'une variétée ERO entraine un déséquilibre
entre ces dernieres et les défenses antioxydantes de I’organisme. Ceci caractérise un phénomeéne
appelé « stress oxydatif ».

Les actions cytotoxiques des ERO sont accrues en présence de catalyseurs a base de

métaux de transition (fer, cuivre), le fer étant le métal de transition le plus abondant. La capacité
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de ce métal a exister dans deux états rédox le rend utile au centre catalytique des réactions
biochimiques fondamentales. Le fer peut réagir avec O2™ et H>O, donnant lieu a un radical OH*
qui est considéré comme le plus réactif de tous les radicaux oxygénés, via la réaction de Haber-

Weiss ou de Fenton,** respectivement.

La réaction de Haber-Weiss :#2

Fe _ .
O, + H)Op —> O, + OH + OH

La réaction de Fenton :*3

Fe?* + H,0, —= OH + OH + Fe%*

Schéma 2.10. Quelques équations chimiques portant formation de radicaux libres

2.2. Les dommages oxydatifs

Les espéces réactives de l'oxygéne peuvent facilement oxyder (endommager) les
composantes cellulaires : lipides, protéines, glucides et autres acides nucléiques.

Le radical superoxyde O>™ ne réagit pas particulierement avec les lipides, les glucides
ou les acides nucléiques, mais participe avec une réactivité limitée dans la métallo-catalyse de
I’oxydation des protéines contenant des groupes prosthétiques de métal de transition, tels que
des fractions de I'néme qui contient du fer.** De telles réactions endommagent les acides aminés

et peuvent causer la désactivation de certains enzymes (Fig. 2.11).%°

(CAT)
> H202 N :

({\62_—/ «---Q Protcléase
(

@ \l Acides
| aminé

e(ll “-~©--"soD

[
\F

N Fe(”)7—>@7/Fe(II)

RH Donneur d'éléctron @
SOD Superoxyde dismutase

Eox Enzyme Oxydé

E Enzyme native @ Activation
CAT Catalase © Inhibition

Figure 2.11 Représentation schématique du réle du fer en présence du radical superoxyde

dans la dégradation des enzymes
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2.3. Les Antioxydants

Les antioxydants sont le mécanisme de défense de 1’organisme contre les ERO. Ces
substances ont la capacité de piéger les radicaux libres, de réduire les oxydants ou de chélater
les ions de métaux de transition (Fe, Cu), sans pour autant étre elles-mémes déstabilisées, et

jouent donc un effet protecteur contre le stress oxydatif.

2.3.1. Les antioxydants endogenes (mécanismes de défense cellulaire)

En raison de I’implication des ERO dans les dommages causés aux composants
cellulaires, une grande attention a été accordée aux systéemes antioxydants cellulaires, et a leur
importance dans la prévention ou la suppression de ces dommages. Les mécanismes de défense
cellulaire comprennent des systemes enzymatiques et non enzymatiques, qui agissent parfois
en synergie. Le glutathion (GSH) (Fig. 2.12), un tri.peptide omniprésent, est une molécule de
défense non enzymatique présente dans la plupart des cellules de mammiferes a des
concentrations élevées. On pense qu'elle joue un réle crucial dans la protection des cellules

contre les dommages oxydatifs.

NH, e
HOMN OH
o) 0 %Hﬁo(

SH

Figure 2.12 Structure du glutathion

Parmi les systemes antioxydants enzymatiques connus, les mieux caractérisés sont :

» Le GPx (Glutathion peroxydase) qui métabolise H20. et réduit les radicaux de
peroxydation lipidique tels que LOOH. Dans ce processus, le GSH est oxydé en glutathion
disulfure (GSSG). La glutathion réductase GSR utilise ensuite le NADPH pour réduire une
molécule de GSSG en deux molécules de GSH, permettant ainsi I’action continue de la

glutathion peroxydase GPx.

H,0, + 2GSH —> GSSG + 2H,0 GSSG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP*

Figure 2.13 Représentation schématique de la réaction de peroxydation par le Glutathion.
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> La superoxyde dismutase qui convertit le radical anion superoxyde O>" en peroxyde
d’hydrogene H>O»

20, + 2H"

Figure 2.14 Représentation schématique de la réaction d'oxydation par la superoxyde

dismutase.

» Lacatalase, qui sert a catalyser la décomposition du peroxyde d'hydrogene H20 en eau

(H20) et en oxygene moléculaire O».

Figure 2.15 Représentation schématique de la catalase

2.3.2. Les antioxydants exogenes.

Les systemes de défense antioxydants endogenes sont incomplets sans la participation de
composés réducteurs provenant de la nature, et issues de I’alimentation comme source
principale tels que la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les polyphénols et les
flavonoides. Cette catégorie d’antioxydants joue un rdle essentiel dans de nombreux

mécanismes antioxydants chez les organismes vivants.
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OH
(@] o “\\\'\/OH
_/ H
HO OH
Vitamine E Vitamine C

OH OH

OH OH
HO O o HO (0] O
\©/\)‘0H ‘ OH
OH

OH O
Catéchine Quercétine
O O
H A OH HO AN OH
HO HO
H H
Acide Coumarique Acide Caféique

Figure 2.16 Structures moléculaires de quelques antioxydants naturels

Au cours des derniéres décennies, I’industrie alimentaire a manifesté un intérét croissant
pour la synthése de nouveaux antioxydants (AO). Ces composés sont souvent caractérisés par
un squelette structural apparenté aux antioxydants naturels.

Parmi les antioxydants synthétiques les plus utilisés, le BHA, le BHT et les esters de
I'acide gallique se sont révélés tres efficaces, et ont trouvé une large application comme
conservateurs dans les produits cosmétiques et autres alimentaires afin de protéger les lipides

du rancissement.

Ox-OR Me OH M
e e
OH MeMe Me Ve
Me Me Me
HO OH
OH OMe Me
Ester de I'acide Gallique BHA (Butylhydroxyanisole) BHT (Butylhydroxytoluéne)

Figure 2.17 Structures moléculaires de quelques antioxydants synthétiques
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2.4. La pyrazoline comme agent antioxydant potentiel

De récents travaux de recherche ont révelé que certains dérivés de la 2-pyrazoline ont
un potentiel considérable en tant qu'agents antioxydants, parmi ces derniers on citera :

Les travaux de Kalaria et al.*® concernant la synthése et I'évaluation biologique in vitro
de certains dérivés nouveaux du 5-imidazopyrazole incorporant un noyau imidazole. Les
composés synthétisés ont été évalué pour leur activité antioxydante in vitro en utilisant la
méthode FRAP (pouvoir réducteur du fer ferrique). Les résultats obtenus indiquent que la
majorité des 2-pyrazolines testées sont de bons antioxydants avec des valeurs de FRAP allant
de 421,71 a 497,49 mmol pour 100 g de substrat.

OH

HO  OH

Acide L-ascorbique
(vitamine C)

DO (593 nm) = 2.485 DO (593 nm) = 2.501 DO (593 nm)=2.501
valeur FRAPY = 494.31 valeur FRAPY? = 497.49

FRAP (valeur) : équivalents mmol. d'acide ascorbique pour 100 g de composé

Figure 2.18 Quelques dérivés hybrides pyrazoline-pyrazole-imidazole antioxydants

Récemment El Bordiny et Coll.*” ont préparé des hybrides dans lesquels le 2-
phénylindole est substitué par un cycle pyrazoline en position 3. Ces dérivés se sont avérés étre
d’excellents agents antioxydants, exhibant un pouvoir inhibiteur de radical DPPH supérieur a

celui de I’acide ascorbique (naturel).

)
OH
N SN
HN 0© ““K/OH
__/ H
O o
H Acide L-ascorbique

DPPH ICyy = 15.83 (ug/ml) DPPH ICyy= 13.61 (ug/ml) DPPH ICs, = 18.30 (ug/ml) DPPH ICsy= 23.40 (ug/ml)

Figure 2.19 Quelques dérivés hybrides indole-pyrazoline-pyridine (thiophene) antioxydants
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3. Objectifs ciblés

L’objectif principal de ce chapitre est la conception de nouveaux dérives hybrides
tricycliques associant deux noyaux hétérocycliques, imidazole-pyrazole et imidazole-

pyrazoline, et I'étude de leurs activités biologiques (antioxydante, anticancéreuse).

R R,
X O ‘N’N\ N’N\
<\/\ h R —_— N R N< = R
N — <
‘Me \_N. N.
Me Me

Hybrides Imidazole-Pyrazoline Hybrides Imidazole-Pyrazole

Figure 2.20 Hybrides imidazole-2-pyrazoline et -pyrazole /aryle ciblés

Une variété de dérivés d’hydrazine différemment substitués sera utilisée pour produire
des 2-pyrazolines structurellement apparentés porteurs de substituants divers en position let un

groupement méthoxyle en position 4 du groupement phényle.

0 0 )
Me/zgrﬁ H2N/Z<ﬁf
H\ 24 22
P
25 S > _N
N \
O\f HZN/K " N OMe
n.
33 23 Me
_/

Hybrides imidazole 2-pyrazolines
N-Substitués

Figure 2.21 Hybrides imidazole-2-pyrazoline N-substitués ciblés

Susceptible de présenter le meilleur profil antioxydant, le composeé 25 a été sélectionné
comme téte de série pour élargir la série des 2-pyrazolines en préparant les hybrides N-H
pyrazoline-imidazole difféeremment substitués en position 4 sur le noyau phényle, permettant
ainsi une étude SAR.

H
n-N
_— W™
N\
— 8

N,
Me

Hybrides Imidazole-Pyrazoline N-H

Figure 2.22 Hybrides imidazole-2-pyrazoline NH-Aryle substitués en para ciblés
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4. Travaux réalisés et discussion des résultats obtenus

4.1. Préparation de dérivés de 2-pyrazoline
4.1.1. Préparation de 3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-
1H-pyrazole-1-carboxamide (22) et 3-(4-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-
4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-carbothioamide (23)

L'addition a la chalcone 1 dissoute dans I'éthanol, de 2 équivalents de dérivés de
I'nydrazine [semi-carbazide X=0 ou de thiosemi-carbazide X=S], suivie d'une alcalinisation
(addition de solution aqueuse d'hydroxyde de potassium (10%)), conduit apres chauffage a

reflux et traitement aux produits 22 et 23 pratiquement purs avec de bons rendements.

X
NH
0 HN. L A 2
N N~ “NH, X N
X H N7\
<\/N - OMe
\Me 1 OMe EtOH, KOH N\
reflux 6h Q\/
N\M (22) X =0, 90 %

© (23)X=5,60%
Schéma 2.11 Préparation des dérivés hybrides imidazole-2-pyrazoline 22 et 23

Les résultats des analyses par RMN H, RMN *C et spectrométrie de masse des

composés 22, et 23 sont en bon accord avec les structures proposées.

4.1.2. Préparation de 1-(3-(4-méethoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-
dihydro-1H-pyrazol-1-yl) éthan-2-one (24)

Dans le but d’introduire un groupement acétyle en position 1 du noyau 2-pyrazoline, nous
avons opté pour la méthode décrite par Nepali, et al.*® en faisant réagir la chalcone 1 avec
I’hydrazine monohydrate au reflux de 1’acide acétique. Apreés traitement, le 1-(3-(4-
méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)éthan-1-one 24

est obtenu avec un rendement de 65% (schéma 2.12).
o) CHg3

M i AN OMe
N
AN OMe AcOH N\

reflux 4h Q\/N 24 65%
Me

Schéma 2.12. Préparation du dérive hybride imidazole-2-pyrazoline 24
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4.1.3. Préparation des dérives de 2-pyrazoline non substitués en position 1

Pour la préparation des dérivés hybrides imidazole-pyrazoline 25-31 non substitués en
position 1, nous avons opté pour le procédé décrit par Vishnu-Nayak, et Coll.*® Ce procédé
consiste en une réaction « condensation-cyclisation », des chalcones 1, 4-9 en présence d’un
excés d’hydrazine monohydrate, au reflux de I’éthanol pendant 4 heures. La réaction est

illustrée dans le schéma 2.13.

o HN-N .
N X NHoNH,.H,O N
e
Q\/N «\/

EtOH N

‘Me R "Me
1,49 (25) R=0Me, 76%  (29) R =4-1, 91%
(26) R=F, 87% (30) R = 4-NO,, 84%
(27) R = Cl, 88% (31) R = 4-OH, 50 %

(28) R = 4-Br, 67%

Schéma 2.13. Dérivés hybrides imidazole-2-pyrazoline N-hydrogénés préparés

Les résultats des analyses par RMN H, RMN 3C et spectrométrie de masse des

composés 25 - 31 sont en bon accord avec les structures proposées.

4.1.4. Préparation de 1-(3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-
dihydro-1H-pyrazol-1-yl)phényléthan-2-one (32)

La réaction du dérivé pyrazolinique 25 avec le chlorure de 2-phénylacétyle dans I’acétone
en présence de la triéthylamine comme catalyseur, conduit au 2-(3-(4-méthoxyphenyl)-5-(1-
méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)phényléthan-1-one (32) avec un

rendement de 40% (schéma 2.14)°.

Ph
HN-N BnCOCI ;\
N OMe 0] N’N\
Nx Et;N " OMe
Q\/N\ 25 Acétone C )
Me oc—=25°c MNP

Me

Schéma 2.14 Préparation du dérivé hybride imidazole-2-pyrazoline 32

Les résultats des analyses par RMN *H, RMN 3C et spectrométrie de masse du composé

32 sont en bon accord avec la structure proposée.

L’analyse du spectre RMN!H du composé 32 montre en particulier la présence de

signaux caracteéristiques des protons du noyau pyrazoline, un doublet de doublet a 5,50 ppm

64



Synthése, caractérisation et évaluations biologiques de dérivés hybrides tricycliques imidazole- hétérocycle - aryle

avec 3J = 11,5 et 5,7 Hz attribué au proton en C5. Les deux protons en C4 sortent sous forme
de doublet de doublet a 3,75 ppm avec des constantes de couplage respectives 2J = 17,3 Hz et
8)=57Hzeta3,61ppmavec2) =173 Hzet3J=11,5Hz.

4.1.5 Préparation de dérives de N-aryl-2-pyrazoline

Dans le but d’introduire une modification structurale aux 2-pyrazolines N-substitués,
nous avons introduit des groupements aryles diversement substitués sur I’atome d’azote du
noyau 2-pyrazoline. Les composés 33-40 ont été prépares selon la méthode décrite par Ozdemir,
et Coll.>! qui consiste & faire réagir les chalcones 1-3 et 6 avec une aryl-hydrazine en milieu
basique, au reflux de I’éthanol, avec d’excellents rendements (67-91 %). La réaction est illustrée

dans le schéma 2.15.

Rz@
N
</\/\)‘\<}‘ © NaOH N N
1
TEoH N R

reflux Q\/\N

1-3,6 "Me
(33) R' = 4-OMe, R? = H, 78 %
(34)R'=H, R2 = H, 88 %
(35) R'= 3,4-diOMe, RZ=H, 67 %
(36) R' = 4-Br, R?=H, 90 %
(37) R' = 4-OMe, R?=4-OMe, 91%
(38) R' = 4-OMe, R? = 4-Cl, 92 %

(39) R" = 4-OMe, R? = 4-Br, 90 %
(40) R" = 4-OMe, R? = 2,4-diMe, 90 %

Schéma 2.15. Dérivés hybrides imidazole-2-pyrazoline N-substitués prépares.

Les résultats des analyses par RMN H, RMN 3C et spectrométrie de masse des

composés 33 - 40 sont en bon accord avec les structures proposees.

4.2. Préparation de dérivés imidazole-pyrazole

Plusieurs voies d'acces aux dérivés imidazole-pyrazole ont été explorées pour une étude
biologique comparative avec leurs analogues imidazole-2-pyrazoline synthétisés
précédemment.

4.2.1. Utilisation des chalcones comme produit de départ
» Synthése de pyrazole via un intermédiaire époxyde
La premiére méthode testée a été rapportée par Bhat, B. A. et al *. La préparation du

dérivé de pyrazole se déroule en 3 étapes en utilisant une chalcone comme matiére premiére.
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Le test a été réalisé en utilisant la chalcone imidazolique 1, qui réagit en présence de peroxyde
d'hydrogene pour donner I'époxychalcone 41. Cette derniere est traitée avec I'hydrate
d'hydrazine pour avoir une 3-hydroxypyrazoline qui réagit in-situ en présence d'un mélange
acide acétique / acide sulfurique pour former le pyrazole correspondant. Malheureusement, une
réaction inattendue s’est produite probablement lors de la 3émé étape (déshydratation) pour

donner une 3-hydroxypyrazoline N-acétylé 42 a la place du pyrazole attendu (schéma 2.16).

0

NagH NH,NH,.H,0

& e C T oon
o~ EtOH a1 o~  EtOH
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HN O/
% &
ACOH
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Q\/N\ or \ NWO/
QL o

AN 42

Schéma 2.16 Synthese de pyrazole a partir de chalcone et époxyde correspondants

L'analyse des résultats de résonance magnéetique nucléaire du proton de I'époxychalcone
et de la 3-hydroxypyrazoline N-acétylé confirme les structures proposées. Dans le spectre de
I’époxychalcone 41, les deux signaux a 5,04 et 4,12 ppm apparaissant sous forme de doublet
avec une constante de couplage de 2,0 Hz, confirment la configuration cis de 1’époxyde. Dans
le spectre RMN*H du dérivé 42, on notera la présence de deux signaux a 5,36 et 5,15 ppm sous
forme de doublets avec une constante de couplage de 2,7 Hz attribués aux protons en C4 et C5
du noyau pyrazoline, le singulet large a 6,46 est attribué au groupement OH en CA4.
L’introduction d’un groupement acétyle en position 1 du noyau pyrazoline est confirmée par la

présence d’un singulet d’intégration 3H a 2,25 ppm.

» Syntheése de pyrazole en milieu aqueux
Une autre tentative de synthése d'hybrides imidazole-pyrazole a été testée selon une
méthode rapportée par Wen J. et al.** qui consiste en une réaction de condensation de 1,3-
diarylcétones o, -insaturées, avec I'hydrazide de tosyle dans I'eau en présence d’hydroxyde de
sodium et du bromure de tétra-N-butylammonium (TBAB) comme catalyseur de transfert de

phase.
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Les pyrazoles 43 et 44 ont eté préparés et caractérisés avec succes en utilisant cette
méthode avec de légeres modifications. La réaction a été effectuée sous irradiation micro-ondes
a 80 °C dans un temp de réaction court (30 min), et le tosyle hydrazide n'étant pas disponible,
il a été remplace par le benzénesulfonyl hydrazide. Cependant les rendements étaient trop

faibles (< 10%), nous avons donc di explorer d’autres voies d’acces au noyau pyrazole

.// (n-Bu)4NBr HNN =
</ __NaOH N SN
@ whe O

uW80°C  N_N_  (43)R=OMe
(44) R = OH

Schéma 2.17 Synthése de pyrazole N-H sous irradiations microondes

L’analyse des spectres RMN H des composés 43 et 44 confirme la structure attendue
(spectres en annexe). Le signal caractéristique du noyau pyrazole attribuable au proton en C4

apparait sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 6,89 ppm pour 43 et 6,91 ppm pour 44.

4.2.2. Utilisation des 2-pyrazolines comme matiere premiere
» Oxydation par MnO2 activé
Une tentative de préparation des déerivé hybrides imidazole-pyrazole par une réaction
d’oxydation ménagée a a été testée, en utilisant la pyrazoline 30 comme produit de départ selon
la méthode mise au point Huang, Y. R., et Katzenellenbogen, J. A.5? Aucune évolution de la
réaction n’a été constaté lors du suivie par CCM, et 1’analyse du spectre RMN ‘H du mélange
réactionnel ne montre que les signaux de la pyrazoline de départ.

_N MnO, activé -N
HN HN
N NO, %, D NO,
N\ T | by N\
oluene
. 9

N_ 30 N_

Schéma 2.18 Oxydation de 2-pyrazoline par MnO> activé

> Oxydation par I2
Une autre réaction d’oxydation a été également explorée, cette fois en utilisant 1’iode
comme agent oxydant, selon la procédure rapportée par Zhang X et al.>® qui consiste a faire
réagir la 2-pyrazoline 30 avec 2 équiv. de I, au reflux de I’éthanol. L’analyse par RMN H du
mélange réactionnel apres 3 jours de réaction montre une dégradation de la pyrazoline de départ
(formation de plusieurs taches non séparables) avec un spectre non interprétable, plutét que la

formation du pyrazole désiré.
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-N I _N
HN HN
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& EtOH, reflux &N

N\ 30 N

Schéma 2.19 Oxydation de 2-pyrazoline par I,

4.2.3. Synthése « one-pot »

Les hybrides imidazole-pyrazole ont été synthétisés avec succes par une réaction one-pot
en deux étapes, selon la procédure décrite par Heller et al.>* mais avec des rendements
relativement faibles (10 a 37 %). On fait réagir le 2-acétyl-1-méthyl-1H-imidazole 11 avec des
dérivés de chlorure de benzoyle (ou le chlorure de naphtoyle en présence de LIHMDS (lithium
bis(triméthylsilyl)amide). L'intermédiaire 1,3-dicétone formé est transformé in situ en pyrazole

par addition d'hydrazine hydrate (schéma 2.20).

NP 1 LiHMDS 11 NH,NH,.H,0 HN N
(>4 -+ a LHMDS | N NHNH RO R
N o, R Toluene <\/N\ soH  \n  @3)R=40Me, 12%
n 0°C R reflux N (45R =H, 14 %
(46) R = 2-OMe, 20 %
- - (47) R = 3-OMe, 10 %
48)R=4-Cl, 14 %
49)R=4-F,  23%
(50)R=4-CN 37 %
B B (51) R=4-NO, 19 %
o)
[N\>_/<O . g LIHMDS NH,NH,.H,0 HN-N,
N CH ’ T T N
\ 3 O Tolucene EtOH «\:
1 O 0°C reflux N\
(52) 10 %

Schéma 2.20. Synthése de dérivés de pyrazole N-H par une réaction one-pot

Les dérivés de pyrazole N-H préparés ont été caractérisés par différentes méthodes
analytiques (résonance magnétique nucléaire et ESI-HRMS).

L’analyse des spectres RMN *H des dérivés de pyrazole (spectres en annexe), montre en
particulier 1’apparition d’un singulet dans I’intervalle [6,96 — 6,88] ppm (CDCIs) et [7,45 —
7,25] ppm (Methanol-d4/TFAA) attribué au proton pyrazolique en C4.

L’analyse des spectres RMN 3C des composés 43, 45 et 48 en utilisant le CDCls,
montrent la présence de tous les signaux attendus, sauf ceux des carbones quaternaires du noyau
pyrazole C3 et C5, qui ne sont pas observables dans le CDCls, cette observation a également

été confirmé antécédemment sur des spectres de dérivés de pyrazoles.*
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Pour détecter les signaux des carbones C3 et C5, nous avons utilisé le Methanol-ds pour
une meilleure solubilité, et quelques gouttes de TFAA pour accélérer I’équilibre tautomerique.
Les spectres RMN 3C des composés 46, 47, 49 et 50 dissous dans le systéme (Methanol-
d4/TFAA) montrent la présence de tous les signaux attendus y compris ceux des carbones
quaternaires du pyrazole C3 et C5. Cependant le tautomére dominant en solution n’a pu étre
déterminé et nécessite trés probablement de faire de la RMN a basse température pour réduire

la vitesse de tautomérisation.

H
/5 —_ 3
N3 N5
S S
N_ 45 N_ 45

Schéma 2.21 échange tautomérique

L’analyse par rayons X du composé 43 prit comme modéle montre bien que le proton

porté par I’azote est bien situé du cOté de I’imidazole.

Figure 2.23 représentation ORTEP-Plot du composeé 43

L’analyse des spectres HRMS des composés 43, 46-52, montre la présence du pic
moléculaire [M+1]*, et un pic caractéristique correspondant a [(M+1) - Mawie]® @ m/z =
149.0117 Da attribué au fragment représenté dans la figure ci-dessous comportant les deux

noyaux imidazole et pyrazole.

— - +

HN-N,
NW
w

N

m/z = 149.0117

Figure 2.24 Fragment caractéristique imidazole-pyrazole
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5. Evaluation in vitro de I'activité antioxydante

5.1. Méthodes d'évaluation du pouvoir antioxydant

L'étude de I’activité antioxydante a été réalisee au Centre national de recherche en
biotechnologie (CRBt) de Constantine.

Le pouvoir antioxydant des 2-pyrazolines (22-31, 33) a été évalué en utilisant quatre
méthodes complémentaires, le piégeage du radical DPPH",*® le piégeage du radical cation
ABTS™ % le piégeage du radical anion superoxyde O2",%8 et la méthode CUPRAC « Cupric
Reducing Antioxidant Capacity ».>

> Piégeage du radical DPPH*

Le DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable, sa stabilité est due a la
délocalisation de 1’électron célibataire sur la totalité de la molécule. Cette délocalisation est a
I’origine de la coloration violette de ce radical en solution éthanolique (ou méthanolique),
présentant une bande d’absorption maximale a 517 nm.

En présence de molécules antioxydantes, le DPPH" subit une réduction (réaction de
transfert d'atome d'hydrogéne ou d’un électron) en DPPH-H (schéma 2.22), qui se traduit par
un changement de coloration (virage du violet au jaune pale). Le changement de coloration est

représentatif de la capacité des molécules de piéger les radicaux.

) o QY o

. Antioxydants H

N—N NO, . N-N NO,
) o ) o

DPPH* DPPH-H
Violet Jaune

Schéma 2.22 La réaction de réduction du DPPH" en présence d’antioxydants

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution
de I’absorbance a 517 nm aprés une incubation de 30 min dans I’obscurité a la température
ambiante. L expérience a été conduite dans un milieu méthanolique a différentes concentrations
(3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 et 200 pug/mL). Le BHA et le BHT ont été utilisés comme
standard de référence, et le test a été effectué trois fois dans les mémes conditions (triplicate).

Le pourcentage d'inhibition de DPPH" a éte calculé a lI'aide de la formule suivante :

(%) = [(absorbance du controle - absorbance échantillon) / absorbance du controle] x 100
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Les ICso sont déterminés graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés,
en pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations testées.
Ce test est simple et rapide en raison de la disponibilité commerciale de DPPH", qui est

un radical stable, et qui nécessite uniquement un spectrophotometre UV-vis.

> Piégeage du radical cation ABTS™

L’avantage de cette méthode réside dans sa simplicité sur le plan opérationnel, le radical
ABTS " réagit rapidement avec les antioxydants, généralement dans les 30 minutes, et peut étre
utilise sur une large gamme de pH. Cette espece est soluble dans les solvants aqueux et

organiques et n'est pas affecté par la force ionique.®
L’ABTS' (acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) en état stable,
est généré en faisant réagir I’ABTS avec le persulfate de potassium (K2S20g) dans 1’eau distillé
(schéma 2.23). Ce chromophore de couleur bleue en solution aqueuse présente une absorption

maximale a 734 nm.

\C[N#N‘N#Nj@/ K,S,04 \C[ \FN N_ﬂ/
Et Et

H,0 distillé

ABTS ABTS "
Incolore Bleu

Schéma 2.23 Oxydation de I'ABTS en ABTS™ en présence de persulfate de potassium

En présence de molécules antioxydantes, le radical cation ABTS™* subit une réaction de

réduction et retourne a sa forme initiale ABTS incolore (schéma 2.24).

HO5S s s SO;H HO,;S s s SO3H
\C[ —N-N=< Antioxydants \C[ —N-N=< :©/
N+ N N N
\ \ /
Et Et

/ >
Et Et

ABTS " ABTS
Bleu Incolore

Schéma 2.24 Réduction de I'ABTS"" en présence d’antioxydants

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution
de I’absorbance a 734 nm aprés une incubation de 10 min dans I’obscurité a la température
ambiante. L ’expérience a été¢ conduite dans un milieu méthanolique a différentes concentrations
(3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, et 200ug/mL). Le BHA et le BHT ont été utilisés comme

standard de référence, et le test a été effectué trois fois (triplicate).
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Le pourcentage d'inhibition de I'ABTS™ a été calculé a l'aide de la formule suivante :
(%) = [(absorbance du contréle - absorbance échantillon) / absorbance du contréle] x 100
Les ICso sont déterminés graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés,

en pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations testées.

> Piégeage du radical anion superoxyde O2"

Le radical anion superoxyde O." est formé dans presque toutes les cellules aérobies, il
joue un réle majeur dans le mécanisme de la toxicité de l'oxygéne. Dans le but d’étudier le
pouvoir de nos molécules a piéger le radical superoxyde, nous avons utilisé la méthode décrite
par Rao, M. N. A et al.*®

Le radical anion superoxyde O," a été généré selon la méthode décrite par Hyland, et al.5!
en faisant réagir le DMSO avec I’hydroxyde de sodium dissous dans une quantité minimale
d’eau distillée, en présence de 1’oxygene atmosphérique (Oz). La production de superoxyde est
inversement proportionnelle a la concentration en eau du DMSO, et les solutions obtenues sont

stables jusqu'a trois jours. Cette réaction est illustrée par I'équation chimique ci-dessous.

20H + 30, + 2(CH3),SO — 2 CH3SOOH + CH;00CH, + 20,
Schéma 2.25 Equation chimique portant formation du radical anion superoxyde O™
Le principe de la méthode de piégeage du radical anion superoxyde O™ repose sur la

réaction de réduction du NBT (nitrobleu tétrazolium) de couleur jaune par le radical anion O2"

en Formazan de couleur bleue, qui présente une absorption maximale a 560 nm (schéma 2.26).

NO,
N MeO Q O, NN MeO NO,
N, N @ N NH N
o &
/
@ oMe N OMe NN
N
Oz NBT Formazan
Jaune Bleu

Schéma 2.26 Réduction du radical anion superoxyde O>™ en Formazan

En présence de molécules antioxydantes, les anions superoxydes sont piégés et la

réduction du NBT est empéchée, le changement de coloration n’aura pas lieu.
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La réaction a été suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant I’absorbance a
560 nm a température ambiante. L’expérience a €té conduite dans un milieu méthanolique a
différentes concentrations (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 et 200pg/mL). L’acide tannique et
I’a-tocophérol ont été utilisés comme standards de référence, et le test a été effectué trois fois
dans les mémes conditions (triplicate).

Le pourcentage d'inhibition du superoxyde O>" a été calculé a l'aide de la formule
suivante :

(%) = [(absorbance du contréle - absorbance échantillon) / absorbance du contréle] x 100

Les ICso sont déterminés graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés,

en pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations testées.

» Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre CUPRAC

La phosphatidyléthanolamine (PE) est le deuxieéme lipide le plus abondant dans les
cellules des mammiféeres (25% des lipides membranaires), et il est aussi présent a des niveaux
élevés dans le cerveau (45% des lipides membranaires).®? Historiquement, la PE n’a pas été
prise en compte parmi les lipides fixant les métaux, étant donné qu’elle ne porte pas de charge
négative au pH physiologique.%® La PE contient cependant une amine primaire qui pourrait

servir de ligand pour les ions de métaux de transition.

Récemment les travaux de Poyton, Matthew et al.®* ont révélés que le Cu(ll) se lie au
fragment amine sur les lipides PE et peut réagir avec le peroxyde d’hydrogéne (H202) pour
augmenter la concentration des ERO, ce qui pourrait, a son tour, oxyder des doubles liaisons

sur les queues lipidiques adjacentes a la surface de la membrane (Fig. 2.24).

2 H,0,
Cu2+
OH*+ O, + H,0*
Diffusion
into
Lipid
Bilayer
Double
Bond
Oxidation

Figure 2.25 Représentation schématique du role de Cu(ll) dans la production de radicaux.%*
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Dans ce contexte nous avons testé la capacite antioxydante de nos molécules par réduction
de I’espeéce Cu(Il) (CUPRAC). Cette Méthode consiste a utiliser le complexe Cu(ll)-
néocuproine [Cu(l)-Nc2] en tant qu'agent oxydant chromogeéne.

En effet, en présence de molécules antioxydantes et un tampon aqueux d’acétate d’ammonium
a pH 7, le complexe cuivre-néocuproine en solution méthanolique subit une réaction de
réduction, qui se traduit par un changement de coloration (virage du bleu au jaune-orangé)
(schéma 2.27).

Antioxydants

Cu(II)-Nc Cu(I)-Nc
Bleu Jaune-orangé

Schéma 2.27 Réduction du complexe [Cu(l1)-Nc] par un antioxydant

La réaction est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant I’absorbance a
450 nm apres une incubation de 60 min a température ambiante. L’expérience a été conduite
dans un milieu méthanolique a différentes concentrations (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 et 200
pg/mL). Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standard de référence, et le test a été effectué
en triplicate (trois fois).

Les Ags (la concentration indiquant 0,50 absorbance) sont déterminés graphiquement
par les régressions linéaires des graphes tracés, en valeurs d’absorbance en fonction de

différentes concentrations testées.

5.2. Activité antioxydante des pyrazolines N-Substitués (22, 33, 37-39)
5.2.1. L’ Activité antioxydante et les dérivés de 2-pyrazolines

Pour réaliser une étude cohérente de la relation structure-activité, nous avons en premier
évalué I’activité antioxydante d’une séri¢ de molécules différemment substituées en position 1

du noyau 2-pyrazoline.
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Figure 2.26 Dériveés de 2-pyrazoline N-H et N-substituées préparés

Les résultats de I’activité antioxydante de cette série, sont exprimés en concentration
inhibitrice médiane ICso pour les tests DPPH, ABTS, et superoxyde. Pour I’évaluation de la
capacité antioxydante par réduction du cuivre Il (méthode CUPRAC), les résultats sont

exprimés en concentration indiquant 0,50 absorbance Ao s (absorbance médiane)
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Figure 2.27 Profil des activités antioxydantes des 2-pyrazolines 22-25 et 33
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> Le piegeage du radical DPPH*
Les résultats obtenus montrent que :
o La pyrazoline 25 non substituée en position 1 (ICso = 18,75 + 0,37 pg/mL) présente
une activité comparable a celle du standard BHT (ICso=22,32 + 1,19 pg/mL).
o Les composés 22-24 et 33 montrent une tres faible activité vis-a-vis du radical DPPH"

avec des 1Cso > 200 pg/mL.

> Le piégeage du radical ABTS*+.
Les résultats obtenus montrent que :
o Le meilleur résultat a été obtenu avec le compose 25 avec un ICsp < 3,125 pg/mL
o Les deux dérivés 23 et 33 substitués par N-CSNH: et phényle montrent une activité
antioxydante avec des ICso respectivement de 35,68 + 1,32 et 20,16 + 0,36 pg/mL.
o Lescomposés 22 et 24 montrent une tres faible activité vis-a-vis du radical ABTS " avec
des 1Cs0> 200 pg/mL

> Le piégeage du radical superoxyde.
Les résultats obtenus montrent que :
o Le meilleur résultat a été obtenu avec le composé 25 avec un ICso = 9,62 + 1,95 pg/mL
o Les dérivés 24, 23 et 33 montrent également une activité antioxydante par la méthode
de piégeage du superoxyde avec des ICso de 153,00 + 0,21, 103,64 + 0,82 et 20,16 +
0,36 pg/mL respectivement.

» Laméthode CUPRAC.
Les résultats obtenus montrent que :
o Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les dérivés 23 (Aos=9,66 £+ 0,04 pg/mL) et
25 (Ao =14,85 £ 0,67 pg/mL) suivis par le dérivé 33 (Aos= 15,32 + 0,55 pg/mL).

o Lesdérivé 22 et 24 ne montrent aucune activité antioxydante avec un Ags > 200 pg/mL.

Conclusion :

Les 2-pyrazolines N-substituées 22-25, 33 ont été soumises a un criblage systématique
pour déterminer leurs activités antioxydantes par l'utilisation de quatre méthodes : DPPH,
ABTS, superoxyde et CUPRAC. Une étude de la relation structure-activité (SAR) montre que
le dérivé 25 (2-pyrazoline non substituée) est le plus prometteur de la série, et de ce fait révéle
I'importance la présence de 1’atome d'hydrogene en position 1 du noyau 2-pyrazoline, en parfait
accord et cohérence avec I’hypothése envisagé, permettant ainsi la conception d’une seconde

bibliotheque constituée de 2-pyrazoline N-H dont le noyau aryle sera différemment substitué.
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5.2.2. Activite antioxydante des 2-pyrazolines N-H (25-31)

Le dérivé de la 2-pyrazoline non substitué en positionl (25) ayant montré la meilleure

activité antioxydante que ses congénéres N-substitués, nous a incité a préparer toute une série

de 2-pyrazoline N-H porteurs de substituants divers en position para du noyau phényle.

pyrazolines N-H

;\OH ;\OMe
31 25
;\ E ;\CI é;\NOZ
26 27 30
S
\_ 28 29

Figure 2.28 Dérivés de 2-pyrazoline N-H substituées en position 4 du phényle 25-31

Les résultats de 1’activité antioxydante de cette série, sont exprimés en concentration

inhibitrice médiane ICso pour les tests DPPH, ABTS, et superoxyde. Pour 1’évaluation de la

capacité antioxydante par réduction du cuivre Il (méthode CUPRAC), les résultats sont

exprimés en concentration médiane Ags (0,50 absorbance).
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Figure 2.29 Profils des activités antioxydantes des 2-pyrazolines N-H.
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>

Le piégeage du radical DPPH®

Les résultats obtenus montrent que :

(@]

>

A P’exception des composés 26 (R = 4-F, 1Cso > 200 pg/mL), 28 (R = 4-Br 1Cso > 200
pg/mL), et 30 (R = 4-NOg, I1Cs0 > 200 pg/mL), toutes les molécules testées possédent
un pouvoir antioxydant avec des 1Cso allant de 18,75 + 0,37 4 123,06 £ 4,16 pg/mL.
Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les dérivés 31 (R= OH, ICso= 22,48 +£ 1,81
pg/mL) et 25 (R = OMe, ICso = 18,75 + 0,37 pg/mL) qui montrent une activité
comparable a celle du standard BHT (ICso = 22,32 + 1,19 pg/mL).

Dans la série des molécules comportant un halogéne les dérivés porteurs du chlore 27
(ICso= 117,57 £ 0,85 pg/mL) et de I’iode 29 (ICs0 = 123,06 + 4,16 pg/mL) ont montré
une activité relativement modérée en comparaison avec les standards BHT (ICso = 22,32
+ 1,19 pg/mL) et BHA (ICs0 = 5,73 + 0,41 pg/mL), mais nettement plus actives sont
plus actives que leur analogue porteur du fluor 26 (ICso > 200 pg/mL) et du brome 28
(ICs0> 200 pg/mL).

Le piégeage du radical ABTS™.

Les résultats obtenus montrent que :

(@]

>

Toutes les molécules testées possédent un pouvoir antioxydant remarquable avec des
valeurs ICsq variant de < 3,125 a 10,97 + 0,23 pg/mL.

Le meilleur résultat a été obtenu avec le dérivé 25 (R = OMe, ICso < 3,125 pg/mL).

Le dérivé porteur d’un groupement OMe (25, 1Cso< 3,125 pg/mL) est 2.7 fois plus actif
que le dérivé porteur d’un groupement OH (31, 1Cs0= 8,00 £ 0,67 pg/mL).

Dans la série des molécules comportant un halogéne les deux dérivés porteurs du chlore
27 (ICso = 6,10 + 0,04 pg/mL) et de I’iode 29 (ICso = 6,67 + 0,22 pg/mL) sont plus
actives que leurs analogues porteurs du brome 28 (ICso = 8,55 + 0,06 pg/mL) et du fluor
26 (ICs0=10,97 + 0,23 pg/mL).

La méthode CUPRAC

Les résultats obtenus montrent que :

o

©)

Toutes les molécules testées possédent un pouvoir antioxydant puissant avec des Ao so
variants de 6,8 + 0,11 a 18,62 £ 1,01 pg/mL.

Les composés 31 (R = OH, Aoso= 6,80 £ 0,11 pg/mL), 27 (R = Cl, Aoso= 7,70 £ 0,22
pg/mL) et 28 (R = Br, Agso = 6,96 £ 0,45 pg/mL) possédent un pouvoir antioxydant
supérieur a celui du standard BHT (ICs0= 9,62 + 0,87 pg/mL).
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Dans la série des molécules comportant un halogéne 1’ordre de 1’activité est le suivant
27 (R=ClI, Agso=7,70 £ 0,22 pg/mL) >28 (R = Br, Ao,5=9,96 + 0,45 ng/mL) >26 (R
=F, Aoso=12,42 £ 0,52 pg/mL) >29 (R = I, Aos0= 18,62 £ 1,01 pg/mL).

> Le piégeage du radical superoxyde

Les résultats obtenus montrent que :

©)

Toutes les molécules testées possédent un pouvoir antioxydant avec des ICso allant de
5,14 £ 0,12 2 67,59 £ 2,65 pg/mL.

Le meilleur résultat a été obtenu avec le dérivé 27 (R = Cl, ICso < 3,125ug/mL) qui
montre un pouvoir antioxydant comparable a celui du standard TOC (ICso = 2,14+0,16
pg/mL) et inférieur a celui du standard TAA (ICso= 4,39 £ 0,86 pg/mL).

Dans la série des molécules comportant un halogene les deux dérivés porteurs du chlore
27 (ICs0< 3,125 pg/mL) et de I’iode 29 (ICso = 5,14 = 0,12 pg/mL) sont plus actifs que
leurs analogues porteurs du fluor 26 (ICso = 5,96 £ 0,27 pg/mL) et du brome 28 (ICso =
6,9 8 + 0,25 pg/mL).

Le dériveé substitue par un chlore (27, 1Cso < 3,125 pg/mL) est trois fois plus actif que
le dérivé substitué par un groupement méthoxyle (25, 1Cs0= 9,62 + 1,95 pg/mL).

Le composé substitué par un groupement hydroxyle (31, 1Cso = 67,59 + 0,32 pg/mL)
montre un pouvoir antioxydant le moins important que ces autres analogues structuraux

et doit étre retesté pour confirmer les résultats.

Conclusion :

L’analyse des résultats et I'étude de la SAR de I’activité antioxydante des 2-pyrazolines non

substituées (25-31) par les quatre méthodes utilisées révele les observations suivantes :

o

Les deux méthodes DPPH et ABTS montrent que le dérivé substitué par un méthoxyle
(25) est I’antioxydant le plus puissant de la série, suivi par le dérivé porteur du
groupement hydroxyle (31).

La méthode du piegeage du radical superoxyde montre que le dérivé porteur du chlore
(27) est un antioxydant aussi puissant que le standard TA, trois plus puissant que le
dérivé porteur du OH et neuf fois plus puissant que dérivé porteur du groupement OMe.
Les trois méthodes DPPH, ABTS, et superoxyde montrent que les dérives porteurs du
chlore (27) et de I’iode (29) sont plus actifs que leurs analogues porteurs du brome (28)

et fluor (26). Cet ordre d’activité n’est pas observé par la méthode CUPRAC.
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6. Evaluation de I’activité anticancéreuse des pyrazoline N-Substitués

Parmi les derivés hybrides imidazole-2-pyrazolines préparés, les composés 22-25, 32, et
33 ont été selectionnés et soumis a I’évaluation de leur activité antiproliférative contre la lignée
cellulaire du cancer gastrique humain AGS, la lignée cellulaire du cancer des cellules de
poumon humain A549, et de la lignée cellulaire humaine non cancéreuse, MRC-5 (poumon),

dans des plages de concentration allant jusqu'a 100 puM.

o o) ’
71L)LNHZ HL)LMe v/

22 2

4 25
) N\N 1 s Q S\Q
Me /
N %)LNH2 y o/
23 33 22

-

Pyrazolines N-Subs.

Figure 2.30 Dérivés de 2-pyrazoline étudiés pour leur activité anticancéreuse

L'analyse des résultats obtenus ne permet pas d'établir une relation structure-activité du
fait qu’aucun des dérivés de la 2-pyrazoline testé n'a présenté de toxicité envers les lignés

cellulaires humaines cancéreuses (AGS et A549) et non cancéreuses (MRC-5).
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7. Conclusion

Dans cette partie, nous avons procédé a la synthése et la caractérisation de composés
hybrides tricycliques hybrides imidazole-hétérocycle-aryle nouveaux ou le noyau
hétérocyclique central est une 2-pyrazoline N-H ou N-substituée, ou un pyrazole. L'évaluation
biologique (activité antiproliférative et pouvoir antioxydant) a concerné exclusivement les
dérivés de 2-pyrazoline.

Les dérivés de (E)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-arylprop-2-en-1-one (chalcones
"imidazoliques™) précédemment préparés (composés 1-9) ont été soumis a une réaction
d'addition-cyclisation par l'utilisation de dérivés de I'nydrazine pour conduire a des dérivés
hybrides tricycliques imidazole-2-pyrazoline-aryle diversement substitués. Divers dérivés de
I'nydrazine ont été utilisés pour accéder aux composés ciblés. Pour le dérivé de 2-pyrazoline N-
substitué 22 (le semi-carbazide), 23 (thiosemi-carbazide), 24 (N2H4.H2O/AcOH),) et 33-40
(ArN2Hs). Les 2-pyrazolines N-H (non substitués) 25-31 ont été préparés par addition de
N2H4.H20 au dérivé de la chalcone, au reflux de I'éthanol. Le composé 32 a été synthétisé a
partir du composé 25 par addition du chlorure de 2-phénylacétyle dans 1’acétone en présence
de la triéthylamine comme catalyseur. Les rendements sont bons voire excellents (50-92%).

Plusieurs tentatives de préparation des dérivés de pyrazole (a partir de chalcones, via une
réaction d’époxydation et par oxydation des 2-prazoline) ont été effectuées et n’ont pas donner
les résultats attendus. Quelques dérivés hybrides imidazole-pyrazole-aryle ont été synthétises
avec succes selon une réaction "one-pot" en deux étapes. On fait réagir le 2-acétyl-1-méthyl-
1H-imidazole avec des dérivés de chlorure de benzoyle (ou le chlorure de 1-naphtoyle) en
présence de LiIHMDS. L'intermédiaire 1,3-dicétone obtenu est ensuite transformé in situ en
pyrazole par addition d’hydrazine monohydrate. Les rendements obtenus des composé préparés
(43, 45-52) sont relativement faibles (10-37%).

L'évaluation du pouvoir antioxydant des 2-pyrazolines, répartis en deux séries : les 2-
pyrazolines N-H (7 composés) et les 2-pyrazolines N-substitués (5 composes), a été réalisée par
les quatre méthodes : DPPH', ABTS™", le superoxyde O.", et CUPRAC. L'étude comparative
des résultats du pouvoir antioxydant des deux séries a montré que les 2-pyrazolines N-H ont un
pouvoir antioxydant nettement supérieur a celui des 2-pyrazoline N-substitués.

De méme quelques dérivés de 2-pyrazoline ont été evalués pour leur activité
antiproliférative contre les lignées cellulaires cancéreuses AGS, A549, et leur sélectivité étudiée
par rapport a des cellules non cancéreuses du poumon (MCRS5) dans des plages de concentration

allant jusqu'a 100 uM. Aucune activité n'a été observée pour tous les composés testés.
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8. Perspectives

Sur la base les résultats obtenus qui mis en relief I'importance de la structure
hétérocyclique centrale (2-pyrazoline N-H) dans l'activité antioxydante ainsi que de la qualité
et la position du substituant porté par le noyau aryle. Les investigations futures seront orientées
vers la mise au point de nouvelles méthodologies de synthese pour accéder au pyrazole avec
des rendements acceptables (procédé, conditions operatoires et autre agent d’oxydation). La
synthese et I'évaluation biologique de nouveaux composés poly-hétérocycliques (création de
chimiothéques) contenant dans leur structure outre le noyau pyrazole (d'autres voies de synthése
seront explorées pour améliorer les rendements), un motif pyrrolidine, pyridine, pyrimidine,
pyrrole, oxazole, isoxazole ...).

Il est également envisagé de soumettre les dérivés de 2-pyrazoline N-H a d’autres
réactions telle que la complexation et déterminer les propriétés optiques de ces matériaux qui
sont susceptibles de trouver une utilité dans le domaine médicinal comme sondes fluorescentes
pour la détection de métaux impliqué dans les processus biologiques, ou toxiques tel que Cd?*
ou le Hg?*, ainsi que dans le domaine de I'électroluminescence, la microélectronique, ...

Ces approches seront étendues également aux dérivés du benzimidazole.
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Partie expérimentale

1. Préparation du 1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (1) et -2-acétyle (1)

Mode opératoire : A une solution contenant 5 g (48 mmol.) de 1-méthylimidazole dans 80 mL
de THF anhydre refroidie a -55°C et maintenue sous atmosphére d’azote, on ajoute, goutte a
goutte, 32 mL d’une solution de n-BuLi (1,6 M dans I’hexane). Le mélange réactionnel est agité
pendant 30 minutes a -55 °C, puis on ajoute, goutte a goutte, 1.2 équiv. de DMF (pour le
composé 11, (1.2 équiv.) 5.09 g de DMA), la température est maintenue a -55 °C durant I’ajout.
Aprés 1 heure d’agitation, 100 mL d'eau sont ajoutés, puis on laisse sous agitation pendant 1
heure a tempeérature ambiante. Le THF est évaporé, et le mélange résultant est extrait avec
CHC13 (3 x 80 mL). Les extraits organiques sont reunis, séchés sur du sulfate de sodium
anhydre et le solvant est ensuite évaporé sous pression réduite. L'huile obtenue est purifiée par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d'éthyle 1: hexane 2).

1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (1) **
N 0]
[ -
N H
Me

Formule Brute M.M (g/mol) Aspect Rdt %
CsHsN20 110.12 Huile transparente 79

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : § 9.83 (s, 1H, CHO), 7.28 (s, 1H, Himid), 7.11 (s, 1H, Himid),
4.03 (s, 3H, NCHs).
1-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)éthan-1-one (11) %

N @)

[ N /<
N Me
Me

Formule Brute M.M (g/mol) Aspect Rdt %
CesHsN20 124.14 Huile transparente 82

RMN IH (CDCls, 300 MHz) : § 7,14 (s., 1H, Himid), 7,03 (s, 1H, Himia), 4,00 (s, 3H, NCHs),
2,66 (s, 3H, CH).
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2. Préparation du 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazole-2-carbaldehyde (V)

2.1. Préparation de 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (111)

Mode Opératoire : A 5.0 g d’o-phénylenediamine dissous dans 100 mL d’une solution d’acide
chlorhydrique (4N), sont ajoutés 3.0 équiv. (10.5 g) d’acide glycolique. Sous agitation, le
mélange réactionnel est chauffé a 90°C pendant 48 heures. 1l est ensuite refroidi puis alcalinisé
par 1’ajout goutte a goutte, d’une solution d’ammoniaque 10% jusqu'a pH 9. Le solide formé

est alors sépar¢ par filtration sous vide, lavé a I’eau, puis séché a 1’air libre.

1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (111)%

©::>_\OH

H

Formule Brute | M.M (g/mol) Aspect Rdt % Tf (°C)
CsHsN20 148.17 Solide jaune 88 114-16

IR vmax (KBF) : 3300-2750 (OH ; NH ; CHar ; CH2) 1630 (C=N), 1500 (C=C) cm™.
RMN 'H (CDCls, 250 MHz) : § 8,10 — 8,03 (m, 2H, Hoenz), 7,72-7,65 (M, 2H, Heenz), 5,41 (s,
2H, CH2).

2.2. Préparation du (1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (1V)

Mode Opératoire : 1.0 éqg. (6.5 g) de (1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (I11) est ajouté a
1.2 équiv. de NaOH dissous dans un mélange H2O/EtOH (8 /17 mL). Aprés dissolution totale,
le mélange réactionnel est refroidi a 0 °C, puis sous vive agitation 1.1 équiv. de diméthyle
sulfate sont ajoutés goutte a goutte pendant 30 a 40 minutes, tout en maintenant la température
entre 0 et 5°C. Le mélange réactionnel est abandonné sous agitation pendant 30 mina 0 °C. Le
solide formé est alors séparé par filtration sous vide, lavé avec un mélange glacé eau/éthanol

(8/17), puis séché a I’air libre.

(1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (V)%

L

Me

Formule Brute | M.M (g/mol) Aspect Rdt % Tf (°C)
CoH10N20 162.19 Solide blanc 72 122 - 24
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IR vimax (KBr) : v = 3300 - 2750 (OH, CHar, CHs, CH2), 1690 (C=N), 1500 (C=C) cm'!
RMN H (250 MHz, CDCls) : § 7,76-7,64 (m, 1H), 7,29-7,19 (m, 3H), 5,13 (s, 1H, OH), 4,88
(s, 2H, CHy), 3,81 (s, 3H, NCHsa).

2.3. Préparation du 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-2-carbaldehyde (V)

Mode Opératoire : 1.3 g de (1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthanol (1V) dissous dans
le toluéne sont places dans un ballon de 50 mL, puis on ajoute sous vive agitation 1.2 équiv. de
dioxyde de sélénium (SeO-). Le melange réactionnel est chauffé de 80 a 90 °C pendant deux
heures. Le résidu obtenu est filtré a chaud, puis le solvant est chassé sous pression réduite.

1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-2-carbaldehyde (V)

N
@ Y»—CHO
N

Me

Formule Brute | M.M (g/mol) Aspect Rdt% | Tf (°C) Rf
CoHsN20 160.18 Solide blanc 79 116 0.68(AE1:Hex1)

IR vmax (KBF) : v = 1689 (C=0), 1520 (C=N), 1470 (C=C) cm"
RMN IH (CDCls, 250 MHz) : 5 10,12 (s, CHO), 7,94-7,90 (m, 1H, Hoenz), 7,55-7,47 (m, 3H,
Hoenz), 4,15 (s, 3H, NCH3).

3. Préparation du 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII)

3.1. Préparation du 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthanol (VI)

Mode Opératoire : 5 g d'o-phénylénediamine et 1.44 équiv. (6.5 g) d’acide lactique sont
introduits dans un ballon muni d’un barreau magnétique, puis chauffés a reflux pendant trois
heures. On laisse le mélange réactionnel revenir a température ambiante, puis une solution de
NaOH (10%) est lentement ajoutée jusqu'a obtention d’un précipite rosatre. Le précipité formé
est ensuite placé dans un bécher contenant 80 mL d’eau bouillante, puis une quantité de charbon
actif est ajouté. Aprés 15 minutes d’agitation on filtre le charbon actif, on laisse revenir a
température ambiante, le produit désiré précipite sous forme de cristaux blanc, qui sont filtrés

lavés a ’eau, et séchés a I’air libre.%®
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1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl) ethanol (V1)

©:N>_<OH
\
N CH,

H

Formule Brute

M.M g/mol.

Aspect

Rdt %

Tf°C

CoH10N20

162.19

Solide blanc

40

184-86

IR vmax (KBr) : v = 3440-3050 (O-H ; N-H, CHar ; CH) 1650-1500 (C=N ; C=C) cm™

3.2. Préparation du 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII)
Mode Opératoire : 1.5 g de 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthanol (V1) dissous dans du H2SO4

5% sont ajoutés goutte a goutte et sous vive agitation, a une solution de K>Cr.O7 (1.5 équiv.)
dissous dans du H2SO4 25% durant 30 minutes. Le mélange réactionnel est abandonné sous

vive agitation a température ambiante pendant 2 heures. L’acidité du milieu est neutralisée avec

une solution de NH4OH 25%. Un précipité orange est formé, il est alors filtré, lavé a ’eau,

séché, puis recristallisé dans I’acétate d’éthyle.*®®

s
H CH;

1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII)

Formule Brute

M.M g/mol.

Aspect

Rdt %

Tf°C

Rf

CoHsN20O

160.18

Solide jaune 49

191 -93

0.73(AE1 :Hex1)

IR vmax (KBr) : v = 3286 (N-H), 1666 (C=0) 1600-1495 (C=N; C=C) cm™
RMN H (CDCls, 250 MHz): § 10,6 (s, 1H, NH), 7,9-7,3 (m, 4H, Hoenz), 2,85 (s, 3H, CHa).

4. Préparation des chalcones (1 — 21)

Mode opératoire général : Dans un ballon de 25 mL, 1 mmol. de 1-méthyl-1H-imidazole-2-

carbaldehyde (I) [ou de 1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-carbaldehyde (V)] est solubilisé dans

I’éthanol, puis on ajoute sous agitation 1 équiv. (1 mmol.) de dérivé de I’acétophénone. Le

mélange réactionnel est refroidi a 0°C, puis une solution de KOH 10% (1 mL) est ajoutée goutte

a goutte, et la solution est abandonnée sous agitation a température ambiante pendant 24 heures.

Le résidu obtenu est versé sur de I’eau glacée, le précipité formé est filtré, lavé a 1’eau glacée,
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puis séché a ’air libre. Le solide obtenu est alors purifié par chromatographie sur colonne de
gel de silice en utilisant un mélange (acétate d'éthyle 1: hexane 1) comme éluant (chalcones 1
—10). Suivant la méme procédure, on a obtenu les chalcones (11 - 21) en utilisant du 1-méthyl-
1H-imidazole-2-acétyl 11 [ou 1- (1H-benzo [d] imidazol-2-yl) éthan-1-one) V1] et des dérivés
du benzaldehyde.

1-(4-méthoxyphényl)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (1)

0
N AN
G
N
Me OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C14H14N202 242.28 Solide jaune 76 110-12 °C 0.7 (AE)

IR vmax (KBFr) : v = 1654 (CO), 1600 (C=N), 1590 (C=C) cm™.

RMN H (CDCls, 250 MHz) : & 8,14 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Har), 8,06 (d, J = 14,9 Hz, 1H, Hp),
7,70 (d, J = 14,9 Hz, 1H, Hy), 7,22 (sL, 1H, Himia), 7,04 (SL, 1H, Himid), 6,99 (d, J = 8,9 Hz, 2H,
Har), 3,91 (s, 3H, OCHs), 3,83 (s, 3H, NCHs).

RMN 13C (CDCls, 62.9 MHz) : § 187,8 (C=0), 163,7 (Cg-0), 144,0 (Cqjimia), 131,0 (2 X CHay),
130,7 (Cqgar), 130,4 (CHp), 126,9 (CHimid), 123,8 (CH,), 123,4 (CHimid), 113,9 (2 x CHar), 55,6
(CH3-0), 33,0 (CHaz-N).

ESI(+)-HRMS : Calculé C14H14N202 [M+H]* m/z = 243,1134; trouvé 243,1122.

3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-phénylprop-2-en-1-one (2)

0]
N AN
Me

Formule Brute M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C

Ci13H12N20 212.25 Solide jaune 88 125-27

IR vimax (KBF) : v = 1657 (CO), 1583 (C=N) cm_.

RMN *H (CDCls, 250 MHz) : § 8,11 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Har), 8,04 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Hp),
7,70 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Ha), 7,62-7,42 (m, 3H, Ha), 7,21 (sL, 1H, Himia), 7,03 (s1, 1H, Himid),
3,81 (s, 3H, NCHs).
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RMN 13C (CDCls, 62.9 MHz) : § 189,5, 143,8, 137,8, 133,2, 130,6, 128,7, 127,6, 124,0, 123,3,
120,3, 33,0

1-(3,4-diméthoxyphényl)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (3)

O
N X OMe
&Wﬁ
N
Me OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C15H16N20s3 272.30 Solide jaune 80 172

IR vmax (KBr) : v = 1662 (CO), 1584 (C=C) cm™.

RMN H (CDClIs, 250 MHz) : 6 8,05 (d, J = 14,9 Hz, 1H, Hg), 7,81 (dd, J = 8,4 et 1,9 Hz, 1H,
Har), 7,68 (d, J = 14,9 Hz, 1H, H,), 7,65 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Har), 7,20 (S, 1H, Himid), 7,03 (SL,
1H, Himid), 6,93 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Har), 3,98 (s, 3H, OCHBa), 3,97 (s, 3H, OCHzs), 3,81 (s, 3H,
NCHb).

RMN 13C (CDCls, 62.9 MHz) : § 187,7, 153,5, 149,2, 144,0, 130,9, 130,3, 126,8, 123,8, 123,6,
123,3, 119,5, 110,6, 110,1, 56,2, 56,1, 33,1.

1-(4-fluorophényl)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (4)

(@]
N NN
<’\
\ N.
Me F

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H11FN20 230.24 Solide jaune 45 126-28 0.8 (AE)

IR vmax (KBFr) : v = 1642 (C=0) 1607 (C=N), 1533 (C=C) cm™.

RMN H (CDClIs, 250 MHz) : 6 8,18 — 8,11 (m, 2H, Har), 8,01 (d, J = 14,9 Hz, 1H, Hp), 7,70
(d, J = 14,9 Hz, 1H, H), 7,21-7,13 (m, 3H, Himia + Har), 7,05 (st, 1H, Himid), 3,82 (s, 3H,
NCHj).

RMN 13C (CDCls, 62.9 MHz) : § 187,9 (C=0), 165,8 (d, Jc-r = 254,7 Hz, Cq-F), 143,7
(Cqimid), 134,2 (Cqar), 131,3 (d, 3Jc.k = 9,3 Hz, 2CHa/), 130,6 (CHg), 127,7 (CHimid), 124,1
(CH.), 122,9 (CHimid), 115,8 (d, 2Jc-F = 21,7 Hz, 2CHa), 33,1 (CH3-N).

ESI(+)-HRMS : Calculé C13H11FN20 [M+H]" m/z = 231,0934; trouvé 231,0922.
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1-(4-chlorophényl)-3-(1-meéthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (5)

O
N AN
<\/Y\)K©\
N
Me Cl
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
Ci13H11CIN20 246.69 Solide jaune 60 118 - 20 0.8 (AE)

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 8,15 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ha/), 8,01 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Hp),
7,73 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Ha), 7,19 (s1, 1H, Himid), 7,15 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Hay), 7,09 (si,1H,
Himid), 3,82 (s, 3H, NCH3).

RMN 3C (CDCIs, 62.9 MHz) : 5 188,3, 143,8, 139,7, 136,2, 130,7, 130,1, 129,1, 128,0, 124,2,
122.,8, 33,2.

1-(4-bromophényl)-3-(1-meéthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (6)

O
N XN
0L
N
\Me Br
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H11BrN20 291.15 Solide jaune 67 120 - 22 0.6 (AE)

RMN *H (CDCls, 250 MHz) : 6 7,99 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Hay), 7,96 (d, 1H, J = 15,0 Hz, Hp),
7,68 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Hy) 7,62 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Har), 7,20 (st, 1H, Himid), 7,04 (st, 1H,
Himid), 3,85 (s, 3H, NCH3).

RMN 13C (CDClIs, 62,9 MHz) : § 188,4, 143,7, 136,0, 132,0, 130,7, 130,1, 129,6, 128,4, 128,0,
124,2,122,6, 120,3, 33.

1-(4-iodophényl)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (7)

O
N X
<\/N\
Me '
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H11IN20 338.15 Solide jaune 91 178 - 80 0.8 (AE)
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RMN !H (CDClIs, 250 MHz): 6 7,96 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Hg), 7,86 (d, J = 7,8 Hz, 2H, Ha),
7,80 (d, J = 7,8 Hz, 2H, Hay), 7,69 (d, J = 15,0 Hz 1H, Ha), 7,21 (s, 1H, Himid), 7,04 (s, 1H,
Himid), 3,81 (s, 3H, NCH3).

RMN 3C (CDCls, 62,9 MHz): & 188,7, 143,7, 138,0, 137,0, 130,8, 130,1, 128,0, 124,2, 122,6,
101,3, 33,1.

3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-(4-nitrophényl)prop-2-en-1-one (8)

)
N S
<’/\
\ E\/\)J\©\
Me NO,

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H11N3Os 257.25 Solide orange 84 210-12 0.7 (AE)

RMN 'H (CDCls, 250 MHz) : § 8,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Hay), 8,24 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Harom),
8,00 (d, J = 15,0 Hz 1H, Hp), 7,76 (d, J = 15,0 Hz, 1H, Ha), 7,27 (sL, 1H, Himid), 7,10 (st, 1H,
Himid), 3,86 (s, 3H, NCH3)

RMN 3C (CDCls, 62,9 MHz) : § 187,9, 150,3, 143,5, 142,5,131,2, 129,6, 129,2, 124,7, 124,0,
122,1, 33,2.

1-(4-hydroxyphényl)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (9)

0
N AN
&W@
N
‘Me OH
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C13H12N202 228.25 Solide jaune 43

RMN IH (CDCls, 250 MHz) : § 9,28 (5., 1H, OH), 7,90 — 6,70 (m, 3H, Har, Hy), 6,84 (d, J =
15,0 Hz, 1H, H,), 6,06 (s., 1H, Himid), 5,99 (sv, 1H, Himid), 5,76 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Har), 2,71 (s,
3H, NCH).
RMN 3C (CDCls, 62,9 MHz) : 5 186,5, 162,1, 143,1, 130,5, 129,4, 128,8, 126,6, 124,0, 115,2,
114,6, 32,5.
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1-(4-methoxypheényl)-3-(1-méthyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (10)

o)
N A
N
‘Me OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C18H16N202 292.34 Solide jaune 87 144 - 46

IR (KBr) : v = 1654 (C=0) 1610 (C=N), 1500 (C=C) cm'.

RMN H (CDCls, 250 MHz) : & 8,41 (d, J = 14,9 Hz, 1H, Hp), 8,19 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ha/),
7,93-7,85 (M, 2H, Hoenz, Ho), 7,44—7,30 (m, 3H, Heenz), 7,01 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Har), 3,95 (s, 3H,
OCHs), 3,92 (s, 3H, NCHa).

RMN 13C (CDCls, 62,9 MHz) : 5 187,4 (C=0), 164,0 (Cg-O), 148,7 (Cpenz), 143,0 (Cjbenz),
136,2 (CQbenz), 131,3 (2 x CHar), 130,4 (Cgar), 128,2 (CHpg), 127,0 (CHbenz), 124,0 (CHpenz),
123,5(CHa), 120,1 (CHoenz), 114,0 (2 x CHar), 109,8 (CHbenz), 55,6 (CH3-0), 30,0 (CH3-N).
ESI(+)-HRMS : Calculé C1sH16N202 [M+H]* m/z = 293,1290, trouvé 293,1276.

3-(4-méthoxyphényl)-1-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (11)

OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H14N202 242.28 Solide jaune 50

RMN !H (CDClIs, 250 MHz) : § 7,98 (d, J = 15,9 Hz, 1H, Hg), 7,81 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H,),
7,67 (d,J =8,7Hz, 2H, Har), 7,22 (si, 1H, Himid), 7,08 (sL, 1H, Himid), 6,93 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
Har), 4,10 (s, 3H, OCHg), 3,86 (s, 3H, NCH3).

RMN 3C (CDCls, 62,9 MHz) : § 180,6, 161,7, 143,3, 130,6, 129,2, 127,8, 127,2, 120,5, 120,1,
114,4, 55,4, 36,4.
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3-(2,5-diméthoxyphényl)-1-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (12)
@) OMe

OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C15H16N203 272.30 Solide jaune 65

RMN *H (CDCls, 250 MHz) : § 8,26 (d, J = 16,1 Hz, 1H, Hg), 8,06 (d, J = 16,1 Hz, 1H, Hy),
7,31 (d, J = 2,8 Hz, 1H, Har), 7,24 (st, 1H, Himia), 7,10 (5L, 1H, Himid), 6,96 (dd, J = 8,9 et 2,8
Hz, 1H, Ha), 6,88 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ha), 4,12 (s, 3H, OCHs), 3,88 (s, 3H, OCHs), 3,84 (s,
3H, NCHa).

RMN 13C (CDCls, 62,9 MHz) : 5 180,6 (C=0), 153,5 (C-0), 153,4 (C-0), 144,2, 138,4, 123,2,
127,2, 124,4,122,7,119,9, 118,3, 112,6, 112,2, 56,2, 56,0, 36,5.

1-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-3-(3,4,5-triméthoxyphényl)prop-2-en-1-one (13)

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C16H18N204 302.33 Solide blanc 70 130-32

IR (KBr) : v = 1670 (C=0), 1615 (C=N), 1510 C=C) cm

RMN H (CDCls, 250 MHz) : 8,06 (d, J = 15,9 Hz, 1H, Hg), 7,85 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H.),
7,33 (sL, 1H, Himid), 7,20 (s., 1H, Himid), 7,02 (s, 2H, Har), 4,20 (s, 3H, OCHj3), 4,01 (s, 6H,
20CH3), 3,99 (s, 3H, NCHa).

RMN 13C (CDCls, 62,9 MHz) : § 180,3 (C=0), 153,4 (2Cg-O), 144,1 (Cdjimid), 143,7 (CHp),
140,3 (Cg-0), 130,5 (Cgar), 129,3 (CHimid), 127,4 (CHimid), 121,8 (CH.,), 105,9 (2CHa/), 61,0
(CH3-0), 56,3 (2CHs-0), 36,5 (CHs-N).

ESI(+)-HRMS : Calculé C16H18N20s [M+H]" m/z = 303,1345; trouvé 303,1331.
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3-(4-(dimethylamino)phenyl)-1-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (14)

O
Na ~NF
<\/N‘
Me N(Me),
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C15H17NsO 255.32 Solide orange 67 70-72

IR (KBr) : v 1657 (C=0), 1623 (C=N), 1514 (C=C) cm-1.
RMN H (CDCls, 250 MHz) : § 7,90 (d, J = 15,8 Hz, 1H, Hp), 7,81 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H,),
7,62 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Har), 7,21 (sL, 1H, Himid), 7,06 (S, 1H, Himia), 6,69 (d, J = 8,8 Hz, 2H,
Har), 4,10 (s, 3H, NCH3), 3,05 (s, 6H, N(CH3)>).

RMN 3C (CDCls, 62,9 MHz) : § 180,7 (C=0), 152,1 (Cg-N), 144,5 (Cdimis, CHp), 130,8
(2CHar), 128,9 (CHimid), 126,8 (CHimia), 122,8 (Cgar), 117,5 (CH.), 111,8 (2CHar), 40,2
((CH3)2N), 36,4 (CH3-N).

ESI(+)-HRMS : Calculé C1sH17N30 [M+H]" m/z = 256,1450; trouvé 256,1437.

1-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-3-(4-(méthylthio)phényl)prop-2-en-1-one (15)

O
N\ =
<\/N
‘Me SMe

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C14H14N20S 258.34 Solide jaune 90 94-96

IR (KBr): v = 1651 (C=0) 1590 (C=N), 1488 (C=C) cm.

RMN *H (CDCls, 250 MHz) : § 8,05 (d, J = 15,9 Hz, 1H, Hg), 7,80 (d, J = 15,9 Hz, 1H, Hy),
7,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ha), 7,26 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ha), 7,24 (sL, 1H, Himia), 7,10 (st, 1H,
Himi), 4,11 (5, 3H, NCHs), 2,53 (s, 3H, SCHa).

RMN 13C (CDCls, 62,9 MHz) : § 180,5 (C=0), 144,1 (Cqimid), 142,9 (CHp), 142,3 (Cg-S),
131,5 (Cgar), 129,3 (CHimia), 129,2 (2xCHar), 127,3 (CHimia), 125,9 (2xCHar), 121,8 (CHy),
36,4 (CHs-N), 15,2 (CH3-S).

ESI(+)-HRMS : Calculé C14H14N20S [M+H]* m/z = 259,0905; trouvé 259,0893.
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1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-3-(4-méthoxyphényl)prop-2-en-1-one (16)

O
N =
NH
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C17H14N202 278.31 Solide jaune 72 202-04

IR (KBr) : v =3259 (NH), 1651 (C=0), 1580 (C=N), 1500 (C=C) cm’.

RMN 'H (CDCI/DMSO-ds, 250 MHz) : § 11,26 (s, 1H, NH), 8,16-8,04 (m, 2H, Hq, Hp), 7,93
(dd, J = 7,5 et 2,5 Hz 1H, Heenz), 7,74 (dd, J = 8,7 et 3,8 Hz, 2Har), 7,65-7,61 (M, 1H, Hueny),
7,49-7,37 (M, 2H, Heenz), 6,97 (dd, J = 8,7 et 3,8 Hz, 2Har), 3,88 (s, 3H, OCHa).

RMN 13C (CDCI3/DMSO-ds, 62,9 MHz) : § 180,9 (C=0), 161,4 (Cg-0), 149,0 (CQpenz), 144,2
(CHp), 142,9 (Clpenz), 134,3 (CGpen), 130,3 (2CHar), 126,8 (Cqar), 125,1 (CHoenz), 122,6
(CHbenz), 120,6 (CHbenz), 118,6 (CHa), 113,9 (2CHar), 112,4 (CHpenz), 54,9 (OCHs).

1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-3-(2,5-méthoxyphényl)prop-2-en-1-one (17)

O OMe
NN~
@NH
OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C18H16N20s3 308.34 Solide jaune 70

RMN H (300 MHz, DMSO-de) : & 13,48 (s, 1H, NH), 8,22 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Hg), 8,13 (d,
J=16,2 Hz, 1H, Ha), 8,01 — 7,52 (M, 2H, Hoenz), 7,44 — 7,33 (M, 3H, Hoenz + Har), 7,12 (d, J =
8,9 Hz, 1H, Hay), 7,09 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Har), 3,90 (s, 3H, OCHs), 3,82 (s, 3H, OCHs).

1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-3-(3,4,5-méthoxyphényl)prop-2-en-1-one (18)

)
N = OMe

NH

OMe
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Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C19H18N204 338.36 Solide jaune 75 209 - 11

IR (KBr): v = 3217 (NH), 1651 (C=0), 1600 (C=N), 1500 (C=C) cm..

RMN H (Méthanol-ds/ DMSO-ds, 250 MHz) : & 11,26 (s, 1H, NH), 8,09 (d, J = 15,9 Hz, 1H,
Hg), 8,05-7,96 (m, 2H, Ha, Hboenz), 7,64—7,60 (M, 1H, Hpenz), 7,49—7,37 (M, 2H, Heenz), 6,99 (s,
2H, Har), 3,94 (s, 6H, 20CHs3), 3,93 (s, 3H, OCHb).

RMN 13C (Méthanol-ds/ DMSO-ds, 62,9 MHz) : § 181,5 (C=0), 153,5 (2Cg-O), 149,0
(CQenz), 146,4 (CHp), 143,7 (CQbenz), 141,1 (Cg-O), 134,0 (Cqpenz), 130,0 (Cgar), 126,5
(CHuoenz), 124,0 (CHoenz), 121,8 (CHbenz), 120,0 (CH,), 112,4 (CHpenz), 106,4 (2CHar), 61,1
(OCHGs), 56,3 (20CHs).

ESI(+)-HRMS : Calculé C19H18N204 [M+H]* m/z = 339,345; trouvé 339,1331.

1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-3-(4-(diméthylamino)phényl)prop-2-en-1-one (19)

O
N Y
~N
NH
@ N(Me),
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C18H17N3O 291.35 Solide rouge 66

RMN 'H (CDCls, 250 MHz) : § 10,48 (s, 1H, NH), 8,10 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Hg), 8,02 — 7,96
(M, 1H, Hoenz), 7,94 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Hy), 7,72 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ha:), 7,60 (dd, J = 7,11
et 1,7 Hz, 1H, Hoenz), 7,50-7,35 (M, 2H, Hoenz), 7,19 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ha) 3,11 (s, 6H,
N(CHs)2).

1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-3-(4-(méthylthio)phényl)prop-2-en-1-one (20)

O
N =
NH
-
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C17H14N20S 294.37 Solide jaune 73 203 - 05
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IR (KBr) : v = 3244 (NH), 1654 (C=0), 1590 (C=N), 1490 (C=C) cm™

RMN 1H (CDCla/DMSO-ds, 250 MHz) : 5 13,12 (s., 1H, NH), 8,07 (d, J = 16,1 Hz, 1H, Hp),
7,86 (d, J = 16,1 Hz, 1H, H,), 7,80 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Huenz), 7,59 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2HA)),
7,57-7,49 (m, 1H, Hyenz), 7,42-7,21 (m, 2H, Hbenz), 7,19 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Har) 2,46 (s, 3H,
SCHs).

RMN 13C (CDCIs/DMSO-ds, 62,9 MHz) : 5 180,7 (C=0), 148,8 (Cqbenz), 143,5 (CHp), 142,8
(CQpenz), 142,5 (Cq-S), 134,4 (Cqpenz), 130,4 (Cqar), 128,7 (2CHar), 125,1 (CHuenz, 2CHav),
122,7 (CHbenz), 120,6 (CHbenz), 119,8 (CH,), 112,4 (CHoenz), 14,2 (SCH3).

ESI(+)-HRMS : Calculé C17H14N20S [M+H]" m/z = 295,0905; trouvé 295,0891.

Suivant la méme procédure, on a obtenu la chalcone bisimidazolique (21) en utilisant le
1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (1) et le 1-méthyl-1H-imidazole-2-acétyle (11).

1,3-bis(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)prop-2-en-1-one (21)

O |>/|e
|
<\/N\ N\/)
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C11H12N4O 216.24 Solide jaune 45

RMN *H (CDCls, 250 MHz) : § 8,33 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Ha), 7,72 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Hp),
7,24 (s, 1H, Himid), 7,10 (s., 1H, Himid), 4,10 (s, 3H, NCH3), 3,84 (s, 3H, NCH?3).

RMN 3C (CDCls, 62,9 MHz) : 6 180,5, 143,8, 130,7, 129,7, 127,4, 127,3,125,1, 124,0, 119,8,
36,3, 33,4.

5. Préparation des dérivés de la pyrazoline 22 — 40

5.1. Préparation du 3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-
1H-pyrazole-1-carboxamide (22) et du 3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-
yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-carbothioamide (23)

Mode opératoire général : Dans un ballon de 25 mL muni d’un barreau magnétique, on
introduit 1 mmol (242 mg) de la chalcone (1), dissous dans 3 mL d’éthanol. Ensuite 2 équiv.
de semicarbazide (pour la préparation du dérivé (22)) ou thiosemicarbazide (pour la préparation
du dérivé (23)), et 2.5 équiv. de KOH sont ajoutés. Le mélange réactionnel est chauffé a reflux

pendant 4 heures. Une fois revenu a la température ambiante le résidu obtenu est filtre, lavé a
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I'éthanol et séché pour donner le produit désiré pratiquement pur (ne nécessite pas de

purification supplémentaire).

3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-
carboxamide (22)
O

OMe

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
Ci15sH17NsOz 299.33 Solide blanc 90 257 - 59

IR (KBr) : v = 3475 (NH2asym), 3348 (NH2 sym), 1685 (C=0) cm-1

RMN IH (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,75 (d, J = 7,8 Hz, 2H, Hay), 7,02 (d, J = 7,8 Hz, 2H, Ha),
7,01 (s, 1H, Himid), 6,75 (si, 1H, Himid), 6,39 (s, 2H, NH2), 5,46 (dd, J = 11,7 et 6,1 Hz, 1H,
Hpy), 3,83 (s, 3H, OCHa), 3,78 (s, 3H, NCHs3), 3,77-3,35 (m, 2H, Hpy).

RMN 13C (DMSO-ds, 62.9 MHz) : & 160,4 (Cg-O), 155,1 (C=0), 150,6 (CGimid), 147,6 (Cdpy),
128,0 (2CHa), 126,5 (CHimid), 124,1 (Cgar), 121,1 (CHimid), 114,0 (2CHa), 55,3 (CH3-0), 51,0
(CHpy), 38,5 (CHzpy), 32,5 (NCH).

ESI(+)-HRMS : Calculé C15H17Ns02 [M+H]* m/z = 300,1460, trouvé 300,1446.

3-(4-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-
carbothioamide (23)
S

HZN/U\
N\
N

-N
NT'X

OMe

Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C15H17NsOS 315.40 Solide blanc 60 >260

IR (KBF) : v = 3435 (NH2 asym), 3332 (NH2 sym), 1616 (C=N) cm™.
RMN 'H (DMSO-ds, 250 MHz) : & 7,96 (s, 1H, NH), 7,83 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hay), 7,78 (s,
1H, NH), 7,03 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ha), 6,97 (s, 1H, Himid), 6,72 (sL, 1H, Himia), 5,46 (dd, J =
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11,5 et 4,2 Hz, 1H, Hpy), 3,82 (s, 3H, OCHs3), 3,73 (s, 3H, NCHz), 3,82-3,70 (m, 1H, Hpyraz),
3,22 (dd, J = 17,7 et 4,2 Hz, 1H, Hpy).

RMN 13C (DMSO-ds, 62,9 MHz) : 6 175,0 (C=S), 161,0 (Cg-0), 154,4 (Cdjimid), 147,9 (Cqpy),
128,7 (2CHar), 126,8 (CHimid), 123,5 (Cgar), 120,4 (CHimid), 114,1 (2CHar), 55,4 (CH3-0), 54,4
(CHpy), 38,5 (CHapy), 32,8 (CH3-N).

ESI(+)-HRMS : Calculé C15H17NsOS [M+H]" m/z = 316,1232, trouvé 316,1215

5.2. Préparation du 1-(3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-

1H-pyrazol-1-yl) éthanone (24)

Mode Opératoire : A une solution de la chalcone 1 (150 mg) dans de I'acide acétique (2,5 mL),
(3 éqg) d'hydrazine monohydrate sont ajoutés. Aprés pendant 4 heures de reflux, le mélange
réactionnel est versé sur de l'eau glacée (25 mL). Le résidu obtenu est filtré, lavé avec de
I'éthanol froid, séché et purifié par recristallisation dans de I'éthanol pour donner le produit

attendu.

1-(3-(4-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-
yl)éthanone (24)

O
Me/U\N/N

D OMe
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C16H18N4O2 298.35 Solide blanc 65 200 -02

IR (KBr) : v = 1647 (C=0), 1605 (C=N), 1500 (C=C) cm™,

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,73 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Har), 6,98 (s, 1H, Himia), 6,94 (d, J =
8,8 Hz, 2H, 2Ha), 6,80 (s. s, 1H, Himia), 5,52 (dd, J = 11,2 et 6,1 Hz, 1H, Hpy), 3,91 (s, 3H,
OCHzs), 3,86 (s, 3H, NCHa), 3,86-3,57 (m, 2H, Hyy), 2,36 (s, 3H, CHb).

RMN 13C (CDCls, 62,9 MHz) : § 169,1 (C=0), 161,3 (Cg-O), 154,1 (Cqjimid), 146,7 (CQpy),
128,4 (2xCHay), 127,9 (CHimid), 123,9 (Cgar), 121,1 (CHimid), 114,0 (2xCHay), 55,4 (OCH),
50,9 (CHpy), 40,0 (CHzpy), 33,2 (NCH3), 22,0 (CHs).

ESI(+)-HRMS : Calculé C16H1sN4O2 [M+H]* m/z = 299,1508, trouvé 299,1494.
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5.3. Préparation des pyrazolines N-H (25 - 31)

Mode opératoire général : Dans un ballon de 25 mL, on dissout 1 mmol de chalcone (1, 4 -9)
dans I’EtOH, puis on ajoute 3 équiv. d’hydrazine monohydrate. Le mélange réactionnel est
ensuite porté a reflux pendant 4 heures. On laisse revenir a tempeérature ambiante, ensuite le
mélange réactionnel est versé lentement sur de 1’eau glacée, puis on abandonne sous agitation
pendant 15 minutes. Le précipité formé est alors filtré, lavé a ’eau glacée, séché, puis

recristallisé dans I’éthanol.

3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (25)

-N
HN
N OMe
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C14H16N4O 256.31 Solide blanc 85 202 - 04

IR (KBr) : v=3259 (NH) cm™*

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,64 (dd, J = 7,0 et 2,0 Hz, 2H, Hay), 6,95 (st, 1H, Himid), 6,92
(dd, J=7,0 et 2,0 Hz, 2H, Har), 6,89 (s., 1H, Himid), 5,16-5,07 (m, 1H, Hpy), 3,90-3,80 (m, 1H,
Hpy), 3,83 (s, 3H, OCH3), 3,73 (s, 3H, NCH3), 3,50-3,42 (m, 1H, Hpy).

RMN 13C (CDCls, 62,9 MHz) : § 160,4 (Cg-O), 152,1 (CGjimid), 146,9 (Cdpy), 127,7 X 2 (CHar),
127,4 (CHimid), 125,2 (Cqar), 122,5 (CHimid), 114,0 x 2 (CHar), 56,5 (CH3-0), 55,4 (CHpy), 38,3
(CH2py), 33,3 (NCHy3).

ESI(+)-HRMS : Calculé C14H16NsO [M+H]" m/z = 257,1402, trouvé 257,1387

3-(4-fluorophényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (26)

-N
HN7'\ .
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
Ci3H13FNa4 244.27 Solide blanc 48 168 0.4 (AE)
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RMN H (CDCls, 250 MHz) : § 7,71 — 7,63 (m, 2H, Har), 7,13 — 7,02 (m, 2H, Ha,), 6,96 (d, J
=1,2 Hz, 1H, Himia), 6,90 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid), 5,14 (dd, J = 10,5 et 9,6 Hz, 1H, Hyy), 3,92-
3,78 (M, 1H, Hyy), 3,73 (s, 3H, NCHs), 3,50 — 3,33 (m, 1H, Hyy).

3-(4-chlorophényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (27)

-N
HN
N Cl
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H13CIN4 260.73 Solide blanc 79 184 0.2 (AE)

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,61 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ha), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ha),
6,96 (s., 1H, Himid), 6,88 (st, 1H, Himid), 5,15-5,13 (m, 1H, Hpy), 3,80-3,40 (m, 2H, Hpy), 3,71
(s, 3H, NCHb).

RMN 3C (CDCIz, 62,9 MHz) : 6 150,9, 146,8, 134,9, 130,9, 128,8, 127,5, 127,4, 122,6, 56,6,
38, 33.

ESI(+)-MS : Calculé C13H13CIN4 [M+H]" m/z = 261,1, trouvé 261,2.

3-(4-bromoyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (28)

HN-N
N\
Y

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H13BrN4 305.18 Solide blanc 69 190 0.2 (AE)

Me

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,62 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Har), 7,32 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ha/),
6,91 (su, 1H, Himid), 6,79 (s, 1H, Himid), 5,08-4,97 (m, 1H, Hpy), 3,74-3,67 (M, 1H, Hpy), 3,62
(s, 3H, CHg), 3,36-3,30 (m, 1H, Hyy).

ESI(+)-MS : Calculé C13H13BrN4 [M+H]" m/z = 305,04, trouvé 305,14.
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3-(4-iodophényl)-5-(1-meéthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (29)

-N
HN™\

N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H13IN4 352.18 Solide blanc 91 194 0.1 (AE)

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Har), 7,35 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ha/),
6,89 (s, 1H, Himid), 6,83 (s, 1H, Himid), 5,13-5,03 (m, 1H, Hpy), 3,80-3,74 (m, 1H, Hyy), 3,65
(s, 3H, CHa), 3,40-3,34 (m, 1H, Hpy).

ESI(+)-MS : Calculé C13H13INs [M+H]* m/z = 353.0,0, trouvé 353,1.

5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-3-(4-nitrophényl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (30)

-N
HN
N NO,
N\
\

N.
Me

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H13N4O2 271.28 Solide jaune 70 260 0.8 (AE)

RMN H (CDCls, 250 MHz) : 6 8,24 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Har), 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hay),
7,15 (s, 1H, Himid), 6,81 (sL, 1H, Himid), 5,20 — 5,10 (m, 1H, Hpy), 3,68 (s, 3H, NCHa), 3,53
3,23 (m, 2H, Hyy).

ESI(+)-MS : Calculé C13H13N4O2 [M+H]* m/z = 272,1, trouvé 272,2

4-(5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)phénol (31)

-N
HN™N

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C Rf
C13H14N2O 242.28 Solide blanc 85 > 260 0.8 (AE)
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RMN *H (DMSO-ds, 250 MHz) : 5 9,69 (s, 1H, NH), 7,64 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hay), 7,11 (sL,
1H, Himid), 6,80 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Har), 6,77 (s, 1H, Himia), 4,98 — 4,87 (M, 1H, Hyy), 4,12 (sL,
1H, OH), 3,83 (s, 3H, OCHs), 3,66 (s, 3H, NCHa), 3,65 — 3,46 (m, 1H, Hpy), 3,24 — 3,17 (m,
1H, Hyy).

5.4. Préparation du 1-(3-(4-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-
1H-pyrazol-1-yl)-2-phényléthan-1-one (32)

Mode opératoire : A 150 mg de pyrazoline (25) dissoute dans 2,5 mL d’acétone anhydre et
refroidi a 0 °C, on ajoute 1 équiv. de triéthylamine. En maintenant la température a 0 °C, 1
équiv. de chlorure de 2-phénylacétyle est ajouté goutte a goutte, puis on laisse sous agitation
pendant 2 heures a température ambiante. Le mélange réactionnel est ensuite filtré, le solvant

éliming, et le résidu obtenu est recristallisé dans de I'éthanol pour donner le composé 32.

1-(3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)-2-
phényléthan-1-one (32)

OMe

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C16H18N4O2 298.35 Solide brun 40 177 -79

IR (KBr) : v =1654 (C=0), 1610 (C=N), 1495 (C=C) cm™,

RMN 'H (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,77 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Har), 7,35-7,23 (m, 5H, Har), 6,99
(s, 1H, Himid), 6,97 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hay), 6,78 (s, 1H, Himid), 5,50 (dd, J = 11,5 et 5,7 Hz,
1H, Hpy), 4,30 (d, J = 14,5 Hz, 1H, Hciz), 3,94 — 3,87 (M, 4H, Herz, OCHs), 3,86 (s, 3H, NCHa),
3,75 (dd, J = 17,3 et 5,7 Hz, 1H, Hpy), 3,61 (dd, J = 17,3 et 11,5 Hz 1H, Hpy).

RMN 13C (DMSO-ds, 62,9 MHz) : § 169,3 (C=0), 161,4 (Cg-0), 154,4 (CQjimia), 146,7 (Cqpy),
135,4 (Cqar), 129,7 (2 x CHar), 128,5 (4 x CHar), 127,9 (CHar), 126,7 (CHimig), 123,9 (Cgar),
121,1 (CHimid), 114,1 (2 x CHar), 55,4 (CH3-0), 51,1 (CHyy), 41,1 (CH>), 40,0 (CH2py), 33,3
(CHs-N).

ESI(+)-HRMS : Calculé C22H22N4O, [M+H]* m/z = 375,1821, trouvé 375,1802.
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5.5. Préparation des pyrazolines N-aryle (33 - 40)

Mode opératoire géenéral : Dans un ballon de 25 mL, on dissout 1 mmol de chalcone 1-3, 6
dans I’EtOH, puis on ajoute 2 équiv. de dérivé de la phénylehydrazine et 2,5 équiv. de NaOH.
Le melange réactionnel est ensuite porté a reflux pendant 4 heures. On laisse revenir a
température ambiante, le précipité formé est filtré lavé a 1’éthanol, séché, puis recristallisé dans
le DMSO.

3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-phényl-4,5-dihydro-1H-pyrazole

(33)
QL.

N
OMe
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C20H20N4O 33241 Solide blanc 78 182-84

IR (KBT) : v = 1600 (C=N), 1570 (C=C) cm’

RMN IH (CDCls, 250 MHz) : 8 7,72 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ha?), 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 2H, Hay),
7,10 (sL, 1H, Himid), 7,05-7,00 (m, 4H, Ha), 6,84 (s, 1H, Himid), 6,74 (t, J = 7,1 Hz, 1H, Ha/),
5,54 (dd, J = 13,1 et 8,2 Hz, 1H, Hyy), 3.94-3,81 (M, 1H, Hyy), 3,81 (s, 3H, OCHs), 3,51 (s, 3H,
NCHs), 3,42-3,31 (m, 1H, Hyy).

RMN 1C (CDCls, 62,9 MHz) : § 159,9 (Cg-O), 147,6 (Cdimid), 1460 (Capy), 145,0 (Cg-N),
128,9 (2 X CHay), 127,3 (2 X CHar), 126,6 (CHimid), 124,5 (Cgar), 122,9 (CHar), 118,7 (CHimia),
114,1 (2 x CHa), 112,7 (2 x CHay), 57,7 (CHs-0), 55,2 (CHpy), 38,5 (CHzpy), 32,5 (NCHs).

5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1,3-diphényl-4,5-dihydro-1H-pyrazole (34)

QL

N\
“n

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C19H18N4 302.38 Solide blanc 88 180 - 82

Me
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IR (KBr) : v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm*

RMN 'H (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,84-7,73 (m, 2H, Har), 7,58 — 7,36 (m, 3H, Ha/), 7,28 —
7,01 (M, 5H, Har + Himid), 6,89 — 6,71 (M, 2H, Har + Himid), 5,61 (dd, J= 13,0 Hz et J = 8,1 Hz,
1H, Hpy), 3,90 (dd, J= 17,6 Hz et J = 13,5 Hz, 1H, Hpy), 3,53 (s, 3H, NCHs), 3,50 — 3,27 (m,
1H, Hyy).

RMN 3C (DMSO-ds, 62,9 MHz) : § 147,6, 145,9, 1447, 132,0, 128,9, 128,7, 126,7, 125,8,
123,0, 119,0, 112,8, 57,7, 38,5, 32,5.

3-(3,4-diméthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-phényl-4,5-dihydro-1H-
pyrazole (35)

@\ OMe

OMe
N\
AW

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C21H22N40O2 362.43 Solide jaune 67 223 - 25

Me

IR (KBr): v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm'.

RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,57 (s, 1H, Har), 7,34 — 6,79 (m, 9H, Ha,), 5,61 (dd, J = 13,5
et 9,2 Hz, 1H, Hyy), 4,02 (s, 3H, OCHs), 3,95 (s, 3H, OCHs), 3,88 (dd, J = 17,7 et 13,5 Hz, 1H,
Hpy), 3,51 (s, 3H, NCH3), 3,31 (dd, J = 17,7 et 9,2 Hz, 1H, Hyy).

RMN 13C (DMSO-ds, 62.9 MHz) : 5 149,8, 1488, 147,8, 146,1, 144,9, 128,9, 126,6, 124,7,
122,9,119,2, 118,7, 112,7, 111,5, 108,5, 57,7, 55,5, 55,4, 38,5, 32,5.

3-(4-bromophényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-phényl-4,5-dihydro-1H-pyrazole

(36)

.

NN Br
N\

Q\/N\

Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C19H17BrNa4 381.27 Solide jaune 90 213 -15
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IR (KBr): v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm™

RMN H (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,76 — 7,61 (m, 4H, Har), 7,27 — 7,00 (m, 5H, Har + Himid),
6,88 — 6,73 (M, 2H, Har + Himid), 5,64 (dd, J = 13,2 et 7,9 Hz, 1H, H-5,y), 3,87 (dd, J = 17,9 et
13,2 Hz, 1H, H-4py), 3,52 (s, 3H, NCH3), 3,42-3,28 (m, 1H, H-4p).

1,3-bis(4-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (37)

Q.

N

MeO

N OMe
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C21H22N4O2 362.43 Solide vert 91 200 - 02

IR (KBr): v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm'.

RMN H (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,70 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Hay), 7,11 (s, 1H, 1Himid), 7,02
(d, J=8,2 Hz, 2H, Ha), 6,95 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hay), 6,85 (sL, 1H, 1Himia), 6,79 (d, J = 8,5 Hz,
2H, Har), 5,41 (dd, J = 12,8 et 9,2 Hz, H-5py), 3,95 — 3,75 (M, 4H, H-4p + OCHs), 3,66 (s, 3H,
OCHs), 3,53 (s, 3H, NCH3), 3,47 — 3,29 (m, 1H, H-4p,).

RMN 13C (DMSO-ds, 62,9 MHz) : § 159,8, 152,9, 147,1, 146,0, 139,7, 127,2, 126,6, 124,7,
123,0, 114,4, 114,3, 114.1, 58,9, 55,3, 55,2, 38,5, 32,6.

1-(4-chlorophényl)-3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-

pyrazole (38)

OMe

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C20H19CIN4O 366.85 Solide blanc 92 228 - 30

IR (KBr): v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm'.
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RMN !H (CDCls, 250 MHz) : § 7,71 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Har), 7,18 (d, J = 9,1 Hz, 2H, Ha/),
7,10 (d, J = 9,1 Hz, 2H, Har), 7,03 (s., 1H, Himid), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Har), 6,83 (s, 1H,
Himia), 5,60 (dd, J = 13,5 et 8,9 Hz, H-5py), 3,95 — 3,76 (m, 4H, H-4py + OCHz), 3,51 (s, 3H,
NCHa), 3,31 (dd, J=17,8 et 8,9 Hz, 1H, H-4py).

RMN 3C (DMSO-ds, 62,9 MHz) : & 160,1, 148,4, 145,6, 143,7, 128,6, 127,5, 126,7, 124,3,
123,0,122,2, 114,2, 114,1, 57,4, 55,3, 38,5, 32,5.

1-(4-bromophényl)-3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-

pyrazole (39)
Br\©\
-N
N7 OMe
N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C20H19BrN+O 411.30 Solide blanc 90 240 - 42

IR (KBr): v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm'.

RMN H (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,72 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ha), 7,32 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ha),
7,11 (si, 1H, Himia), 7,02 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ha), 6,95 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Har), 6,82 (st, 1H,
Himia), 5,57 (dd, J = 13,0 et 7,6 Hz, H-5,y), 3,98-3,73 (m, 4H, H-4p, + OCH3), 3,52 (s, 3H,
NCHs), 3,49 — 3,29 (m, 1H, H-4py).

RMN 13C (DMSO-ds, 62.9 MHz): § 160,1, 148,4, 145,6, 144.0, 131,4, 127,5, 126,7, 124,3,
123,0, 114,5, 114,1, 109,8, 57,3, 55,3, 38,5, 32,5.

1-(3,4-diméthylphényl)-3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-
1H-pyrazole (40)

Me

Mem -N
NN OMe

N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt % Tf°C
C22H24N40O 360.19 Solide blanc 90 244 - 46
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IR (KBr): v = 1665 (C=N), 1575 (C=C) cm’.

RMN H (DMSO-ds, 250 MHz) : § 7,70 (d, J = 7,8 Hz, 2H, Har), 7,08 (sL, 1H, Himid), 7,01 (d,
J=7,8Hz, 2H, Ha), 6,94 — 6,83 (M, 2H, Har), 6,82 (s, 1H, Himi), 6,66 (d, J = 8,1 Hz, 1H,
Har), 5,47 (dd, J = 12,6 et 8,7 Hz, 1H, Hpy), 3,94-3,68 (M, 4H, Hpy + OCHs), 3,48 (s, 3H, NCH),
3,42-3,16 (M, 1H, Hyy), 2,12 (s, 3H, CHs), 2,08 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (CDCl3, 62,9 MHz) : § 160,3, 146,8, 146,5, 143,5, 137,4, 130,2, 127,9, 127,4, 127,3,
125,0,122,9, 119,8, 115,0, 114,2, 110,6, 59,7, 55,5, 39,9, 33,3, 20,2, 18,9.

6. Préparation des dérivés imidazole-pyrazole (43 —52)
6.1. Utilisation des chalcones comme produit de départ

> Synthése de pyrazole via un intermédiaire époxyde 41
Mode opératoire : A une solution de la chalcone 1 (2.5 mmol dans 10 mL d'éthanol) refroidit
a 0 °C, on ajoute goutte a goutte 1 mL d’une solution de H202 30 %, puis 1 mL de NaOH 30
%. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a 0 °C pendant 5 h, il est filtré, le solvant
est ensuite éliminé. Le résidu obtenu est recristallisé dans de I'éthanol pour donner

I’époxychalcone 41 avec un bon rendement (60%).

(4-méthoxypheényl)(3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)oxiran-2-yl)méthanone

O
-
\_n ©
\Me OMe
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H14N20s3 258.28 Solide jaune 60 %

RMN H (CDCls, 300 MHz) : 58,14 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Har), 7,06 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid),
6,99 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hay), 6,92 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid), 5,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Hepox),
4,12 (d, 3 = 2,0 Hz, 1H, Hepox), 3,89 (s, 3H, OCHs3), 3,81 (s, 3H, NCHa).

Essai d’ouverture de I’époxychalcone 41 : Dans un ballon de 25 mL, on dissout 1 mmol de
I’epoxychalcone 41 dans 10 mL d’éthanol, puis on ajoute 3 équiv. d'hydrazine hydrate (3
mmol). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 6 h, puis le solvant est évaporé. Le
résidu obtenu est dissout dans 1 mL d’acide acétique, suivi par I’ajout d’une goutte d’acide

sulfurique concentré. Le mélange est laisse sou agitation a 50 °C pendant 6 h, puis neutralisé
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par ajout d'une solution de NH4OH (pH = 7). Le mélange réactionnel est ensuite versé sur de la

glace pilée, filtré, lavé avec de I'eau et cristallisé dans le méthanol pour donner 42.

1-(4-hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-
pyrazol-1-yl)éthan-1-one (42)

A
Me -N
NN OMe

N\

Q\/N\ OH

Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C16H18N4Os3 314.34 Solide blanc -

RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) : § 7,83 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Har), 7,12 — 6,98 (m, 3H, Har +
Himia), 6,74 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid), 5,36 (d, J = 2,7 Hz, 1H, Hyy), 5,15 (d, J = 2,6 Hz, 1H,
Hpy), 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,80 (s, 3H, NCHs), 2,25 (s, 3H, CHs).

> Synthése de pyrazole en milieu aqueux

Mode opératoire : Dans un ballon de 25 mL muni d’un barreau magnétique, on introduit 5 mL
d’eau distillée, 0,5 mmol de chalcone 1, 9 et 0,6 mmol de benzenesulfonyl hydrazide (1,2
équiv.), puis on ajoute I’hydroxyde de sodium (1,5 équiv), et le bromure de tétra-N-
butylammonium (1,5 équiv). Le mélange réactionnel est chauffé a 80 °C pendant 10 h, on laisse
revenir a température ambiante puis on ajoute 20 mL d'acétate d'éthyle. On lave le mélange
avec une solution saturé de NaCl (saumure) (15 mL), et avec de I'eau (15 mL). On sépare la
phase organique qui est séchée sur Na,SO4 anhydre. Le solvant est éliminé sous vide, et le
produit est purifié par chromatographie sur colonne en utilisant un mélange AcOEt/hexane (1 :
1).

3-(4-methoxyphényl)-5-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazole (43)

-N
HN
\ OMe

N\
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H14N4O 254.29 Solide blanc <10
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RMN !H (CDCls, 300 MHz) : § 7,70 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Har), 7,16 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid),
6,97 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Himid), 6,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Har), 6,89 (s, 1H, Hpyraz), 3,99 (s, 3H,
NCHs3), 3,85 (s, 3H, OCHsa).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz) : § 159,7 (Cqar), 140,2 (Cdjimid), 128,2 (CHimid), 126,9 (2CHay),
124,0 (Cgar), 122,6 (CHimid), 114,3 (2CHar), 100,9 (CHpyraz), 55,3 (OCH3), 34,9 (NCHa) .
CQpyraz NON Observé.

ESI(+)-HRMS : Calculé C14H14N4O [M+H]" m/z = 255,1240, trouvé 255,1230.

4-(5-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazol-3-yl)phénol (44)

N
HN~N

‘Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C13H12N4O 240.26 Solide blanc <10

RMN IH (CDCls, 300 MHz) : § 7,53 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hay), 7,12 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid).
6,96 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himig), 6,91 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hay), 6,85 (5, 1H, Hpyraz), 3,98 (s, 3H,
NCHa).

6.2. Utilisation des 2-pyrazolines comme matiére premiére

» Oxydation par MnO2 activé
Mode opératoire : Un mélange de 0,14 mmol de pyrazoline 30 et de 1,44 mmol de MnO; (10
-11 équiv.) dans 6 mL de toluéne est chauffé & 110 °C avec un dispositif Dean-Stark pendant
3,5 jours. Le mélange résultant une fois revenu a la température ambiante est filtré a travers une
colonne de célite. Le solvant est ensuite éliminé, et le résidu obtenu est recristallisé dans
I'éthanol.

> Oxydation par I2
Mode opératoire : A une solution de pyrazoline 30 (0,5 mmol) dans I'éthanol (10 mL) est
ajouté sous atmosphere d'azote 1 mmol d'iode moléculaire (2 équiv.), puis la réaction est portée
a reflux pendant 36 h jusqu'a conversion totale (jugé par CCM). Le mélange réactionnel est
concentré, on ajoute une solution de Na2S203 5 % (neutralisation de 1’exces de I2), puis on
extrait avec l'acétate d'éthyle (15 mL x 3). La phase organique est séchée sur du sulfate de

sodium anhydre, le solvant est ensuite éliminé sous pression réduite.
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6.3. Syntheése « one-pot »

Mode opératoire général : Le 1-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl) éthan-1-one Il (2 mmol) est
dissout dans 5 mL de toluene sec dans un flacon a bouchon a vis (avec septum), la solution est
refroidie a 0°C sous azote atmosphérique. LIHMDS (2,1 mL, 1,0 M dans du THF, 2,1 mmol)
est ajouté rapidement via une seringue et I'anion forme est laissé au repos pendant environ 1
minute avant l'ajout via une seringue de chlorure d'acide (1 mmol) en une portion sous agitation.
Le flacon est ensuite retiré du bain de glace et laissé au repos pendant 1 minute, puis 2 ml
d'’AcOH ont est ajoutés sous agitation. 10 mL d'EtOH ont est ajoutés pour former un mélange
homogeéne, puis de I'hydrate d’hydrazine (243 uL, 250 mg, 5 mmol), le mélange est chauffé au
reflux pendant 1 heure. La solution résultante est ajoutée a une solution de NaOH 1,0 M et
extraite avec EtOAc. La fraction organique est ensuite lavée avec de la saumure, séchée sur
Na>SO4 et évaporee sous pression réduite. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie en
utilisant des plaques préparatives avec l'acétate d'éthyle comme éluant pour donner les

composés imidazole-pyrazole correspondants (43, 45-52).

3-(4-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazole (43)

-N
HN™'\

‘Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H14N4O 254.29 Solide blanc 12

5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-3-phényl-1H-pyrazole (45)

-N
HN™'\

N
Q\/N\
Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
Ci3H12N4 224.26 Solide blanc 14
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RMN IH (CDCls, 300 MHz) : § 12,97 (si, 1H, NHpyraz), 7,82 — 7,77 (m, 2H, Har), 7,43 (t, J =
7,4 Hz, 2H, Har), 7,34 (t, J = 7,4 Hz, 1H, Haf), 7,19 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid), 6,98 (d, J=1,2
Hz, 1H, Himid), 6,96 (S, 1H, Hpyraz), 4,00 (S, 3H, NCH3).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz) : ¢ 140,0 (Cqimia), 131,6 (Cqar), 128,8 (2XCHar), 128,2 (CHimid),
128,2 (CHar), 125,6 (2xCHar), 122,6 (CHimia), 101,3 (CHpyraz), 34,9 (NCHs). CGpyraz NON
observé.

ESI(+)-HRMS : Calculé. C13H12N4 [M+H]* m/z = 225,1135, trouvé 225,1127.

3-(3-méthoxyphenyl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazole (46)

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H14N1O 254.29 Solide blanc 10

RMN *H (Méthanol-ds/TFAA, 300 MHz) : & 7,63 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Hs»), 7,60 (d, J = 2,0
Hz, 1H, Hs»), 7,43 (pst, J = 8,2 Hz, 1H, Hs"), 7,38-7,33 (M, 2H, Ha + Hy), 7,28 (s, 1H, Ha),
7,05-6,99 (M, 1H, He), 4,21 (s, 3H, NCHs3), 3,89 (s, 3H, OCHa).

RMN 13C (Méthanol-ds/TFAA, 75 MHz) : § 160,5 (Cq3’), 145,2 (Cqa/Caspyraz), 139,3 (Cq2-),
136,9 (Cq3/Caspyraz), 130,1 (Cts’), 129,2 (Cqr’), 124,4 (Cts-), 118,4 (Cts), 117,7 (Cts), 114,4
(Cts), 110,9 (Cty’), 102,8 (Cts), 54,4 (OCHs3), 35,8 (NCHs3).

ESI(+)-HRMS : Calculé. C14H12N4O [M+H]* m/z = 255,1240, trouvé 255,1230.

3-(2-méthoxyphényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazole (47)

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H14N4O 254.29 Solide jaune 20
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RMN H (Méthanol-da/ TFAA, 300 MHz) : 6 7,74 (dd, J = 7,8 et 1,7 Hz, 1H, H¢), 7,62 (d, J
= 2,0 Hz, 1H, Hs»), 7,59 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Hs~), 7,48-7,40 (m, 1H, Hs"), 7,35 (s, 1H, Hpyraz),
7,20 (dd, J = 8,5 et 1,1 Hz, 1H, H3), 7,10 (td, J = 7,5 et 1,1 Hz, 1H, Hs’), 4,22 (s, 3H, NCHa),
4,01 (s, 3H, OCHa).

RMN 13C (Méthanol-d4/TFAA, 75 MHz) : 6 156,2 (Cq2’), 142,0 (Clpyraz), 139,5 (CGimid),
136,0 (Cqpyraz), 130,3 (Cts), 127,8 (Cte), 124,3 (Cts»), 120,8 (Cts), 118,3 (Cts»), 116,3 (Cqr°),
111,4 (Cts’), 104,2 (Ctoyraz), 54,7 (OCHs), 35,8 (NCH3)

ESI(+)-HRMS : Calculé. C14H14NsO [M+H]* m/z = 255.1240, trouvé 255.1230.

3-(4-chloropheényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazole (48)

-N
HN™"\

‘Me
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C13H11CIN4 258.71 Solide blanc 14

RMN H (300 MHz, CDCls) : 6 12,94 (s, 1H, NHpyraz), 7,76 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Har), 7,40 (d,
J=8,3Hz, 2H, Har), 7,20 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid), 7,00 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid), 6,88 (s, 1H,
Hoyraz), 3,97 (s, 3H, NCHs).

RMN 23C (75 MHz, CDCls) : & 139,4 (Cgimid), 133,8 (Cgar), 130,3 (Cqar), 128,9 (2xCHay),
128,3 (CHimid), 126,9 (2xCHar), 122,7 (CHimid), 100,8 (CHpyraz), 34,7 (NCH3) . Cdjpyraz NON
observé.

ESI(+)-HRMS : Calculé C13H11CINs [M+H]" m/z = 259,0745, trouvé 259,0736.

3-(4-fluorophényl)-5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazole (49)

-N
HN™\

N\
.
AN
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C13H11FN4 242.25 Solide blanc 23
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RMN IH (Méthanol-do/TFAA, 300 MHz) : & 7,86 — 7,78 (m, 2H, Har), 7,64 (d, J = 2,0 Hz,
1H, Himid), 7,60 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Himid), 7,32 — 7,23 (m, 2H, Ha), 7,25 (s, 1H, Hpyraz), 4,22
(s, 1H, NCHj).

RMN 23C (Méthanol-ds/TFAA, 75 MHz) : 5 163,26 (d, Jc.r = 248,2 Hz, F-Cqa,), 144,4
(CQpyraz), 139,2 (CGimid), 137,0 (Cjpyraz), 127,6 (d, 3J c.r = 8,4 Hz, 2XCHar), 124,56 (d, “Jc-r =
3,4 Hz, Cgar), 124,4 (CHimia), 118,4 (CHimid), 115,8 (d, Xc.r = 22,3 Hz, 2xCHA,), 102,6
(CHpyraz), 35,8 (NCHs).

ESI(+)-HRMS : Calculé C13H11FN4 [M+H]" m/z = 243,1041, trouvé 243,1030.

4-(5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazol-3-yl)benzonitrile (50)

N
HN~N

AN
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C14H11Ns 249.28 Solide blanc 37

RMN *H (Méthanol-ds/TFAA, 300 MHz) : & 7,99 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ha), 7,89 (d, J = 8,3
Hz, 2H, Har), 7,65 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Himiq), 7,62 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Himid), 7,45 (S, 1H, Hpyraz),
4,23 (s, 3H, NCHs).

RMN 23C (Méthanol-ds/ TFAA, 75 MHz) : & 143,5 (Clpyraz), 138,9 (Cqimid), 137,2 (Clpyraz),
132,8 (2xCHa1), 126,1 (2xCHa), 124,5 (CHimig), 118,5 (CHimia), 117,8 (CN), 112,2 (Cqay),
104,2 (CHpyraz), 35,86 (CHa).

ESI(+)-HRMS : Calculé C14H11Ns [M+H]* m/z = 250,1087, trouvé 250,1076.

5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-3-(4-nitrophényl)-1H-pyrazole (51)

-N
HN™'

Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
C13H11NsO2 269.26 Solide jaune 19

ESI(+)-HRMS : Calculé C13H1:NsO, [M+H]" m/z = 270,0986, trouvé 270,0973.
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5-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-3-(naphthalen-1-yl)-1H-pyrazole (52)

N
HN~N

~
Formule Brute | M.M g/mol. Aspect Rdt %
Ci17H14N4 269.26 Solide jaune 19

RMN 'H (Méthanol-ds/TFAA, 300 MHz) : & 8,37 — 8,30 (m, 1H, Has), 7,92 (m, 2H, Ha),
7,66 (dd, J =7,1, 1,3 Hz, 1H, Har), 7,57 — 7,50 (m, 3H, Har), 7,09 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himid),
7,07 (s, 1H, Hpyraz), 6,96 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Himia), 4,02 (s, 3H, NCH).

ESI(+)-HRMS : Calculé C17H14N4 [M+H]* m/z = 275,1300, trouvé 275,1280.

7. Etude in vitro de I’activité anticancéreuse
7.1. Culture cellulaire

Trois lignées cellulaires humaines ont été utilisées dans cette recherche : le carcinome
gastriqgue (AGS ; Sigma-Aldrich), le carcinome pulmonaire (A549; ECACC, Salisbury,
Royaume-Uni) et les fibroblastes pulmonaires humains (MRC-5 ; ATCC, Barcelone, Espagne).
Les cellules ont été cultivées en monocouche a 37°C dans un incubateur humidifié avec 5% de
CO:a. Les cellules AGS ont été cultivées dans du DMEM enrichi en glutamine, les MRC-5 ont
été cultivées dans le milieu minimum essentiel d'Eagle (Gibco) et les cellules A549 ont été
cultivées dans du DMEM/F-12. Tous les milieux ont été supplémentés avec 1% de
streptomycine/pénicilline et 10 % de FBS. Pour la sous-culture, les cellules ont été lavées avec
du HBSS, traitées avec une solution de Trypsine-EDTA a 0,25% pendant 3 min a 37°C, remises
en suspension dans 5 mL de milieu de culture et centrifugées a 1200 tr/min pendant 3 minutes.
Le surnageant a éte éliminé et le culot cellulaire a été remis en suspension dans du milieu de
culture. Les passages cellulaires ont été maintenus bas pour toutes les lignées cellulaires, avec

un maximum de 12 passages.

7.2. Test MTT

La viabilité cellulaire a été évaluee par le test de réduction MTT. Les cellules ont été
cultivées dans des plaques a 96 puits (15.000 cellules/puits pour AGS, 10.000 pour A549 et
20.000 pour MRC-5) et laissées se fixer pendant 24 h. Apres incubation avec les composés
étudieés (6,25 a 100 uM) pendant 24 h, du MTT (concentration finale de 0,5 mg/mL) a été ajouté
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dans chaque puits et la plaque incubée pendant 90 min a 37°C. Les cristaux de formazan ont
éteé dissous avec un mélange DMSO/isopropanol (3:1) puis quantifiés par spectrophotométrie a
560 nm dans un lecteur de microplaques (Multiskan ASCENT, MA, USA). Les résultats
correspondent a la moyenne + erreur standard d'au moins trois expériences indépendantes
réalisées en triple et sont exprimés en pourcentage des cellules témoins non traitées. Pour I'étude
de l'implication de la RIP1 kinase, le méme test a été réalisé en présence de Il'inhibiteur de
RIPK1 nécrostatine-1.

7.3. Etudes morphologiques

Les cellules ont été cultivées en lamelles a une densité de 5 x 104 cellules/puits dans des
plaques & 24 puits en présence des composés a I'étude. Les cellules ont été incubées pendant 24
h, puis lavées avec du HBSS et fixées avec du méthanol (30 min, 4°C). Pour la visualisation du
cytosquelette, des fibres F-actine et des noyaux, les cellules ont été fixées et colorées pendant
une heure avec de I'isothiocyanate de phalloidine-tétraméthylrhodamine B (0,5 g/mL) et du
DAPI (0,1 g/mL ; Sigma-Aldrich). Les échantillons ont été observés avec un microscope

Axiolmager Z1 m (Zeiss, Oberkochen, Allemagne).

7.4. Evaluation de I'intégrité membranaire : test de libération de LDH

Pour évaluer I'intégrité membranaire, I'activité de la LDH extracellulaire a été mesurée.
Les cellules ont été cultivées comme décrit pour le test MTT, et apres 24 h, le milieu a été
collecté et la LDH a éte évaluée en surveillant la diminution de NADH lors de la conversion du
pyruvate en lactate, a 340 nm, dans un lecteur de microplaques. (ASCENSION Multiskan).
Triton X-100 1% a été utilisé comme contrdle positif pour la lyse cellulaire. Tous les résultats
correspondent au facteur d'augmentation de I'absorbance dans les cellules traitées par rapport

aux cellules non traitées.

7.5. Tests d'inhibition de la caspase

Les cellules AGS ont été cultivées dans des plaques a 96 puits, comme décrit pour le
test MTT et laissees se fixer pendant 24 h. Les cellules ont été pré-incubées avec Z-VAD.fmk
(50 uM) pendant 1 h puis les composés a I'étude ont été ajoutés et incubés pendant 8 h a 37°C.
Aprés cela, le test MTT a été effectué.

L'activité de la caspase-3 a été évaluée en utilisant le test du kit Caspase-Glo® 3/7. Les
cellules ont été incubées avec les composés comme indiquée pour le test MTT, aprées quoi le
tampon Caspase-Glo 3/7 et le substrat Caspase-Glo 3/7 ont été ajoutés pendant 35 min a 22 °C

et le signal luminescent a ét¢ mesuré a l'aide d'un lecteur de microplaques. (Cytation™ 3,
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BioTek, VT, USA). Dans la lignée cellulaire utilisée, la caspase-3 est la caspase effectrice et
donc les résultats du test du kit Caspase-Glo 3/7 sont attribués a la caspase-3. La staurosporine
a été utilisée comme controle positif pour I'activation de la caspase-3.

7.6. Evaluation du potentiel membranaire mitochondrial (A¥m)

Les cellules ont été étalées dans des plaques a 96 puits a fond noir a la densité décrite
ci-dessus pour le test MTT. Les cellules ont été pré-incubées pendant 8 h avec les composés a
I'étude, aprés quoi 7 uM de JC-1 ont été ajoutés et incubés encore pendant 30 minutes
supplémentaires. Pour la quantification du potentiel de membrane mitochondriale (A¥m), la
fluorescence a été lue a 485/530 nm et a 530/590 nm dans un lecteur de microplaques
multifonctionnel (Cytation™ 3, BioTek, VT, USA). Fsooss30 @ &té déterminé. Le PMA (250) nM

a été utilisé comme controle positif.2

7.7. Analyse statistique

Lors de I'évaluation préliminaire des données, des valeurs aberrantes ont été identifiees
par le test de Grubbs. Le test de normalité Shapiro-Wilks a été effectué dans le pool de données
pour s'assurer que toutes les données suivaient une distribution normale. La comparaison entre
les moyennes des témoins et chaque condition expérimentale a été réalisée par ANOVA. Les
données ont été exprimées comme la moyenne * erreur standard de la moyenne de trois
expériences indépendantes, sauf indication contraire, chacune réalisée en triple. Le logiciel
GraphPad Prism a été utilise et les valeurs ont été considérées comme statistiquement

significatives lorsque p < 0,05.

8. Tests antimicrobiens

8.1. Préparation des suspensions de micro-organismes et ensemencement

Les différentes souches sélectionnées, sont repiquées par la méthode des stries dans des
boites de Pétri contenant un milieu d’enrichissement (gélose nutritive (GN) pour Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Serratia, sélénite pour Salmonella typhi et Giolitti Cantoni pour
Staphylococcus aureus), puis incubées a 37°C pendant 24 h. Une ou plusieurs colonies de
chaque culture pure sont prélevées et transférées dans I’eau physiologique dont la turbidité est
ajustée a 0,5 McFarland (densitimetre) qui correspond a une densité microbienne de I’ordre de
106 cellules/mL. Un prélévement a partir de cet inoculum (400 uL) sert a ensemencer de
nouvelles boites de Pétri (de diametre 9 cm), contenant 18 mL du milieu Mueller-Hinton-Agar
(MHA) par la technique d’écouvillonnage. Un écouvillon stérile et sec est trempé dans la

suspension bactérienne précédemment préparée et on essore 1’écouvillon contre les parois de la
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boite de pétri. On ensemence la boite de pétri contenant le MHA a partir du point le plus éloigné
du centre (au niveau de la bordure) en faisant déplacer 1’écouvillon sur toute la surface de la
boite, de la gauche vers la droite tout le long de la boite. On fait pivoter ensuite la boite de 60°
et on répéte la méme opération encore 3 fois. On laisse sécher les boites de Pétri pendant

quelques minutes a la temperature ambiante (le couvercle doit étre emboite).

8.2. Méthode des disques

Nous avons utilisé dans notre étude les disques de papier Wattman N° 3 de diametre 6
mm, ces derniers doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d inhibition facile a
mesurer. Les disques une fois stérilisés dans 1’autoclave pendant 20 minutes a 120 °C, Ils sont
chargés de 20 uL de composés testés dissout dans le DMSO (solution a 10 mg/mL), ce qui
donne une charge du disque de 200 pg, puis ils sont placés a la surface de ces boites
préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne. Les disques de controle négatif sont
imprégnés de DMSO. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24h. Les diamétres des
zones d’inhibition produites autour des disques sont mesurés et exprimés en mm. Des disques
d’antibiotique (colistine, ofloxacine, oxacilline, céfoxitine) de méme diameétre seront utilisés

comme standard positif.

9. Etude in vitro de ’activité antioxydante
9.1. Préparation des échantillons

La solution-mere (S1) (c = Img/mL) est préparée par ajout de 1 mg de chaque composé
a tester dans 1 mL de DMSO ou MeOH.

L’expérience est effectuée sur 7 concentrations différentes de chaque échantillon en ordre
décroissant, en d'autres termes, a partir de la solution-mere (S1) on effectue une dilution au %
pour obtenir la solution (S2), puis a partir de la solution (S2), on effectue une dilution au %2 une
nouvelle fois pour obtenir la solution (S3), les dilutions au % sont répétées jusqu’a obtention de
la solution (S7). Les solutions a différentes concentrations des standards (BHT et BHA), sont

préparées de la méme maniere.

9.2. La méthode du piégeage du radical DPPH®
Préparation de la solution DPPH

La solution de DPPH est préparée en faisant dissoudre 6 mg de DPPH dans 100 mL de
méthanol. Cette solution et gardée a -20 °C a I’abri de la lumicre. Avant I’utilisation, la
concentration de la solution DPPH est ajustée par dilution avec le méthanol, pour avoir une

absorbance de 0,5a A =517 nm.
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Procédure

Dans une microplaque & 96 puits, on introduit dans chaque puit 40 pL de solution
méthanolique des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 160 pL de la solution
DPPH. Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 40 uL de méthanol avec
160 pL de la solution DPPH. Aprés 20 minutes d'incubation a I'obscurité et a température
ambiante. L absorbance est mesurée a 517 nm. Le test a été effectué sur trois répétition (Les

résultats ont été exprimés comme la moyenne de trois mesures separées + écart type).

9.3. La méthode du piégeage du radical cation ABTS™
Préparation de la solution ABTS

Le radical cation ABTS™" a été préparé en mélangeant une solution d’ABTS (19,2 mg
dans 5 mL H20) et une solution de persulfate de potassium K>S>0s (3,3 mg dans 5 mL H20).
Le mélange obtenu est abandonné pendant 12-16h a température ambiante et a I’abri de la
lumiere. Avant usage, la concentration de la solution ABTS est ajustée par dilution avec le

méthanol, pour avoir une absorbance de 0,700+0,020 a 734 nm.

Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit dans chaque puit 40 pL de solution
méthanolique des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 160 uL de la solution
ABTS. Paralléelement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 40 uL de méthanol avec
160 pL de la solution ABTS. Apres 10 minutes d'incubation a l'obscurité et a température
ambiante. L’absorbance est mesurée a 734 nm. Le test a été effectué sur trois repétitions (les

résultats ont été exprimés comme la moyenne de trois mesures séparées + écart type).

9.4. La méthode du piégeage du radical anion superoxyde O2™
Préparation du radical anion superoxyde Oz"

Le superoxyde O™ est géneré en utilisant la méthode du DMSO alcalin. La solution
DMSO alcalin est préparée en faisant dissoudre 20 mg d’hydroxyde de sodium (NaOH) dans 1
mL d’eau distillée, et compléter par le DMSO jusqu’a 100 mL.

Préparation de la solution du NBT

La solution de Nitroblue tetrazolium (NBT) est préparée en faisant dissoudre10 mg de
NBT dans 10 mL de I’eau distillée.

Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit dans chaque puit 40 pL de solution
méthanolique des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 130 L de la solution
DMSO alcalin, et 30 puL de NBT. Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant
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40 puL de méthanol avec 130 pL de la solution DMSO alcalin, et 30 puL de NBT. Les
absorbances sont mesurées instantanément a température ambiante & 560 nm. Le test a été
effectué sur trois répétitions (les résultats ont été exprimés comme la moyenne de trois mesures

séparées + écart type).

9.5. La méthode CUPRAC
Préparation des solutions

La solution (S1) a été préparée par solubilisation de 1,927 g d’acétate d’ammonium
(AcNH3) dans 25 mL d’eau distillée, la solution (S2) a été préparée par solubilisation de 0,0426
g de (CuClz, 2H20) dans 25 mL d’eau distillée, cette solution a une coloration bleue, et la
solution (S3) a été préparée en faisant dissoudre 0,039 g de (Neocupronin) dans 25 mL
d’éthanol.
Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit dans chaque puit 40 pL de solution
méthanolique des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 60 pL de la solution (S1),
50 pL de la solution (S2) et 50 pL de la solution (S3). Parallelement, un témoin négatif est
préparé en mélangeant 40 pL de méthanol avec 60 pL (S1), 50 pL (S2) et 50 pL (S3).
Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 40 pL de méthanol avec 60 pL (S1),
50 pL (S2) et 50 pL (S3). Aprés 60 minutes d'incubation a I'obscurité et a température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 450 nm. Le test a été effectué sur trois répétitions (les résultats ont

été exprimés comme la moyenne de trois mesures séparées + écart type).
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Au cours de notre travail et dans le cadre de cette thése, nous avons procédé a la synthése
et la caractérisation de composes hybrides tricycliques hybrides imidazole-hétérocycle-aryle
nouveaux ou le noyau hétérocyclique central est une 2-pyrazoline N-H ou N-substituée, ou un
pyrazole. L'évaluation biologique (activité antiproliférative envers des lignées de cellules
cancéreuses et non cancéreuses humaines et pouvoir antioxydant) a concerné quelques
composés de chalcones et des dérivés de 2-pyrazoline.

Pour ce faire, des dérivés de chalcones possédant un motif (benz)imidazole dans leur
structure ont été préparés par une réaction classique de type Claisen-Schmidt. Ainsi deux séries
de composés ont été constituées. Les composés de la Série 1 (1-10) ont été préparés en faisant
réagir le 1-méthyl-1H-imidazole-2-carbaldéhyde (1) [ou le 1-méthyl-1H-benzo[d]imidazole-2-
carbaldehyde (V)], avec des dérivés de 1’acétophénone, en présence de NaOH dans 1’éthanol,
alors que ceux de la Série 2 (11-20) sont obtenus par la réaction du 1-méthyl-1H-imidazole-2-
acétyle (Il) [ou le 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)éthan-1-one (VII)] avec des dérivés du
benzaldéhyde. Les rendements sont bons (67-91%)

Parmi les dérivés de chalcones préparés, quelques composés (9 composés) ont été
sélectionnés et soumis a un screening de I’activité antiproliférative contre des lignées cellulaires
humaines cancéreuses, celle du cancer gastrique AGS et la lignée cellulaire du cancer de
poumon Ab549, et une lignée non cancéreuse MRC-5 (poumon), dans des plages de
concentration allant jusqu'a 100 puM. L'étude de la Relation Structure-Activité (SAR) des
composeés testés a montré I'importance de I'agencement des unités structurelles présentes dans
I'activité antiproliférative. En effet, les composes de la Série 1 (le cycle (benz)imidazole est en
position § du groupe carbonyle) ont montré une toxicité supérieure a celle des composés de la
Série 2 (le cycle (benz)imidazole est directement lié au groupe carbonyle). On notera en
particulier que les composés 1, 4 et 10 sont les plus actifs avec une toxicité intéressante envers
les cellules A549 (poumon) : ICso de 61,7 et 68,1 uM pour 1 et 10, et envers les cellules
cancéreuses gastriques (AGS) : ICsp de 20,9, 29,3 et 15,1 uM pour les composés 1, 4 et 10,
respectivement (les composés 13,15 et 20 de la Série 2 ont un ICso moins significatif : 49,9,
33,7 et 69,8 UM respectivement). Un indice de sélectivité supérieur a 3 a été calculé pour 1, 4
et 10, ce résultat est trés intéressant car il montre que les composés étudiés sont
significativement plus toxiques envers les cellules cancéreuses (AGS) que pour les non-
cancéreuses MRC-5 (poumon). Cependant les composeés 4 (Série 1), 13, 15 et 20 (Série 2), qui
ont montré une toxicité moindre contre les cellules AGS, se sont avéres non toxiques envers les
cellules non cancéreuses (MCR-5), ce qui laisse envisager une utilisation possible de ces

composés comme médicament anticancéreux sélectifs, malgré leur plus faible activité.
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Quelques chalcones ont été sélectionnés et soumis a I'évaluation de leur activité
antibactérienne, en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Cing (05) souches pathogénes
ont été testées : une souche a Gram (+) (Staphylococcus aureus), et 4 souches a Gram (-)
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia, Salmonella typhi). L’analyse des résultats
préliminaires de 1'évaluation de 1’activité antibactérienne des chalcones 1, 3, 4, 13, 15 et 18
montre que toutes les chalcones porteuses d’un noyau imidazole en position 3 du carbonyle (1,
3 et 4 — Série 1), sont actifs sur la majorité des souches testées. Les composes 13, 15, et
18 (Série 2) porteurs d’un noyau imidazole ou benzimidazole directement lié¢ au carbonyle ne
possedent aucune activité antibactérienne.

Quatre méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante différentes mais complémentaires
DPPH*, ABTS™, le superoxyde O.", et CUPRAC ont été utilisés sur quelques dérivés de
chalcone et sont révelées infructueuses (pas d'activite).

Des dérivées de (E)-3-(1-méthyl-1H-imidazol-2-yl)-1-arylprop-2-en-1-one (chalcones
"imidazoliques™) précédemment préparés (composés 1-9) ont été soumis a une réaction
d'addition-cyclisation par l'utilisation de dérivés de I'hydrazine pour conduire a des dérivés
hybrides tricycliques imidazole-2-pyrazoline-aryle diversement substitués. Des dérives de
I'nydrazine de structures diverses ont été utilisés. Les dérivés de 2-pyrazoline N-substitués ont
été préparés en utilisant le semicarbazide (22), le thiosemicarbazide (23), N2H4.H20/AcOH)
(24) et ArN2Hs (33-40). Les 2-pyrazolines N-H (non substitués) 25-31 ont été préparés par
addition de N2H4.H20 au dérivé de la chalcone, au reflux de I'éthanol. Le composé 32 a été
synthétisé a partir du composé 25 par addition du chlorure de 2-phénylacétyle dans 1’acétone
en présence de la triéthylamine comme catalyseur. Les rendements sont bons voire excellents
(50-92%).

Plusieurs tentatives de préparation des dérivés de pyrazole (a partir de chalcones, via une
réaction d’époxydation et par oxydation des 2-prazoline) ont été effectuées et n’ont pas donné
les résultats attendus, cependant quelques dérivés hybrides imidazole-pyrazole-aryle ont été
également synthétisés en deux étapes selon une réaction "one-pot". On fait réagir le 2-acétyl-1-
méthyl-1H-imidazole avec des dérivés de chlorure de benzoyle (ou le chlorure de naphtoyle)
en présence de LIHMDS. L'intermédiaire obtenu est ensuite transformé in situ en pyrazole par
addition d'hydrazine monohydrate. Les rendements obtenus des composé préparés (41-49) sont
relativement faibles (10-37%).

L'évaluation de I'activité antioxydante des dérivés sélectionnés de 2-pyrazoline, répartis
en deux series : les 2-pyrazolines N-H (7 composés) et les 2-pyrazolines N-substitués (5

composeés), a été réalisée par les quatre méthodes : DPPH’, ABTS™, le Superoxyde Oy", et
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Conclusion Générale

CUPRAC. L'étude comparative des résultats du pouvoir antioxydant des deux séries a montré
que les 2-pyrazoline N-H ont un pouvoir antioxydant nettement supérieur a celui des 2-
pyrazoline N-substitués.

De méme quelques dérivés de 2-pyrazoline ont été évalués pour leur activité
antiproliférative contre les lignées cellulaires cancéreuses AGS, A549, et leur sélectivité étudiée
par rapport a des cellules non cancéreuses du poumon (MCRS5) dans des plages de concentration

allant jusqu'a 100 uM. Aucune activité n'a été observée pour tous les composés testés.
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Résumé :
Un certain nombre de dérivés tricycliques (benz)imidazole-hétérocycle-aryle ou
I'nétérocycle est une 2-pyrazoline ou un pyrazole ont été préparés par une réaction d'addition-

cyclisation de dérivés de I'hydrazine aux chalcones correspondantes possédant un motif
(benz)imidazole dans leur structure.

Ainsi, l'addition de dérivés de [I'hydrazine tels que : le semicarbazide, le
thiosemicarbazide, N2H4.H2O/AcOH et ArN2Hs, aux chalcones (benz)imidazoliques nous a
permis d'accéder aux 2-pyrazoline N-substitues, alors que I'addition de I'hydrazine monohydrate
conduit aux 2-pyrazoline N-H. Les rendements sont bons voire excellents (50-92%).

Quelques derives hybrides imidazole-pyrazole-aryle ont été également synthétisés par
une réaction one-pot en deux étapes : réaction du 2-acétyl-1-méthyl-1H-imidazole avec des
dérivés de chlorure de benzoyle (ou le chlorure de naphtoyle) en présence de LIHMDS, suivie
de I'addition d'hydrazine monohydrate. Les rendements sont relativement faibles (10-37%).

Un nombre de chalcones (9 composés) ont été soumis a un screening de 1’activité
antiproliférative contre deux lignées cellulaires cancéreuses humaines : AGS (cancer gastrique),
A549 (cellules de poumon), et une ligneée de cellules humaines non cancéreuses MRC-5
(poumon), dans des plages de concentration allant jusqu'a 100 uM. L'analyse (SAR) des
composés testés montre I'importance de I'agencement des unités structurelles dans I'activité
antiproliférative. En effet les composés porteurs d'un cycle (benz)imidazole est en position 3
du groupe carbonyle (Série 1) ont montré une toxicité supérieure a celle ou le cycle
(benz)imidazole est directement lié au groupe carbonyle (Série 2). De méme, certaines
chalcones ont été évaluées pour leur activité antibactérienne contre 5 souches (une a Gram (+)
et quatre a Gram (-)), l'analyse SAR montre que seuls les composés de la Série 1 présentaient
un pouvoir inhibiteur.

Quatre méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante différentes mais complémentaires
DPPH', ABTS™, le superoxyde O™, et CUPRAC ont été utilisés sur des dérivés de chalcone et
sont révélées infructueuses (pas d'activité). En revanche quelques dérivés sélectionnés de 2-
pyrazoline, répartis en deux séries : les 2-pyrazolines N-H (7 composés) et les 2-pyrazolines N-
substituées (5 composes), utilisant les mémes méthodes, ont montré une activité antioxydante.
L'étude comparative des résultats du pouvoir antioxydant des deux séries a montré que les 2-
pyrazoline N-H ont un pouvoir antioxydant remarquable et nettement supérieur a celui des 2-
pyrazoline N-substituées.

De méme quelques dérivés de 2-pyrazoline ont été évalués pour leur activité
antiproliférative contre les lignées cellulaires cancéreuses AGS, A549, et leur sélectivité étudiée
par rapport a des cellules non cancéreuses du poumon (MCRS5) dans des plages de concentration
allant jusqu'a 100 uM. Aucune activité n'a été observée pour tous les composés testés.

Tous les composés préparés ont été identifiés par les méthodes spectroscopiques usuelles
(IR, RMN !H et 3C) et des analyses complémentaires ont été également réalisées (analyse
élémentaire et/ou spectrométrie de masse).

Mots clé : (Benz)imidazole, Chalcones, Réaction d’addition-hétéro-cyclisation, 2-Pyrazoline,
Pyrazole, Activité biologique, Activité anticancéreuse, Pouvoir antioxydant.
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Abstract:

A number of new chalcones containing in their structure a (benz)imidazole nucleus were
prepared using a simple aldol-condensation reaction. Addition of hydrazine derivatives to the
prepared chalcones led to the formation of a series of new hybrid heterocyclic compounds:
imidazole-2-pyrazoline-aryl and imidazole-pyrazole-aryl, via an addition-cyclization reaction.

Thus, the addition of hydrazine derivatives such as: semicarbazide, thiosemicarbazide,
N2H4.H2O/AcOH) and ArN2Hsz to (benz)imidazolic chalcones allowed us to access (N-
substituted) 2-pyrazolines, while the addition of hydrazine monohydrate led to (NH) 2-
pyrazolines. The yields are good or excellent in most cases (50-92%).

Some imidazole-pyrazole-aryl derivatives (9 compounds) were also synthesized in
relatively low yields (10-37%), they were obtained following a two steps one-pot reaction: The
reaction of 2-acetyl-1-methyl-1H-imidazole with benzoyl chloride derivatives (or naphtoyle
chloride) in the presence of LIHMDS, followed by the addition of hydrazine monohydrate

Several chalcones (9 compounds) were screened for their anti-proliferative activity
against two human cancer cell lines: AGS gastric cancer, A549 lung cells, and a non-cancerous
human cell line MRC- 5 (lung), in concentration ranges up to 100 uM. The analysis of the
(SAR) of the tested compounds shows the importance of the structural arrangement in the anti-
proliferative activity. In fact, compounds carrying a (benz)imidazole ring in the B position of
the carbonyl group (Series 1) have greater toxicity than where the (benz)imidazole ring is
directly linked to the carbonyl group (Series 2). Likewise, some chalcones were evaluated for
their antibacterial activity against 5 strains (one Gram (+) and four Gram (-)), and the SAR
analysis shows that only the compounds of Series 1 exhibited an inhibitory power.

Some chalcone were tested for their antioxidant activity using Four complementary

methods: DPPH", ABTS"", superoxide 02", and CUPRAC, but no antioxidant activity was

observed for the tested chalcones. On the other hand, some derivatives of 2-pyrazoline, divided
into two series: (NH) 2-pyrazolines (7 compounds) and (N-substituted) 2-pyrazolines (5
compounds), and using the same assessment methods, displayed antioxidant activity. The
comparative study of the antioxidant power of the two series showed that the (NH) 2-pyrazoline
had remarkable antioxidant power clearly higher than that of the (N-substituted) 2-pyrazolines.

Likewise, some 2-pyrazoline derivatives have been evaluated for their anti-proliferative
activity against the cancer cell lines AGS, A549, and their studied selectivity compared to non-
cancerous lung cells (MCRS5) in concentration ranges up to 100 uM. No activity was observed
for all the compounds tested.

All the compounds prepared were identified by the usual spectroscopic methods (IR, *H
and *C NMR) and additional analyses were also carried out (elemental analysis and / or mass
spectrometry).

Keywords: (benz)imidazole, chalcone, addition-cyclization reaction, 2-pyrazoline,
pyrazole, biological activity, anticancer activity, antioxidant power.
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