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Préambule 
 
Ce manuscrit présente les travaux réalisés au sein des départements de Chimie 

Thérapeutique et de Parasitologie et Mycologie Médicale de l’équipe EA1155 - IICiMed de la 
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Nantes.  

 
Le projet de thèse développé ici, porte sur la conception, la synthèse et l’évaluation 

biologique de benzofuro[3,2-d]pyrimidines et dibenzo[b,d]furanes, dérivés du cercosporamide 
d’origine naturelle. 

 
Chez C. albicans, la protéine kinase C (CaPkc1), l’une des principales protéines 

impliquées dans les voies MAPK, est décrite comme un régulateur de l’intégrité de la paroi 
cellulaire durant la croissance, la morphogenèse et la réponse au stress pariétal. Les résultats 
antérieurs obtenus au laboratoire ont montré que les inhibiteurs de la protéine Pkc1 
rétablissent la sensibilité au fluconazole de souches résistantes si elles ne sont pas mutées au 
niveau du gène ERG11 codant pour la lanostérol 14-α-déméthylase. 

 
Le (–)-cercosporamide est un produit naturel isolé du champignon phytopathogène 

Cercosporidium henningsii. Il a été identifié comme un agent antifongique modéré contre C. 
albicans et il a montré un effet inhibiteur de CaPkc1 qui lui confère des propriétés de 
restauration de la sensibilité au fluconazole (FLU), molécule antifongique azolée, de souches 
résistantes quand il est testé en association au FLU. 
 

Dans un contexte où la synthèse totale du cercosporamide n’est pas décrite dans la 
littérature, il est envisagé de synthétiser des analogues hétérocycliques simplifiés en 
s’affranchissant de la présence d’un carbone asymétrique. Le but est d’obtenir une voie 
d’accès plus aisée vers des composés d’intérêt, d’améliorer l’activité biologique et de valider 
les pharmacophores présents sur la molécule de référence. En outre, le cercosporamide a une 
affinité pour reconnaître le site de fixation de l’ATP de la kinase Mnk2 par la présence du 3-
OH et du 4-CONH2 de la partie phényle, justifiant la stratégie de maintenir le 
dihydroxybenzofuran-carboxamide comme modèle du produit naturel pour la conception de 
nouveaux composés tricycliques, à structures benzofuro[3,2-d]pyrimidine et 
dibenzo[b,d]furane.  

 
Dans un premier temps, les voies de synthèse pour accéder aux molécules cibles ont 

donc été mises au point, puis, dans un deuxième temps, l’activité antifongique intrinsèque et 
les propriétés de restauration de la sensibilité au fluconazole des molécules ont été évaluées 
sur des souches de C. albicans. Par ailleurs, des évaluations biologiques complémentaires sur 
les kinases PKC fongique et humaine et sur un panel de 10 autres kinases humaines, pour 
déterminer le profil de sélectivité, nous ont permis d’identifier de nouveaux inhibiteurs de 
kinases. 
 

D’autre part, ce travail de recherche a permis la publication d’un article (Bioorg. Med. 
Chem. Lett. 2018, 13, 2250-2255), une communication orale et quatre communications par 
affiches.  
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INTRODUCTION GENERALE 

I. Biologie de Candida 

1. Le genre Candida  
 
D’un point de vue taxonomique, les Candida font partie du Phylum Ascomycota, du 

sous-Phylum des Saccharomycetales et à la Famille des Saccharomycetaceae.1 
 

 
 

Figure 1 : Taxonomie du genre Candida  

La figure est le résumé d'études phylogénétiques fongiques précédentes 1,2,3,4,5,6
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Actuellement, le genre Candida compte plus de 150 espèces. Cependant, seulement 
une vingtaine de ces espèces sont isolées chez des patients comme agents infectieux : 
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida 
guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida dubliniensis, Candida auris, Candida 
pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida famata, Candida inconspicua, 
Candida rugosa et Candida norvegensis.7,8,9,10 

 
Les Candida sont des levures rondes ou ovoïdes non capsulées, non pigmentées à 

bourgeonnement multilatéral, capables de former des filaments ou non (C. glabrata) et 
donnant des colonies blanches et crémeuses en culture. Les levures du genre Candida sont des  
levures commensales, faisant partie intégrante du microbiote des muqueuses digestives, 
respiratoires et génitales que l’on détecte chez plus de 50% de la population mondiale, en 
bonne santé. 

 

 
 

Figure 2 : Candida albicans : aspect macroscopique (1) et microscopique (2) de culture sur gélose Sabouraud11 

 
Une des caractéristiques de certaines espèces de Candida est de pouvoir former des 

biofilms, structures complexes qui les protègent contre le système de défense immunitaire de 
l’hôte et contre les traitements antifongiques. La formation d’un biofilm à Candida se fait en 
trois étapes : adhérence des levures, initiation du biofilm avec formation d’une couche basale 
puis filamentation, maturation du biofilm où des couches complexes de cellules 
polymorphiques sont ancrées dans la matrice extracellulaire suivie d’une dissémination vers 
de nouveaux sites (Figure 3).12 

 

 
Figure 3 : Différentes étapes de formation du biofilm chez C. albicans12 
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2. Les candidoses 
 

Le terme candidose est un terme général qui désigne les infections superficielles 
(cutanées et  des muqueuses) et invasives (des organes profonds) causées par des 
champignons du genre Candida. Elles peuvent survenir à tout âge et de nombreux facteurs 
locaux et généraux favorisent la survenue de ces infections.10 
 
 Les deux grands types de candidoses, les candidoses superficielles et les candidoses 
invasives ou systémiques, ont des manifestations multiples. 

 
Les candidoses superficielles sont les affections fongiques les plus fréquentes et 

souvent bénignes, elles peuvent être divisées en trois groupes principaux.  
- les candidoses digestives : Elles correspondent à des atteintes de l’appareil digestif 

(bouche, œsophage, intestin…). Elles se caractérisent par l’apparition d’un enduit crémeux 
blanchâtre. Sur la muqueuse buccale, cette prolifération porte le nom de muguet. 

- les candidoses génito-urinaires : Elles peuvent être présentes aussi bien chez 
l’homme que chez la femme. Les atteintes vaginales sont les plus fréquentes, se traduisant par 
l’apparition d’un écoulement purulent et d’un prurit intense. La lésion inflammatoire peut 
s’étendre au périnée. Ces candidoses sont souvent récidivantes. 

- les candidoses cutanées : Elles apparaissent au niveau de plis cutanés (plis du ventre, 
sous la poitrine, entre les doigts ou les orteils). On parle alors d’intertrigo qui se caractérise 
par l’apparition d’une lésion érythémateuse et d’une fissure au niveau du pli cutané. 

 
Les candidoses superficielles peuvent être à l’origine d’une infection systémique chez 

les patients à haut risque.13 
 
Les candidémies qui sont des infections à Candida prouvées avec présence d’une ou 

plusieurs hémocultures positives à Candida peuvent être classées en :14 
- candidoses invasives, où une levure est isolée d’un site normalement stérile ; 
- candidoses systémiques ou disséminées, où une levure est isolée d’au moins deux 

sites normalement stériles non contigus. Elles peuvent être qualifiées de profondes 
lorsqu’elles sont caractérisées histologiquement ou microbiologiquement 

 
Les candidémies représentent de 10% à 15% des septicémies en milieu hospitalier.15 

Elles sont préoccupantes du fait de leur morbidité-mortalité importante. 

3. Epidémiologie 
 
Les candidoses existent dans toutes les régions du monde mais d’importantes 

variations existent entre les régions. Il est difficile de donner une incidence moyenne des 
candidémies. En effet, beaucoup d’études sont réalisées mais le type de population recrutée 
est très variable, et les résultats rendus sous difficilement comparables. Il est cependant  
absolument nécessaire de connaître le profil de l’épidémiologie locale afin d’adapter au mieux 
le traitement antifongique.  

 
Des études américaines rapportent que l’incidence annuelle des infections à Candida 

est de 8 pour 100 000 habitants.16,17 En Europe, les Candida spp sont responsables de 2 à 3% 
des septicémies se classant entre le 6ème et 10ème rang parmi les pathogènes les plus 
fréquents.18 
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La répartition des espèces de Candida chez les patients atteints de candidose a évolué 
durant les 20 dernières années. L’incidence de C. albicans a diminué (de 70% à 50% quel que 
soit le type d’étude) alors que l’incidence des espèces CNA (Candida non-albicans), dont C. 
glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C auris et C. parapsilosis a augmenté.9,19 Aujourd’hui C. 
albicans reste majoritairement responsable de ces infections invasives, mais la répartition des 
espèces CNA évolue et diffère suivant les régions du monde.10,17,20 
 

 
 
Figure 4 : Répartition géographique des différentes espèces de Candida. C. albicans est l’espèce prévalente 
associée aux candidoses invasives. La répartition des espèces CNA varie énormément et peut avoir varié depuis 
l’établissement de cette figure (mars 2018), notamment au niveau de l’apparition de cas de C. auris10 
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II. Traitements antifongiques  

 
Les premiers antifongiques ont été disponibles dans les années 1950 mais l’arsenal 

antifongique a longtemps été restreint à l’amphotéricine B et à la nystatine. Les années 1980, 
ont vu le développement de molécules de la famille des azolés. Entre les années 1990 et 2000, 
le nombre de molécules antifongiques disponibles a doublé, passant de moins de 10  à plus de 
20 molécules. Ainsi l’arsenal thérapeutique antifongique n’a cessé de s’enrichir depuis 30 ans, 
même si le nombre de molécules reste encore limité. Néanmoins, des connaissances toujours 
plus détaillées concernant la structure, la composition et la biochimie des cellules fongiques, 
ainsi que les diverses facettes des infections fongiques, contribuent encore à l’heure actuelle 
au développement de nouveaux agents antifongiques. 

 
Actuellement, 5 grandes familles chimiques d’antifongiques existent :21,22 les 

polyènes, les fluoropyrimidines, les azolés, les allylamines et les échinocandines. Parmi elles, 
seulement 4 (les polyènes, les fluoropyrimidines, les azolés et les échinocandines) sont 
utilisées systématiquement.23 Même si chaque antifongique possède sa propre cible sur la 
cellule fongique, il n’existe à l’heure actuelle que 3 cibles fongiques différentes :24 les 
polyènes et les azolés agissent sur l’ergostérol de la membrane fongique,25 les 
fluoropyrimidines interfèrent avec la synthèse de l’ADN et l’ARN des champignons26 et les 
échinocandines interviennent au niveau de la paroi fongique27 (Figure 5).24,28  

 

 
 

Figure 5 : Cibles principales des antifongiques24 
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1. Les polyènes  
1.1. Historique 
 

Les polyènes sont des macrolides. Plus de 200 molécules appartenant à la classe 
chimique des polyènes ont une activité antifongique. Cependant, seules trois molécules ont 
une toxicité suffisamment limitée pour permettre leur utilisation en clinique : l’amphotéricine 
B, la nystatine et la natamycine.29 

 
Les polyènes ont été extraits de culture de Streptomyces  à partir des années 1950.  La 

nystatine a été extraite en 1950 à partir S. noursei par Hazen et Brown.30,31 En 1959, Dutcher 
et ses collaborateurs isolent l’amphotéricine B, produite par une culture de S. nodosus, 
bactérie prélevée dans un échantillon de sol de la rivière Orinoco au Vénézuela.30 La 
natamycine est quant à elle produite par la bactérie S. natalensis.32 

 
On sait aujourd’hui que la synthèse des polyènes par les bactéries du genre 

Streptomyces se fait par l’intermédiaire d’un cluster de gènes relativement bien conservés 
entre les différentes espèces de ce genre.32 

1.2. Structure 

La structure des polyènes est constituée d’un cycle macrolactone de 20 à 40 atomes de 
carbone sur lequel est branché un groupement d-mycosamine (Figure 6).33  

 

 
 

Amphotéricine B Nystatine 

  

 

 

Natamycine  
 

Figure 6 : Structure chimique des trois antifongiques polyéniques majeurs 
 

L’amphotéricine B est une molécule amphiphile qui comprend une chaîne 
polyhydroxylée hydrophile, associée à une chaîne polyène lipophile. 
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1.3. Mode d’action et résistance aux polyènes 

 
Les polyènes ont pour cible l’ergostérol, le principal composant de la membrane 

plasmique des champignons. Leur caractère amphotère leur permet de s’associer à la bicouche 
lipidique de la membrane fongique, en formant des pores. La formation des pores provoque la 
déstabilisation de la membrane plasmique tandis que le canal permet la fuite de composants 
intracellulaires, et notamment d’ions K+, à l’origine de la lyse cellulaire.34,22 Deux autres 
modèles d’action de l’amphotéricine B ont été proposés plus récemment (Figure 7).35  

 

 
A. Modèle classique des canaux ioniques pour la structure et la fonction de l’amphotéricine B ;  
B. Modèle d’adsorption de surface ;  
C. Un nouveau modèle d’éponge de stérol, dans lequel l’amphotéricine B existe principalement sous la forme de 
grands agrégats extramembraneux qui extraient l’ergostérol des bicouches lipidiques. 

 

Figure 7 : Modèles possibles d’action de l’amphotéricine B35  

 
La résistance aux polyènes reste un événement relativement rare chez les isolats 

cliniques de champignons pathogènes. En effet les polyènes n’ont pas besoin d’agir au niveau 
intracellulaire pour exercer leur activité lytique puisqu’ils s’intègrent à la membrane 
plasmique par sa face externe, ou alors restent uniquement en contact avec cette face 
externe.23 Ils échappent ainsi à une éventuelle métabolisation par les enzymes intracellulaires 
ainsi qu’aux systèmes d’efflux. Ainsi, la seule possibilité pour la cellule fongique de résister à 
l’action des polyènes est de modifier leur cible.36  

1.4. Pharmacologie 

 
Les polyènes possèdent une affinité non négligeable pour le cholestérol, l’équivalent 

chez l’homme de l’ergostérol fongique, ce qui leur confère une forte toxicité, à l’origine de 
multiples effets secondaires.34 Seule l’amphotéricine B est utilisée par voie systémique en 
raison de sa moindre toxicité, la nystatine et la natamycine n’étant utilisées que par voie 
locale ou orale. Par contre, l’amphotéricine B étant très peu hydrosoluble et donc très peu 
absorbée au niveau de la muqueuse gastro-intestinale, son action systémique nécessite une 
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administration intraveineuse37 qui s’accompagne d’effets indésirables parfois importants, 
surtout au niveau du foie et des reins. L’utilisation de formulations récentes, telles que les 
complexes lipidiques d’amphotéricine B ou l’amphotéricine B liposomale, permet de limiter 
ces effets secondaires.38  

 
2. Les dérivés pyrimidiques 
2.1. Historique 

 
L’un des agents antifongiques les plus anciens est la flucytosine (5-fluorocitosine, 5-

FC), un analogue fluoré de la cytosine. Elle a été synthétisée pour la première fois en 1957 par 
Duchinsky et ses collaborateurs, à des fins antitumorales.39 Ce n’est qu’en 1963 que l’équipe 
de Grunberg découvre son potentiel antifongique sur des modèles murins de candidose et de 
cryptococcose,40 et en 1968, la 5-FC est utilisée avec succès chez l’homme pour traiter une 
candidose systémique et une méningite à cryptocoque.41 

2.2. Structure  

 
Les fluoropyrimidines sont des molécules de synthèse, analogues structuraux d’un 

nucléotide entrant dans la composition des acides nucléiques, la cytosine (Figure 8). 
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Figure 8 : Structure chimique de la cytosine (A), de la 5-fluorocytosine (B) et du 5-fluorouracile (C) 

2.3. Mode d’action et résistance à la 5-FC 

La 5-FC n’a pas d’activité antifongique intrinsèque, c’est sa conversion en 5-FU par 
les cellules fongiques qui lui confère son pouvoir fongistatique. En effet, la 5-FC pénètre 
rapidement à l’intérieur des cellules fongiques par des transporteurs plus ou moins 
spécifiques, tels que la cytosine perméase ou des transporteurs des pyrimidines, puis elle est 
métabolisée en 5-FU par la cytosine désaminase.42 Le 5-FU est ensuite converti en 5-
fluorouracile monophosphate par l’uridine phosphoribosyl-transférase (UPRT). A partir de 
cette étape, deux voies distinctes permettent d’aboutir au blocage de la multiplication 
cellulaire. Le 5-fluorouracile monophosphate peut être converti en 5-fluorouracile 
triphosphate qui s’incorpore dans les ARN à la place de l’uracile triphosphate et bloque ainsi 
la synthèse protéique. Le 5-fluorouracile monophosphate peut également être converti par 
l’UPRT en 5-fluorodésoxyuridine monophosphate, composé qui va inhiber la thymidylate 
synthétase, une enzyme clé de la biosynthèse de l’ADN, et bloque ainsi la multiplication 
cellulaire (Figure 9).42,43,29 
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Figure 9 : Métabolisation intracellulaire de la 5-fluorocytosine (en rouge) et de la cytosine (en noir)44 

 

La résistance à la 5-FC peut être intrinsèque, cela ne concerne que 1 à 2% des isolats 
de Candida, ou acquise, par sélection de mutants résistants après exposition à l’antifongique, 
et cette dernière voie est très rapide. En raison de la complexité du mode d’action de la 5-FC, 
de nombreux évènements peuvent expliquer la résistance à cet antifongique. Ils peuvent être 
regroupés en deux catégories.45  

- la résistance peut survenir par mutation d’un gène codant une enzyme impliquée 
dans le métabolisme de la 5-FC. Ainsi, le mécanisme le plus fréquent à l’origine de la 
résistance acquise à la 5-FC est une mutation sur le gène FUR1, codant l’UPRT. 

- la résistance à la 5-FC peut également résulter d’une induction du métabolisme des 
pyrimidines, qui entrent alors en compétition avec l’antifongique. Ce mécanisme de résistance 
se traduit notamment par une surexpression du gène CDC21, codant la thymidylate 
synthétase. 

 
Le problème de résistance, associé à l’utilisation de la 5-FC en monothérapie, a été 

mis en évidence dans plusieurs études.46  

2.4. Pharmacologie  

 
La 5-FC possède un spectre d’activité étendu. Elle a ainsi démontré son efficacité sur 

les genres Candida et Cryptococcus, mais également chez les dématiés Phialophora et 
Cladosporium ainsi que chez les filamenteux appartenant au genre Aspergillus.42 

 
Du fait d’une apparition rapide de résistance à la 5-FC, celle-ci est rarement utilisée en 

monothérapie,47,48 mais plutôt en association avec un autre antifongique, l’amphotéricine B.21 
ou des antifongiques azolés.49 
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3. Les dérivés azolés 
3.1. Historique  
 

Les dérivés azolés sont les antifongiques les plus étudiés et utilisés depuis 70 ans.36 Le 
premier antifongique azolé, le benzimidazole, a été synthétisé par Woolley en 1944, mais ce 
n’est qu’en 1958 que la communauté scientifique commence à s’intéresser aux azolés pour 
leurs propriétés antifongiques, avec le chlormidazole.50 Vers la fin des années 1960, le 
clotrimazole, l’éconazole et le miconazole, trois imidazolés, sont mis sur le marché.51 En 
1981, la Food and Drug Administration (FDA) approuve un nouvel imidazolé, le 
kétoconazole, développé par Heeres et ses collaborateurs.52 Il sera pendant près de 10 ans le 
seul antifongique disponible pour traiter les infections fongiques systémiques. En 1990, le 
fluconazole, premier triazolé, est utilisé pour la première fois en clinique.53 Dans le but de 
trouver une molécule ayant un spectre plus étendu que le fluconazole, l’itraconazole est mis 
au point et approuvé par la FDA en 1992.54 Depuis le début des années 2000, trois composés 
triazolés dits de « seconde génération » ont été mis sur le marché : le voriconazole, le 
posaconazole, respectivement approuvés par la FDA en 2002 et en 2006.55 Un autre triazolé, 
l’isavuconazole a été approuvé par la FDA en 2015 pour le traitement des aspergilloses 
invasives et des mucormycoses.56 

3.2. Structure 

 
Les molécules de la famille des azolés sont des molécules synthétiques. Ces composés 

sont répartis en deux groupes : les imidazolés, contenant deux atomes d’azote dans le cycle 
azolé, et les triazolés, contenant trois atomes d’azote (Figure 10).57 

 

  

Clotrimazole 

 

Bifonazole 

 

  
Econazole 

 

Kétoconazole 
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Fluconazole 

 

Itraconazole 

 

  
Voriconazole 

 

Posaconazole 

 

 

 

 

Isavuconazole  

 
Figure 10 : Structure chimique des principaux antifongiques azolés  

 
3.3. Mécanisme d’action 

 
Chez les champignons, l’ergostérol est le stérol majoritaire de la membrane plasmique, 

il remplace le cholestérol présent chez l’homme. Il joue un rôle dans le maintien de l’intégrité 
et de la fluidité membranaire. La synthèse de l’ergostérol nécessite un apport en oxygène et se 
déroule en une vingtaine d’étapes, à partir de l’Acétyl-coenzyme A (Figure 11).  
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Figure 11 : Biosynthèse de l’ergostérol chez C. albicans57,58 
 
Le mode d’action des azolés consiste en l’inhibition de la biosynthèse de 

l’ergostérol,59 via l’inhibition spécifique de la lanostérol 14α-déméthylase (aussi appelée 
Erg11p et Cyp51p), une enzyme à cytochrome P450 codée par le gène ERG11.60,61 Cette 
enzyme intervient dans la cascade qui convertit le lanostérol en ergostérol.62 L’inhibition de la 
14α-déméthylase par les azolés entraîne l’accumulation de 14α-méthylstérols dont le 14α-
méthylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol qui est toxique. L’accumulation de 14α-méthylstérols 
désorganise, dans la membrane du champignon, l’agencement des chaînes acyle des 
phospholipides et gêne ainsi les fonctions des systèmes enzymatiques liés à la membrane 
comme l’ATPase et les enzymes responsables du transfert d’électrons (Figure 12).63,64,65 

A :  Stérols intermédiaires qui s’accumulent 
lors la perturbation de la fonction de la stérol 
5,6-désaturase (Erg3p) mais sans inhibition 
par un azolé de l’activité de la 14α-
déméthylase (Erg11p). 
 
B : Stérols intermédiaires qui s’accumulent 
lors de l’inhibition par un azolé de la 14α-
déméthylase 
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Figure 12 : Mécanisme d’action des azolés64 

3.4. Résistance aux azolés 

 
La résistance aux azolés chez les espèces de Candida est devenue un problème 

mondial depuis l’introduction puis l’utilisation généralisée des triazoles au début des années 
1990. Le nombre d’espèces de Candida résistantes aux azoles et multirésistantes, telles que C. 
glabrata ou, récemment, C. auris, augmentent à une fréquence alarmante.66 

 
Plusieurs mécanismes sont à l’origine de la résistance aux azolés chez Candida.67 Ils 

peuvent se dérouler séparément mais ils sont souvent associés.36 
 
Le premier mécanisme de résistance aux azolés implique une surproduction de la 

lanostérol 14α-déméthylase, due à la surexpression ou mutation du gène ERG11.68 Dans cette 
situation, les azolés ne sont plus en quantité suffisante pour inhiber la conversion du 
lanostérol en 14α-stérols déméthylés (Figure 13, A).69  

 
Le deuxième mécanisme associé à la résistance aux azolés est la surexpression des 

gènes CDR de la super famille ATP-binding cassette et des gènes MDR70,63 qui codent pour 
les pompes à efflux chez Candida. L’induction de pompes MDR (multidrug resistance) se 
traduit par une réduction des concentrations de médicament au niveau de l’enzyme cible, la 
lanostérol 14α-déméthylase (Figure 13, B).71  

 
Le troisième mécanisme de résistance aux azolés correspond à des mutations du gène 

ERG3 qui empêchent la formation du 14α-méthyl-3,6-diol (stérol toxique) à partir du 14α-
méthylfécostérol (Figure 13, C).72 
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Figure 13 : Mécanismes de résistance aux azolés chez C. albicans63 

3.5. Pharmacologie 

 
Le premier groupe azolé a avoir été mis sur le marché sont le clotrimazole, 

l’éconazole, le bifonazole et le miconazole. Cependant, leur utilisation se limite à un usage 
externe en raison de leur forte toxicité lors d’une administration orale. 

 
Le fluconazole est très hydrosoluble et donc facilement administré par voie 

intraveineuse, son absorption après administration orale est quasi totale et il diffuse largement 
dans tout l’organisme, y compris dans le liquide céphalo-rachidien.73,74 Il est indiqué pour le 
traitement des candidoses superficielles (oropharyngées, oesophagiennes ou vaginales), des 
candidoses disséminées, des méningites à cryptocoques, des coccidioïdomycoses et des 
candidoses mucocutanées.  

 
Cependant, son utilisation systématique aussi bien à titre curatif que prophylactique a 

joué en sa défaveur ; en effet on observe l’augmentation des cas de résistance aux 
antifongiques azolés ainsi qu’un changement de l’incidence des différentes espèces 
rencontrées en mycologie médicale.  

 
L’itraconazole a un spectre est élargi aux champignons filamenteux. En raison de son 

caractère liposoluble, l’itraconazole possède une toxicité plus forte que le fluconazole ainsi 
que des propriétés pharmacocinétiques moins intéressantes. Il est indiqué pour le traitement 
des onychomycoses et des infections fongiques superficielles ainsi que dans certains cas 
d’aspergilloses systémiques.75 

 
Le voriconazole, le posaconazole, le ravuconazole, l’isavuconazole et l’albaconazole 

possèdent un spectre d’activité plus étendu que l’itraconazole, puisqu’ils sont actifs sur les 

A:  Surexpression ou mutation du gène ERG11,  
B : Phénomènes d’efflux,  
C : Mutation du gène ERG3 
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genres Candida, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Scedosporium, Acremonium et 
Trichosporon, les champignons dimorphiques, les dermatophytes et sur Cryptococcus 
neoformans.76,73 

 
Les triazolés font partie des agents les plus utilisés en clinique pour le traitement des 

infections fongiques invasives.77,78 
 
4. Les échinocandines 
4.1. Historique 

 
Depuis ces 18 dernières années, les échinocandines représentent la seule nouvelle 

classe d’antifongiques mise à disposition des praticiens pour lutter contre les infections 
fongiques invasives.44 A l’heure actuelle, trois échinocandines sont approuvées aux Etats-
Unis par la FDA et par l’EMEA : la caspofungine en 2001 par la FDA et en 2002 par 
l’EMEA, la micafungine en 2005 et enfin l’anidulafungine en 2006.79  

4.2. Structure 
 
Les échinocandines sont des lipopeptides amphiphiles semisynthétiques, comprenant 

un noyau hexapeptide cyclique et une chaîne latérale lipidique (Figure 14).80,81  
 
 

 
 

Caspofungine Micafungine 

Anidulafungine 

Figure 14 : Structure chimique des trois échinocandines actuellement utilisées en clinique 
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4.3. Mode d’action 
 

Les échinocandines ciblent la paroi fongique. Cette dernière est constituée de 
composants qui n’ont pas d’équivalents chez l’Homme et son intégrité est indispensable à la 
survie du micro-organisme. Elle joue un rôle de protection physique vis-à-vis des cellules 
immunitaires ou des autres micro-organismes, elle est également responsable du maintien de 
l’osmolarité, de la forme et de la taille de la cellule fongique. Enfin elle est aussi le siège de 
nombreuses réactions enzymatiques et a un rôle important dans la communication 
intercellulaire.82  

 
La paroi est composée d’une couche interne, constituée par un enchevêtrement de 

polysaccharides, les β(1-3)-glucanes et la chitine, dans lequel sont insérées des 
mannoprotéines, et d’une couche externe de mannoprotéines.83 La β(1,3)-glucane est 
responsable du maintien de l’intégrité et de la rigidité de la paroi fongique (Figure 15). 
 

 
 

Figure 15 : Structure de la paroi cellulaire du champignon84 

 
Les échinocandines inhibent de manière non compétitive l’action de la β(1,3)-glucane 

synthase.85,86 La β(1-3)-glucane synthétase est composée d’une sous-unité activatrice et d’une 
sous-unité catalytique, codée par les gènes FKS.87 Chez la plupart des champignons, deux 
gènes FKS sont présents, FKS1 serait exprimé lors de la phase végétative de croissance tandis 
que FKS2 serait exprimé lors de la sporulation. Le blocage de la β(1-3)-glucane synthétase 
entraîne une fragilisation de la paroi qui se traduit par une fuite des composants 
intracellulaires, aboutissant à la lyse de la cellule fongique.44 
 
4.4. Mécanismes de résistance 

 
Le phénomène de résistance aux échinocandines est rare : plus de 97% des isolats 

cliniques du genre Candida sont sensibles aux échinocandines. Le principal mécanisme de 
résistance de Candida spp. aux échinocandines est l’altération de l’enzyme cible : la β-1,3-
glucane synthase (Figure 16). 
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A : La paroi fongique.        B : Effet des échinocandines         C : Résistance aux échinocandines 

     sur la paroi fongique.          liée à une mutation du gène FKS1 
 

Figure 16 : Mode d’action des échinocandines et mécanisme de résistance63 

 
Deux types d’altération sont observées : soient des mutations ponctuelles sur les gènes 

FKS1 ou FKS2 soit une surexpression de la glucane synthase.85  
 
L’étude de Pfaller et al. a mis en évidence l’existence de résistance croisée entre les 

trois échinocandines.88 

4.5. Pharmacologie 

 
En raison de leur haut poids moléculaire, ces molécules sont très peu absorbées par 

voie orale et sont uniquement utilisées par voie intraveineuse. Ces molécules présentent une 
faible toxicité (très peu d’effets secondaires, pour la plupart mineurs, ayant été rapportés), une 
vitesse d’élimination très lente qui permet de n’effectuer qu’une administration par jour, ainsi 
qu’une faible interaction avec d’autres médicaments.89 

 
L’autre point d’intérêt des échinocandines est leur spectre d’activité. En effet, les 

échinocandines ont des effets fongicides sur les genres Candida et Aspergillus.90 D’autres 
espèces semblent sont sensibles aux échinocandines, par exemple Scedosporium 
apiospermum, Scedosporium prolificans et Cladophialophora bantiana.89 

5. Nouveaux antifongiques en cours de développement 

 
Les cliniciens sont actuellement confrontés à plusieurs défis émergents dans la 

résistance aux antifongiques. En effet on observe, des susceptibilités réduites voire 
l’apparition de résistance franche aux antifongiques utilisés en clinique suite à une exposition 
clinique ou environnementale à ces agents. 

 
Plusieurs antifongiques expérimentaux font actuellement l’objet d’une évaluation 

préclinique et clinique. Ils peuvent être divisés en deux classes :91 
- des composés similaires aux classes antifongiques cliniquement disponibles en 

termes de mécanismes d’action, mais qui offrent des avantages du point de vue de la toxicité 
ou de la biodisponibilité.  
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- des composés avec des mécanismes d’action nouveaux sont également en cours de 
développement.  

 
Quelques exemples sont détaillés dans les paragraphes qui suivent : 

 
5.1. Inhibiteurs spécifiques du Cyp51 fongique : VT-1129, VT-1161, et VT-1598 
 

L’une des limites de la classe des antifongiques azolés réside dans les interactions 
médicamenteuses cliniquement significatives qui se produisent avec les membres de cette 
classe. En effet les azolés, de par leurs mécanismes d’action, sont des inhibiteurs de certains 
isoformes des cytochromes hépatiques humains par exemple le cytochrome P450 (CYP450 
responsable, notamment métabolisme de nombreux autres médicaments. Le développement 
d’inhibiteurs spécifiques du Cyp51 fongique est donc une priorité. 

 
Viamet Pharmaceuticals a remplacé le groupe triazole métal-binding par un tétrazole 

modifié sur la partie reconnue par les acides aminés du site de liaison au substrat. Ces 
modifications ont abouti à des composés avec une inhibition plus spécifique du Cyp51 
fongique. 

 
Les résultats précliniques de trois composés ont été rapportés dans la littérature VT-

1129,92 VT-1161,93 et VT-159894 (Figure 17). Le VT-1161 est actuellement en essais 
cliniques de phase II. 

 

 

 
 

VT-1129   
VT-1161 

 VT-1598 
 

 
Figure 17 : Composés VT-1129, VT-1161, et VT-1598 
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5.2. Nouveaux inhibiteurs de la glucane synthase : CD101 et SCY-078 
 

Les échinocandines doivent être administrées par voie intraveineuse sur une base 
quotidienne, de sorte qu’une utilisation prolongée en tant que traitement peut poser des 
problèmes. Le composé CD101 (Figure 18) est une échinocandine expérimentale en cours de 
développement qui a été structurellement modifiée pour conférer une longue demie-vie (> 80 
h), afin de permettre une administration intraveineuse moins fréquente (une fois par 
semaine).95  

 
Des études in vitro ont rapporté une activité très intéressante contre les espèces 

Candida (notamment C. auris) et Aspergillus,96 confirmée par une efficacité in vivo dans les 
modèles murins de candidose invasive.97 Cette molécule était en Phase II d’essais cliniques en 
septembre 2017.91 

 
Un autre inhibiteur de la glucane synthase actuellement mis au point pour 

l’administration orale et intraveineuse est le composé SCY-078 ou enfumafungin (Figure 18). 
L’originalité du SCU-078 vient de sa structure (il s’agit d’un triterpène) et de son 
administration par voie orale. Le composé SCY-078 démontre une activité in vitro importante 
contre diverses espèces de Candida, y compris certains isolats avec des mutations connues 
dans les gènes FKS1 et FKS2, ainsi que des isolats résistants au fluconazole et des isolats de 
C.auris.98,99 Cette molécule était en Phase II d’essais cliniques en septembre 2017.91 
 
 

 
CD101 

 
 

SCY-078 
 

 
Figure 18 : Composés CD101 et SCY-078 

5.3. Nouvel inhibiteur de la biosynthèse de la pyrimidine fongique : F901318 

 
Le composé F901318 (Figure 19) inhibe l’enzyme oxydoréductase dihydroorotate 

déshydrogénase, qui est importante pour la biosynthèse de la pyrimidine. Des préparations 
orales et intraveineuses sont en cours de développement100 et des essais cliniques de phase II 
sont en cours.91 
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Figure 19 : Composé F901318 
 
5.4. Inhibiteur de la biosynthèse du glycosylphosphatidylinositol fongique : APX001 
 

Le composé APX001 (Figure 20) inhibe l’inositol acyltransférase, empêchant la 
maturation des protéines ancrées au GPI (glycosylphosphatidylinositol) de se fixer à la paroi 
cellulaire. Une activité in vitro importante a été rapportée pour le composé APX001 contre un 
large spectre de champignons : différents espèces de Candida, d’Aspergillus, de Fusarium et 
de Scedosporium. De plus l’efficacité in vivo a été montrée dans des modèles animaux 
d’infections fongiques invasives diverses (candidoses invasives, aspergilloses et 
fusarioses).101,96 Ce composé était en essai clinique de Phase II en septembre 2017.91 
 

N
NH2

O N
O

N
 

 

Figure 20 : Composé APX001 

 
Ainsi plusieurs nouveaux antifongiques sont actuellement en cours de développement 

permettant d’espérer pouvoir surmonter la résistance aux antifongiques classiques et d’éviter 
les effets indésirables et les interactions médicamenteuses associées aux agents actuellement 
disponibles. Les travaux menés dans les prochaines années nous diront si ces agents 
parviendront à atteindre ces objectifs. 
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III. Les protéines kinases C 
 
Les protéines kinases C (PKC) sont des sérine/thréonine kinases capables de 

phosphoryler d’autres protéines sur les fonctions alcools.102 Elle sont considérées comme des 
médiateurs classiques de nombreux agonistes intra- et extracellulaires103 et jouent un rôle dans 
la cascade des MAPK.104 Elles sont impliquées dans différentes fonctions physiologiques de 
la cellule comme les phénomènes d’apoptose, l’activation des plaquettes, la conformation de 
l’actine dans la cytosquelette, la modulation de l’activité des canaux ioniques, la sécrétion et 
la prolifération cellulaire.105 

 
Les membres de la famille des PKCs sont présents chez les eucaryotes, de la levure à 

l’homme.106 L’enzyme a été nommée d’après les premières isoformes humaines décrites, qui 
sont activées par interaction avec les lipides et les ions calcium, d’où le "C" (conventionnel ou 
cPKCs).107 Plus tard, d’autres isoformes de PKC de mammifères ont été identifiées, dont 
certaines ne sont pas activées par le calcium (nPKCs) ou les lipides (aPKCs). Il existe au 
moins dix isoformes de PKC chez les mammifères alors que dans le règne fongique seulement 
une ou deux isoformes ont été décrites (Figure 21). 
 

 
 

Figure 21 : Différents domaines des isozymes PKC humains et fongique108 
 
1. Structures et fonctions des domaines PKC humains 

 
Neuf gènes codent pour des isozymes PKC chez l’Homme. Il existe 10 isoformes de 

PKC qui peuvent être réparties en 3 groupes en fonction de leurs cofacteurs et de leurs 
structures : classique ou conventionnelle (cPKC), nouvelle (nPKC) et atypique (aPKC).108 

- Les PKC classiques : α, βI, βII, γ qui sont activées par le diacylglycérol (DAG), la 
phosphatidylsérine (PS) et Ca2+, 

- Les PKC nouvelles : δ, ε, η, σ qui sont activées par le DAG et la phosphatidylsérine 
mais qui ne sont pas calcium-dépendantes, 

- Les PKC atypiques : ξ, ι/λ, qui ont pour cofacteurs des céramides et le 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). 
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Ces isoformes sont différenciées par leur expression tissulaire, leur localisation et les 
facteurs capables de les activer (Tableau 1). Il est à remarquer que les mécanismes 
d’activation semblent similaires pour l’ensemble des isoenzymes malgré des activateurs 
différents.  
 

Tableau 1 : Isoformes de la PKC dans les tissus humains108 
 

Groupe Sous type Activateur Localisation 

cPKC 

α Ca2+, DAG, PS Ubiquitaire 
βI Ca2+, DAG, PS Quelques tissus 
βII Ca2+, DAG, PS Nombreux tissus 
γ Ca2+, DAG, PS Cerveau 

nPKC 

δ DAG, PS Ubiquitaire 
ε DAG, PS Cerveau et autre 
η DAG, PS Peau, poumons, coeur 
σ PS Muscles, cellules T 

aPKC 
ξ PIP3 Ubiquitaire 

ι/λ PIP3 Quelques tissus 

 

2. Structures et fonctions des domaines PKC fongiques 
 

Contrairement aux mammifères, qui possèdent au moins 9 gènes codant la PKC, les 
champignons n’en ont qu’un.108 Les PKC fongiques semblent être étroitement apparentées au 
sous-type nPKC humain, puisqu’une délétion de pkc1 chez S. cerevisiae peut être palliée par 
la présence de PKCη mais pas par des membres des sous-types cPKC ou aPKC.109 

 
De plus, la structure des PKC fongiques ressemble à celle des nPKC, avec l’addition 

d’une extension N-terminale portant deux domaines HR1. Etant donné l’absence de résidus 
d’acides aminés clés dans leurs domaines C2, les PKC fongiques ne sont pas activées par Ca2+ 
et, en dépit de la présence de deux domaines C1, elles ne sont pas non plus activées par DAG 
ou par les esters de phorbol.110 Cependant, il a été montré récemment que la PS se lie au 
domaine C1 et favorise son interaction avec Rho1, une GTPase.111  

 
Chez C. albicans, la protéine kinase C, est l’une des protéines impliquées dans les voies 

MAPK, (Figure 22). Elle est décrite comme un régulateur de l’intégrité de la paroi cellulaire 
durant la croissance, la morphogenèse et la réponse au stress pariétal.112,113,114 Elle joue aussi 
un rôle dans la formation des biofilms.115 
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Figure 22 : La voie de signalisation des MAPK chez C. albicans116 

 
La Fayette et al.117 ont montré un nouveau rôle pour PKC dans les mécanismes de 

tolérance aux antifongiques. En effet, une déficience pharmacologique ou génétique de Pkc1 
entraîne une restauration de la sensibilité aux azolés. L’activation de la voie de signalisation 
MAPK dépendante de Pkc1 est représentée sur la figure 23. 

 
De plus, des résultats antérieurs obtenus en laboratoire ont montré que des inhibiteurs 

de la protéine PKC (de la famille des bisindolylmaléimides) rétablissaient la sensibilité au 
fluconazole de souches résistantes, non mutées au niveau du gène ERG11. 

 

 
 

Figure 23 : Activation de la voie de signalisation impliquant PKC suite à un stress à la surface des cellules108 

 
Dans ce contexte, le ciblage de la voie de transduction du signal médiée par PKC 

représente une nouvelle stratégie intéressante pour la thérapie antifongique.108 
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IV. Cercosporamide 
 

Le (–)-cercosporamide est un produit naturel isolé à l’origine en 1991 par extraction à 
partir du champignon phytopathogène Cercosporidium henningsii.118 Ce composé est de 
structure de type dibenzo[b,d]furane de nomenclature suivante : (9aS)-8-acétyl-9,9a-dihydro-
1,3,7-trihyroxy-9a-méthyl-9-oxodibenzo[b,d]furane-4-carboxamide. 

 
Il possède donc une partie benzénique avec 2 substituants hydroxy en C-1 et C-3 et un 

carboxamide en C-4. Le carbone asymétrique en C-9a, de configuration absolue S, porte un 
méthyle et la molécule est lévogyre. Son énantiomère R n’a pas encore été isolé et n’est pas 
décrit dans la littérature. Enfin sur la partie non aromatique, il possède un oxo en C-9, un 
acétyle en C-8 et un hydroxy de type énolique en C-7. Cet énol est conjugué avec la cétone en 
C-9 pouvant entraîner un équilibre céto-énolique mais les données spectrales de la littérature 
confirment la forme indiquée dans la figure 24.  

 
Enfin, ce composé est apparenté à l’acide usnique, un métabolite secondaire extrait de 

lichens, qui existe sous 2 formes énantiomériques dans la nature et en mélange racémique.119 
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Figure 24 : Structure du (–)-cercosporamide et de l’acide usnique 

 
Le cercosporamide a été identifié comme un agent antifongique à large spectre 

présentant une CMI in vitro allant de 89 µg/mL120 à 10 µg/mL121 contre différentes souches de 
C. albicans. 

 
C. henningsii est un agent pathogène important du manioc (Manihot esculenta). Parmi 

les souches de C. henningsii étudiées, Sugawara et al.118 se sont intéressés à deux souches, 
une souche d’origine africaine et une souche d’origine thaïlandaise. Celles-ci ont été mises en 
culture agitée pendant 3 semaines à 23 °C sur un milieu contenant un extrait de feuilles de 
manioc. Les chercheurs ont montré que les deux souches produisaient des phytotoxines 
différentes, la citrinine pour la souche thaïlandaise et le cercosporamide pour la souche 
africaine (Figure 25). 
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Figure 25 : Structure de la citrinine 
 

L’amide de l’acide usnique, une phytotoxine apparentée à l’acide (–)-usnique et au     
(–)-cercosporamide, a également été isolé à partir de l’agent pathogène fongique du manioc, 
C. henningsii. L’amide de l’acide usnique présente également une activité antifongique 
modérée et une inhibition de la protéine kinase C humaine (CI50 = 0,8 µM) (Figure 26).120 
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Figure 26 : Structure de l’amide d’acide usnique 
 
Hoffman et al.122 ont isolé l’acide usnique et deux de ses dérivés, le cercosporamide et 

la phomodione, à partir d’un milieu de culture de l’espèce endophyte Phoma.  
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Figure 27 : Structure de la phomodione 
 
En 2004, Sussman  et al.121 ont montré que le cercosporamide était un puissant 

inhibiteur ATP-compétitif de la kinase fongique de C. albicans (CaPkc1), avec une CI50 de 44 
nM. La voie de signalisation de l’intégrité de la paroi cellulaire médiée par Pkc1 est 
essentielle pour la croissance fongique. Ainsi, l’activité antifongique du cercosporamide 
pourrait être attribuée à l’inhibition de la kinase Pkc1, constituant ainsi une piste à explorer 
dans la conception de composés aux propriétés antifongiques potentielles. 

 
Le cercosporamide inhibe aussi les PKCα et PKCβ humains (CI50 = 1 µM et 0,3 µM, 

respectivement)121 ce qui s’explique par l’homologie élevée entre le domaine catalytique de la 
Pkc1 fongique et les PKC de mammifères. Il a été démontré plus tard qu’il inhibe d’autres 
kinases humaines, y compris Mnk1/2, Jak3, GSK3β, ALK4 et PIM1, dans des gammes allant 
du nanomolaire au micromolaire.123,124 
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OBJECTIFS DE RECHERCHE 

I. Description des objectifs  
 
Le projet de recherche, à l’interface de la chimie et de la biologie, vise à développer 

des composés hétérocycliques, inhibiteurs spécifiques de Pkc1 de C. albicans, puis à évaluer 
leur potentiel antifongique intrinsèque ou leur propriété de contournement de la résistance aux 
azolés, c’est-à-dire leur aptitude à restaurer la sensibilité aux azolés de souches résistantes  
lors d’une co-administration avec le fluconazole. Leur propriété d’inhibition de biofilm sera 
aussi évaluée. 

 
La stratégie consistant à mimer un produit naturel pour la conception d’agents 

antifongiques pour lutter contre la résistance fongique a été très récemment validée par la 
découverte de xanthones dérivées de l’α-mangostine.125,126 

 
A notre connaissance, aucun composé hétérocyclique présentant une activité 

antifongique associée à l’inhibition de CaPkc1 n’a été décrit dans la littérature, à l’exception 
du cercosporamide.121 En conséquence, le cercosporamide constitue un modèle d’étude 
pertinent pour la conception de nouvelles molécules biologiquement actives dans le domaine 
des antifongiques. 

 
Dans un contexte où la synthèse totale du cercosporamide n’est pas décrite dans la 

littérature, il est envisagé de synthétiser des analogues hétérocycliques simplifiés en 
s’affranchissant de l’asymétrie. Le but est d’obtenir une voie d’accès plus aisée aux composés 
d’intérêt, d’améliorer l’activité biologique et de valider les pharmacophores présents sur la 
molécule de référence. 

 

II. Outils informatiques (Modélisation moléculaire) 
 

La connaissance d’une structure 3D de PKC1 C. albicans (CaPkc1) permettrait de 
modéliser les interactions du cercosporamide dans le site ATP de l’enzyme (docking), 
déterminer un pharmacophore, et proposer les pharmacomodulations idéales en vue 
d’améliorer les profils affinité / sélectivité.  

1. Construction d’un modèle CaPkc1 
 

En l’absence d’une cristallographie de cette enzyme, un modèle 3D a été réalisé sur le 
site de la SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) par homologie comparative, à 
partir de la séquence primaire du domaine kinase de CaPkc1 (code UniProtKB : P43057, 
positions 748-1097) et de la structure 3D connue de la PKCβII humaine en complexe avec un 
inhibiteur ATP-compétitif de type bis-indolylmaléimide (code PDB : 2I0E.pdb, résolution = 
2,6 Å). Le choix de cette structure de référence s’est imposé suite à une recherche par 
similarité (Blast) dans la base de données PDB (47% d’identité au niveau des séquences 
primaires en acides aminés) mais également par le fait que le cercosporamide possédait une 
CI50 expérimentale de 0,349 µM sur PKCβ.121 
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Figure 28 : Alignement « pairwise » de la séquence primaire de CaPkc1 (domaine kinase)  
avec celle de la PKCβ (2I0E.pdb) 

 
L’alignement des deux séquences (Figure 28) constitue le point de départ d’une 

construction automatisée du modèle (assignation des coordonnées des régions 
structurellement conservées, reconstruction des parties non conservées (chaînes latérales)), à 
l’issue de laquelle une minimisation énergétique est effectuée par la méthode Powell dans le 
but d’obtenir une conformation stable (méthode à gradient conjugué, champ de force : Tripos, 
charges partielles atomiques : Gasteiger-Hückel, constante diélectrique : 4, gradient 
énergétique : 0,1 kcal.mol-1.Å-1). Les paramètres géométriques (angles φ et ψ, 
Ramachandran) ainsi que le repliement 3D ont été évalués respectivement par les 
programmes Procheck et Verify3D (http://servicesn.mbi.ucla.edu) et permettent finalement de 
valider le modèle (Figures 29 et 30). 
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Figure 29 : Diagramme de Ramachandran du modèle CaPkc1  
(99% des acides aminés sont situés à l’intérieur des zones les plus favorables) 
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Figure 30 : Graphique obtenu par Verify3D pour le modèle CaPkc1 

2. Modélisation des interactions cercosporamide / modèle CaPkc1 
 

Le docking du cercosporamide (logiciel Gold) dans le site ATP du modèle CaPkc1 
montre plusieurs possibilités d’ancrage. Parmi celles-ci, une 1ère hypothèse (Figure 31, 
solution 1) consisterait en la principale implication du benzamide par liaisons-H 
fondamentales avec les acides aminés Glu104 et Ile106 de la région de fixation du noyau 
adénine de l’ATP « hinge region ». Cette solution serait alors conforme à celle obtenue par 
une équipe australienne sur les kinases Mnk1/2 impliquées en cancérologie.124  

 
 

Figure 31 : Hypothèse de docking du (S)-cercosporamide dans le site ATP du modèle CaPkc1 (solution 1) 
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Une 2ème hypothèse envisage une toute autre conformation par retournement de 180° 
de la molécule (Figure 32, solution 2). Dans ce cas précis, le groupe acétyle effectue l’ancrage 
fondamental par liaison-H avec le NH de l’Ile106 (hinge region) alors que d’autres 
interactions par liaisons-H s’établissent d’une part entre le benzamide et les Asp166/Asn153, 
et d’autre part entre le phénol (position 7) et l’Asp152. En particulier, ce dernier acide aminé 
(analogue Asp470 sur PKCβII) est particulièrement intéressant puisque conservé dans la zone 
de reconnaissance du substrat chez tous les sous-types PKC.127 Sur la structure 
cristallographique de référence (PKCβII humaine, 2I0E.pdb), cet Asp470 effectuait déjà une 
interaction ionique avec la chaine diméthylpropylamine du bis-indolylmaléimide (Figures 33), 
ce qui pourrait moduler la sélectivité.  
 

 
 

Figure 32 : Hypothèse de docking du (S)-cercosporamide dans le site ATP du modèle CaPkc1 (solution 2) 
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Figure 33 : Interaction du bis-indolylmaléimide dans le site ATP de la PKCβII (2I0E.pdb) 

 

3. Séries chimiques envisagées 
 

Selon la 1ère hypothèse de docking, le cercosporamide s’est avéré reconnaître le site de 
liaison à l’ATP dans le modèle CaPkc1 par l’intermédiaire de plusieurs liaisons hydrogène 
apportées le 4-CONH2 de la partie phényle et aussi par les groupements 3-OH sur Mnk2 
humaine d’après les travaux de Hou et al..124 

 
D’autre part, les données de la littérature indiquent que les propriétés biologiques 

associées au cercosporamide, comme l’inhibition de CaPkc1, ne se retrouvent pas pour son 
analogue structural l’acide usnique, alors que ces 2 molécules présentent une partie 
structuralement similaire (Figure 24 rf. p 30).128 Ainsi, les modes d’interaction proposés et les 
remarques précédentes tendent à montrer que la « partie ouest » du cercosporamide constitue 
le pharmacophore de la molécule. Tous ces arguments justifient la stratégie de maintenir le 
dihydroxybenzofurane-carboxamide (en couleur bleue) du produit naturel utilisé comme 
modèle pour la conception de nouveaux composés tricycliques (Figure 34). 

 
Pour la modulation de la « partie est » de la molécule (couleur verte), notre choix s’est 

porté sur l’introduction d’un système de type pyrimidine (pyrimidinone, pyrimidinedione ou 
aminopyrimidine) susceptible d’apporter des groupements donneurs ou accepteurs de liaisons 
hydrogène et d’entraîner des interactions supplémentaires avec les acides aminés du site actif 
pour une meilleure activité inhibitrice de kinase et une sélectivité améliorée. En série 
dibenzo[b,d]furane, il nous a semblé pertinent, d’introduire pas à pas les différents 
substituants hydroxy et acétyle présents initialement sur la « partie est » du cercosporamide 
avec l’avantage de permettre à ces molécules rigides de s’adapter au site ATP en proposant de 
multiples conformations bioactives. Ces modulations permettront aussi de vérifier l’incidence 
du chaque substituant sur l’activité biologique. 
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Figure 34 : Conception des composés cibles suivant la 1ère hypothèse 

 

 Les séries chimiques pouvant émerger de la 2ème hypothèse, bien que fort 
intéressantes, ne feront pas l’objet de cette étude, dans un premier temps. 
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PREMIER CHAPITRE 

Partie A : Synthèse des benzofuro[3,2-d]pyrimidines 

I. Partie théorique : Aperçu bibliographique  

1. Les benzofuro[3,2-d]pyrimidines 
 

L’hétérocycle benzofuro[3,2-d]pyrimidine est largement retrouvé comme structure de 
base dans une grande variété de substances qui présentent des activités biologiques 
importantes. La synthèse de dérivés benzofuropyrimidiniques a reçu une attention 
considérable en raison de leur présence dans un grand nombre de produits naturels et de 
produits pharmaceutiques synthétiques.129,130,131 Il existe deux isomères dont la structure varie 
en fonction de la position relative des azotes sur l’hétérocycle (Figure 35). 
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Figure 35 : Structure des dérivés benzofuropyrimidiniques 

 
Les sites privilégiés de fonctionnalisation du noyau benzofuro[3,2-d]pyrimidinique 

dépendront du type de régioisomère travaillé. La nomenclature de ce noyau et sa 
numérotation sont détaillées sur la figure 36. 
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Figure 36 : Nomenclature du cycle benzofuro[3,2-d]pyrimidine 

 
L’objectif de notre étude pharmacochimique consistera à synthétiser et à 

fonctionnaliser des dérivés benzofuro[3,2-d]pyrimidiniques. Tout d’abord, les cibles et les 
applications thérapeutiques de ce type de composés, déjà décrits dans la littérature, seront 
présentées. Les voies d’accès à cet hétérocycle ainsi que sa réactivité seront également 
rappelées. 
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2. Applications en Chimie Thérapeutique des benzofuro[3,2-d]pyrimidines  
 
Grâce à la facilité de la synthèse de cet hétérocycle, à sa bonne stabilité ainsi qu’aux 

récentes méthodes développées de fonctionnalisation, les benzofuro[3,2-d]pyrimidines ont fait 
l’objet de nombreuses publications, illustrant la diversité des propriétés pharmacologiques de 
ces dérivés. 

 
Différents benzofuranes trouvent également une application en tant que capteurs 

fluorescents,132 oxydants,133 antioxydants,134 une variété de médicaments et dans d’autres 
domaines de la chimie et de l’agriculture.135 Les composés englobant la fraction pyrimidine se 
sont avérés être utiles comme agents bactéricides,136 antipaludéens,137 analgésiques,138 
antihypertenseurs136 et agents antitumoraux139. Les pyrimidines et leurs dérivés fusionnés par 
cycle ont un large spectre d’activité biologique, ils sont notamment présents dans certaines 
bases d’acide nucléique.140 

 
Les structures hétérocycliques fusionnées contenant des systèmes cycliques 

pyrimidinique et furanique sont bien connues pour posséder diverses activités biologiques 
telles qu’une activité antimicrobienne,141 anti-inflammatoire,142 antivirale,143 anti-VIH et 
antitumorale144. De plus, les dérivés des benzofuropyrimidines sont d’une grande importance 
car ils sont associés à des activités analgésiques, anti-inflammatoires et 
antimicrobiennes.145,146 Certains de ces dérivés présentent également de bonnes activités 
anticoccidiennes et hypoglycémiantes.147 

 
La benzofuro[3,2-d]pyrimidine est très présente dans la structure d’une grande variété 

de substances qui présentent des activités biologiques importantes. Par exemple, elle est 
décrite comme inhibiteur de tyrosine kinase.148 En outre, le dérivé benzofuro[3,2-
d]pyrimidine est capable de potentialiser la voie de signalisation CREB (AMPc response 
element binding) qui est associée à l’amélioration de la mémoire à long terme.149 Les 
membres d’une série de dérivés de benzofuropyrimidine servent d’agonistes inverses du 
récepteur de l’histamine H4.150 On a également observé que les benzofuropyrimidines étaient 
des inhibiteurs de Hsp90,151 des antagonistes du récepteur de l’adénosine (A2A)152 et des 
inhibiteurs de E. coli primase.153 

2.1. Benzofuro[3,2-d]pyrimidines comme inhibiteurs d’enzymes 
 

Un inhibiteur enzymatique est une substance se liant à une enzyme et qui en diminue 
l’activité. Un inhibiteur peut empêcher la fixation du substrat sur le site actif en se fixant à sa 
place, ou provoquer une déformation de l’enzyme qui rend celle-ci inactive (inhibiteur 
allostérique).154 

 
L’inhibition des enzymes joue un rôle important dans le contrôle des mécanismes 

biologiques, et notamment dans la régulation des voies métaboliques. Puisque l’inhibition 
d’une enzyme peut tuer un pathogène ou corriger un déséquilibre métabolique, des 
applications existent dans de nombreux domaines : beaucoup de médicaments, pesticides ou 
insecticides sont des inhibiteurs enzymatiques.155 En enzymologie, les inhibiteurs sont très 
utilisés pour déterminer le mécanisme d’action d’une enzyme.156,157 

 
La liaison d’un inhibiteur peut empêcher un substrat de se fixer au site actif de 

l’enzyme et/ou l’enzyme de catalyser sa réaction. Cette inhibition peut être réversible ou 
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irréversible. Les inhibiteurs irréversibles réagissent généralement avec l’enzyme et la 
modifient chimiquement. Ils se fixent de manière covalente et modifient des résidus clés, 
nécessaires à l’activité enzymatique. En revanche, les inhibiteurs réversibles se lient de façon 
non covalente et différents types d’inhibition en résultent selon que ces inhibiteurs lient 
l’enzyme, le complexe enzyme-substrat (ES) ou les deux.158 Beaucoup de médicaments sont 
des inhibiteurs enzymatiques, de sorte que leur découverte et leur amélioration est un domaine 
de recherche actif en biochimie et en pharmacologie.159 

 
Le glioblastome multiforme (GBM) est la tumeur primitive du cerveau la plus 

fréquente et la plus agressive. Le traitement peut comprendre de la chimiothérapie, de la 
radiothérapie et de la chirurgie.160 
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Figure 37: Structure du MP470, un inhibiteur de tyrosine kinase 
 

Le MP470 (Figure 37, CI50 = 1 µM), un puissant inhibiteur de tyrosine kinase à petite 
molécule de c-Met, a radiosensibilisé plusieurs lignées cellulaires GBM à la fois in vitro et in 
vivo, et peut aider à améliorer les résultats pour les patients atteints de GBM. Le MP470       
(5 µM) entraîne une diminution de la phosphorylation de c-Met et aboutit à une diminution de 
0,4 logs du nombre de cellules SF767 après irradiation (8 Gy). Les cellules prétraitées avec le 
MP470 présentaient plus de dommages à l’ADNdb que les cellules irradiées sans ajout du 
MP470. Mécaniquement, il a été démontré que le MP470 inhibait la réparation des cassures 
de l’ADNdb et augmentait l’apoptose. Le MP470 influence diverses protéines liées à la survie 
et à la réparation de l’ADN, telles que pAKT, RAD51 et GSK3β. In vivo, la combinaison de 
MP470 et de la radiation entraîne un retard dans la croissance tumorale et augmente le temps 
de survie des souris traitées.148 

2.2. Benzofuro[3,2-d]pyrimidine, potentialisateur de la voie de signalisation CREB 
 

La protéine CREB est une protéine ubiquitaire eucaryote, exprimée dans tous les types 
de cellules. Elle agit comme un facteur de transcription qui interagit directement avec l’ADN 
par sa fixation aux éléments de réponse, induisant la transcription de certains gènes. Cette 
protéine pour être active a besoin d’être phosphorylée par une protéine kinase A (PKA), elle-
même activée par de l’AMPc. Elle joue un rôle important dans l’apprentissage et la formation 
de la mémoire à long terme en couplant l’activité neuronale avec des changements dans 
l’expression des gènes.161,149 L’inhibition de l’activité de la PKA par l’administration ciblée 
d’un peptide inhibiteur de la PKA entraîne une diminution de la phosphorylation de la 
protéine CREB et potentiellement des effets à long terme.162 

 
Parmi les 25 composés testés, le composé NCGC00067819, un dérivé de 

benzofuro[3,2-d]pyrimidine, améliore la production de l’AMPc entraînant une amélioration 
de la mémoire à long terme via la phosphorylation de CREB par PKA (Figure 38).150 
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Figure 38 : Structure d’un potentialisateur de la voie de signalisation CREB, le NGC00067819 (CI50 = 79 nM) 
 
2.3. Benzofuro[3,2-d]pyrimidines comme modulateurs du récepteur de l’histamine H4 

 
Le récepteur de l’histamine H4 (H4R) a été identifié à partir de séquence avec le 

récepteur de l’histamine H3 comme les autres récepteurs de l’histamine, il possède les 
caractéristiques d’un récepteur couplé à la protéine G.163 Le H4R est exprimé sur diverses 
cellules du système immunitaire et il a été démontré qu’il influence la production de 
cytokines. En conséquence, il a été démontré que les antagonistes de l’histamine H4 jouent un 
rôle dans plusieurs modèles animaux de maladies inflammatoires humaines telles que 
l’asthme, le prurit et la colite, ainsi que la douleur.150  
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Figure 39 : Structure des antagonistes du H4R 

 
Le criblage initial à haut débit du récepteur H4 a permis d’identifier plusieurs séries 

prometteuses, parmi elles, les aminopyrimidines tricycliques (Figure 39, composés 1 et 2) ont 
été identifiées comme antagonistes du H4R, bien qu’ils étaient instables pour les microsomes 
hépatiques humains (t1/2 < 5 min), ils représentaient néanmoins une série puissante méritant 
une étude supplémentaire.150,164 

2.4. Benzofuro[3,2-d]pyrimidines comme inhibiteurs de Hsp90 
 
Hsp90 est l’un des chaperons moléculaires les plus abondants dans les cellules 

eucaryotes, jouant un rôle important dans le repliement, la stabilisation, l’activation et 
l’assemblage des protéines “clientes”.165 Hsp90 fait partie des protéines chaperons impliquées 
dans les cancers et la prolifération de cellules tumorales.166 En effet, Hsp90 permet 
l’activation d’oncoprotéines, comme par exemple la protéine kinase v-Src.167 De ce fait, 
Hsp90 est une cible importante pour le traitement de cancers.168 
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Figure 40 : Structure de l’acide 2-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-ylamino)-3-phénylpropanoïque 
 
Park et al.151 a montré la stratégie globale de calcul et d’expérimentation pour la 

découverte de nouveaux inhibiteurs de Hsp90. Parmi 85 000 composés, 300 composés ont été 
sélectionnés après criblage virtuel dont 285 ont été testés pour l’activité inhibitrice de Hsp90. 
41 composés présentaient plus de 70% d’inhibition à une concentration de 50 µM. Parmi eux, 
l’acide 2-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-ylamino)-3-phenylpropanoic a été identifié comme 
inhibiteur de Hsp90. 
 
2.5. Benzofuro[3,2-d]pyrimidines comme antagonistes des récepteurs de l’adénosine 

 
Les récepteurs A2A de l’adénosine sont abondants dans le putamen caudé, le nucleus 

accumbens et le tubercule andolfulaire chez plusieurs espèces. Dans le putamen caudé, les 
récepteurs A2A de l’adénosine sont localisés dans plusieurs neurones et modulent la 
neurotransmission du GABA, de l’acétylcholine et du glutamate. Ces actions du récepteur de 
l’adénosine A2A pourraient contribuer au comportement moteur. Par exemple, il a été 
démontré que les agonistes A2A inhibent l’activité locomotrice et induisent la catalepsie chez 
les rongeurs. En revanche, les antagonistes de l’adénosine A2A préviennent les troubles 
moteurs chez les souris n’expriment pas le récepteur de la dopamine D2.169,152 

 
L’évaluation de l’antagoniste des récepteurs A2A a montré une activité 

antiparkinsonienne chez le singe sans produire d’hyperactivité et de dyskinésie, suggérant que 
les antagonistes des récepteurs A2A pourraient constituer une nouvelle classe de médicaments 
antisymptomatiques pour la maladie de Parkinson.170,171 
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Figure 41 : Structure d’antagonistes des récepteurs de l’adénosine 
 

Les études de Matasi et al.152 pour découvrir les antagonistes du récepteur A2A, le 
criblage des composés de fichier a identifié une nouvelle structure non purine 1 (Figure 41) 
comme un puissant antagoniste A2A (Ki = 1,7 nM). Ils ont montré que la réduction de la 
cétone et le remplacement par la liaison éther au composé 4-phenyl[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidin-2-amine produit un composé avec une affinité A2A similaire à 1. 
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2.6. Benzofuro[3,2-d]pyrimidines comme inhibiteurs de primase de E. coli  
 
Les efforts récents dans la recherche antibactérienne impliquent l’identification de 

nouvelles cibles afin de relever le défi de la résistance aux antibiotiques.153 
 
La primase ou ADN primase est une enzyme intervenant dans le processus de 

réplication de l’ADN. C’est une ARN polymérase qui permet la synthèse de courts segments 
d’ARN qui sont ensuite utilisés comme amorces par l’ADN polymérase réplicative. La 
majorité des ADN polymérases connues ont en effet besoin d’une amorce et ne sont capables 
que d’allonger une région déjà partiellement double brin, en ajoutant un nucléotide à une 
extrémité 3’ hydroxyle déjà présente. La primase, en revanche, est capable de synthétiser une 
amorce d’ARN de novo, à partir d’une matrice d’ADN. Les primases se retrouvent chez 
toutes les espèces, dans les trois domaines du vivant (archées, eucaryotes et bactéries), c’est 
une enzyme essentielle à la réplication cellulaire. Dans la cellule, la primase fait partie du 
complexe multiprotéique de réplication de l’ADN appelé réplisome.172 La primase 
bactérienne est une cible bactérienne nouvelle et sous-explorée qui est essentielle à la 
réplication de l’ADN chez les bactéries Gram-positives et Gram-négatives.153 

 

O

N

N

O

N

CI50 = 8,9 µM

 
 

Figure 42 : Structure du N,N-diméthyl-2-[(2-phényl[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)oxy]éthanamine 
 
Les travaux d’Agarwal et al.153 ont montré que la N,N-dimethyl-2-[(2-

phenyl[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)oxy]ethanamine est un inhibiteur de primase de E. 
coli (Figures 42). 
 
3. Voies d’accès aux dérivés benzofuro[3,2-d]pyrimidiniques 
 

Compte tenu de l’importance des benzofuropyrimidines, certaines méthodologies de 
synthèse de ces hétérocycles fusionnés ont été rapportées. Pour réaliser la synthèse de ce 
scaffold, plusieurs approches peuvent être envisagées.  

 
La première voie d’accès présente plusieurs avantages. Le procédé de synthèse 

classique utilisé pour la construction du squelette benzofuropyrimidine (Schéma 1) met en jeu 
les 2-carbonyl-3-aminobenzofuranes et leurs équivalents, sous forme d’acides,173 d’esters,174 
d’amides,175 qui servent des précurseurs des pyrimidines tricycliques.  
 

O

NH2

COR
O

N
NH

O

R : OH, OR', NH2

R
1

R
1

 
 

Schéma 1 : Première voie d’accès possible 
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 Poursuivant l’investigation des dérivés benzofuro[3,2-d]pyrimidiniques, une seconde 
voie d’accès met en avant une synthèse à partir de dérivé de type cyanoénamine (Schéma 
2).176 
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Schéma 2 : Seconde voie d’accès envisagée 
 
Une nouvelle voie de synthèse a été décrite, dans laquelle le couplage de Suzuki entre la 

halogenopyrimidine et l’acide 2-méthoxyphénylboronique est suivi d’une déméthylation de la 
formation et d’une liaison C-O intramoléculaire (Schéma 3).177 
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Schéma 3 : Troisième voie d’accès envisagée 
 
Les travaux de Chao et al.131 ont montré une nouvelle réaction en cascade a été 

développée pour la synthèse de divers membres d’une série de dérivés benzofuro[3,2-
d]pyrimidine (Schéma 4). 
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Schéma 4 : Synthèse de benzofuro[3,2-d]pyrimidines à partir de chromones halogénés 
 

Le procédé utilise des 3-chlorochromenones facilement préparées et diverses amidines 
disponibles dans le commerce et leurs analogues comme matières de départ. Cette réaction en 
tandem est favorisée en utilisant un simple réactif de cuivre(I) et implique une séquence 
chimiosélective d’addition de Michael-hétérocyclisation-cyclisation intramoléculaire.131 

3.1. La construction du noyau pyrimidinique 
 
 On note que la construction du noyau pyrimidinique est importante pour la synthèse 
des dérivés benzofuropyrimidinique. Une recherche bibliographique montre que certaines 
méthodes d’accès directement au noyau pyrimidinique décrites dans la littérature peuvent être 
appliquées à notre synthèse. 

3.1.1. Sous forme d’acides 
 

Zhu et al. ont décrit en 2011 la synthèse des dérivés benzopyrimidinediones. Dans 
leurs travaux, ils sont synthétisé, à partir de l’acide 5-nitro-2-aminobenzoïque 1a ou de l’acide 
2-aminobenzoïque 1b, on obtient respectivement les composés 2a et 2b désirés (rendement 2a 
: 80%, rendement 2b : 65%) par traitement à l’urée sous irradiation micro-ondes (Schéma 
5).173 
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Schéma 5 : (i) Urée, reflux, MO 

 
Nous proposons pour cette synthèse, dont le mécanisme n’a pas encore été clairement 

défini, deux hypothèses envisageables pour obtenir les composés 2a et 2b (Schéma 6). 
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Schéma 6 : Mécanisme proposé par notre équipe 

3.1.2. Sous forme d’esters 
 

D’après les travaux réalisés par Hayakawa et al. pour la synthèse de la 
pyrido[3',2':4,5]furo[3,2-d]pyrimidin-4(3H)-one 3. Le traitement du 2-chloronicotinonitrile 1 
avec de l’hydroxyacetate d’ethyl en présence de DBU a donné un ester aromatique bicyclique 
2, qui a été traité avec du formamide pour donner une pyrimidone 3 (Schéma 7).178 
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Schéma 7 : (i) DBU, EtOH, reflux, 76% ; (ii) Formamide, reflux, 97%. 
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Le mécanisme réactionnel est le suivant (Schéma 8).  
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Schéma 8 : Mécanisme proposé par notre équipe 

3.1.3. Sous forme d’amides  
 

La synthèse de 3-quinazolin-4-one 2 à partir de la réaction du 2-aminobenzamide 1 et 
des orthoesters a déjà été rapportée dans les travaux de Heravi et al. (Schéma 9).175 
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Schéma 9 : Synthèse de 3-quinazolin-4-one 
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Nous proposons un mécanisme réactionnel (Schéma 10).  
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Schéma 10 : Mécanisme proposé par notre équipe 
 

3.2. La construction du noyau benzofuro[3,2-d]pyrimidinique  
3.2.1. Synthèse de la 8-chloro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione 
 

Savall et al.150 ont rapporté la synthèse de la 8-chloro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-
2,4(1H,3H)-dione 3. Cette synthèse est préparée en 4 étapes à partir de 5-chloro-2-
hydroxybenzonitrile 1. L’alkylation d’un cyanophénol correspondant avec du bromoacétate 
d’éthyle suivie d’une fermeture de cycle en présence d’une base a donné l’aminoester 
bicyclique 2. Une acylation suivie d’une condensation avec de l’hydrazine et une réduction 
ultérieuse ont donné la pyrimidinedione tricyclique 3 (Schéma 11). 
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Schéma 11 : (i) K2CO3, bromoacétate d’éthyle, acétone ; (ii) K2CO3, DMF, 100 °C, 10 min, 92% ; (iii) 
chloroformiate d’éthyle, benzene, reflux; (iv) 1) NH2NH2, EtOH, reflux ; 2) NaNO2, AcOH, reflux, 89%. 
 
  



Partie A : Synthèse des benzofuro[3,2-d]pyrimidines 
 

49 
 

Le mécanisme réactionnel est le suivant (Schéma 12).  
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 Schéma 12 : Mécanisme proposé par notre équipe 

3.2.2. Synthèse du 7-méthoxybenzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-amine 
 

Loidreau et al.179 ont décrit la série pour l’obtention de 7-méthoxy[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidin-4-amine. La O-alkylation du 2-hydroxy-4-méthoxybenzonitrile 1 commercial et 
la cyclisante de l’intermédiaire cyanométhyléther correspondant (non isolé) ont été réalisées 
en présence de carbonate de potassium comme base. La synthèse du dérivé 4-
aminopyrimidine 3 non substitué a été mise en œuvre avec un bon rendement de 84% par 
chauffage élevé (170 °C pendant 30 min) de la formimidamide intermédiaire en présence de 
formamide qui a joué le double rôle de solvant et de réactif (Schéma 13). 
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Schéma 13 : (i) Bromoacétonitrile, K2CO3, DMF, t.a., 2 h ; (ii) 80 °C, 16 h, 79% ; (iii) DMF-DMA, 90 °C, MO, 
30 min, 99% ; (iv) Formamide, 170 °C, MO, 30 min, 84%. 
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3.2.3. Synthèse de benzofuro[3,2-d]pyrimidines fonctionnalisées 
 

Bo Chao et al.131 ont présenté en 2012 une nouvelle réaction en cascade a été 
développée pour la synthèse de divers membres d’une série de dérivés benzofuro[3,2-
d]pyrimidines.  

 
Le processus utilise des chromones 3-halogénés 1 facilement préparées et diverses 

amidines disponibles dans le commerce et leurs analogues comme matières de départ. Cette 
réaction en tandem est favorisée en utilisant un simple réactif de cuivre(I) et implique une 
séquence chimiosélective d’addition de Michael-hétérocyclisation-cyclisation 
intramoléculaire (Schéma 14). 
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Schéma 14 : Synthèse des benzofuro[3,2-d]pyrimidines à partir des chromones halogénées 
 

Le mécanisme est décrit par Bo Chao et al. (Schéma 15). 
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Schéma 15 : Mécanisme proposé131 
 

Ils ont envisagé que des chromones 3-halogénés 1 participeraient avec des amidines 2 
dans des séquences d’addition-élimination-double cyclisation intramoléculaire de Michael qui 
aboutissent à la formation de biarylphénols 3. Si elle est utilisable, cette séquence produirait 
des phénols qui devraient subir une cyclisation formant des liaisons C-O pour produire des 
dérivés de benzofuro[3,2-d] pyrimidine 4. 
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3.2.4. Synthèse de 2,4,8-trichloro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine 
 

Les travaux de Liu et al.177 sur la synthèse de benzo[4,5]furo hétérocycles, publiés en 
2008, présentent une voie d’accès au 2,4,8-trichloro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine 5.  

 
Tout d’abord, le couplage régiosélectif Suzuki entre 1 et 2 a été réalisé dans les 

conditions optimisées (Pd(OAc)2, PPh3 et K3PO4 dans CH3CN/H2O), la réaction donne de la 
phénylpyrimidine 3 avec un rendement de 87%. Le produit 3 a ensuite été déméthylé (BBr3, 
CH2Cl2) pour donner du biarylphénol 4. Ce composé 4 a été cyclisé en utilisant le thiophène-
2-carboxylate de cuivre (CuTC) dans le DMA pour fournir le produit 5 avec un bon 
rendement de 83% (Schéma 16). 
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Schéma 16 : (i) Pd(OAc)2, PPh3, K3PO4, CH3CN, H2O, 60 °C, 87% ; (ii) BBr3, CH2Cl2, t.a., 98% ; (iii) CuTC, 
DMA, 120-140 °C, 83%. 
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II. Partie théorique : Travaux réalisés 
 
La première démarche de notre travail a consisté à déterminer les différentes voies 

d’accès envisageables pour la synthèse des molécules cibles analogues du cercosporamide.  
 
Compte tenu de l’expertise du laboratoire dans la synthèse des dérivés pyrimidines 

fusionnés, des méthodes décrites dans la littérature, et dans le but d’introduire une 
fonctionnalité susceptible d’engendrer des liaisons hydrogènes donneur/accepteur au niveau 
de la cible protéique, notre choix s’est porté sur le design de 3 composés en séries à partir du 
phloroglucinol commercial (Schéma 17). 
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Schéma 17 : Dérivés de benzofuro[3,2-d]pyrimidine 
 

L’analyse structurale de ces derniers conduit à envisager 3 étapes clés dans la 
conception des molécules cibles (Figure 43). 

- Le choix des groupements protecteurs au niveau des groupes hydroxyles pour 
l’obtention du tricycle. 

- La méthode et l’étape d’introduction de la fonction carboxamide. 
- Le choix du benzofurane précurseur pour la construction du noyau pyrimidique. 
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Figure 43 : Conception des molécules cibles 
 

Plusieurs voies de synthèse sont proposées pour l’obtention de ces trois composés. 
Dans un premier temps, le 3,5-dibenzyloxyphénol a été préparé pour deux raisons :  

1) La présence des benzyles facilement déprotégés dans une étape finale.  
2) OH libre pour permettre la formation du noyau benzofurane. 

1. Synthèse du 3,5-dibenzyloxyphénol 
1.1. Approche rétrosynthétique 
 

La synthèse du 3,5-dibenzyloxyphénol comporte 3 étapes à partir du phloroglucinol 
commercial IV . Le schéma rétrosynthétique proposé est présenté ci-dessous (Schéma 18) : 
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Schéma 18 : Rétrosynthèse envisagée pour la synthèse de 3,5-dibenzyloxyphénol 
 
L’accès au dérivé phénolique I est envisagé par monodéprotection du précurseur 

tribenzylé II . La O-benzylation du phloroglucinol IV  difficile à cause de la C-benzylation 
compétitive, a été réalisée avec succès par une méthode utilisant le triacétate de 
phloroglucinol III comme intermédiaire permettant ainsi la désactivation du noyau 
aromatique vis-à-vis d’une attaque électrophile.  

1.2. Travaux réalisés 
 
Le groupement benzylique est un groupe protecteur classique de l’hydroxyle 

phénolique en synthèse organique, car l’éther correspondant est stable dans des conditions 
basiques ou légèrement acides, mais il est facilement clivé par hydrogénolyse.180 Ainsi, le 3,5-
dibenzyloxyphénol (4), est obtenu en trois étapes à partir du phloroglucinol (1) (Schéma 19). 

 
La première étape consiste à dissoudre le phloroglucinol (1) dans la pyridine et d’y 

ajouter de l’anhydride acétique (Ac2O), puis de chauffer au reflux pendant 5 h.128,181 Le 
phloroglucinol triacétate (2) est obtenu avec un rendement satisfaisant de 87%.182,183  

 
Lors de la deuxième étape, un mélange de composé 2, de chlorure de benzyle et 

d’hydrure de sodium dans le DMF a été refroidi à 0 °C et une faible quantité d’eau a été 
ajoutée.128 La présence d’eau dans le milieu réactionnel permet d’hydrolyser le NaH en excès 
qui va générér du NaOH permettant de libérer in situ la protection acétate du phloroglucinol 
avant l’étape de benzylation. Le mélange réactionnel est agité pendant 10 h à la température 
ambiante pour donner l’éther phloroglucinol de tribenzyle (3) avec un rendement de 96%.  
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Une monodéprotection par un mécanisme de trans hydrogénation et réalisée en 
présence de cyclohexène et de palladium sur charbon (Pd-C) à 10% dans une solution 
d’acétate d’éthyle/éthanol (3/1) au reflux pendant 2 h,128 permet d’obtenir le dérivé 
phénolique 4 avec un rendement de 45%.184 Le faible rendement s’explique par le fait qu’il 
convient de stopper la réaction avant la conversion totale du produit de départ pour éviter la 
formation d’une quantité importante de double ou triple débenzylation. Le produit de départ 
est récupéré facilement par colonne chromatographique sur gel de silice. 
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Schéma 19 : (i) Pyridine, Ac2O, 120 °C, 5 h, 87% ; (ii-a) BnCl, NaH, DMF, H2O, 0 °C, 10 h, 96% ; (ii-b) BnCl, 
NaH, DMF, 0 °C, 10 h ; (iii) C6H10, Pd-C 10%, AcOEt/EtOH (3/1), 110 °C, 2 h, 45%. 
 

Le composé 4 est est obtenu en 3 étapes avec un rendement de 38%. Ce composé est 
un intermédiaire clé de la séquence réactionnelle proposée puisqu’il va permettre de 
synthétiser les précurseurs benzofuranes des composés finaux. 
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2. Synthèse du 7,9-dihydroxy-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide 

 
Comme précédemment présenté, les voies d’accès au 7,9-dihydroxy-4-oxo-3,4-

dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (I ) sont d’abord envisagées ci-dessous 
(Schéma 20) :  
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Schéma 20 : Voies d’accès à la 4-oxobenzofuro[3,2-d]pyrimidine 

 
Plusieurs voies de synthèse sont proposées pour l’obtention de ce composé cible, 

possédant une partie dihydroxyphénylcarboxamide à partir du précurseur dibenzylé 4. 
 
L’introduction de la fonction carboxamide sera réalisée après cyclisation finale, ou 

pourra être conduite avant cyclisation initiale en benzofurane. 

2.1. Introduction directe de la fonction carboxamide après cyclisation (Voie 1) 
2.1.1. Stratégie de synthèse 
 
 Afin d’accéder au composé cible I , la rétrosynthèse envisagée est la suivante (Schéma 
21) : 
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Schéma 21 : Rétrosynthèse envisagée 

 
La déprotection des benzyles du composé II  permet d’accéder au composé attendu I . 

Le groupe carboxamide en position 6 du composé tricyclique II  pourra être incorporé 
directement par substitution électrophile aromatique avec l’isocyanate de chlorosulfonyle à 
partir du composé attendu III .  

 
L’accès au dérivé tricyclique benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-one III , sera donc envisagé 

à partir du précurseur benzofurane IV après la cyclisation du composé V.  
 
L’introduction du groupement cyano du composé V pourra être obtenue à partir du 

précurseur bromé VI .  
 
La O-alkylation sera envisagé avec une base et le bromoacétate d’éthyle à partir du 

dérivé bromophénolique VII synthétisé par une bromation régiosélective du dérivé 
phénolique 4. 
 
2.1.2. Travaux réalisés 
 

La première étape consiste à effectuer une monobromation du 3,5-dibenzyloxyphénol 
(4). L’introduction régiosélective d’un atome de brome en position 2 sur le composé 4 pourra 
permettre par la suite d’accéder à une fonction nitrile au moyen de réaction de substitution 
nucléophile.  

 



Partie A : Synthèse des benzofuro[3,2-d]pyrimidines 
 

57 
 

La position la plus réactive pour l’attaque électrophile est la position 2, suivie de la 
position 6. Différents essais de monobromation du 3,5-dibenzyloxyphénol (4) ont été réalisés 
pour donner le dérivé bromophénolique 5 (Schéma 22; Tableau 2): 
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Schéma 22 : Réaction de bromation sur le composé 4 
 

Tableau 2 : Mise au point de la réaction de bromation sur le composé 4 
Essai Réactifs Solvant Température Temps Résultats 

1 Na2CO3 (3 éq), Br2 (3 éq) H2O t.a. 24 h Produit de départ 
2 HBr, H2O2 - t.a. 24 h Produit de départ 
3 NBS (1 éq) CH2Cl2 0 °C 10 min 3 produits mono-, di-, tribromés 
4 NBS (1 éq) CH2Cl2 -78 °C 2 min 95% 

 
La substitution éléctrophile aromatique (essai 1) par le dibrome dans l’eau en présence 

de carbonate de sodium s’est soldée par un échec, seul le produit de départ est récupéré. 
La bromation par l’acide bromhydrique dans l’eau oxygénée (essai 2) ne conduit pas à 

la formation du 3,5-bis(benzyloxy)-2-bromophénol (5).185  
En présence de N-bromosuccinimide en quantité stœchiométrique dans le 

dichlorométhane à 0 °C (essai 3), la formation d’un mélange de produits mono, di et tri-
bromés est observée par suivi UPLC/MS. La présence des composés mono-, di- et tri-bromés 
est confirmée par spectrométrie de masse et par RMN du proton. Cependant, des soucis de 
purification et de séparation du mélange ont conduit à l’abandon de ces conditions 
réactionnelles.186,187 

Seul l’essai 4 en présence de N-bromosuccinimide (1 équivalent) dans le 
dichlorométhane à basse température a permis de bromer régiosélectivement le composé 4 
avec un bon rendement de 95%.188 

 
C’est donc cette dernière méthode qui sera retenue. 
 
Lors de la deuxième étape, la O-alkylation a été envisagée avec une base et le 

bromoacétate d’éthyle à la température ambiante.189 La méthode utilise du carbonate de 
potassium ou de l’hydrure de sodium, jouant le rôle de base, comme agent de déprotonation 
dans le DMF. Divers essais de O-alkylation par le bromoacétate d’éthyle sur le composé 5 
sont réalisés de manière classique (Schéma 23) selon des modes opératoires décrits et résumés 
dans le tableau suivant : 
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Schéma 23 : Réaction de O-alkylation  
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Tableau 3 : Conditions opératoires et résultats pour la réaction de O-alkylation 
Essai Base Solvant Température Temps Résultats 

1 K2CO3 (1,5 éq) DMF 0 °C - t.a. 24 h Produit de départ 
2 K2CO3 (3 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ 
3 K2CO3 (3 éq) DMF 80 °C 24 h 15% de conversion 
4 NaH (1,5 éq) DMF 0 °C - t.a. 24 h 83% 

 
Les essais 1 et 2 à partir du dérivé bromophénolique (5) se sont soldés par des échecs, 

seul le produit de départ est récupéré en présence de carbonate de potassium à 0 °C ou à la 
température ambiante.128 Lorsqu’on chauffe le milieu réactionnel à 80 °C (essai 3), on note 
l’apparition du produit attendu, mais la conversion reste très faible après 24 h de réaction. 

Finalement, en présence d’hydrure de sodium (essai 4) le composé 6 est obtenu avec 
un rendement de 83% à la température ambiante.190 

 
Lors de la troisième étape, nous avons réalisé une cyanation sur le composé 6 et deux 

méthodes de cyanation ont été tentées. 
 

- Par la réaction de Rosenmund-Von Braun : Différentes méthodes de cyanation à 
partir d’un dérivé halogénoaryle peuvent être effectuées par la réaction de Rosenmund-Von 
Braun.191 Cette cyanation est réalisée en présence de sels de cuivre au reflux de la pyridine. 
Elle peut aussi être effectuée en utilisant le DMF comme solvant. 

 
Un mélange de composé 6 et de cyanure de cuivre(I) dans le DMF a été chauffé à 160 

°C pendant 1 h pour donner l’ester 7. Le composé cyané 7 est isolé avec un rendement de 
19% (Schéma 24). Le faible rendement obtenu pour le dérivé cyané 7 est lié à une purification 
difficile. 
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Schéma 24 : CuCN, DMF, 160 °C, 1 h, 19%. 
 
Lorsque le temps de réaction est augmenté à 4 h, la formation de produits secondaires 

est observée sans amélioration du rendement. 
 
Un essai de chauffage à 200 °C est resté sans succès. 
 
- Par des réactions pallado-catalysées : Un accès aux dérivés cyanés consiste à 

effectuer des réactions pallado-catalysées en présence de Pd2(dba)3 utilisé comme catalyseur 
de la réaction, de cyanure de zinc et de S-Phos comme ligand.192 

 
Cette voie consiste en un échange halogène/nitrile sur le noyau aryle. La réaction est 

conduite dans le DMF en présence de cyanure de zinc et d’une quantité catalytique de 
Pd2(dba)3.193,194 Le mécanisme de la réaction d’échange halogène/nitrile est le suivant 
(Schéma 25) : 
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Pd(II)L 4

Pd(0)L2
Ar-Br

Ar-PdL2-BrAr-PdL2-CN

Ar-CN

Zn(CN)2Zn(CN)Br  
 

Schéma 25 : Cycle catalytique de la réaction d’échange Brome/Nitrile193 
 
Le catalyseur subit tout d’abord deux éliminations non réductrices afin de libérer deux 

sites de coordination.  
Le palladium subit ensuite une addition oxydante par le dérivé arylé, suivie d’une 

modification de ligand, l’halogène étant remplacé par le groupement cyano.  
Le complexe palladié subit enfin une élimination réductrice permettant de régénérer le 

catalyseur actif et d’obtenir le dérivé nitrile. 
 
Cette méthode démontre la réactivité de l’échange entre le brome et le cyano, 

cependant le taux de conversion obtenu est faible (Schéma 26). 
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Schéma 26 : (i) Zn(CN)2, Pd2(dba)3, S-Phos, DMF/H2O (19/1), 12 h, 140 °C, 24% de conversion. 

 
À cause du faible taux de conversion, nous avons décidé de réaliser la réaction de O-

alkylation après la cyanation. La réaction de cyanation sur le composé 5 (Schéma 27) est mise 
en œuvre suivant deux méthodes répertoriées dans le tableau 4. 
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Schéma 27 : Réaction de cyanation sur le composé 5 
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Tableau 4 : Conditions opératoires et résultats pour la réaction de cyanation 
Essai Réactifs Solvants Conditions Résultats 

1 CuCN DMF 140 °C, 14 h 14% de conversion 
2 Zn(CN)2, Pd2(dba)3, S-Phos DMF/H2O (19/1) MO, 2 h, 140 °C Échec 

 
Le taux de conversion faible issu de la réaction de Rosenmund-Von Braun, dû en 

partie à des difficultés de purification (essai 1), a engendré des essais de cyanation pallado-
catalysés afin d’améliorer le rendement.  

Un essai non optimisé d’irradiation micro-ondes en utilisant le cyanure de zinc, le 
catalyseur Pd2(dba)3, et le ligand S-Phos s’est soldé par un échec (essai 2).  

 
Le groupe hydroxyle pourrait être une explication à cet échec de cyanation pallado-

catalysé et au faible rendement obtenu pour la réaction de Rosenmund-Von Braun.  
 

Pour améliorer cette étape de cyanation, il est envisagé de remplacer l’atome de brome 
par atome d’iode qui est un meilleur groupe partant. 

 
Lors de la première étape, différents essais de monoiodation du 3,5-dibenzyloxyphénol 

(4) ont été réalisés pour donner le composé 9 (Schéma 28; Tableau 5). 
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Schéma 28 : Réaction d’iodation sur le composé 4 
 

Tableau 5 : Mise au point de la réaction d’iodation sur le composé 4 
Essai Base Solvant Température Temps Résultats 

1 Na2CO3 (3 éq), I2 (3 éq) H2O t.a. 24 h Produit de départ 
2 H2O2 (3 éq), I2 (3 éq) - t.a. 24 h Produit de départ 
3 NIS (1 éq) CH2Cl2  -78 °C  2 min  76% 

 
La substitution électrophile aromatique (essai 1) par le diiode dans l’eau en présence 

de carbonate de sodium s’est soldée par un échec, seul le produit de départ est récupéré. 
Dans l’essai 2, l’iodation par le diiode dans l’eau oxygénée ne conduit pas à la 

formation du 3,5-bis(benzyloxy)-2-iodophenol (9). Le produit de départ est à nouveau 
récupéré.185 

L’essai 3 en présence de N-iodosuccinimide dans le dichlorométhane à basse 
température a permis d’isoler le composé 9 avec un rendement acceptable.188 Le résultat 
obtenu de cette iodation aboutit à un mélange des composés mono ou diiodés sur le cycle 
benzénique qui sont cependant difficilement séparables sur la colonne de gel de silice. 

 
Lors de la deuxième étape, la O-alkylation a été réalisée avec une base et le 

bromoacétate d’éthyle à la température ambiante pour obtenir le (2-iodo-3,5-
dibenzyloxyphénoxy)acétate d’éthyle (10) avec un très bon rendement de 96% (Schéma 29). 
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Schéma 29 : (i) NaH, DMF, bromoacétate d’éthyle, t.a., 12 h, 96%. 

 
Lors de la troisième étape, un mélange de composé 10 et de cyanure de cuivre(I) dans 

le DMF a été chauffé à 160 °C pendant 1 h pour donner le composé 7 avec un bon rendement 
de 92%,195 contrairement à l’utilisation du précurseur bromé 6 (Schéma 30).  
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Schéma 30 : (i) CuCN, DMF, 160 °C, 2 h, 92%. 
 

La cyclisation du composé 7 a été effectuée en utilisant une base dans le DMF pour 
donner le dérivé benzofurane portant un groupe aminé en position 3 et une fonction ester en 
position 2 (Schéma 31). Plusieurs bases ont été testées pour optimiser la réaction. Cette étape 
a nécessité quelques mises au point (Tableau 6). 
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Schéma 31 : Cyclisation du composé 7 
 

Tableau 6 : Mise au point de la cyclisation du composé 7 
Essai Base Solvant Température Temps Résultats 

1 KOH (1,5 éq) EtOH 0 °C 15 min 16% de conversion 
2 K2CO3 (1,5 éq) DMF 0 °C - t.a. 24 h Produit de départ 
3 K2CO3 (3 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ 
4 K2CO3 (3 éq) DMF 50 °C 24 h 16% de conversion 
5 t-BuOK (3 éq) THF 0 °C - t.a. 2 h 28% de conversion 
6 NaH (1,5 éq) DMF 0 °C 30 min 66% 

 
La mise au point a consisté à étudier le nombre d’équivalents de base nécessaire, la 

température et le temps réactionnel pour l’obtention du composé souhaité avec un rendement 
optimal. 

 
Un premier essai en présence de 1,5 équivalents d’hydroxyde de potassium dans 

l’éthanol n’entraîne que 16% de conversion.196 À cause de la présence de la fonction ester, le 
chauffage du milieu réactionnel est limité par risque d’hydrolyse. 
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Les essais 2 et 3 en présence de 1,5 et 3 équivalents de carbonate de potassium dans le 
DMF à température ambiante ne donnent que le produit de départ.179  

En utilisant 3 équivalents de ce dernier, à 50 °C (essai 4), le produit voulu est formé 
avec un faible taux de conversion.197 

L’essai 5 a été effectué en utilisant 3 équivalents de tert-butylate de potassium (t-
BuOK) dans le THF, le taux de conversion est meilleur mais reste faible (28%).198 

Enfin, les meilleures conditions mettent en jeu 1,5 équivalents d’hydrure de sodium 
dans le DMF, à 0 °C (essai 6), le composé 11 étant obtenu avec un rendement de 66%.199 

 
L’accès au composé tricyclique 12, a été envisagé dans un premier temps à partir du 

précurseur benzofurane 11. Un mélange de 3-amino-4,6-dibenzyloxybenzofurane-2-
carboxylate d’éthyle 11 dans de l’orthoformiate de triéthyle a été irradié sous micro-ondes à 
200 °C pendant 15 min. La solution jaune résultante a été évaporée à sec et l’intermédiaire 
formamide brut a été dissous dans une solution d’ammoniac dans le méthanol. Le mélange est 
irradié sous micro-ondes à 140 °C pendant 15 min pour donner le composé 12. Le composé 
12 a alors été isolé avec un rendement global sur les deux étapes de 31% à partir du composé 
11 (Schéma 32).200,201,202  

 
Le faible rendement est essentiellement dû à des problèmes d’extraction lors du 

traitement et de la purification malgré une conversion totale des produits de départ. 
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Schéma 32 : (i) HC(OEt)3, MO, 200 °C, 15 min, (ii) NH3/MeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 31%. 
 
Afin de mener à bien la nouvelle stratégie envisagée, le groupe carboxamide en 

position 6 de l’hétérocycle benzofuropyrimidine 12 a été incorporé directement par 
substitution électrophile aromatique avec l’isocyanate de chlorosulfonyle (CSI).128 Après 24 
h, le produit souhaité n’a pas été observé malgré l’ajout de réactifs en excès à température 
ambiante. Par chauffage du milieu réactionnel à 50 °C, le produit a été dégradé (Schéma 33).  
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Schéma 33 : (i) CSI, CH3CN, t.a., 24 h ; (ii) HCl 1 N, t.a., 24 h. 

 
Ces résultats négatifs nous ont conduits à envisager une nouvelle stratégie pour la 

fonctionnalisation (Schéma 34). Malheureusement, le groupe carboxamide en position 7 du 
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précurseur benzofurane 11 n’a pas pu être incorporé directement selon les conditions 
précédemment décrites car le produit de départ a été dégradé dans le milieu réactionnel. 
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Schéma 34 : (i) CSI, CH3CN, t.a., 24 h ; (ii) HCl 1 N, t.a., 24 h. 

 
Il semble que la réaction d’introduction de la fonction amide n’a pas fonctionné à 

cause du groupement amine libre en position 3 du composé 11, cette fonction a donc été 
protégée.  

 
Des groupements tels que l’acétyle, le trifluoroacétyle ou bien le tert-butoxycarbonyle 

(Boc) pourront être utilisés comme protecteurs.204,205 
 
La protection par un groupement Boc est effectuée en présence de Boc2O et de 4-

diméthylaminopyridine (DMAP) catalytique dans le THF à 80 °C. Le composé 13 est obtenu 
avec un rendement de 91% (Schéma 35).206,187 
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Schéma 35 : Boc2O, DMAP, THF, 80 °C, 2 h, 91%. 
 
Malheureusement, la protection du groupement amine en position 3 sur le dérivé 

benzofurane 13 ne permet pas, une nouvelle fois, l’introduction du carboxamide (Schéma 36). 
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Schéma 36 : (i) CSI, CH3CN, t.a., 24 h ; (ii) HCl 1 N, t.a., 24 h. 

 
Face aux difficultés rencontrées lors des tentatives d’introduction du groupement 

carboxamide sur le noyau benzofuro[3,2-d]pyrimidine et sur le précurseur benzofurane, nous 
avons décidé d’exploiter une autre voie pour obtenir le composé cible. 
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2.2. Accès au dérivé 4-oxobenzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide à partir du 
précurseur 2,6-diiodophénol et hydratation d’une fonction nitrile (Voie 2) 
2.2.1. Stratégie de synthèse 
 

L’autre stratégie consiste à introduire le groupement cyano avant la cyclisation en 
benzofurane par l’intermédiaire d’un précurseur diiodé à partir du 3,5-dibenzyloxyphénol (4). 
La rétrosynthèse envisagée est la suivante (Schéma 37) : 
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Schéma 37 : Rétrosynthèse envisagée à partir du 2,6-diiodophénol 

 
Le composé cible I  sera obtenu après la déprotection des benzyles du composé II . Le 

groupe amide en position 6 du composé tricyclique II  sera obtenu avec une hydratation de la 
fonction nitrile de l’azahétérocycle III . 

 
L’accès au dérivé tricyclique benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-one III , sera donc envisagé 

à partir du précurseur benzofurane IV . Celui-ci sera engagé dans la cyclisation du composé V. 
La cyanation à partir du précurseur diiodé VI conduira à l’obtention du composé V. 

 
La O-alkylation sera effectuée avec une base et le bromoacétate d’éthyle à partir du 

dérivé diiodophénolique VII synthétisé par une diiodation du 3,5-dibenzyloxyphénol (4). 
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2.2.2. Travaux mis en œuvre 
 

La première étape consiste à effectuer une diiodation très rapide (2 min) du 3,5-
dibenzyloxyphénol (4) par l’ajout de N-iodosuccinimide à -78 °C pour obtenir le 2,6-diiodo-
3,5-dibenzyloxyphénol (14) avec un rendement de 83% (Schéma 38).188  
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Schéma 38 : (i) NIS (2 éq), CH2Cl2, -78 °C, 2 min, 83% ; (ii) NaH, DMF, bromoacétate d’éthyle, t.a., 12 h, 
91% ; (iii) CuCN, DMF, 160 °C, 2 h, 87% ; (iv) NaH, DMF, 0 °C, 30 min, 71%. 

 
Lors de la deuxième étape, à une solution du composé 14 dans le DMF ont été ajoutés 

de l’hydrure de sodium et du bromoacétate d’éthyle à température ambiante.206,191 Après 12 h 
de réaction, le 2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphénoxyacétate d’éthyle (15) est obtenu avec un 
très bon rendement de 91%.  

 
Un mélange de composé diiodé 15 et de cyanure de cuivre(I) dans le DMF a été 

ensuite chauffé à 160 °C pendant 2 h pour donner l’analogue dicyané 16 avec un rendement 
de 87%.208 

 
Enfin, lors de l’étape de cyclisation, à une solution du composé 16 dans le DMF a été 

ajouté de l’hydrure de sodium à 0 °C. Le mélange a été agité pendant 30 min pour donner le 
3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-cyanobenzofurane-2-carboxylate d’éthyle (17) avec un rendement 
de 71%.199  
 

Ensuite, l’hydratation du groupement cyano en position 7 du composé 17 a été 
envisagée. Afin de mettre au point les conditions d’hydratation du groupement cyano pour 
obtenir la fonction carboxamide, différents réactifs ont été testés à partir du composé cyané 17 
(Schéma 39; Tableau 7). 

 
OBn

BnO O

NH2

CN

O

OEt

17

OBn

BnO O

NH2

CONH2

O

OEt

18
 

Schéma 39 : Réaction d’hydratation du groupement cyano 
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Tableau 7 : Mise au point de l’hydratation du groupement cyano 
Essai Réactifs Solvant Température Temps Résultats 

1 H2O2 35%, K2CO3 DMSO t.a. 24 h 12% de conversion 
2 H2O2 35%, NaOH EtOH t.a. 24 h dégradation 
3 H2SO4 cc - t.a. 2 h dégradation 
4 Urée-peroxyde d’hydrogène, K2CO3 Acétone/eau t.a. 24 h Produit de départ 
5 BF3.2CH3COOH - 120 °C 30 min dégradation 

 
Seul l’essai 1 en présence de peroxyde d’hydrogène, de carbonate de potassium dans 

le DMSO a permis une hydratation partielle du groupement cyano après 24 h de réaction mais 
ensuite la réaction n’évolue plus malgré la prolongation du temps réactionnel. On note 
l’apparition du produit voulu.208 

Malheureusement, en présence de peroxyde d’hydrogène, de soude concentrée dans 
l’éthanol (essai 2),195 lorsqu’il y a disparition du produit de départ, des produits de 
dégradation non identifiés se forment. 

En présence d’acide sulfurique concentré (essai 3), au bout de 15 min, une 
débenzylation est observée sans hydratation du groupement cyano. En augmentant le temps 
réactionnel, la dégradation du milieu réactionnel est observée.206 

La présence d’urée-peroxyde d’hydrogène et de carbonate de potassium (essai 4), ne 
permet pas d’obtenir le composé voulu, seul le produit de départ est récupéré.210 

Enfin, une tentative d’hydratation du cyano en amide primaire, par traitement avec 
BF3.2CH3COOH à 120 °C pendant 30 min,211,212 ne permet pas de donner le composé voulu. 
Dans ce cas, la dégradation réactionnelle est observée. 

 
L’échec de la réaction d’hydratation peut être dû à la présence de la fonction ester 

potentiellement non compatible avec les conditions de réaction. 
 
Ainsi, l’accès au composé tricyclique 19 a été envisagé à partir du précurseur 

benzofurane 17 (Schéma 40), suivant les conditions précédemment décrites (pour obtenir le 
composé 12) avec un rendement de 54%.202 
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Schéma 40 : (i) HC(OEt)3, MO, 200 °C, 15 min ; (ii) NH3/MeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 54%. 
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A partir de l’azahétérocyle 19, les mêmes conditions précédentes d’hydratation du 
cyano ont été mises en œuvre (Schéma 41 ; Tableau 8). 
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Schéma 41 : Réaction d’hydratation du groupement cyano 
 

Tableau 8 : Mise au point des essais complémentaires d’hydratation du groupement cyano 
Essai Réactifs Solvant Température Temps Résultats 

1 H2O2 35%, K2CO3 DMSO t.a. 24 h Produit de départ 
2 H2O2 35%, NaOH EtOH t.a. 24 h dégradation 
3 H2SO4 cc - t.a. 2 h dégradation 
4 Urée-peroxyde d’hydrogène, K2CO3 Acétone/eau t.a. 24 h Produit de départ 
5 BF3.2CH3COOH - 120 °C 30 min dégradation 

 
L’essai 1 en présence de peroxyde d’hydrogène, de carbonate de potassium dans le 

DMSO n’a pas permis l’hydratation du groupement cyano.208 
 
En présence de peroxyde d’hydrogène, de soude concentrée dans l’éthanol (essai 2), 

lorsque le temps est allongé, la dégradation du milieu réactionnel est observée.206 
 
L’apparition de débenzylation (UPLC/MS) est observée en présence d’acide 

sulfurique concentré après 15 min (essai 3),209 la réactivité du groupement cyano est 
inexistante. Après 2 h, la dégradation du milieu réactionnel est observée. 

 
En présence d’urée-peroxyde d’hydrogène, de carbonate de potassium (essai 4), après 

24 h seul le produit de départ est récupéré.210 
 
En présence de BF3.2CH3COOH à 120 °C, il y a disparition du produit de départ, mais 

des produits de dégradation se forment après 30 min.212 
 
Il ne nous a pas été possible pour l’instant de transformer la fonction nitrile en 

carboxamide. Cependant, en présence d’acide sulfurique concentré, nous observons une 
déprotection des benzyles au lieu de l’hydratation du cyano. Cette réactivité a été mise à profit 
afin d’isoler les composés dihydroxylés 21 et 22 issus des dérivés benzofuranique 17 et 
benzofuro[3,2-d]pyrimidique 19, respectivement (Schéma 42). 
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Schéma 42: (i) H2SO4, t.a., 15 min, 73% pour le composé 21 et 61% pour le composé 22. 

 
Les composés, bien que ne présentant pas la fonction carboxamique mais une fonction 

cyano précurseur à la place, pourront faire aussi l’objet d’une évaluation biologique afin de 
vérifier l’importance de la présence du carboxamide par rapport au modèle de départ.  

 
2.3. Accès au dérivé 4-oxobenzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide à partir de 
l’analogue iodé (Voie 3) 
 
2.3.1. Rétrosynthèse envisagée 
 

Une autre stratégie consiste à garder un atome d’iode sur le cycle benzénique avant la 
cyclisation en benzofurane grâce au précurseur diiodé 15. Le schéma rétrosynthétique ci-
dessous est envisagé (Schéma 43). 
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Schéma 43 : Rétrosynthèse envisagée 
 
La synthèse du composé cible I  a été envisagé à partir du  précurseur diiodé 15. La 

déprotection des benzyles du composé II permet l’obtention du composé final I .  
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L’accès à la fonction carboxamide du composé II  à partir du précurseur d’iodo 

tricyclique benzofuro[3,2-d]pyrimidine-4-one III  sera effectué.  
 
La tricycle pyrimidine III sera obtenue à partir du dérivé benzofurane IV après la 

cyclisation du composé V.  
 
Une monocyanation du  précurseur diiodé 15 permet de donner le composé V. 
 

2.3.2. Travaux réalisés 
 

La première étape, qui consiste à effectuer une monocyanation sur le dérivé diiodé 15 
en présence d’un équivalent de cyanure cuivreux dans le DMF à 160 °C, a donné l’ester 23 
avec un rendement satisfaisant de 86% (Schéma 44).195 
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Schéma 44 : (i) CuCN (1 éq), DMF, 160 °C, 2 h, 86% ; (ii) NaH, DMF, 0 °C, 30 min, 76% ; (iii) HC(OEt)3, 
MO, 200 °C, 10 min ; (iv) NH3/MeOH 7N, MO, 140 °C, 10 min, 33%. 
 

La cyclisation a été ensuite effectuée comme précédemment en utilisant l’hydrure de 
sodium pour donner le dérivé benzofurane 24 avec un rendement de 76%.199 

 
Dans les conditions opératoires déjà utilisées et à partir du dérivé benzofurane 24, le 

composé tricyclique iodé 25 est isolé avec un rendement moyen de 33%.200,201 
 
Selon Barré et al.,207 un protocole efficace de carbonylation catalysée par le palladium 

est décrit pour le couplage d’un grand panel d’halogénures d’aryle, d’hétéroaryle, de benzyle, 
de vinyle et d’allyle avec le formate de N-hydroxysuccinimidyle (NHS) en tant que substitut 
au CO pour obtenir les esters de NHS correspondants. Une conversion élevée des produits de 
couplage a été obtenue avec un rendement allant jusqu’à 98% au moyen d’un système de 
catalyseur/ligand Pd(OAc)2/Xantphos.  

 
Dans un premier temps, le formate NHS 26 a été préparé avec un rendement de 99% à 

partir d’hydroxysuccinimide et d’acide formique dans l’anhydride acétique de 0 °C à 
température ambiante pendant 12 h (Schéma 45). 

 



Partie A : Synthèse des benzofuro[3,2-d]pyrimidines 
 

70 
 

N

O

O

OH + HCOOH N

O

O

O

O

H
(i)

26
 

Schéma 45 : (i) Ac2O, 0 °C-t.a., 12 h, 99%. 
 
A partir du précurseur iodé 25, la réaction a été effectuée en utilisant NHS (26), du 

Pd(OAc)2, du Xantphos et de la triéthylamine (NEt3) à 60 °C dans divers solvants comme le 
THF, le DMF, l’acétonitrile. Malheureusement, l’introduction du carboxamide est restée 
infructueuse (Schéma 46).  
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Schéma 46 : (i) Pd(OAc)2, xantphos, NEt3, THF, 60 °C, 20 h ; (ii) NH3. 

 
Face à l’échec de carbonylation sur le composé 25, ces mêmes conditions, à partir du 

précurseur 24, ont été testées (Schéma 47). Seul le produit départ est retrouvé en fin de 
réaction. 
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Schéma 47 : (i) Pd(OAc)2, xantphos, NEt3, THF, 60 °C, 20 h ; (ii) NH3. 

 
Une protection du groupe amino en position 3 du composé 24 est envisagée car le NH2 

libre peut gêner la réaction palado-catalysée. La protection de l’azote est réalisée avec le 
dicarbonate de di-tert-butyle et en présence de 4-diméthylaminopyridine pour obtenir le 
composé 27 avec un rendement de 92% (Schéma 48).205 
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Schéma 48 : (i) Boc2O, DMAP, THF, 80 °C, 2 h, 92%. 
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Encore une fois, à partir du précurseur iodé 27, les mêmes conditions de carbonylation 
se sont révélées sans succès (Schéma 49). Le produit de départ est retrouvé en fin de réaction. 
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Schéma 49 : (i) Pd(OAc)2, xantphos, NEt3, THF, 60 °C, 20 h ; (ii) NH3. 

 
En conclusion, les molécules cibles n’ont pas été obtenues et les essais qui ont été 

tentés pour introduire le groupement carboxamide par réaction pallado-catalysée se sont 
soldés par des échecs. Face aux difficultés rencontrées lors des tentatives d’introduction du 
groupement carboxamide sur le noyau benzofuro[3,2-d]pyrimidine-4-one, nous avons décidé 
d’exploiter une autre voie pour obtenir le composé cible. 

2.4. Introduction de la fonction carboxamide sur le dérivé phénol de départ puis 
cyclisation (Voie 4) 
2.4.1. Rétrosynthèse envisagée 
 

Pour contourner le problème de fonctionnalisation, nous avons décidé d’une autre 
stratégie qui consiste à introduire le groupement carboxamide au début de la synthèse à partir 
du 3,5-dibenzyloxyphénol (4) selon le schéma rétrosynthétique suivant (Schéma 50) : 
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Schéma 50 : Rétrosynthèse envisagée 
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Le clivage benzylique sera accompli avec de l’acide sulfurique concentré pour fournir 
le composé cible I .  

 
Ensuite, la même séquence réactionnelle, comme décrite précédemment, sera 

appliquée pour obtenir le dérivé benzofuro[3,2-d]pyrimidine-4-one II  portant l’appendice 
carbamoyle en position C-6 de l’azahétérocycle.  

 
Dans cette stratégie, le groupe carboxamide du dérivé phénolique VII  pourra être 

incorporé directement par substitution électrophile aromatique avec l’isocyanate de 
chlorosulfonyle à partir du composé 4. 
 
2.4.2. Travaux réalisés 
 

Une aminocarbonylation directe de 3,5-dibenzyloxyphenol (4), en utilisant 
l’isocyanate de chlorosulfonyle en tant que réactif électrophile, donne le composé 28 après 
hydrolyse acide du N-chlorosulfonylcarboxamide intermédiaire correspondant avec un 
rendement de 53% (Schéma 51).128 Les tentatives de fonctionnalisation, dans les mêmes 
conditions, mais après monoiodation, O-alkylation ou cyanation ont conduit à un échec. 
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Schéma 51 : (i) CSI, CH3CN, 0 °C, 10 min ; (ii) HCl 1M, t.a., 10 h, 53%. 

 
Ensuite, une mono-iodation a été réalisée très rapidement en présence de N-

iodosuccinimide et l’attaque électrophile se fait bien en position 3 du dérivé benzamide 28. Le 
composé 29 est isolé avec un rendement de 80% (Schéma 52).188 La seule différence de cette 
réaction était la possibilité d’effectuer la mono-iodation à 0 °C au lieu de l’effectuer à -78 °C 
par rapport à la réaction de monoiodation du dérivé phénolique 4 (Schéma 28 cf. p 60). 
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Schéma 52 : (i) NIS, CH2Cl2, 0 °C, 10 min, 80%. 
 
La O-alkylation a été réalisée avec une base et le bromoacétate d’éthyle à la 

température ambiante pour obtenir le composé iodé 30 avec un bon rendement de 86% 
(Schéma 53).206 
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Schéma 53 : (i) NaH, bromoacétate d’éthyle, DMF, t.a., 24 h, 86%. 

 
Lors de l’étape de cyanation, dans les mêmes conditions que précédemment, un 

mélange de composé 30 et de cyanure de cuivre(I) dans le DMF a été chauffé à 160 °C 
pendant 6 h pour l’obtention de 31 avec rendement de 20% (Schéma 54).208 
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Schéma 54 : (i) CuCN, DMF, 160 °C, 6 h, 20%. 

 
Le rendement n’étant pas satisfaisant, nous avons décidé dans un premier temps 

d’augmenter la température jusqu’à 200 °C. Cependant, cette modification n’a pas produit 
l’effet escompté (à savoir l’augmentation du taux de conversion du composé 30 en composé 
31).  

 
Augmenter la température n’est donc pas la solution pour améliorer le taux de 

conversion et le rendement de la réaction. Nous avons donc modifié un autre paramètre 
opératoire : le temps de réaction jusqu’à 24 h. Malheureusement, cette modification a conduit 
à plusieurs produits secondaires.  

 
Ainsi, nous avons décidé de réaliser d’abord la cyanation sur le dérivé iodé 29 pour 

donner le composé 32 avec le rendement satisfaisant de 73% (Schéma 55).208 
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Schéma 55 : (i) CuCN, DMF, 160 °C, 6 h, 73%. 

 
Par la suite, la O-alkylation a été réalisée avec une base et le bromoacétate d’éthyle à 

la température ambiante pour conduire au composé 31 avec un bon rendement de 90% 
(Schéma 56).206 Pour obtenir le composé 31 avec un meilleur rendement, il était préférable 
d’effectuer d’abord la cyanation puis la O-alkylation. 
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Schéma 56 : (i) NaH, bromoacétate d’éthyle, DMF, t.a., 24 h, 90%. 

 
La cyclisation a été effectuée en utilisant l’hydrure de sodium pour donner le dérivé 

benzofurane (18) avec un rendement satisfaisant de 67% (Schéma 57).199 
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Schéma 57 : (i) NaH, DMF, 0 °C, 10 min, 67%. 

 
Le composé tricyclique 20 a été synthétisé à partir du précurseur benzofurane 18 dans 

les mêmes conditions que précédemment. Le composé 20 est isolé avec un rendement 
satisfaisant de 62% (Schéma 58).202 
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Schéma 58 : (i) HC(OEt)3, MO, 200 °C, 15 min ; (ii) NH3/MeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 62%. 
 
Enfin, la déprotection des benzyles a été effectuée avec de l’acide sulfurique concentré 

et donne le composé cible 33 avec un rendement de 53% (Schéma 59), qui fera l’objet de 
l’évaluation biologique. 
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Schéma 59 : (i) H2SO4 cc, t.a., 15 min, 53%. 

 
Une autre méthode de débenzylation a été testée pour essayer d’améliorer le 

rendement en présence de cyclohexène et de palladium sur charbon (Pd-C) à 10% dans une 
solution d’acétate d’éthyle/éthanol (3/1) au reflux pendant 24 h (Schéma 60).184,128 
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Schéma 60 : C6H10, Pd-C 10%, AcOEt/EtOH (3/1), 110 °C, 24 h. 

 
La réaction de débenzylation par trans-hydrogénation s’est soldée par un échec, seul le 

produit de départ est récupéré. 
 
En conclusion, le produit final 33 a été synthétisé en 8 étapes à partir du composé 4, 

avec un rendement global de 6%. Cette voie s’est avérée efficace, il conviendrait, en 
perspective, de transposer ce schéma réactionnel pour obtenir des autres composés finaux à 
partir du dérivé de benzamide 32. Le composé 32 est un intermédiaire clé pour accéder aux 
dérivés de benzofuro[3,2-d]pyrimidine. Le composé 32 est obtenu en 7 étapes à partir du 
phloroglucinol commercial 1 avec un rendement global faible de 11%.  
 

3. Synthèse du 7,9-dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-6-carboxamide 
 

La seconde modulation a consisté à introduire une fonction carbonylée supplémentaire 
sur la partie pyrimidique du tricycle pour conduire à un composé de type benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-2,4-dione. La structure du composé cible est présentée ci-dessous (Figure 45) :  
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Figure 45 : 7,9-dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide 
 

3.1. Rétrosynthèse envisagée 
 
Le 7,9-dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-

carboxamide sera préparé à partir du précurseur 32. Le schéma rétrosynthétique ci-dessous est 
envisagé (Schéma 61) : 
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Schéma 61 : Rétrosynthèse envisagée 

 
Le composé cible I sera formé par traitement avec de l’acide sulfurique concentré 

comme procédé de débenzylation. 
 
Le dérivé de benzofuropyrimidinedione II sera obtenu à partir du précurseur de 

benzofurane III synthétisé par une cyclisation en utilisant une base à partir du composé IV . 
 
La O-alkylation du dérivé de benzamide 32 sera réalisée avec le 2-iodoacétamide  pour 

fournir le composé IV . 

3.2. Travaux réalisés 
 
Dans un premier temps, l’alkylation du dérivé de benzamide 32 a été réalisée par 

formation du sel de sodium en présence d’hydrure de sodium comme base suivie de sa 
réaction avec le 2-iodoacétamide à 60 °C pour donner l’éther correspondant 34 avec un 
rendement de 69% (Schéma 62).206 
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Schéma 62 : (i) 2-iodoacétamide, NaH, DMF, 60 °C, 12 h, 69%. 
 

La cyclisation a ensuite été effectuée en utilisant une base pour donner le dérivé 
benzofurane portant un groupe aminé en position 3 et la fonction carboxamide en position 2. 
Plusieurs bases ont été testées pour optimiser la réaction (Schéma 63 ; Tableau 9). 
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Schéma 63 : Réaction de cyclisation 
 

Tableau 9 : Mise au point de la cyclisation du composé 34 
Essai Base Solvant Température Temps Résultats 

1 K2CO3 (1,5 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ  
2 K2CO3 (3 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ 
3 K2CO3 (3 éq) DMF 60 °C 24 h 32% de conversion 
4 KOH (1,5 éq) EtOH 60 °C 30 min 56% 
5 NaH (1,5 éq) DMF 0 °C 30 min 51% 

 
Les essais 1 et 2, en présence de 1,5 et 3 équivalents de carbonate de potassium dans le 

DMF à température ambiante ne donnent que le produit de départ.190 

 
L’utilisation de 3 équivalents de K2CO3 à 60 °C (essai 3) ne permet une conversion 

que de 32% après 24 h de réaction.197 
 
L’essai 4 en présence de 1,5 équivalents d’hydroxyde de potassium dans l’éthanol à 60 

°C pendant 30 min conduit rapidement au composé souhaité avec 56% de rendement.213 
 
Enfin, en présence de 1,5 équivalents d’hydrure de sodium dans le DMF à 0 °C (essai 

5), le rendement obtenu est de 51% en 30 min.199 
 
Ainsi, nous avons observé que les conditions basiques en présence d’hydroxyde de 

potassium dans l’éthanol étaient plus efficaces que la combinaison NaH/DMF.  
 
Le dérivé pyrimidine tricyclique 36 a été synthétisé à partir du précurseur de 

benzofurane 35 via un intermédiaire urée avec un rendement de 56% (Schéma 64). 
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Schéma 64 : (i) KOCN, CH3COOH, 100 °C, 1 h ; (ii) KOH/EtOH, 90 °C, 1 h, 56%. 

 
Finalement, le produit cible 37, a été obtenu en utilisant de l’acide sulfurique 

concentré comme réactif de débenzylation à partir du composé 36 avec un rendement de 48% 
(Schéma 65). 
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Schéma 65 : (i) H2SO4 cc, t.a., 5 min, 48%. 

 
Une autre méthode a été testée pour la débenzylation en présence de cyclohexène et de 

palladium sur charbon à 10% dans une solution d’acétate d’éthyle/éthanol (3/1) au reflux 
pendant 24 h (Schéma 66).184,128 
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Schéma 66 : C6H10, Pd-C 10%, AcOEt/EtOH (3/1), 110 °C, 24 h. 

 
Contrairement à ce que nous pouvions espérer, la réaction de débenzylation s’est 

soldée par un échec, seul le produit de départ est récupéré. 
 
Les travaux réalisés lors de cette voie nous ont permis d’obtenir le produit final 37 à 

partir du dérivé de benzamide 32 en 5 étapes, avec le rendement global de 10%. 

4. Synthèse du 4-amino-7,9-dihydroxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide 

 
Le troisième composé envisagé dans cette serie benzofuropyrimidine est substitué en 

position 4 pour un groupement amino selon la structure réprésentée ci-dessous (Figure 44) : 
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Figure 44 : Structure envisagée 
 
4.1. Rétrosynthèse envisagée 

 
Afin d’accéder à ce composé, la rétrosynthèse suivante est préconisée (Schéma 67): 
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Schéma 67 : Rétrosynthèse envisagée 
 

Le composé cible I  sera formé par traitement avec de l’acide sulfurique concentré 
comme procédé de débenzylation. 

 
Le dérivé de benzofuropyrimidinedione II sera obtenu à partir du précurseur de 

benzofurane III synthétisé par une cyclisation en utilisant une base à partir du composé IV . 
 
La O-alkylation du dérivé de benzamide 32 sera réalisée avec le bromoacétonitrile 

pour donner le composé IV .  

4.2. Travaux réalisés 
 

Dans un premier temps, l’alkylation du dérivé de benzamide 32 a été obtenue par 
formation du sel de potassium, en utilisant du carbonate de potassium suivie de sa réaction 
avec le bromoacétonitrile à 80 °C pour donner l’éther phénolique 38 avec un rendement de 
72% (Schéma 68).179 
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Schéma 68 : (i) Bromoacétonitrile, K2CO3, DMF, 80 °C, 24 h, 72%. 
 

Une hétérocyclisation du composé 38 en utilisant une base permet l’obtention du 3-
amino-2-cyano-4,6-dibenzyloxy-l-benzofuran-7-carboxamide (39) (Schéma 69).  
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Schéma 69 : Cyclisation du composé 38 
 

Etant donné qu’il semble difficile d’induire la cyclisation du produit 38, plusieurs 
essais ont été mis en œuvre afin de rendre complète la conversion du dérivé 38 en produit 
cyclisé 39. La température, le temps de réaction, le mode de chauffage, la quantité de base 
sont autant de paramètres qui ont été modifiés pour rendre totale la conversion. Le tableau 10 
récapitule l’ensemble des conditions opératoires testées.  

 
Tableau 10 : Conditions de cyclisation du composé 38 

Essai Base Solvant Température Temps Résultats 
1 KOH (1,5 éq) EtOH 0 °C - t.a. 30 min 6% de conversion 
2 K2CO3 (1,5 éq) DMF 0 °C - t.a. 24 h 5% de conversion 
3 K2CO3 (3 éq) DMF t.a. 24 h 13% de conversion 
4 K2CO3 (3 éq) DMF 50 °C 24 h 24% de conversion  
5 t-BuOK (3 éq) THF 0 °C - t.a. 2 h 38% de conversion 
6 NaH (1,5 éq) DMF 0 °C 30 min 64% 

 
Les paramètres de temps et de température de réaction sont importants pour le bon 

déroulement de la réaction.  
 
En effet, en ne chauffant pas assez ou pas suffisamment longtemps, l’intégralité du 

produit 39 n’est pas consommée. Au contraire, en forçant davantage les conditions (chauffage 
plus long ou température plus élevée) le produit cyclisé est majoritaire mais une partie du 
milieu réactionnel est dégradée. 

 
Le composé 39 a été préparé avec une conversion très faible en présence d’hydroxyde 

de potassium (essai 1), de carbonate de potassium (les essais 2, 3, et 4) et de tert-butylate de 
potassium (essai 5).213,196 

 
Cette même réaction a été effectuée avec de l’hydrure de sodium (essai 6). Le 

composé 39 a été obtenu avec un rendement de 64%.199 
 
Par la suite, le dérivé de pyrimidine tricyclique 40 a été synthétisé à partir du 

précurseur 3-aminobenzofurane 39 via un intermédiaire formamide (Schéma 70).  
 
Un mélange de composé 39 dans de l’orthoformiate de triéthyle a été irradié dans un 

four micro-ondes à 200 °C pendant 15 min. La solution jaune résultante a été évaporée à sec 
et le résidu a été dissous dans une solution d’ammoniac dans le méthanol. Le mélange a été 
irradié dans un four micro-ondes à 140 °C pendant 15 min pour donner le composé 40 avec 
un rendement de 45%.200,202 
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Schéma 70 : (i) CH(OEt)3, MO, 200 °C, 15 min ; (ii) NH3/MeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 45%. 
 
Enfin, la déprotection des benzyles a été effectuée avec de l’acide sulfurique concentré 

et donne le composé dihydroxylé 41 avec un rendement acceptable (Schéma 71). 
 

O
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Schéma 71: (i) H2SO4 cc, t.a., 5 min, 66%. 

 
Comme dans la série précédente, la réaction de trans-hydrogénation est restée sans 

succès pour débenzyler le composé 40 (Schéma 72).184,128 
 

O

N
N

OBn

BnO

CONH2

NH2 O

N
N

OH

OH

CONH2

NH2

40 41

X

 
Schéma 72 : C6H10, Pd-C 10%, AcOEt/EtOH (3/1), 110 °C, 24 h. 

 
En conclusion, le composé cible 41 est obtenu. Cependant, les rendements obtenus 

pour cette synthèse à partir du composé 32 sont faibles (21%). L’étape de déprotection des 
benzyles du composé 40 pour obtenir le composé 41 provoque une baisse de la masse du 
composé. On passe d’une masse molaire de 440 g/mol pour le composé 40 à une masse 
molaire de 260 g/mol pour le composé 41. Dans le but de les améliorer, nous avons décidé de 
développer un autre schéma réactionnel pour obtenir le composé 41 à partir du 3,5-
diméthoxyphénol commercial 42 (Schéma 73).  

 
La même séquence réactionnelle, comme décrite précédemment, a été appliquée pour 

cette synthèse. La seule différence était dans la dernière étape, la déméthylation du 
groupement méthoxy a été réalisée par chauffage dans du chlorhydrate de pyrimidine pure 
dans le but d’obtenir le composé attendu 41.214 
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Schéma 73 : (i) CSI, CH3CN, 0 °C, 10 min ; (ii) HCl 5M, t.a., 10 h, 45% ; (iii) NIS, CH2Cl2, 0 °C, 10 min, 
60% ; (iv) CuCN, DMF, 160 °C, 6 h, 38% ; (v) Bromoacétonitrile, K2CO3, DMF, 80 °C, 24 h, 62% ; (vi) NaH, 
DMF, 0 °C, 5 min, 52% ; (vii) CH(OEt)3, MO, 200 °C, 15 min ; (viii) NH3/MeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 
41% ; (ix) Pyridine.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 43%. 
 

Les rendements obtenus pour cette synthèse sont faibles. Le composé cible 41 a été 
obtenu en 9 étapes à partir du 3,5-diméthoxyphénol commercial 42 au lieu de 12 étapes à 
partir du phloroglucinol commercial 1 comme précédemment. Cependant, l’approche a été 
réalisée avec des rendements globalement faibles. 
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Partie B : Evaluation des benzofuro[3,2-d]pyrimidines 

I. Evaluation de l’activité antifongique 
 

Une fois les molécules cibles obtenues, un panel de tests biologiques a été effectué in 
vitro  afin de déterminer leur efficacité au niveau de : 

- l’activité antifongique contre C. albicans,  
- la restauration de la sensibilité aux azolés de souches résistantes de C. albicans, 
- l’inhibition de la formation de biofilm, 
- l’inhibition de l’activité PKC in vitro. 

 
Des tests de cytotoxicité sur cellules HeLa ont aussi été faits afin de vérifier que ces 

molécules étaient moins toxiques pour l’homme que pour le pathogène. 
 
L’objectif de cette thèse étant d’obtenir des analogues du cercosporamide ayant une 

activité biologique plus importante et/ou plus spécifique, tous les résultats obtenus pour les 
molécules cibles ont été analysés par comparaison à ceux obtenus pour le cercosporamide. 

 
Le cercosporamide que nous avons utilisé comme molécule de référence dans tous les 

tests biologiques effectués a été obtenu par extraction à partir d’une culture de 4 semaines de  
Mycosphaerella henningsii  faite par le laboratoire MMS de l’Université de Nantes. 

1. Choix des souches utilisées pour les tests in vitro 
  

L’ensemble des souches utilisées proviennent de la souchothèque du laboratoire 
IICiMed. Ces souches proviennent d’isolats cliniques issus de prélèvements biologiques 
provenant du laboratoire de Parasitologie et de Mycologie Médicale du CHU de Nantes, de 
l’Institut Pasteur, de l’Institut de microbiologie de Lausanne et de l’Université de Georgetown 
(USA). 

 
Pour effectuer l’ensemble du travail, 10 souches ont été sélectionnées en fonction de 

leur sensibilité ou de leur résistance au fluconazole ou de leur capacité à former du biofilm. 
Pour les souches résistantes aux azolés, les mécanismes de résistance ont été précédemment 
caractérisés au laboratoire.215,216,217 
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Tableau 11 : Origine et caractéristiques des souches sélectionnées* pour les tests biologiques effectués au cours 
de cette thèse.  

Nom de la 
souche Origine 

Sensibilité au 
fluconazole 

Mécanisme de 
résistance 

Test in vitro effectué 
sur la souche 

CAAL93 CHU Nantes Sensible - 
Activité antifongique 

et inhibition de 
l’activité PKC in vitro 

CAAL97 Institut Pasteur Sensible - Activité antifongique 

CAAL2 CHU Nantes Résistante Mutation sur erg3 

Activité antifongique, 
restauration de la 

sensibilité et inhibition 
activité PKC in vitro 

CAAL28 CHU Nantes Résistante 
Mutation sur erg11 

et  efflux 

Activité antifongique 
et restauration de la 

sensibilité 

CAAL111 
Institut de 

microbiologie de 
Lausanne 

Résistante 
Efflux 

(Surexpression 
CDR1/CDR2) 

Activité antifongique 
et restauration de la 

sensibilité 

CAAL117 
Institut de 

microbiologie de 
Lausanne 

Résistante 
Mutation sur erg11 

et mutation sur 
MDR1 

Activité antifongique 
et restauration de la 

sensibilité 

CAAL121 CHU Nantes Sensible - Biofilm 

CAAL123 CHU Nantes Sensible - Biofilm 

CAAL124 CHU Nantes Sensible - Biofilm 

CAAL146 
Université 

Georgetown (USA) 
Sensible - Biofilm 

* La sélection a été faite en fonction de leur sensibilité ou de leur résistance au fluconazole ou de leur capacité à 
former du biofilm 

 
Les souches sont conservées à long terme dans l’azote liquide et à -80 °C. Avant tout 

test (activité antifongique, restauration de la sensibilité, biofilm), les souches sont mises en 
culture sur une gélose Sabouraud pendant 24 h à 37 °C. 

2. Test de l’activité antifongique contre C. albicans 
2.1. Principe de la mesure de l’activité antifongique 
 

La mesure de l’activité antifongique est faite au laboratoire IICiMed selon une 
méthode EUCAST218 modifiée sur plusieurs points : 

- Pour un screening plus rapide, une gamme de seulement 3 concentrations de 
molécules est testée (3 µM, 30 µM et 300 µM ou 1 µM, 10 µM et 100 µM) (Figure 45). 

- L’ajout de résazurine pendant 3 h, après 24 h d’incubation, permet une mesure 
d’intensité de fluorescence et donc une quantification précise du nombre de cellules vivantes 
dans chaque puits.219,220 
 

La gamme de concentration utilisée pour le screening des molécules (3 µM, 30 µM et 
300 µM) ne correspond pas à la gamme habituellement utilisée au laboratoire (1 µM, 10 µM 
et 100 µM). Ce choix a été orienté par les résultats obtenus par Lafayette et al.117 où 
l’ensemble des expériences menées avec le cercoposramide a lieu jusqu’à une dose maximale 
de 100 µg/mL (c’est-à-dire 300 µM). C’est pour cela que nous avons adapté la gamme de 
concentration utilisée pour les composés cibles. 

 
Comme préconisé par l’EUCAST, les tests sont faits dans des plaques 96 puits à fond 

plat (Figure 45). Le milieu de culture est  du RPMI 1640 (à 2% de glucose et à pH 7, ajout 
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d’un tampon MOPS à 0,0165 M final). Les dilutions des molécules se font à partir d’une 
solution stock dans le DMSO à 30 mM (ou 10 mM). Une première série de dilutions 
successives au 1/10° sont faites dans le DMSO (3 mM et 0,3 mM ou 1 mM et 0,1 mM). Puis 
une série de dilution au 1/50° est faite dans le RPMI (600 µM, 60 µM et 6 µM ou 200 µM, 20 
µM et 2 µM). 100 µL de chacune de ces solutions dans le RPMI sont dispensés en triplicate 
dans la plaque 96 puits. Une fois préparée les  plaques sont conservées à -80 °C. 

Une suspension de C. albicans est préparée à partir d’une culture de 24 h sur milieu 
Sabouraud, dans un mélange sérum physiologique/tween 80 (0,01%). Le dénombrement de la 
suspension se fait sur une cellule de Malassez ce qui permet de réaliser ensuite une dilution à 
104 levures/mL. 100 µL de cette suspension sont dispensés dans chacun des puits de la plaque 
qui est alors incubée à 37 °C pendant 24 h. 

Au bout de 24 h d’incubation, la résazurine (10 µL à 700 µM) est ajoutée à chaque 
puits pour une incubation à 37 °C allant de 2 h à 4 h. Pendant cette incubation la résazurine 
(bleue) est réduite de manière irréversible en résorufine (rose) par les cellules viables (Schéma 
74). La résorufine est une molécule fluorescente (longueur d’onde d’excitation 550 nm et 
d’émission 590 nm). Une mesure de la fluorescence est alors faite au spectrofluorimètre. 

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             
B  3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM 1µM 10µM 100µM T+  
C  3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM 1µM 10µM 100µM T+  
D  3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM 1µM 10µM 100µM T+  
E  3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM T-  
F  3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM T-  
G  3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM 3µM 30µM 300µM T-  
H             

 
     Molécules testées 

 FLU 
T+ Témoin positif (souche sans traitement) 
T- Témoin négatif (RPMI) 

 
Figure 45 : Plan d’une plaque pour les tests de l’activité antifongique des molécules 
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Schéma 74 : Réduction de la résazurine en résorufine dans les cellules vivantes (en présence de NADH). 
 
Les CMIs ont été déterminées et exprimées comme étant la concentration de molécule 

testée qui entraîne 50% d’inhibition de la croissance des cellules en comparaison au témoin 
positif (cellules non traitées). 
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2.2. Analyse des résultats 
 
L’activité antifongique sur six isolats cliniques de C. albicans a été évaluée pour trois 

composés de la série benzofuro[3,2-d]pyrimidine : les composés 33, 37, 41. L’ensemble des 
résultats obtenus sont résumés dans le tableau 12 ci-dessous : 
 
Tableau 12 : Activité des composés 33, 37, 41, du cercosporamide (CERCO) et du fluconazole (FLU ) sur 6 
isolats cliniques de C. albicans 

* Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des expériences réalisées au moins deux fois. Les CMIs ont 
été déterminées comme étant les concentrations de composés qui produisent 50% d’inhibition de la croissance 
par rapport à celle du témoin non traité. 
 

Les valeurs de CMI obtenues pour le fluconazole sont en adéquation avec le 
comportement des souches vis-à-vis d’un traitement au fluconazole : environ 0,2 µM (0,06 
mg/mL) pour les souches sensibles et >100 µM (>30 mg/mL) pour les souches résistantes.  

 
Sur les deux souches sensibles et une des souches résistantes, le cercosporamide 

présente une valeur de CMI d’environ 100 µM (environ 30 µg/mL) ce qui est en accord avec 
les résultats de la littérature qui vont de 30 µM (10 µg/mL)126 à 270 µM (90µg/mL)120. Par 
contre pour trois des souches résistantes aucune valeur de CMI n’a pu être calculée aux doses 
testées. 

 
En ce qui concerne les composés 33, 37 et 41, aucun effet d’inhibition de la croissance 

n’est observé quelle que soit la souche, sensible ou résistante.  
 

  

Composé Structure 
CMI (µM) * 

CAAL93 CAAL97 CAAL2 CAAL28 CAAL111 CAAL117 
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O

N
NH

O

OH

OH

CONH2  

>300 >300 >300 >300 >300 >300 
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O

N
NH

OH

OH

CONH2

O

O

H

 

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

41 O

N
N

OH

OH
CONH2

NH2

 
>300 >300 >300 >300 >300 >300 

CERCO 
O

OH

OH
CONH2

O

OH

O

 

103,2±23,2 93,3±18,5 90,1±11,3 >300 >300 >300 

FLU  

 

0,14±0,07 0,19±0,11 >100 >100 >100 >100 
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N
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F
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N
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3. Etude de la restauration de la sensibilité au fluconazole sur des souches résistantes de 
C. albicans 
 

Une des hypothèses de départ de ce travail de thèse était que l’inhibition de CaPkc1 
pouvait entraîner une restauration de la sensibilité au fluconazole de souches résistantes, 
comme publié par La Fayette et al.117 Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons mis en 
place un test qui permet de mesurer les effets de la co-administration du fluconazole et des 
molécules cibles sur la croissance des souches résistantes au fluconazole sélectionnées pour 
cette étude. Ce test de co-administration est inspiré du test en damier221,222 et de la méthode 
EUCAST pour déterminer la restauration de la sensibilité d’une souche. 

3.1. Principe de la co-administration 
 

Le test de co-administration mis en place a les caractéristiques suivantes : 
- Conditions de milieu (RPMI), de dilutions des molécules (dans le DMSO puis dans 

le milieu RPMI) et de culture cellulaire préconisées par l’EUCAST. 
- Ajout de la résazurine afin de pouvoir quantifier, par fluorimétrie, le nombre de 

cellules viables dans chaque puits. 
 
La préparation des plaques se fait en deux temps. D’abord les puits sont remplis avec 

le fluconazole aux différentes doses choisies (0 - 12,5 - 25 - 50 µM final dans le RPMI) puis 
congelées. Les molécules cibles sont ajoutées, juste avant les cellules, aux doses choisies (0 - 
3 - 30 - 300 µM final dans le RMPI) afin de limiter au maximum les interactions possibles 
entre le fluconazole et les molécules cibles. Les cellules sont ensuite ajoutées à partir d’une 
suspension à 104 cellules/mL obtenue à partir d’une culture de 24 h sur gélose Sabouraud. La 
résazurine est ajoutée dans les mêmes conditions que dans le test de mesure de l’activité 
antifongique, c’est-à-dire après 24 h d’incubation à 37°C des cellules en présence de 
fluconazole et des molécules cibles dans les plaques 96 puits (Figure 46). 
 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

   0 µM 3 µM 30 µM 300 µM 0 µM 3 µM 30 µM 300 µM    

A 0 µM          T+   

B 12,5 µM          T+   

C 25 µM          T+   
D 50 µM          T+   

E 0 µM          T-   

F 12,5 µM          T-   
G 25 µM          T-   
H 50 µM          T-   

              

 

 Concentrations en FLU 
 Concentration en molécules  

    FLU + Molécule 
T+ Témoin positif 
T- Témoin négatif 

 
Figure 46 : Conception d’une plaque pour les tests en co-administration 
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3.2. Détermination de FICI 
 

Afin de quantifier les effets de la co-adminsitration du fluconazole et des molécules 
cibles sur la croissance des différentes souches testées un index FIC ou FICI (Fractional 
Inhibitory Concentration Index) a été calculé comme décrit dans la littérature.223 
 

Afin de déterminer l’index FIC, il faut d’abord calculer le FIC (Fractional Inhibitory 
Concentration) de chacun des composés. Pour un composé donné, le FIC est défini comme la 
CMI du composé déterminée lors du test en co-administration divisée par la CMI du composé 
lorsqu’il est administré seul. Le FIC est calculé pour chacune des molécules co-administrées. 
L’index FIC (FICI) correspond à la somme des FIC des différents composés testés en co-
administration. 

 
Autrement dit si l’on teste en co-administration une molécule A et le fluconazole, on 

utilise les formules ci-dessous : 
 

FICI = FIC� 	+ FIC�	
	   en sachant que  FIC� =
��
�����

��
�
   et  FIC�	
 =

��
�����

��
���
 

 
Nous avons utilisé le calcul du FIC index pour classer les interactions entre 2 molécules 

co-administrées comme recommandé par Odds : “synergie” (FICI ≤ 0,5), “antagonisme” 
(FICI > 4,0) et “pas d’interaction” (0,5 ˂ FICI ˂ 4,0). Dans la littérature l’index FIC compris 
entre 0,5 et 4,0 est souvent utilisé pour définir un effet additif mais il a été montré que la 
plupart du temps il ne s’agissait pas d’un effet additif “réel” des deux molécules mais plutôt 
de l’addition de deux effets sans interaction entre eux/elles.224 

3.3. Analyse des résultats 
 

La détermination des FICIs des composés 33, 37 et 41 et du cercosporamide en co-
administration avec le fluconazole sur 4 isolats cliniques de C. albicans résistants au 
fluconazole est présentée dans les tableaux 13, 14, 15 et 16. 
 

Pour chaque composé 33, 37, 41 et pour le cercosporamide les CMIs ont été 
déterminés en combinaison avec le fluconazole. Deux valeurs ont été obtenues : la CMIcomposé 

(notée [composé] dans le tableau) déterminée comme étant la concentration en composé qui 
permet d’obtenir 50% d’inhibition de croissance en présence de fluconazole et la CMIfluconazole 

(notée [FLU] dans le tableau) déterminée comme étant la concentration en fluconazole qui 
permet d’obtenir 50% d’inhibition de croissance en présence de composé. A partir des CMI 
qui avaient été déterminées pour chaque composé testé seul, lors des tests de mesure de 
l’activité antifongique, des CMI du fluconazole pour chaque souche et à partir des CMI 
obtenues en co-administration, nous avons calculé les FIC pour chaque composé et pour le 
fluconazole pour chaque souche. L’addition du FIC du composé et du FIC du fluconazole a 
permis de calculer le FICI de chaque molécule cible et du cercosporamide pour chacune des 
souches résistantes. 
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Tableau 13 : Détermination des FICIsa des composés 33, 37 et 41 et du CERCO en co-administration avec le 
FLU  sur CAAL2 

Composé Structure 
CAAL2 

CMI ( µM) [FLU]/[composé]a FICI [FLU] /[composé]
b 

FLU 

 

>100 - - 

33 
O

N
NH

O

OH

OH

CONH2  

> 300 4/300 1,04 

37 
O

N
NH

OH

OH

CONH2

O

O

H

 

> 300 > 100/> 300 2,00 

41 
O

N
N

OH

OH

CONH2

NH2

 
> 300 > 100/> 300 2,00 

CERCO 
O

OH

OH
CONH2

O

OH

O

 

100 0,5/50 0,50 

 
Tableau 14 : Détermination des FICIsa des composés 33, 37 et 41 et du CERCO en co-administration avec le 
FLU  sur CAAL28 

Composé Structure 
CAAL28 

CMI ( µM) [FLU]/[composé]a FICI [FLU] /[composé]
b 

FLU 

 

>100 - - 

33 
O

N
NH

O

OH

OH

CONH2  

> 300 > 100/> 300 2,00 

37 
O

N
NH

OH

OH

CONH2

O

O

H

 

> 300 > 100/> 300 2,00 

41 O

N
N

OH

OH

CONH2

NH2

 
> 300 > 100/> 300 2,00 

CERCO 
O

OH

OH
CONH2

O

OH

O

 

> 300 > 100/> 300 2,00 
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Tableau 15 : Détermination des FICIsa des composés 33, 37 et 41 et du CERCO en co-administration avec le 
FLU  sur CAAL111 

Composé Structure 
CAAL111 

CMI ( µM) [FLU]/[composé]a FICI [FLU] /[composé]
b 

FLU 

 

>100 - - 

33 
O

N
NH

O

OH

OH

CONH2  

> 300 > 100/> 300 2,0 

37 
O

N
NH

OH

OH

CONH2

O

O

H

 

> 300 25/30 0,35 

41 
O

N
N

OH

OH

CONH2

NH2

 
> 300 > 100/> 300 2,00 

CERCO 
O

OH

OH
CONH2

O

OH

O

 

> 300 > 100/> 300 2,00 

 
Tableau 16 : Détermination des FICIsa des composés 33, 37 et 41 et du CERCO en co-administration avec le 
FLU  sur CAAL117 

Composé Structure 
CAAL117 

CMI ( µM) [FLU]/[composé]a FICI [FLU] /[composé]
b 

FLU 

 

>100 - - 

33 
O

N
NH

O

OH

OH

CONH2  

> 300 50/300 1,5 

37 
O

N
NH

OH

OH

CONH2

O

O

H

 

> 300 > 100/> 300 2,00 

41 
O

N
N

OH

OH

CONH2

NH2

 
> 300 > 100/> 300 2,00 

CERCO 
O

OH

OH
CONH2

O

OH

O

 

> 300 100/> 300 2,00 

a FICI est la somme des FICs de chacun des composés, qui à son tour est définie comme la CMI de chaque 
composé lorsqu’il est utilisé en combinaison divisée par la CMI du composé lorsqu’il est utilisé seul. La valeur 
FICI la plus élevée ne peut pas être supérieure à 2,0 en raison des concentrations les plus élevées testées pour 
chaque composé. 
b CMI en combinaison exprimée en [FLU]/[composé] 
 

Tout d’abord le cercosporamide montre un effet synergique avec le fluconazole 
uniquement dans le cas de la souche CAAL2. On peut alors parler de restauration de la 
sensibilité au fluconazole de cette souche en présence d’un traitement au cercosporamide. Par 
contre les trois molécules cibles ne montrent pas d’effet synergique sur cette même souche et 
ne permettent donc pas la restauration de la sensibilité. Il faut de plus noter une addition des 
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effets du fluconazole et du composé 33, sans interaction, sur cette souche. Aucune des 
molécules testées (cercosporamide inclus) ne permet de restauration de la sensibilité sur la 
souche CAAL28 ou sur la souche CAAL117 (même si pour cette dernière on observe une 
addition des effets du fluconazole et du composé 33, sans interaction). Pour la souche 
CAAL111, le fluconazole et la molécule 37 ont un effet synergique avec un FICI égal à 0,35. 
Une restauration de la sensibilité de cette souche au fluconazole est donc possible grâce à la 
co-administration du composé 37 avec le fluconazole. 

4. Test d’inhibition de biofilm 
 

Il a été montré que les MAPK étaient impliquées dans la formation du biofilm. La 
CaPkc faisant parti des MAPK, il est possible que l’inhibition de cette protéine ait un effet sur 
le biofilm. C’est pourquoi nous avons testé les effets d’un des composés sur l’inhibition de la 
croissance de biofilm déjà formé. 

4.1. Principe du test 
 

Nous avons choisi de tester les effets du composé 33 et du cercosporamide sur du 
biofilm déjà formé. Trois souches de C. albicans (CAAL121, CAAL124 et CAAL146) ont été 
choisies pour leur capacité à former du biofilm en milieu EUCAST (RPMI-MOPS) et dans 
des plaques 96 puits après 24 h d’incubation à 37 °C. Après 24 h de culture, un biofilm 
mature est formé dans chacun des puits de la plaque 96 puits. Le milieu est alors enlevé avec 
soin pour être remplacé par du milieu “frais” contenant le cercosporamide ou le composé 33 
pour atteindre les concentrations finales suivantes : 0 - 3 - 30 - 300 µM. Les dilutions des 
molécules dans le RPMI sont faites comme préconisé par l’EUCAST et comme décrit dans la 
partie “test de l’activité antifongique”. Ainsi une première dilution est faite dans le DMSO à 
partir d’une solution stock à 30 mM puis des dilutions intermédiaires sont faites dans le 
RPMI. Chaque concentration de molécule est testée en triplicate. Après 24 h d’incubation à 
37 °C, 10 µL de résazurine à 700 µM sont ajoutés dans chaque puits. Après 2 h d’incubation 
supplémentaire à 37 °C, la fluorescence de la résorufine est mesurée suivant le principe décrit 
dans la partie “test de l’activité antifongique”. L’amphotéricine B est utilisée comme témoin 
d’inhibition de la croissance du biofilm  aux concentrations finales suivantes : 0 - 0,1 - 1 - 10 
µM. On a ensuite déterminé une CMI qui correspond à la concentration d’antifongique qui 
entraîne 50% d’inhibition de la croissance du biofilm par rapport à la croissance du biofilm 
sans traitement antifongique. 

4.2. Résultats biologiques et discussion 
 

Le cercosporamide montre une inhibition du biofilm mature des souches CAAL124 et 
CAAL146 avec des CMI d’environ 120 µM. Par contre, aucun effet sur la croissance du 
biofilm de CAAL121 n’a été observé même à 300 µM. Ces résultats laissent à penser que 
l’inhibition de CaPkc1 pourrait être une bonne stratégie pour lutter contre la croissance du 
biofilm dans certaines souches. Par contre, aucun effet sur la croissance du biofilm n’a été 
observé pour le composé 33, sur aucune des souches.  

 
Les pharmacomodulations proposées sur la série des benzofuro[3,2-d]pyrimidines ne 

permet pas de conserver la capacité du cercosporamide à inhiber le biofilm. D’autres 
pharmacomodulations sont donc à envisager si l’on souhaite conserver cette propriété 
d’inhibition du biofilm.  
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II. Cytotoxicité 
 

Dans la mesure où des effets de restauration de sensibilité et d’inhibition de croissance 
de biofilm mature ont été observés sur des souches de C. albicans, il est absolument 
nécessaire de vérifier la cytotoxicité des composés cibles. En effet, il faut vérifier que ces 
molécules sont moins toxiques pour l’hôte que pour le pathogène. Nous avons choisi 
d’effectuer ces tests sur des cellules HeLa.  

1. Principe du test 
Le test de cytotoxicité sur cellules HeLa mis au point au laboratoire se fait sur des 

cellules mises en culture en milieu RPMI 1640 (10% SBF) pendant 3 jours dans des flasques 
T250. Après trypsination, les cellules sont transférées dans une plaque 96 puits à une 
concentration de 105 par mL. Après 24 h d’incubation à 37 °C (à 5% de CO2), les molécules à 
des concentrations finales de 0, 3, 30 et 300 µM sont ajoutées en triplicate dans la plaque 96 
puits. Le choix des concentrations a été fait en fonction de celles utilisées pour le test 
d’activité antifongique et pour le test de restauration de la sensibilité au fluconazole. Comme 
dans la plupart des tests in vitro faits au laboratoire, de la résazurine est ajoutée après 4 jours 
d’incubation. La fluorescence est mesurée après 2 à 4 h d’incubation, comme décrit 
précédemment. La CMI est calculée comme étant la concentration d’antifongique qui entraîne 
50% d’inhibition de la croissance des cellules après 4 jours d’incubation à 37 °C. 

2. Analyse des résultats 
La cytotoxicité sur la lignée cellulaire HeLa a été évaluée pour les 3 composés 

benzofuro[3,2-d]pyrimidines 33, 37 et 41 et le cercosporamide. Les résultats de cytotoxicité 
obtenus sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 17). 

 
Tableau 17 : Valeurs de la CMI des composés cibles sur les cellules HeLa 

Composé Structure 
CMI (µM)  

HeLa 

33 
O

N
NH

O

OH

OH

CONH2  
227,53±27,97 

37 
O

N
NH

OH

OH

CONH2

O

O

H

 

> 300 

41 O

N
N

OH

OH

CONH2

NH2

 
> 300 

CERCO 
O

OH

OH
CONH2

O

OH

O

 

< 3 

 
Le cercosporamide avait une cytotoxicité assez élevée, <3 µM. Par contre, les 

composés 33, 37 et 41 ont des cytotoxicités beaucoup plus faibles (au moins 100 fois).  
 
Aux vues des résultats obtenus in vitro, nous avons cherché à comprendre le mode 

d’action de ces molécules qui montrent une activité antifongique au niveau de la restauration 
de la sensibilité au fluconazole comparable à celles du cercosporamide et une cytotoxicité 
beaucoup plus faible. Une compréhension du mécanisme d’action devrait permettre ainsi 
d’améliorer les molécules cibles en travaillant sur de nouvelles pharmacomodulations. 
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III. Activités inhibitrices de kinases 
 

Les molécules cibles obtenues, sont des dérivés du cercosporamide, inhibiteur connu 
de la Pkc de Candida.121 Nous avons donc cherché à vérifier l’activité inhibitrice des 
molécules cibles, en comparaison à celle du cercosporamide. Plus récemment, il a été montré 
que le cercosporamide était un inhibiteur d’autres kinases notamment de la famille des 
Mnk.226,124 C’est pour cela que les composés 33, 37 et 41 ont aussi été testés sur un panel de 
kinases par la plateforme de criblage KISSf de Roscoff.  

1. Inhibition de l’activité kinase de la CaPkc1 

1.1. Principe du test 
 

L’inhibition de l’activité de la CaPkc1 est mesurée à l’aide du kit : “PKC kinase 
activity” de chez Enzo Life Sciences. Ce kit est basé sur le principe d’un test ELISA et utilise 
un peptide synthétique spécifique comme substrat de la PKC ainsi qu’un anticorps polyclonal 
qui reconnaît la forme phosphorylée de ce substrat. Ce kit est développé pour mesurer 
l’activité kinase des PKC humaines.  

 
Aux vues des homologies de séquence des PKC humaines et de celle de Candida, 

notamment au niveau du site de phosphorylation, nous avons fait des mises au point afin de 
pouvoir mesurer, avec ce kit, l’activité de la Pkc de Candida sur un extrait protéique brut de 
C. albicans. Nous avons ensuite mis au point un protocole qui permettait de mesurer 
l’inhibition de l’activité de la Pkc de Candida par les composés cibles toujours sur un extrait 
protéique brut. 
 

Le protocole suivi mis au point au laboratoire est brièvement décrit ici. Afin d’extraire 
au mieux les protéines, une lyse mécanique est faite dans un premier temps (cycle chaud/froid 
par bain dans l’azote liquide puis broyage mécanique des cellules en utilisant des billes de 
verre et un broyeur Miller pendant 6 min à vitesse maximale) puis une lyse « chimique » et 
une extraction sont faites par traitement avec du tampon de lyse (MPER). Les extraits 
protéiques ainsi obtenus sont ensuite quantifiés à l’aide d’un kit BCA puis conservés à -80°C. 
 
 Le substrat spécifique de PKC est adsorbé à la surface des puits de la microplaque. Les 
échantillons à tester (extrait protéique seul pour une mesure de l’activité kinase et extrait 
protéique + composé à tester pour une mesure de l’inhibition de l’activité kinase) sont mis 
dans les différents puits de la plaue à une concentration mise au point au préalable. L’ATP est 
ensuite ajouté pour initier la réaction de phosphorylation et la plaque est mise à incuber 90 
min à 30 °C (Figure 47 - étape 1).  

Lorsque la réaction de phosphorylation est terminée, les puits sont vidés et l’anticorps 
spécifique du substrat phosphorylé est ajouté avant d’incuber la plaque à température 
ambiante pendant 60 min (Figure 47 - étape 2).  

A la fin de la réaction, les puits sont vidés et après plusieurs lavages qui permettent 
d’éliminer les anticorps primaires qui ne sont pas fixés de manière spécifique, un anticorps 
secondaire couplé HRP est ensuite ajouté pour une incubation de 30 min à température 
ambiante (Figure 47 - étape 3).  

A la fin de la réaction, les puits sont vidés et de nouveaux lavages sont alors effectués 
afin d’éliminer tous les anticorps secondaires qui sont fixés de manière non spécifiques. Un 
substrat TMB est ensuite ajouté et la couleur bleue observée est proportionnelle à l’activité de 
phosphotransférase de la protéine kinase présente (Figure 47 - étape 4). 
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La présence d’un inhibiteur de l’activité kinase entraîne une absence de coloration des 
puits. L’ajout d’une solution acide permet de stopper la réaction du TMB avec l’HRP et 
d’effectuer une mesure de l’absorbance à 450 nm (Figure 47 - étape 5).  

Les résultats sont exprimés sous forme de rapport de l’absorbance obtenue pour les 
échantillons en présence des composés testés sur l’absorbance obtenue pour l’extrait protéique 
total (ou la PKC humaine pure) en l’absence de traitement. 

 
Figure 47 : Résumé du protocole de test de mesure de l’inhibition de l’activité de la protéine kinase C de 
Candida. 
 
 Un certain nombre de mises au point ont été nécessaires pour valider la quantité 
d’extrait protéique à utiliser (0,8 µg/puits) quelle que soit la souche testée (CAAL2 ou 
CAAL93), la concentration en inhibiteur testée (100 µM que ce soit pour le cercosporamide 
ou pour les composés 33, 37 et 41), le temps de pré-incubation des extraits protéiques avec les 
inhibiteurs avant d’initier la réaction de phosphorylation par ajout de l’ATP (15 min), le 
temps d’incubation du TMB (variable d’une expérience à l’autre et dépend surtout de la 
température du laboratoire). 
  

La concentration en inhibiteur choisie (100 µM) peut paraître élevée. Une gamme de 
concentration de notre molécule témoin (le cercosporamide) a été testée que ce soit sur la 
protéine PKC humaine fournie par le kit et sur les extraits protéiques totaux de CAAL2 et 
CAAL93. A la concentration de 100 µM en cercosporamide, on a observé une inhibition de 
l’activité de phosphorylation de 65% sur la PKC humaine (20 ng/puits comme préconisé dans 
le kit)  et de 40% sur l’extrait protéique total de CAAL2 (0,8 µg/puits). Ces valeurs obtenues 
nous ont paru acceptables afin de pouvoir mettre en évidence si les composés testés, dans ces 
mêmes conditions (100 µM), présentent une activité inhibitrice plus importante (supérieure à 
65%) ou une activité inhibitrice plus faible (inférieure à 40%) en comparaison au 
cercosporamide.  

 
Nous avons donc fixé à 100 µM la concentration en composés 33, 37 et 41 pour 

l’ensemble des tests de mesure de l’activité PKC. 
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1.2. Analyse des résultats 
 

Afin de pouvoir comparer l’inhibition de l’activité kinase obtenue pour les composés 
33, 37 et 41 à celle obtenue pour le cercosporamide nous avons effectué une analyse 
statistique des résultats en utilisant le logiciel Graphpad prism 7.0. Les moyennes d’au moins 
deux manipulations indépendantes dans chacune des conditions sont comparées en utilisant 
une “one-way” ANOVA suivie d’un test de Fisher dit LSD (Last Square Difference = 
Différence des moindres Carrés) non corrigé. Les résultats sont considérés comme étant 
statistiquement significatifs lorsque la valeur de p est inférieure à 0,05. 

 
L’ensemble des résultats obtenus sont résumés dans la figure 48. 
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Figure 48 : Inhibition de l’activité kinase de la PKC humaine et des extraits protéiques totaux de CAAL2, 
CAAL93 par le cercosporamide et les composés 33, 37 et 41. 
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Les expériences ont été considérées comme valides lorsque le pourcentage d’inhibition 
de l’activité kinase du cercosporamide était compris entre 35% (CAAL2) et 65% (CAAL93 et 
PKC humaine). Que ce soit sur la PKC humaine ou sur les extraits protéiques de Candida, on 
a observé que le cercosporamide montre une activité inhibitrice plus faible que les composés 
33, 37 et 41. Cependant, il n’y a que sur l’extrait protéique de CAAL2 que la différence 
d’inhibition par rapport au cercosporamide est statistiquement significative, quel que soit le 
composé. 

 
Les trois composés testés montrent une activité inhibitrice très importante (à 100 µM) 

quel que soit la PKC sur laquelle elle est mesurée : entre 98% et 100% sur la PKC humaine, 
entre 71% et 88% sur l’extrait protéique de CAAL2 et environ 80% sur l’extrait protéique de 
CAAL93. 

 
Ces 3 composés sont donc bien des inhibiteurs de l’activité kinase, que ce soit de la 

PKC humaine ou d’un extrait brut de protéines de C. albicans. Nous pouvons conclure que ce 
sont de meilleurs inhibiteurs que le cercosporamide, en particulier lorsque les tests sont faits 
sur l’extrait protéique brut de CAAL2. 

 
Ce test de mesure de l’inhibition de l’activité kinase, valide bien la CaPkc comme 

cible potentielle des composés 33, 37 et 41. Par contre l’effet inhibiteur important mesuré 
aussi sur la PKC humaine, laisse à penser que ces composés ne sont peut-être pas spécifiques 
de la CaPkc. Ceci est conforté par le fait que dans nos tests, le cercosporamide ne semble pas 
non plus spécifique de CaPkc. Des travaux publiés plus récemment montrent que le 
cercosporamide n’est peut-être pas aussi spécifique de la CaPkc que ce qui avait été décrit 
initialement. Enfin, dans la littérature, les pyrimidines tricycliques sont décrites comme des 
inhibiteurs de kinase et ont montré de multiples applications pharmacologiques.123,225,227 
Deux possibilités sont à envisager vis-à-vis de l’absence d’activité antifongique (tableau 12 
p.87) :  

- soit les composés n’arrivent pas à atteindre leur cible,  
- soit le fait d’inhiber la CaPkc1 n’est pas suffisant pour conférer une activité 

antifongique. 
Nous avons aussi fait tester les composés 33, 37 et 41 à la plateforme KISSf (Kinase 

Inhibitor Specialised Screening facility), pour déterminer leur activité inhibitrice sur un panel 
de kinases.  

2. Evaluation d’inhibition sur les kinases humaines 
 

Les évaluations biologiques ont été faites sur différentes kinases. Les kinases choisies 
pour cette étude sont HsCDK2/CyclineA, HsCDK5/p25, HsCDK9/CyclineT, HsPIM1, 
HsHaspine, MmCLK1, RnDYRK1A, SscGSK3α/β, SscCKlδ/ε et HsAurora B. Le tableau 18 
résume l’origine et le rôle des ces kinases. 
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Tableau 18 : Origine et rôle, chez l’homme, des kinases testées 
Kinase Origine Famille Rôle 

HsCDK2/CyclineA228 Humaine CDK 
CDK2/Cycline A joue un rôle dans la progression du 
cycle cellulaire, notamment au niveau de l’entrée en 
mitose des cellules 

HsCDK5/ p25 229 
 

Humaine exprimée 
par Escherichia 

coli. 
CDK 

CDK5 est une protéine clé de la dégénersecence des 
neurones et est impliqué dans un certain nombre de 
maladies neurodégénératives 

HsCDK9/CyclineT230 
 

 

Humaine exprimée 
par baculovirus 
dans des cellules 

d’insecte Sf9 

CDC2-like 
kinases 

La CDK9 est surexprimée dans les myélomes, les 
cancers de la prostate et les cancers pulmonaires. 

HsPIM1231 

 
 

Proto-oncogène 
humain 

recombinant 
exprimé dans une 

bactérie 

PIM 
Des taux élevés de PIM1 sont observés dans 
différents types de cancers. 
 

HsHaspin232 Humaine - 

Une perte d’activité de l’Haspin s’accompagne 
irrémédiablement d’erreurs dans l’alignement des 
chromosomes, la cohésion centromérique et 
l’intégrité des fuseaux mitotiques. 

MmCLK1 233 
 

Mus musculus 
CDC2-like 

kinases 
CLK1 est une cible thérapeutique intéressante pour la 
maladie d’Alzheimer 

RnDYRK1A 234 
 

Rattus norvegicus CMGC 

DYRK1A est surexprimée dans diverses pathologies 
(syndrome de Down, maladie d’Alzheimer et de 
Huntington), différents types de cancers (cancers 
hématologiques et cancers du cerveau) et dans 
l’hypertrophie cardiaque. 

SscGSK3α/β 
 

Porcine et purifiée - 
GSK3 est impliquée dans des maladies psychiatriques 
et neurologiques,des maladies inflammatoires et 
différents cancers. 

SscCK1δ/ε 
 
 

Porcine et purifiée CK 
Les protéines de la famille CK1 sont impliquées dans 
la tumorigénèse et dans les voies de signalisation liée 
à la progression tumorale. 

HsAurora B 235 
 

Humaine exprimée 
par baculovirus 
dans des cellules 

d’insecte Sf9 

- 
Aurora-B est impliquée dans la séparation de 
l’hétérochromatine centromérique et télomérique. 

 

2.1. Description rapide du protocole expérimental 
 

L’activité kinasique est déterminée dans les solutions tampons appropriées en présence 
du substrat, protéine ou peptide, fourni par Protéogenix. La réaction se déroule en présence 
d’ATP marqué ([γ-33P] ATP (3,000 Ci/mmol, 10 mCi/mL).243,236 La radioactivité est mesurée 
à l’aide d’un compteur à scintillation Packard après addition de liquide scintillant ACS 
(Amersham). 
 

Les tests, réalisés en triplicate, permettent de mesurer le taux de phosphorylation des 
protéines substrats associées aux différentes kinases. Les activités sont exprimées en 
pourcentage par rapport à l’activité maximale, c’est-à-dire en absence d’inhibiteur et des CI50 
sont calculées quand cela est possible. 
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2.2. Résultats et discussion 
 

Le tableau 19 résume l’ensemble des CI50 mesurées au cours des essais faits par la 
plateforme KISSf. Chaque valeur, exprimée en µmol/L, est la moyenne d’au moins deux 
manipulations indépendantes et les écarts type ont des valeurs comprises entre ±15%.  
 
Tableau 19 : Activité inhibitrice des benzofuro[3,2-d]pyrimidines 33, 37, 41 et du cercosporamide contre un 
panel de 10 protéines kinases 

Kinase 

CI50 (µM)a 

33 37 41 CERCOb 
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CONH2  
O

N
NH

OH

OH
CONH2

O

O

H

 

O

N
N

OH

OH

CONH2
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HsCDK2/CyclineA >10 >10 >10 0,77 

HsCDK5/p25 >10 >10 >10 5,60 
HsCDK9/CyclineT >10 >10 >10 0,22 

HsPIM1 >10 >10 1,29 8,10 
HsHaspin >10 >10 >10 >10 

MmCLK1 >10 >10 2,69 >10 
RnDYRK1A  >10 >10 8,23 >10 
SscGSK3α/β >10 >10 >10 >10 
SscCK1δ/ε >10 >10 >10 >10 

HsAurora B  >10 >10 >10 2,40 
a Les valeurs sont la moyenne d’au moins deux déterminations indépendantes et sont dans les limites de ± 15% 
SD.  
b Le (-)-cercosporamide est utilisé comme composé de référence. 
 

Les résultats obtenus pour le cercosporamide sur les différentes kinases testées sont en 
accord avec la littérature. En effet, une activité inhibitrice à l’échelle sub-micromolaire a été 
mesurée contre CDK2 (CI50 = 0,77 µM) et CDK9 (CI50 = 0,22 µM). De plus, une activité 
inhibitrice inférieure a été mesurée contre Aurora B (CI50 = 2,40 µM), CDK5 (CI50 = 5,60 
µM) et PIM1 (CI50 = 8,10 µM). Par contre aucune activité n’a été détectée contre les autres 
kinases. La pyrimidinone tricyclique 33 et son homologue de pyrimidinedione 37 sont restées 
inactives sur le panel de kinases. En tenant compte de l’activité inhibitrice de CaPkc mesurée 
lors du test ELISA, ceci suggère que la restauration de la sensibilité d’une souche résistante 
au fluconazole (CAAL111) par le composé 37 pourrait être le résultat de l’inhibition de la 
CaPkc. Le dérivé 4-aminopyrimidine 41 présente une inhibition de l’activité kinase 
significative contre PIM1 (CI50 = 1,29 µM), CLK1 (CI50 = 2,69 µM) et DYRK1A (CI50 = 8,23 
µM). Il faut de plus noter que ces activités inhibitrices sont plus importantes que celles du 
cercosporamide sur ces mêmes kinases. Ce composé, malgré son activité inhibitrice de la 
CaPkc in vitro,  n’a démontré aucune activité de restauration de la sensibilité au fluconazole 
lors des tests effectués au cours de cette thèse. Les résultats obtenus sur ce panel de kinases 
humaines offrent de nouvelles cibles potentielles pour ce composé.  

 
Nous avons effectué l’alignement de séquences de kinases humaines avec des kinases 

de C. albicans. Nous avons alors observé que le domaine kinase de Fun31p, une 
sérine/thréonine kinase présente une similitude de 51% avec le domaine kinase de PIM1 
humain. Cette kinase fongique impliquée dans la régulation des dommages de la paroi 
cellulaire chez C. albicans pourrait être une cible potentielle pour le composé 41. Des tests 
complémentaires restent donc à faire pour vérifier si Fun31p est bien une cible pour le 
composé 41.  
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IV. Conclusion sur l’activité biologique des benzofuro[3,2-
d]pyrimidines 

 
Tout d’abord, l’activité antifongique des 3 composés benzofuro[3,2-d]pyrimidines 33, 

37 et 41 et du cercosporamide a été testée in vitro sur 6 souches de C. albicans. Aucun effet 
antifongique n’a pu être montré pour ces 3 composés, que ce soit sur les deux souches 
sensibles au fluconazole ou sur les quatre souches résistantes. Le cercosporamide n’a quant à 
lui montré qu’un effet antifongique limité (CMI d’environ 100 µM) sur seulement trois des 
souches testées. Ces résultats obtenus pour le cercosporamide sont en accord avec d’autres 
résultats publiés dans la littérature.  

 
La restauration de la sensibilité au fluconazole des quatre souches résistantes a ensuite 

été testée lors d’essais de co-administration. Le cercosporamide montre un effet synergique 
avec le fluconazole uniquement sur la souche CAAL2 (dont le mécanisme de résistance passe 
par une mutation sur Erg3). Le composé cible 37 montre un effet synergique avec le 
fluconazole sur la souche CAAL111 (dont le mécanisme de résistance passe par des 
mécanismes d’efflux). 

 
Dans la mesure où des effets de restauration de la sensibilité de souches résistantes aux 

azolés avaient été observés, des tests de cytotoxicité sur cellules HeLa ont été menés. Les 
composés 33, 37 et 41 n’ont démontré aucune cytotoxicité alors que celle du cercosporamide 
est de l’ordre du micromolaire. 

 
Les tests d’inhibition de biofilm fongique mature ont été réalisés pour le composé 33 

et le cercosporamide sur trois souches de C. albicans choisies pour leur capacité à former du 
biofilm. Le cercosporamide montre une inhibition du biofilm sur deux des souches mais 
aucun effet sur la croissance du biofilm n’a été observé pour le composé 33. 

 
Par la suite, l’activité inhibitrice des différents composés synthétisés et le 

cercosporamide a été évaluée sur la CaPkc1 (à partir d’extraits bruts protéiques) et sur la 
PKC humaine (une protéine recombinante). Les composés 33, 37 et 41 se sont montrés plus 
actifs que le cercosporamide en termes d’activité inhibitrice sur la CaPkc1 et sur la PKC 
humaine. 

 
Enfin, l’activité inhibitrice des 3 composés 33, 37 et 41 et le cercosporamide ont été 

évaluées sur 10 kinases humaines. Au niveau des kinases testées, le composé 41 présente une 
inhibition de l’activité kinasique significative sur PIM1, CLK1 et DYRK1A, plus importante 
que celle du cercosporamide. 
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DEUXIEME CHAPITRE 

Partie A : Synthèse des dibenzo[b,d]furanes 

I. Partie théorique : Aperçu bibliographique 

1. Les dibenzo[b,d]furanes 
 
Les dibenzofuranes sont des composés hétéroaromatiques importants dont le motif 

structural est largement retrouvé dans les produits d’origine naturelle et leurs dérivés qui 
présentent une grande variété d’activités biologiques, suscitant un vif intérêt de la part des 
pharmacochimistes et des biologistes. Des applications sont également retrouvées dans les 
sciences des matériaux pour les diodes électroluminescentes organiques phosphorescentes 
bleues.237 Ainsi, des efforts considérables ont été consacrés au développement de méthodes 
efficaces pour la construction de ces systèmes tricycliques aromatiques. La structure, la 
nomenclature et la numérotation du dibenzofurane sont détaillées sur la figure 49.  
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Figure 49 : Nomenclature du dibenzofurane 

 
Nous présenterons dans ce chapitre les principaux travaux décrits dans la littérature en 

série dibenzo[b,d]furane. Tout d’abord, les cibles et les applications thérapeutiques de ce type 
de composés seront présentées. Les voies d’accès à cet hétérocycle oxygéné seront ensuite 
rappelées. 
 

2. Applications en Chimie Thérapeutique des dibenzo[b,d]furanes 
 

Les composés qui contiennent un élément de structure dibenzo[b,d]furane présentent 
un large éventail d’activités biologiques, y compris des propriétés antipaludiques, anti-
diabétiques, antifongiques, cytotoxiques, antituberculeuses et antimycobactériennes.  

 

2.1. Dibenzo[b,d]furanes comme antipaludiques 
 

Les karnatakafurans 1 et 2, deux dibenzofuranes (Figure 50), ont été isolés à partir 
d’Aspergillus karnatakaensis.238 Les deux composés ont montré une activité modérée in vitro 
contre un parasite Plasmodium falciparum (3D7) sensible à la chloroquine (Tableau 20). 
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Figure 50 : Structure des karnatakafurans 1 et 2 
 

 Tableau 20 : Valeurs de la CI50 (µg/mL) contre Plasmodium falciparum 
Composé Plasmodium falciparum (3D7) 

CI50 (µg/mL) 
1 3,9 
2 3,6 

Chloroquine 0,012 
 

2.2. Dibenzo[b,d]furanes comme agents anti-diabétiques potentiels 
 

La protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), une PTPase intracellulaire non-
réceptrice, joue un rôle essentiel dans la régulation du taux d’insuline en déphosphorylant le 
récepteur de l’insuline activée.239 En 2010, Lakshminarayana et al. ont décrit une série de 
nouveaux dérivés de l’acide dibenzo[b,d]furanne monocarboxylique. Les dérivés de l’acide 
dibenzo[b,d]furanne monocarboxylique ont été synthétisés, caractérisés et évalués pour leur 
capacité à inhiber la PTP1B in vitro afin de les utiliser comme agents antidiabétiques 
potentiels. Parmi les composés testés, le composé 5E a présenté une capacité à inhiber la 
PTP1B in vitro avec une valeur CI50 de 82 nM. Il a été criblé in vivo en tant que candidat 
médicament pour l’activité anti-diabétique. Il a montré une réduction significative du poids 
corporel, de la glycémie à l’état d’alimentation, de la glycémie à jeûn, des taux plasmatiques 
de glucose et de cholestérol plasmatique et une réduction non significative des taux de 
triglycérides plasmatiques à jeûn chez la souris.240  
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Figure 51 : Structure du composé 5E 

2.3. Dibenzo[b,d]furanes comme antifongiques 
 

Carotenuto et al.241 ont effectué un criblage systématique des composés bioactifs chez 
les Allium du sud de l’Italie. Ils ont trouvé trois nouveaux dibenzofuranes dans les bulbes du 
poireau, Allium porrum. Ils rapportent l’isolement et la caractérisation de ces composés, ainsi 
que leur activité vis-à-vis du champignon Fusarium culmorum. C’est le premier rapport sur la 
présence de dibenzofuranes chez des plantes appartenant au genre Allium.  
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Trois dibenzofuranes 1, 2 et 3 ont été isolés à partir d’Allium porrum. Lorsqu’ils ont 
été testés contre le champignon Fusarium culmorum, les composés 1, 2 et 3 présentaient des 
valeurs de DE50 de 20-30 µg/mL. Ils ont donc montré une activité antifongique contre 
Fusarium culmorum. 
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Figure 52 : Structure des 3 composés dibenzofuranes 1, 2 et 3 isolés d’Allium porrum 

2.4. Dibenzo[b,d]furanes comme cytotoxiques 
 
Les topoisomérases de type II sont indispensables à la vie cellulaire : présentes partout 

dans l’organisme, elles sont d’excellentes cibles d’agent médicamenteux. Les inhibiteurs de la 
topoisomérase II empêchent la séparation de l’enzyme et de l’ADN puis créent des complexes 
de clivage qui empêchent la multiplication bactérienne. Les topoisomérases sont aussi la cible 
de plusieurs médicaments anticancéreux qui augmentent les complexes de clivages pour 
aboutir à l’apoptose de la cellule.242 

 
La popolophuanone E (Figure 53), isolée de l’éponge marine de Pohnpei Dysidea spp 

par Carney et al. en 1993,243 est un puissant inhibiteur de la topoisomérase II et présente une 
cytotoxicité hautement sélective contre les cellules cancéreuses pulmonaires non à petites 
cellules humaines.244 
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Figure 53 : Structure du popolophuanone E 

2.5. Dibenzo[b,d]furanes comme antibactériens 
 

La résistance bactérienne aux médicaments est un problème d’importance majeure 
dans le monde entier car cela pourrait avoir des conséquences dévastatrices sur la santé 
publique. La découverte de nouveaux agents antimicrobiens améliorés est donc l’un des 
besoins les plus urgents. Certains benzofuranes naturels ont de très bons effets antiviraux, par 
exemple : le composé responsable de cette activité était l’achyrofurane 1, un dibenzofurane 
polyoxygéné prénylé, qui présentait une activité antibactérienne extraordinaire contre un 
ensemble de bactéries Gram positives cliniquement pertinentes, y compris le SARM 
(Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline) et le SAVI (Staphylococcus aureus 
intermédiaire vancomycine) avec une valeur CMI de 0,1 µM.245 D’autres dibenzofuranes 
naturels, tels que les composés 2 et 3 ont a également montré une activité antibactérienne avec 
des CMI50 submicromolaires (Figure 54).246 
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Figure 54 : Structures de dibenzofuranes naturels antibactériens 

 
D’après les travaux réalisés par Oramas-Royo et al., le dibenzofuranne 28 avec des 

chaînes propyle en C-2 et C-8 présentait une activité antibactérienne avec des valeurs 
comparables à celles du dibenzofurane-achyrofurane naturel (Figure 55).183 
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Figure 55 : Structure du composé dibenzofurane 28 

2.6. Dibenzo[b,d]furanes comme agents antituberculeux 
 
La tuberculose reste une maladie infectieuse grave et hautement contagieuse, qui 

représente actuellement la deuxième cause de décès dans le monde. Le 3,3-diméthyl-
3H:benzofuro[3,2-f][1]benzopyrane 1 et le 1,2-dihydro-3,3-diméthyl-3H:benzofuro[3,2-
f][1]benzopyrane 2 (Figure 56) présentent une activité spécifique contre les stéroïdes de la 
paroi cellulaire de Mycobacterium et Nocardia avec des CMI99 dans la gamme de 1-10 
µg/mL, suggérant que leur activité devrait résider dans la perturbation de la biosynthèse des 
acides mycoliques présents dans les parois cellulaires des deux microorganismes.247,248 
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Figure 56 : Structure chimique du composé 1 et de son analogue réduit 2 

 
Les composés 1 et 2 ont également démontré de bonnes activités contre les souches 

mycobactériennes pharmacorésistantes. Ces composés apparaissent comme des agents 
antituberculeux spécifiques prometteurs avec des valeurs de CMI99 de 10 µg/mL, car ils ne 
présentent pas de cytotoxicité significative contre les cellules mammifères, ni d’effet sur la 
croissance de diverses bactéries et champignons.247 
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Poursuivre le développement de nouveaux agents antituberculeux, Surineni et al. ont 
effectué la synthèse et l’évaluation antimycobactérienne de nouveaux thiazolyl-1,2,3-
triazolyl-acétamides liés au dibenzofurane. Dans leurs études, ils ont rapporté que trois 
composés 6j (CMI = 1,56 µg/mL); 6a et 6p (CMI = 3,13 µg/mL) présentent une activité anti-
mycobactérienne in vitro contre Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Figure 57).249 
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Figure 57 : Structure chimique des composés 6a, 6j, 6p 
 

Yempala et al. ont rapporté 10 composés pour l’activité anti-mycobactérienne in vitro 
contre Mycobacterium tuberculosis H37Rv, parmi les eux, le 2- (4-méthoxy-2-méthylphényl) 
-3H-benzofuro[3,2-e]benzofurane (10c) était plus actif avec une CMI de 3,12 µg/mL et a 
montré une cytotoxicité plus faible avec un bon index thérapeutique (Figure 58).250 
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Figure 58 : Structure chimique du composé 10c  

3. Synthèse des dérivés dibenzo[b,d]furanes  
 

En raison de leur importance, notamment en termes d’applications biologiques, 
plusieurs méthodes pour la synthèse de dérivés dibenzofuraniques ont été développées à partir 
de nombreuses réactions inter- et intramoléculaires.  

 
En général, il y a principalement deux méthodes pour construire l’hétérocycle 

dibenzofurane et quelques approches synthétiques diverses. 
 
Une première voie d’accès implique la formation initiale de composés diaryléthers, 

suivie d’une fermeture de cycle par formation d’une liaison carbone-carbone. Ce processus 
intramoléculaire peut se faire par arylation directe métallo-catalysée à partir de dérivés 
halogénés, par une réaction de type Pschorr en présence de sels de diazonium ou de 
trifluoroborate, par C-H arylation décarboxylative ou par couplage diaryle oxydant pallado-
catalysé de type Fagnou. Enfin, des réactions de photocyclisation de dérivés méthoxylés et de 
cyclisation pallado-catalysée d’esters trifliques sont également décrites dans la littérature 
(Schéma 75). 
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Schéma 75 : Voies d’accès aux dibenzofuranes substitués à partir de diaryléthers 

 
La seconde approche implique la préparation initiale de dérivés 2-arylphénols via une 

réaction de Suzuki notamment, puis la formation d’une liaison éther intramoléculaire par 
substitution nucléophile aromatique à partir de dérivés halogénés, nitrés, de sels de 
diazonium, par réactions tandem pallado-catalysées d’activation C-H et de cyclisation C-O ou 
par déshydratation de biphénols (Schéma 76).  
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Schéma 76 : Voies d’accès aux dibenzofuranes substitués à partir de 2-arylphénols 

3.1. Formation de liaison C-C intramoléculaire à partir de diaryléthers 
3.1.1. Synthèse de dibenzofuranes par cyclisation d’o-halogénodiaryléthers 
 

En 2004, Liu et Larock ont décrit une voie efficace pour synthétiser des 
dibenzofuranes. Elle implique la réaction d’o-iodophénols avec des triflates de silylaryle en 
présence de CsF pour donner des diaryéthers iodés en position ortho.251 Ces derniers sont 
ensuite cyclisés par une C-H arylation intramoléculaire en utilisant un catalyseur palladié avec 
de bons rendements. Cette chimie tolère une variété de groupes fonctionnels (Schéma 77). Le 
mécanisme réactionnel met en jeu un intermédiaire benzyne, obtenu in situ par désilylation 
initiale du composé 2 par les ions fluorures, qui subit ensuite l’attaque nucléophile du dérivé 
phénolique 1. 
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Schéma 77 : (i) CsF (3 éq), MeCN, t.a., 10 h ; (ii) Pd(OAc)2, PCy3, 100 °C, 24 h (4a = 70%, 4b = 80%). 
 

L’accès aux précurseurs o-iododiaryléthers est également décrit dans la littérature, 
avec des rendements de 40% à 98%, par réaction entre un réactif de l’iode hypervalent, le 
diacétate d’iodobenzène, et des dérivés phénoliques substitués généralement par des 
groupements électroattracteurs (Schéma 78).252 La cyclisation intramoléculaire est ensuite 
réalisée en présence de Pd/C, d’acétate de sodium dans le N,N-diméthylacétamide (DMA) à 
140 °C avec de très bons rendements. 
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Schéma 78 : Voies d’accès aux dibenzofuranes substitués à partir d’o-iododiaryléthers. 
 
 De manière intéressante, la synthèse d’un dérivé dibenzofuranique substitué par un 
groupement donneur (OMe) a pu être réalisée à partir de l’o-chlorodiaryléther correspondant 
en présence d’acétate de palladium(II), d’un ligand et d’une base à 130 °C, à nouveau de le 
DMA, avec un rendement de 81% (Schéma 79).253 
 

O

MeO Cl

O

MeO

1 2

Pd(OAc)2, PCy3-HBF4

 K2CO3, DMA,  reflux, 
81%

 
Schéma 79 : Voies d’accès au 2-méthoxydibenzo[b,d]furane à partir de l’o-chlorodiaryléther correspondant 

 
3.1.2. Synthèse de dibenzofuranes par réactions tandem de dénitrification / activation C-
H catalysées au palladium 
 

Les sels de diazonium sont faciles à préparer et à manipuler et ils ont été largement 
utilisés comme substrats efficaces dans diverses transformations organiques. Les conditions 
de réaction pour la formation de dibenzofuranes à partir d’o-(aryloxy)anilines diazotées ont 
été examinées. Cette réaction a été découverte par Graebe et Ullmann en 1896.261,254 Plusieurs 
promoteurs de radicaux libres (hydroquinone, SnCl2, NaI, CuSO4, FeSO4, etc.) ont été 
découverts; ceux-ci agissent comme des donneurs d’électrons et favorisent un mécanisme 
radicalaire.  

 
En 2011, une méthode efficace et pratique a été développée pour la formation des 

dibenzofuranes à partir de sels d’ortho-(aryloxy)aryldiazonium par action de l’acétate de 
palladium(II).255 Le protocole utilise l’acétate de palladium comme catalyseur dans de 
l’éthanol en reflux en l’absence de base (Schéma 80).  
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Schéma 80 : Cyclisation Pd(OAc)2-catalysé à partir des tétrafluoroborates de 2-phénoxyaryldiazonium. 
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Une large gamme de tétrafluoroborates de 2-phénoxyaryldiazonium, comprenant des 
groupes chloro, bromo, fluoro et méthoxy, ont été mis à réagir selon ce protocole pour donner 
les dibenzofuranes correspondants avec des rendements élevés. Ni la nature électronique, ni 
l’encombrement stérique du substituant sur les cycles aromatiques n’ont eu d’influence nette 
sur la réactivité. Lorsque R2 est modulé, il a été trouvé que les substituants électroneutres, 
riches en électrons et déficients en électrons étaient tous de bons substrats pour cette réaction. 
Pour les groupes R3 donneurs d’électrons sont compatibles avec ce protocole. 

 
Des cyclisations radicalaires utilisant des trifluoroborates ont également été mis en 

œuvre.256 Par exemple, un protocole réalisé dans l’eau, à l’air libre et employant du nitrate 
d’argent catalytique et du persulfate de potassium stoechiométrique a conduit à des 
rendements de cyclisation acceptables. Ces réactions de type Pschorr, impliquant des cascades 
de cyclisation/piégeage de radicaux en tandem, illustrent l’utilisation de conditions douces 
pour la génération du scaffold tricyclique (Schéma 81).257 
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Schéma 81 : Cyclisation de type Pschorr utilisant des organotrifluoroborates comme précurseurs de radicaux 
 
3.1.3. Arylation directe intramoléculaire pallado-catalysée d’acides benzoïques par 
décarboxylation en tandem/activation de C-H 
 

L’utilisation d’acides carboxyliques comme source de carbone pour les réactions 
catalysées par des métaux de transition est une approche envisageable. 

 
Un protocole pour l’arylation directe intramoléculaire catalysée par le palladium des 

acides benzoïques est décrit par Wang et al. en 2009. Il combine la décarboxylation et 
l’activation de C-H en un seul processus efficace. Avec le système catalytique optimisé du 
trifluoroacétate de palladium, du carbonate d’argent et du mélange de solvants appropriés 
(DMSO/dioxane), les dérivés du dibenzofurane se forment en même temps qu’un produit 
secondaire correspondant à la décarboxylation du composé de départ 1 (Schéma 82).258 
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Schéma 82 : Arylation directe décarboxylative d’acides 2-aryloxybenzoïques catalysée au palladium  
 

Une variété de dérivés du dibenzofurane 2 a pu être générée par cette méthode. Les 
acides 2-phénoxybenzoïques 1 ayant à la fois des substituants électrodonneurs et 
électroattracteurs ont donné les produits cyclisés correspondants avec des rendements isolés 
de moyens à bons (39-85%). 
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Il est important de noter que les groupes fluorure, chlorure et même bromure sont 
tolérés dans ce processus. Ces groupes fonctionnels d’intérêt permettent d’autres 
fonctionnalisations, fournissant ainsi un avantage distinct de cette méthode par rapport aux 
réactions d’arylation directe intramoléculaire utilisant des halogénures d’aryle. 

 
Il est important de noter que toutes les réactions mentionnées ci-dessus se déroulent 

avec une excellente sélectivité par rapport aux réactions secondaires de proto-
décarboxylation. 

 
Maetani et al. présentent une approche utilisant des acides ortho-aryloxybenzoïques 

pour la synthèse de dibenzofuranes, reposant aussi sur une C-H-arylation décarboxylative 
catalysée au rhodium, et donnant le produit désiré avec un bon rendement (Schéma 83). La 
réaction est largement applicable à des substrats portant diverses fonctionnalités.259 
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Schéma 83 : C-H-arylation décarboxylative d’acides 2-aryloxybenzoïques catalysée au rhodium 
 
Les acides 2-phénylbenzoïques portant un Me ou un OMe à la position para du cycle 

phénoxy ont été convertis en dibenzofuranes désirés avec un bon rendement. Les substituants 
halogènes (F, Cl et Br) sur la position para du noyau phénoxy ont également été obtenus avec 
un bon rendement. La présence d’un substituant Me en position ortho du groupe phénoxy 
n’affecte pas la cyclisation. Des substituants halogènes, tels que F, Cl et Br, du côté de l’acide 
benzoïque sont aussi compatibles avec le procédé pour donner les dibenzofuranes 
correspondants avec de bons rendements. 

 
Shen et al. ont aussi rapporté un protocole concis et efficace pour l’arylation 

intramoléculaire catalysée par le palladium d’acides arylcarboxyliques avec des halogénures 
d’aryle à travers une voie de couplage croisé décarboxylative (Schéma 84).260  
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120 °C, 24 h, 83%
 

Schéma 84 : Synthèse du dibenzo[b,d]furane 2 par couplage décarboxylatif intramoléculaire 
 
3.1.4. Synthèse de dibenzofuranes par couplage diaryle oxydant pallado-catalysé 
 

Les travaux sur la synthèse d’analogues benzofuraniques du psoralène, furocoumarine 
intercalant de l’ADN, ont permis d’accéder à des 2-MeO, 3-MeO ou 4-
MeOdibenzo[b,d]furanes par couplage oxidant en présence d’acétate de palladium(II) dans 
l’acide acétique ou trifluoroacétique ou par photolyse (Schéma 85).261 Cependant les 
rendements de réaction sont restés très faibles, de l’ordre de 15 à 30%. 
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Schéma 85 : Synthèse de MeOdibenzo[b,d]furanes par couplage diaryle oxydant pallado-catalysé 
 

Les travaux de l’équipe de Fagnou ont montré que l’ajout d’une petite quantité de 
carbonate de potassium en présence d’acide pivalique en tant que solvant réactionnel à l’air 
libre, au lieu de l’acide acétique, permet une plus grande reproductibilité, des rendements plus 
élevés et une plus grande variété de substrats. La réaction conduit à la conversion de 
diarylamines et de diaryléthers riches et pauvres en électrons pour fournir respectivement les 
carbazoles et les dibenzofuranes correspondants (Schéma 86).262 
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Schéma 86 : Synthèse biarylique oxydée par palladium(II) sous air 

 
D’après les travaux réalisés par Bartholomäus et al., la construction du dibenzofurane 

par une activation C-H dirigée en ortho est représentée sur le schéma 87. Un couplage de type 
Ullman du 1-bromo-3,5-diméthoxybenzène (1) avec le résorcinol (2) fournit le diaryléther 
correspondant qui a été converti en carbamate de diméthyle 3. Dans le processus 
d’hétérocyclisation, les conditions de Fagnou précédemment décrites sont apppliquées mais 
en remplaçant l’air ambiant par de l’acétate d’argent (AgOAc) en quantité stoechiométrique 
comme oxidant final. Les deux isomères 4a et 4b ont été ainsi isolés avec de meilleurs 
rendements de 53% et 36%, respectivement, et avec un temps de réaction diminué.263 
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Schéma 87 : (i) 1) CuI, Cs2CO3, N,N-dimethylglycine, DMF, 135 °C ; 2) Me2NCOCl, K2CO3, MeCN, 60 °C, 
67% ; (ii) Pd(OAc)2, AgOAc, PivOH, 130 °C, 89%.  

 
3.1.5. Synthèse de dibenzofuranes par hétérocyclisation de diaryléthers méthoxylés en 
ortho ou comportant un groupement triflate 
 
 Des applications ponctuelles ont fait état de la possibilité d’accéder à des 
dibenzofuranes par photocyclisation des précurseurs 2-méthoxydiaryléthers (Schéma 88). 
Cependant les rendements restent très faibles.264 
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Schéma 88 : (i) Lampe à vapeur de mercure, EtOH, 35-36%.  

 
Un autre exemple montre l’intérêt des esters trifliques pour l’obtention du 

dibenzo[b,d]furane par hétérocyclisation pallado-catalysée avec un rendrement de 96% 
(Schéma 89).265  
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Schéma 89 : (i) Pd(PPh3)2Cl2, LiCl, DBU, DMF, 145 °C, 96%. 

3.2. Formation d’une liaison C-O intramoléculaire à partir 2-arylphénols 
3.2.1. Synthèse de dibenzofuranes par SNAr intramoléculaire de 2-arylphénols 
halogénés  
 

D’après les travaux réalisés par Jepsen et al., le bromure 1 et l’acide boronique 2 sont 
d’abord couplés par réaction de Suzuki-Miyaura pour donner le biphényle 3 correspondant 
avec un rendement de 93% (Schéma 90).214 
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Schéma 90 : (i) PdCl2(PPh3)2, K2CO3, DMF, H2O, 80 °C, 4 h, 93% ; (ii) Pyr.HCl, 200 °C, MO, 10 min, 91% ; 
(iii) Cs2CO3, CH3CN, 150 °C, MO, 30 min, 78%.  

 
La déméthylation a été ensuite réalisée en présence de chlorure de pyridinium pour 

donner le biphényl-2,4-diol 4 souhaité avec un rendement de 91%. En faisant réagir le 
composé 4, fluoré en position 2’, avec du carbonate de césium à 150 °C dans de l’acétonitrile 
pendant 30 min sous irradiation micro-ondes, le dibenzofurane 5 souhaité est obtenu par 
fermeture de cycle intramoléculaire, avec un rendement de 78%.214 

 
Dans le même type d’approche, le couplage chimio/régiosélectif de Suzuki entre des 

1,2-dihalogénoarènes et l’acide 2-hydroxyphénylboronique conduit biaryl phénol 1, qui subit 
ensuite une cyclisation intramoléculaire à base de cuivre(I) thiophène-2-carboxylate pour 
obtenir le composé 2 avec un bon rendement. Cette méthode a une large variabilité de substrat 
et permet l’assemblage facile d’une grande variété de dérivés dibenzofuranes (Schéma 91).177 
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Schéma 91 : Synthèse de dérivés du dibenzofurane 2 à partir de 2-arylphénols chlorés 

 
Termentzi et al. ont rapporté la synthèse de biphényl-2,5-diols 3 chlorés en position 2’ 

et obtenus par réduction des précurseurs arylbenzoquinones 2 (Schéma 92). La cyclisation été 
réalisée avec succès par substitution nucléophile aromatique intramoléculaire en présence de 
KOH et NaOAc à haute température dans un tube scellé. Dans certains cas, des améliorations 
significatives des rendements ont été obtenues sous irradiation par micro-ondes.248 
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Schéma 92 : Synthèse de dérivés du dibenzofurane 5 à partir de biphényl-2,5-diols chlorés 4 

 
Des travaux très récents ont décrit la synthèse de dérivés benzofuraniques trisubstitués 

à partir de 2’-chloro-(1,1’-biphenyl)-2-ol 2 par un mécanisme de substitution nucléophile 
radicalaire (SNR1) mettant en jeu une réaction en chaîne impliquant des intermédiaires 
radicalaires et anions radicalaires (Schéma 93).266 Cette réaction de photocyclisation 
procédant par transfert monoélectronique est également décrite « en un pot » à partir des 
précurseurs phénols 4 et dihalogénophényles 5 (Schéma 94).  
 

2 1

couplage 
Suzuki-Miyaura hv, eTR

3
OH

Br

R
2

3

Cl

B(OH)2

R
1

R
3

OH

R
2

Cl

R
1

R
3

O

R
2

R
1

R
3

OH

R
2

+

hv, eT

4

+

Br

R
1

I

5
 

Conditions : hv, t-BuOK, DMSO 
 

Schéma 93 : Synthèse de dérivés du dibenzofuranes 1 par photocyclisation 
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Schéma 94 : Mécanisme proposé pour la synthèse du dibenzofurane 1 par une réaction intramoléculaire SRN1 
photoinduite266 
  

Cette réaction supporte des substituants variés sur les entités de départ et conduit à des 
rendements bons à très bons. 
 
 Une méthode originale d’accès à des dérivés benzofuraniques mono-, di- ou 
trisubstitués a été envisagée par réaction entre des 6-diazo-2-cyclohexènones 1 et des ortho-
iodobenzènes 2 via un 2′-halo-(1,1′-biphenyl)-2-ol non isolé (Schéma 95).267 
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Conditions : Pd(PPh3)2, K3PO4, 1,4-dioxane, 70 °C puis Cu2O 

 
Schéma 95 : Synthèse de dibenzofuranes à partir de 6-diazo-2-cyclohexènones et d’ortho-iodobenzènes 
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 Le procédé implique une réaction tandem de couplage croisé pallado-
catalysé/aromatisation suivi d’un couplage d’Ullmann catalysé par le cuivre de l’intermédiaire 
2-(2’-haloaryl)phénol formé. Les rendements varient de 61% à 92% pour des substituants, 
principalement donneurs, de types méthyle ou méthoxy. 
 

 
 

Schéma 96 : Mécanisme proposé268 
 

Un mécanisme est proposé par Cheng Peng et al.268 pour le protocole ci-dessus 
(Schéma 96). Initialement, l’addition oxydante d’iodure d’aryle 2 au catalyseur Pd(0) génère 
le complexe Pd(II) A qui réagit avec le composé diazoïque 1 par la dediazoniation et forme le 
complexe palladium-carbénoïde B. Par la suite, l’insertion migratoire du groupe aryle 
donnerait l’intermédiaire C, suivi de l’élimination pour délivrer D et pour régénérer le 
catalyseur Pd(0). Ensuite, l’aromatisation de l’intermédiaire D donne du 2-arylphénol 4 dont 
l’oxygène est coordonné à Cu(I) en présence d’une base pour donner E. L’addition oxydative 
intramoléculaire de E produit le complexe Cu(III) F qui subit une élimination réductrice pour 
délivrer le produit final 3 et régénérer le catalyseur Cu(I).  

 
3.2.2. Synthèse des dibenzofuranes à partir de 2-(2’-nitroaryl)phénols 
 

Les travaux de Kumar et al. décrivent la synthèse des 2′-nitro-(1,1′-biphenyl)-2-ols 3 
et leur transformation en benzofuranes 4 correspondants en utilisant une base (NaH) dans 
l’HMPA à 80 °C (Schéma 97).269 
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Schéma 97 : Synthèse des dérivés du dibenzofurane 4 à partir 2-(2’-nitroaryl)phénols 
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De manière intéressante une réation de CH arylation en position ortho du phénol est 
observée dans la première étape. Ici, la réaction de la base (KOtBu) sur le phénol 2 génère un 
ion phénate qui se transforme ensuite en carbanion par résonance. L’addition du carbanion sur 
le bromonitrobenzène 1, via une un mécanisme de SNAr favorisé par le nitro attracteur en 
position ortho du brome, suivie de l’extraction du proton et de la réaromatisation conduit aux 
2-(2’-nitroaryl)phénols 3 souhaités avec parfois un mélange d’isomères ortho/para dû à la 
délocalisation du phénate et dont les proportions vont dépendre de la position des substituants 
sur les subtrats de départ. 

 
3.2.3. Synthèse des dibenzofuranes à partir du sel de diazonium de 2-(2’-
aminoaryl)phénols 
 

Récemment, Cho et al. ont rapporté une méthode de synthèse pratique du 
dibenzofurane utilisant des dérivés de 2-(2’-aminoaryl)phénol par diazotation in situ du 
groupement amino, suivie par une cyclisation C-O intramoléculaire dans des conditions 
douces par photocatalyse dans le 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE) (Schéma 98).264 
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Schéma 98 : Synthèse des dérivés du dibenzofurane par photocatalyse 

 
La transformation nécessite un agent diazotant (tBuONO) et est favorisée par 

l’utilisation d’un photosensibilisateur organique sous irradiations à la lumière visible. 
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Un mécanisme pour la cyclisation C-O intramoléculaire avec 1a est montré dans le 

schéma 99. 
 

 
 

Schéma 99 : Mécanisme de réaction proposé264 
 

La diazotation in situ de 1a par tBuONO produit le sel de diazonium correspondant I . 
Le produit désiré 2a peut être synthétisé simplement par substitution nucléophile par 
l’intermédiaire de la voie II  ou II’  (pathway a) où la force motrice du processus est la 
formation d’azote gazeux stable, ainsi que l’hétérocycle tricyclique, le dibenzofurane. 
L’utilisation de T(p-F)PPT comme photosensibilisateur sous irradiation à la lumière visible a 
été trouvée ici pour augmenter l’efficacité de la réaction, indiquant l’implication d’un autre 
processus photocatalytique.270 L’état photoexcité de T(p-F)PPT a un potentiel oxydant 
suffisamment élevé pour oxyder le phénolate de l’intermédiaire II  avec une force motrice 
hautement positive par un processus de transfert d’électrons uniques sous irradiation à la 
lumière visible, fournissant l’intermédiaire oxyradique III  (pathway b). De plus, dans la voie 
b, la formation du radical aryle à partir du fragment de sel de diazonium peut être facilitée par 
la réduction à un seul électron à partir de T(p-F)PPT-, régénérant T(p-F)PPT dans le cycle 
photocatalytique. La cyclisation intramoléculaire C-O subséquente pour donner le produit 
souhaité 2a. 

 
3.2.4. Cyclisation oxydative des 2-arylphénols en dibenzofuranes 
 

D’après les études de Yoshikai et al., les 2-arylphénols peuvent subir une réaction 
d’activation de la liaison C-H / formation de la liaison C-O intramoléculaire pour donner des 
dérivés du dibenzofurane sous catalyse au palladium, en présence de peroxybenzoate de tert-
butyle en tant qu’oxydant et de 3-nitropyridine comme ligand dans un mélnage de solvant 
aromatique, hexafluorobenzène, et de N,N’-diméthylimidazolidinone (Schéma 100).271 
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Schéma 100 : Synthèse de dibenzofuranes à partir de dérivés 2-arylphénols 

 
Les auteurs ont exploré la modulation des dérivés 2-arylphénols 1 pour la synthèse de 

divers dibenzofuranes. Les 2-arylphénols portant des substituants neutres ou donneurs 
d’électrons (R1 = Ph, Me, OMe, SiMe3) sur les positions 3’ ou 4’ du cycle aryle ont donné les 
dibenzofuranes 2 correspondants avec un rendement de 49 à 76%. Lorsque la substitution est 
en position 3’, la cyclisation se fait sur le carbone le moins encombré et en position 2’ les 
rendements diminuent. La réaction est compatible avec les substituants halogénés (F, Cl, Br) 
même si les rendements sont plus bas (34-46%). 

 
Selon la même approche publiée par Xiao et al. en 2011, une réaction pallado-

catalysée a été développée en présence du lignand IPr, de 2,4,6-triméthylbenzoate de sodium 
(MesCOONa), de K2CO3, d’un second ligand (4,5-diazafluoren-9-one) nécessaire pour le 
cycle catalytique dans le mésitylène à 120 °C et en utilisant de l’air comme oxydant. L’étape 
de limitation du renouvellement du processus peut être une élimination réductrice de C-O au 
lieu de l’activation de C-H (Schéma 101).272 
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Schéma 101 : Synthèse de dibenzofuranes à partir de dérivés 2-arylphénols  

 
Avec un ensemble optimisé des conditions de réaction, les auteurs ont montré qu’une 

variété de 2-arylphénols 1 peut être convertie en produit désiré 2 avec des rendements 
modestes à bons (41-91%). Le noyau aryle tolère différents substituants en R : des 
groupements donneurs d’électrons tels que cétal, silyl, éther ou amine, et des groupements 
électroattracteurs tels que cyano, cétone, nitro, amide, ester ou sulfonamide. 
 
3.2.5. Conversion des biaryles hydroxylés en dibenzofurane par déhydratation 
 

Au regard des conditions de Arienti et al., la zéolite HSZ-360 (catalyseur) favorise la 
conversion des biaryles dihydroxylés 1 en dérivés du dibenzofurane 2 avec des rendements 
moyens par déshydratation (Schéma 102).273 
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Schéma 102 : Synthèse de dérivés du dibenzofurane 2 à partir de biaryles hydroxylés 1 

 
Une synthèse équivalente est également décrite dans la littérature en présence de 

superacide de type résine Nafion-H comme catalyseur de déshydratation, sur le même type de 
composés, et au reflux de l’o-xylène avec des rendements variables de 40 à 90%.274 

3.3. Synthèse de nouveaux dérivés du dibenzofurane par réaction de Diels-Alder 
 
Dastoorani et al. ont synthétisé de nouveaux dérivés du dibenzofurane par réaction de 

Diels-Alder de l’euparine avec des esters acétyléniques activés.275 La réaction est réalisée en 
présence de triphénylphosphine comme catalyseur dans le toluène avec d’excellents 
rendements (Schéma 103). 

 
La réaction de Diels-Alder est l’une des plus importantes réactions de formation de 

liaisons C-C en synthèse organique pour l’obtention de systèmes cycliques, avec de 
nombreuses possibilités pour le contrôle de la stéréochimie et l’introduction de groupes 
fonctionnels.276 
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Schéma 103 : Synthèse des dérivés du dibenzofurane 3 par réaction de Diels-Alder 

 
En utilisant ces conditions expérimentales optimisées, l’ester acétylénique 

acétylènedicarboxylate de méthyle, ainsi que le propiolate de méthyle et/ou d’éthyle, a 
également été examiné dans la réaction de Diels-Alder en pot avec l’euparine pour obtenir les 
dérivés de dibenzofurane correspondants, avec de bons rendements. 
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Ce schéma réactionnel a aussi été appliqué pour accéder au ruscodibenzofurane 
(Figure 59), un composé d’origine naturelle extrait des racines de Ruscus aculeatus L. 
(Liliaceae), une plante à feuilles persistantes, pour laquelle une variété d’extraits a présenté 
différentes activités biologiques.277 
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Figure 59 : Structure du ruscodibenzofurane 
 
Della Rosa et al. ont également rapporté une procédure en une étape simple, 

économique et efficace pour synthétiser le système cyclique de type dibenzofurane avec un 
bon rendement par la réaction Diels-Alder du 2- et du 3-nitrobenzofurane (1a, 1b) et de 1-
triméthylsilyloxy-1,3-butadiène (2). Un groupement accepteur d’électrons très fort, tel que le 
groupement nitro, favorise le caractère diénophile de ces composés hétérocycliques. Puisque 
ce substituant est facilement extrudé dans des conditions thermiques, cette séquence 
réactionnelle devient une méthode simple pour la préparation de dibenzofuranes (Schéma 
104).278 
 

O
R

1

R
2 T MSO

O

+

1 a : R1 = NO2 ; R
2 = H

1 b : R1 = H ; R2 = NO2

32

Toluène

reflux

62-68%

 
Schéma 104 : Synthèse du dibenzo[b,d]furane 3 par réaction de Diels-Alder  
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II. Partie théorique : Travaux réalisés 
 

La deuxième démarche de notre travail a consisté à déterminer les différentes voies 
d’accès envisageables pour la synthèse des dérivés dibenzofuranes analogues du 
cercosporamide. La structure générale et 4 composés cibles sont représentés sur la figure 60. 
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Figure 60 : Analogues envisagés 
 

Les dérivés dibenzo[b,d]furanes seront substitués ou non en position 7 par un 
groupement hydroxyle et en position 8 par un groupement acétyle, tout en conservant la partie 
dihydroxybenzofurane-carboxamide du cercosporamide. 
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1. Synthèse du 1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 
 

Les travaux de synthèse ont d’abord été mis en œuvre pour accéder au dérivé 
dibenzofurane non substitué sur l’un des cycles benzéniques afin de valider le choix de la 
méthode de synthèse la plus appropriée pour cette série. La structure du composé final est 
représentée sur la figure 61. 
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Figure 61 : Structure du composé envisagé 
 
Pour synthétiser l’hétérocycle dibenzofurane, plusieurs démarches peuvent être 

abordées dont les 3 voies de synthèse proposées sur le schéma suivant (Schéma 105) : 
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Schéma 105 : Voies d’accès au 1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide  
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Différentes méthodes de synthèse en série dibenzo[b,d]furane ont été décrites dans la 
littérature et trois d’entre-elles nous ont semblé intéressantes à partir des précurseurs 28 et 43 
déjà synthétisés pour la série précédente.  

 
La première méthode fait appel à des sels ortho-(aryloxy)aryldiazonium intermédiaires 

pour la formation d’une liaison C-C intramoléculaire (voie 1). L’avantage de cette approche 
est que la fonction nitro, nécessaire pour obtenir les sels de diazonium, permet de favoriser 
l’accès aux diaryléthers lors de la SNAr initiale à partir du 1-iodo-2-nitrobenzène et des 
dérivés phénoliques 28 et 43. La seconde méthode fait intervenir la formation d’une liaison C-
O intramoléculaire à partir de 2-(2’-fluoroaryl)phénols (voie 2) obtenus par couplage de 
Suzuki des précurseurs iodobenzamides 29 et 44. Enfin, la dernière approche envisage la 
cyclisation d’o-iododiaryléthers obtenus également à partir des iodobenzamides 29 et 44 (voie 
3). 

1.1. Formation du noyau dibenzofurane à partir des sels ortho-(aryloxy)aryldiazonium 
 
 La synthèse du composé final comporte deux étapes principales : 
 - La réaction de cyclisation. 
 - La réaction de préparation des diaryléthers. 
  

Deux voies de synthèse peuvent être envisagées avec introduction de la fonction 
carboxamide avant ou après cyclisation, respectivement : la première commence à partir des 
précurseurs benzamides et la deuxième débute par la préparation des dérivés phénoliques 
(Schéma 106). 
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Schéma 106 : Accès au composé cible par deux types de précurseurs 
 
1.1.1. Voie 1 : à partir des précurseurs benzamides 
1.1.1.1. Stratégie de synthèse 
 
 Le 1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide I  peut être obtenu en 4 étapes à 
partir des benzamides 28 et 43 suivant le schéma rétrosynthétique (Schéma 107) : 
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Schéma 107 : Accès au composé cible 

 
Le composé cible I  sera obtenu après la déprotection du composé II . La cyclisation 

intramoléculaire de sels d’o-(aryloxy)aryldiazonium fournira les dibenzofuranes II . Le 
précurseur de type amine aromatique III sera obtenu après la réduction du groupe nitro 
correspondant sur le composé IV . Une réaction de couplage catalysée par un métal de 
transition entre des halogénures d’aryle et les hydroxybenzamides 28 et 43 est la méthode la 
plus simple pour la préparation des diaryléthers IV . 

 
1.1.1.2. Travaux réalisés  
a. A partir du 2,4-bis(benzyloxy)-6-hydroxybenzamide (28) 
 

Il convient dans un premier temps d’accéder au composé intermédiaire diaryléther. Le 
composé 28 réagit avec le 1-iodo-2-nitrobenzène en présence d’une base comme agent de 
déprotonation dans le DMF pour donner l’intermédiaire nitrodiaryléther 49 (Schéma 108).263 
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Schéma 108 : Synthèse de l’éther diarylique 49 
 
Afin d’effectuer la synthèse de l’intermédiaire éther diarylique, différentes conditions 

ont été testées (Tableau 21), selon les réactions décrites dans la littérature.261,280 Différents 
bases ont alors été testées, un ligand (N,N-diméthylglycine) a également été utilisé.263 

 
Malheureusement, l’analyse du produit brut après traitement montre que l’éther de 

nitrodiaryle désiré n’a pas été formé. Le produit 28 est entièrement retrouvé dans le mélange 
réactionnel. La matière de départ a été récupérée.  
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Tableau 21 : Conditions utilisées pour l’obtention de l’éther diarylique 49 
Essai [Cu] Base Ligand Solvant Conditions Résultats 

1 Cu K2CO3 - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
2 Cu K3PO4 - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
3 Cu Cs2CO3 - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
4 Cu NaH - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
5 Cu KOH - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
6 CuI Cs2CO3 N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
7 CuI NaH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
8 CuI KOH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 

 
Du fait des problèmes rencontrés lors de cette étape, nous avons décidé de changer le 

groupe protecteur benzyle par le groupe protecteur méthyle pour protéger les fonctions 
phénoliques car l’échec pourrait être expliqué par le fait que le groupement benzyle est trop 
encombrant lors de la réaction de substitution nucléophile aromatique. 

 
b. A partir du 2-hydroxy-4,6-diméthoxybenzamide (43) 
 

Les mêmes conditions réactionnelles que précedemment sont appliquées pour la 
synthèse du diaryléther 50 à partir du composé 43 qui a réagit avec le 1-iodo-2-nitrobenzène 
en milieu basique (Schéma 109).  

 
Etant donné qu’il semble difficile de former le diaryléther, plusieurs essais ont été mis 

en œuvre afin d’améliorer la conversion du dérivé 43 et les résultats sont présentés dans le 
tableau 22 suivant : 
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Schéma 109 : Synthèse de l’éther diarylique 50 
 

Tableau 22 : Conditions utilisées pour l’obtention de l’éther diarylique 50 
Essais [Cu] Base Ligand Solvant Conditions Résultats 

1 Cu Cs2CO3 - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
2 Cu NaH - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
3 Cu KOH - DMF 24 h, 170 °C 15% 
4 CuI Cs2CO3 N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
5 CuI NaH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ 
6 CuI KOH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C 11% 

 
Les essais 1 et 2 n’ont pas fonctionné, seul le produit de départ était retrouvé en fin de 

réaction.281 
L’essai 3 a abouti, cependant le produit souhaité est obtenu avec un rendement très 

faible de 15%.280  
Afin d’améliorer le rendement de la réaction, nous avons décidé d’ajouter un ligand 

(N,N-diméthylglycine) (essais 4, 5).263 Malheureusement ces essais se sont révélés être sans 
succès. L’essai 6 a permis d’obtenir, en présence de KOH, le produit attendu, mais avec un 
rendement trop faible de 11%. 
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Dans tous les cas, la conversion du produit de départ n’est pas totale au bout de 24 h et 
on observe une dégradation du milieu réactionnel. Cependant, comparé aux résultats obtenus 
pour la synthèse de l’intermédiaire nitrodiaryléther 49, la présence du groupement méthyle 
améliore très légérement la réactivité du dérivé phénolique 43 utilisé. 

 
Le faible rendement pourrait être expliqué par le fait que la fonction carboxamide 

empêcherait la réaction en diminuant la nucléophilie du phénate formé à cause de son effet 
attracteur d’électrons. Ainsi, pour faciliter les étapes de synthèse, la fonction amide pourrait 
être introduite après la cyclisation.  
 
1.1.2. Voie 2 : à partir des dérivés phénoliques 
1.1.2.1. Stratégie de synthèse 
 

Le composé cible I  peut être obtenu en 5 étapes. Le schéma rétrosynthétique mis en 
place est décrit sur le schéma 110. 
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Schéma 110 : Rétrosynthèse envisagée 
 
La même séquence réactionnelle que précédemment sera appliquée pour obtenir le 

composé cible I . Le groupe carboxamide du composé II  pourra cependant être incorporé 
directement par substitution électrophile aromatique avec l’isocyanate de chlorosulfonyle sur 
le dérivé dibenzofuranique III . 
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1.1.2.2. Travaux effectués 
a. A partir du 3,5-dibenzyloxyphénol (4) 
 

Pour la première étape, nous avons synthétisé le 1,3-dibenzyloxy-5-(2-
nitrophénoxy)benzène (51) à partir du 3,5-dibenzyloxyphénol (4) et du 1-iodo-2-nitrobenzène 
dans des conditions basiques (Schéma 111).280 Le produit désiré est isolé avec un bon 
rendement de 73%.  

 
En comparant ces résultats avec ceux obtenus précédemment, on note que la présence 

de la fonction amide empêche la réaction aboutissant à la formation du composé intermédiaire 
nitrodiaryléther. 
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Schéma 111 : (i) 1) KOH, DMF, 120 °C, 30 min ; 2) 1-iodo-2-nitrobenzene, Cu, 170 °C, 2 h, 73%. 

 
Le composé nitré 51 a ensuite été réduit pour donner l’amine aromatique 52 

correspondante. Plusieurs conditions ont été testées avant d’optimiser cette synthèse. (Schéma 
112 ; Tableau 23). 
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Schéma 112 : Réaction de réduction composé nitré 51 
 

Tableau 23 : Mise au point de la réduction de la fonction nitro 
Essai Réactifs Solvant Temps Température Résultats 

1 SnCl2 MeOH 24 h 80 °C Aucune réaction 
2 SnCl2, HCl MeOH 24 h 80 °C 65% 
3 Zn, NH4Cl MeOH 2 h 80 °C 92% 

 
L’essai 1 est effectué par réduction chimique en présence de chlorure d’étain dans le 

MeOH, sans succès, et le composé de départ est récupéré.282 
Le groupement nitro est finalement réduit par du chlorure d’étain dans l’acide 

chlorhydrique concentré pendant 24 h (essai 2).282 Le composé aminé 52 est obtenu avec un 
rendement de 65%. 

De la même manière, la fonction nitro a été réduite par de la poudre de zinc avec du 
chlorure d’ammonium pendant 2 h et cela a permis d’obtenir le composé aminé 52 avec un 
bon rendement de 92%.283 

 
La cyclisation du composé 52 a lieu après la transformation de la fonction amine 

primaire aromatique en un sel de diazonium, qui est ensuite chauffé avec de la poudre de 
cuivre284 ou de l’oxyde de cuivre(I)280 pour former le composé désiré 53. Malheureusement, 
seulement 8% de formation du composé 53 a été observée en UPLC-MS, une réaction de 
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dénitrification sans cyclisation conduit à un produit secondaire diaryléther très majoritaire au 
bout de 30 min (Schéma 113). 
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Schéma 113 : (i) NaNO2, H2SO4 25%, 0 °C, 45 min ; (ii) Cu, 60 °C, 24 h, 6%; ou Cu2O, 70 °C, 24 h, 8%. 
 
Des problèmes de synthèse sont rencontrés dès l’étape de cyclisation du composé 52, 

bloquant de ce fait toute la suite de la synthèse pour l’obtention du composé cible. Ainsi, 
comme dans l’approche précédente, l’analogue diméthylé du dérivé phénolique 4 a été 
envisagé comme produit de départ.  

 
b. A partir du 3,5-diméthoxyphénol (42) 
 

La même séquence réactionnelle adoptée dans la série précédente sera appliquée pour 
obtenir le dibenzofurane I (Schéma 111 cf. p 126). Dans cette stratégie, les groupes 
hydroxyles sont protégés par des groupements méthyles dans le but d’améliorer l’étape de 
cyclisation. 

 
En suivant le mode opératoire décrit précédemment, l’hydroxyde de potassium est 

utilisé pour déprotoner le 3,5-diméthoxyphénol (42) afin de former du phénolate de potassium 
que l’on fait réagir avec le 1-iodo-2-nitrobenzène pour obtenir l’intermédiaire nitrodiaryléther 
54 avec un rendement de 78% (Schéma 114).280 A noter également que sans la fonction 
carboxamide, la réaction de synthèse de l’intermédiaire diaryléther se déroule facilement. 
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Schéma 114 : (i) KOH, DMF, 120 °C, 30 min ; (ii) 1-iodo-2-nitrobenzène, Cu, 170 °C, 2 h, 78%. 
 

La fonction nitro a été réduite par de la poudre de zinc avec du chlorure d’ammonium 
formant le produit aminé 55 avec un bon rendement de 92% pour un temps réactionnel de 2 h 
(Schéma 115).283 
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Schéma 115 : (i) Zn, NH4Cl sat, CH3OH, 80 °C, 2 h, 92%. 
 

La cyclisation du composé 55, en suivant la méthode précédente, s’est déroulée après 
la réaction de la fonction amino avec le nitrite de sodium pour former le sel de diazonium qui 
est ensuite chauffé avec du cuivre284 ou de l’oxyde de cuivre(I)280 pour former le composé 
désiré 56 (Schéma 116). 
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Schéma 116 : (i) NaNO2, H2SO4 25%, 0 °C, 45 min ; (ii) Cu, 60 °C, 24 h, 11% ; ou Cu2O, 70 °C, 24 h, 28%. 
 

Cependant, seulement 28% de formation à partir du composé 55 a été observée en 
UPLC-MS après 24 h. L’augmentation du temps de réaction jusqu’à 48 h et l’augmentation 
de la température jusqu’à 90 °C ne permet pas d’augmenter de façon significative la 
cyclisation, celle-ci n’excédant pas 30%. On a noté qu’un mélange du produit cyclisé et non 
cyclisé (diaryléther non aminé) est obtenu. Lorsque le temps réactionnel est plus long, une 
dégradation du milieu réactionnel est observée. 

 
Cette voie de synthèse a été abandonnée car elle n’a pas donné de meilleurs résultats. 
 
En conclusion, les conditions de réaction pour la formation de dibenzofuranes à partir 

d’o-(aryloxy)anilines diazotées sont restées sans succès. Le composé final initialement 
souhaité pour cette stratégie n’a pu être synthétisé. Toutefois, cette voie de synthèse nous a 
permis d’obtenir un composé intermédiaire 54 intéressant pour la suite de nos travaux. 

 
En effet, compte tenu des résultats de la littérature, un couplage CH/CH diaryle 

oxydant dans les conditions de Fagnou262 nous permettrait d’accéder à un nitrodibenzofurane 
I (Schéma 117) dont la fonction nitro est facilement remplacée par un hydrogène via la 
réduction du sel de diazonium correspondant. D’autre part, cette approche a aussi l’avantage 
de fonctionnaliser le bicycle avec une fonction nitro susceptible d’apporter de la diversité 
fonctionnelle notamment après réduction en amine. 
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Schéma 117 : Réactivité du composé 54 

1.2. Synthèse de dibenzofuranes par couplage diaryle oxydant pallado-catalysé 
 

Il conviendra donc d’étudier les conditions de cyclisation du composé diaryléther 54 
en s’inspirant des travaux effectués en 2008 par Liégault et al.. Selon les auteurs, la formation 
oxydative de liaison carbone-carbone intramoléculaire catalysée par le palladium(II) dans 
l’acide pivalique comme solvant, à la place de l’acide acétique, conduit à une plus grande 
reproductibilité, des rendements plus élevés et une plus large diversité du substrat.262 

 
1.2.1. A partir du 1,3-diméthoxy-5-(2-nitrophénoxy)benzène (54) 
1.2.1.1. Stratégie de synthèse 
 

La rétrosynthèse envisagée pour atteindre le composé cible I  est donc la suivante 
(Schéma 118) : 
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Schéma 118 : Accès au composé cible I  
 
Le composé dibenzofurane cible I  peut être obtenu en 5 étapes suivant les procédures 

précédemment décrites. 
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La désamination du groupe amino du composé II  permettra d’obtenir le composé cible 
I . Le composé II  sera isolé après la réduction de la fonction nitro du composé III  issu de la 
déméthylation des groupes méthoxy du composé IV . Une aminocarbonylation directe en C-4 
du dérivé dibenzofurane V sera réalisée, ce dernier étant obtenu par formation d’une liaison 
C-C à partir du précurseur 54. 

 
1.2.1.2. Travaux effectués 
 

Pour la première étape, la cyclisation en dibenzofurane par une activation C-H ortho-
dirigée était appropriée pour la fermeture du cycle médiée par le palladium. Les temps de 
réaction ont été significativement raccourcis et de meilleurs rendements ont été obtenus 
lorsque de l’acétate d’argent (AcOAg) a été utilisé à la place du carbonate de potassium. Le 
composé 57 est isolé avec un rendement de 72% pour un temps réactionnel de 4 h (Schéma 
119 et Tableau 24).262 
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Schéma 119 : Cyclisation du diaryléther 54 
 

Tableau 24 : Mise au point de la cyclisation du diaryléther 54 
Essai Réactif Solvant Température Temps Résultats 

1 K2CO3 PivOH 130 °C 24 h 6% de conversion 
2 AcOAg PivOH 130 °C 4 h 72% 

 
Afin d’améliorer les conditions expérimentales, un essai non optimisé d’irradiation 

micro-ondes a été effectué permettant de diminuer le temps de réaction à 30 min et d’isoler le 
composé 57 avec un rendement de 45%. Lorsque la réaction est effectuée en tube scellé et 
sous irradiation micro-ondes, le rendement n’est pas meilleur par rapport au chauffage 
classique. 

 
Dans la seconde étape, une aminocarbonylation directe en C-4 du dérivé 

dibenzofurane 57, en utilisant du chlorosulfonyle d’isocyanate comme réactif électrophile, 
conduit au composé 58 après hydrolyse acide de l’intermédiaire N-chlorosulfonylcarboxamide 
correspondant (Schéma 120). Le composé 58 est obtenu avec un rendement de 53%.128 A 
noter que la régiosélectivité de l’attaque électrophile a été confirmée par comparaison des 
données spectrales de RMN 1H du composé 61 obtenu ultérieurement par une autre voie à 
partir du précurseur 64 (cf. p 140) pour lequel le CONH2 est installé avant C-O cyclisation. 
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Schéma 120 : (i) CSI, CH3CN, t.a., 6 h ; (ii) HCl 5M, t.a., 6 h, 53%. 
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Le rendement de cette réaction étant plutôt modeste, nous avons essayé de prolonger le 
temps réactionnel jusqu’à 12 h (étape 1), 24 h (étape 2) en chauffant le milieu réactionnel à 80 
°C. Malheureusement, aucun de ces changements de conditions expérimentales n’a amélioré 
la réaction développée initialement. 
 

Ensuite, la déméthylation du groupe méthoxy a été effectuée. Deux essais de 
déméthylation sont réalisés avec deux types de réactifs spécifiques de la déprotection d’éthers 
méthyliques en série aromatique que sont l’acide de Lewis tribromure de bore280,285,286 et le 
chlorhydrate de pyridinium214. 

 
La déméthylation par trois équivalents de tribromure de bore dans le dichlorométhane 

à la température ambiante ou par dix équivalents de chlorhydrate de pyridinium pure à 200 °C 
dans un four à micro-ondes conduit au dérivé dihydroxylé correspondant (Schéma 121 et 
tableau 25). 
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Schéma 121 : Déméthylation des méthoxy 
 

Tableau 25 : Mise au point de la déméthylation  
Essai Réactif Solvant Conditions Résultats 

1 BBr3 (3 éq) CH2Cl2 t.a., 2 h 46% 
2 Pyridine.HCl - 200 °C, MO, 15 min 72% 

 
La conversion du produit de départ est totale dans chaque cas, mais il y a des 

problèmes de purification. Dans ces deux cas, le produit voulu a pu être isolé. Le composé 59 
est obtenu avec un rendement satisfaisant de 72% avec la seconde méthode qui est donc 
retenue. 

 
En suivant le protocole publié par Kelly et al., la fonction nitro a été réduite en 

utilisant du zinc et du chlorure d’ammonium pour former le composé 60 avec un rendement 
de 62% (Schéma 122).283 
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Schéma 122 : (i) Zn, NH4Cl sat, CH3OH, 80 °C, 2 h, 62%. 
 

Afin d’améliorer les conditions expérimentales, le milieu réactionnel a été chauffé à 
110 °C permettant de diminuer le temps de réaction à 30 min, mais il ne permet pas 
d’augmenter le rendement de cette synthèse. 
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Finalement, la désamination du groupe amino du composé 60 a été effectuée selon la 
procédure précédemment décrite, par chauffage via le sel de diazonium, pour fournir le 
composé cible 61 avec un rendement de 52% (Schéma 123).280 
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Schéma 123 : (i) H2SO4 25%, NaNO2, EtOH, 0 °C ; (ii) 80 °C, 45 min, 52%. 
 
Dans le but de juger du rôle de la fonction carboxamide sur l’activité biologique, nous 

avons décidé de synthétiser le dérivé dihydroxydibenzofurane 62. Dans ce cas, la 
déméthylation des groupements méthoxy du composé 57 a également été réalisée par 
chauffage dans du chlorhydrate de pyridinium pure avec un rendement de 66% (Schéma 
124).214 
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Schéma 124 : (i) Pyridine.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 66%. 
 
En conclusion, le composé cible est obtenu en 5 étapes avec un rendement global de 

8,8% à partir du diéthyléther 54. Dans cette voie, cinq composés (58, 59, 60, 61, 62) seront 
testés en biologie. 

 
Le rendement global obtenu pour cette synthèse est faible. Ainsi, dans le but de 

l’améliorer, nous avons décidé de développer un schéma réactionnel en réalisant l’étape de 
déprotection des méthoxy en fin de synthèse, après suppression du grouprement nitro. Pour 
rappel dans l’approche précédente, les méthoxy sont déprotégés avant l’étape de 
désamination. 

 
1.2.2. Modification de la voie de synthèse pour obtenir le composé 61 
 

De la même manière que précédemment décrit pour l’obtention du composé 61, la 
fonction nitro a été réduite en utilisant du zinc et du chlorure d’ammonium pour former le 
composé 63 (Schéma 125).283  

 
Le composé 63 est obtenu avec un rendement de 49%. Le rendement est faible bien 

que la conversion du produit de départ soit totale, sans doute à cause d’une purification non 
optimale. Nous avons tenté d’améliorer le rendement de cette réaction en utilisant la méthode 
publiée par Blanchard et al..282 Le groupe nitro est réduit par du SnCl2 dans l’acide 
chlorhydrique concentré pendant 24 h, cependant cela ne permet pas d’obtenir le composé 63, 
et on observe une dégradation du milieu réactionnel. 
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Schéma 125 : (i) Zn, NH4Cl sat, CH3OH, 80 °C, 2 h, 49% ; (ii) H2SO4 25%, NaNO2, EtOH, 0 °C ; (iii) 80 °C,     
45 min, 46% ; (iv) Pyr.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 48%. 
 

Ensuite, la désamination du composé 63 s’est déroulée après la réaction de la fonction 
amino avec le nitrite de sodium, via la décomposition thermique du sel de diazonium pour 
intaller un hydrogène après départ de diazote et fournissant le composé 64 avec un rendement 
de 46%.280 Le rendement est faible à cause de la dégradation du milieu réactionnel. 

 
Finalement, la déméthylation des groupes méthoxy a été réalisée par chauffage dans le 

chlorhydrate de pyridinium pur à 200 °C sous irradiation micro-ondes, ce qui a conduit à une 
conversion complète de 64 pour fournir le composé cible 61 avec un rendement de 48%.214 Le 
faible rendement est essentiellement dû à des problèmes d’extraction lors du traitement et de 
purification. 
 

En conclusion, cette stratégie a conduit à la production du composé final avec, une fois 
encore, un rendement global faible de 4,1% à parir du diaryléther 54. Ce rendement est divisé 
par 2 par rapport à l’approche précédente et donc il convient dans ce schéma de déprotéger les 
méthoxy avant la réaction de désamination du noyau dibenzofurane. Nous avons 
naturellement choisi de développer une autre stratégie afin d’améliorer le rendement global et 
d’optimiser le protocole général qui sera employé dans la pharmacomodulation ultérieure. 
  

Dans cette voie, deux composés (63, 64) seront testés en biologie. 
 
1.2.3. Obtention du composé 61 à partir du 3,5-diméthoxyphénol (42) 
 

Tout d’abord, outre l’intérêt en termes de modulation et de diversité fonctionnelle, il 
convenait de vérifier l’apport du groupement nitro dans le schéma réactionnel. Ainsi, la voie 
d’accès a été reprise suivant la méthodologie précédente sans le groupement nitro sur le 
produit de départ permettant ainsi de s’affranchir des étapes de réduction du nitro et de 
désamination pour accéder au composé 61. 
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1.2.3.1. Stratégie de synthèse 
 

La synthèse du 1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide 61 se fait à partir du 
3,5-diméthoxyphénol 42. Dans cette stratégie, le composé cible 61 sera obtenu en 4 étapes et 
la fonction carboxamide sera introduite après la cyclisation compte tenu des résultats initiaux 
(Schéma 126). 
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Schéma 126 : Accès au composé cible 61 à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42. 
 
1.2.3.2. Travaux effectués 
 

La synthèse du diaryléther 65 a été faite à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42 réagissant 
avec l’iodobenzène dans les conditions basiques et en présence d’iodure de cuivre(I), sous 
irradiation micro-ondes à 120 °C, pour former l’intermédiaire composé souhaité avec un 
rendement modeste de 32% (Schéma 127). 
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Schéma 127 : (i) Cs2CO3, CuI, DMF, 120 °C, MO, 2 h, 32%. 
 
L’augmentation du temps de réaction jusqu’à 4 h et l’augmentation de la température 

jusqu’à 140 °C ne permettent pas d’améliorer de façon significative le rendement de la 
réaction, celle-ci n’excède pas 32%. Une dégradation du milieu réactionnel est aussi observée, 
ainsi que des difficultés de purification du composé. 

 
Les conditions appliquées pour l’obtention de l’analogue nitrodiaryléther 54 : (i) 

KOH, DMF, 120 °C, 30 min ; (ii) 1-iodo-2-nitrobenzène, Cu, 170 °C, 2 h, 78% (cf. p 127) ne 
se sont pas montrées suffisantes par améliorer significativement le rendement (39%), 
démontrant ainsi que la fonction nitro est importante pour la réactivité dans l’étape initiale de 
SNAr. 
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La même séquence réactionnelle que précédemment est ensuite utilisée et le composé 
65 a été cyclisé en présence d’acétate de palladium et d’acétate d’argent dans l’acide 
pivalique à 120 °C pendant 2 h. Le composé 56 est isolé avec un bon rendement de 73% 
(Schéma 128).262 
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Schéma 128 : (i) Pd(OAc)2, AgOAc, PivOH, 130 °C, 2 h, 73% ; (ii) CSI, CH3CN, 0 °C, 12 h ; (iii) HCl 5M, t.a., 
12 h, 36% ; (iv) Pyr.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 46%. 

 
Une aminocarbonylation directe en C-4 du dérivé de dibenzofurane 56, en utilisant du 

chlorosulfonylisocyanate, conduit au composé 64 après hydrolyse acide de l’intermédiaire N-
chlorosulfonylcarboxamide correspondant. Le composé souhaité est isolé avec un rendement 
de 36%.290,285 Le faible rendement de cette étape semble essentiellement dû à des problèmes 
d’extraction lors du traitement et de la purification. Cependant, l’absence du nitro peut 
modifier la régiosélectivité de la SEAr en faveur de cycle benzénique non substitué pour 
donner des produits secondaires (rendement de 53% sur l’analogue nitré), même si le nitro 
devrait diminuer la réactivité en SEAr. 

 
Enfin, la déméthylation des groupements méthoxy a été réalisée par chauffage dans du 

chlorhydrate de pyridinium suivant la méthode utilisée par Jepsen et al. qui permet d’obtenir 
le composé attendu 61.214 
 

En conclusion, le rendement global de la réaction est encore une fois très faible (4,7% 
pour 4 étapes à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42). Lorsqu’on le compare avec celui de la 
série nitro qui est de 8,1% à partir de 42 sur 6 étapes, il convient de noter que malgré les 2 
étapes supplémentaires de réduction du nitro et de désamination, la présence du nitro améliore 
le processus réactionnel, même si le rendement reste très faible. 

 
Finalement, il est possible de conclure sur le double intérêt du nitro pour la réactivité 

en synthèse et pour la pharmacomodulation. 

1.3. Formation d’une liaison C-O intramoléculaire à partir 2-arylphénols 
1.3.1. Stratégie de synthèse 
 

La seconde voie de synthèse des dibenzofuranes implique la préparation initiale de 
dérivés 2-arylphénols par la réaction de Suzuki notamment, puis la formation d’une liaison 
éther intramoléculaire par réaction d’hétérocyclisation (Schéma 129). 
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Schéma 129 : Voies d’accès aux dibenzofuranes substitués à partir de 2-arylphénols 

 
Les couplages croisés induits par les métaux de transition ont ouvert une nouvelle voie 

aux chercheurs afin de former de nombreux composés organiques à travers une variété de 
réactions chimiques. Le palladium est le métal de transition le plus largement utilisé pour les 
réactions de couplage croisé grâce à ses capacités de catalyseur. Le rendement de la réaction 
est souvent lié aux substrats et au couple ligand/base utilisé. 
 
 Couplage de Suzuki : Le couplage de Suzuki287 permet la formation d’une liaison 
carbone-carbone. L’intérêt de cette réaction réside dans l’utilisation d’esters ou d’acides 
boroniques, composés stables et peu toxiques. De plus, un grand nombre de ces produits sont 
disponibles commercialement. Cette réaction tolère aussi la présence d’une large variété de 
groupes fonctionnels et conduit généralement à de bons rendements avec une bonne 
sélectivité. Les autres avantages de ce couplage sont la faible quantité de catalyseur requise et 
l’utilisation possible de nombreux solvants à différentes températures.288 Le cycle catalytique 
proposé pour cette réaction de couplage catalysée par le palladium s’effectuant entre un dérivé 
halogéné ou un triflate et un composé organométallique est décrit sur le schéma 130.287 
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Schéma 130 : Cycle catalytique du couplage de Suzuki 
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Ce couplage implique des catalyseurs au palladium(0) (par exemple Pd(PPh3)4) 
commerciaux ou alors générés in situ à partir d’un sel de palladium(II) (par exemple PdCl2 ou 
Pd(OAc)2) facilement réduit en complexe Pd(0) actif. 

 
Le cycle est initié par l’addition oxydante du dérivé halogéné (ou de son analogue) sur 

le métal pour former un complexe de palladium(II). Cette étape s’effectue concomitamment 
avec un échange de deux ligands autour de la sphère de coordination du complexe de 
palladium. La vitesse de l’addition oxydante va dépendre de la nature du groupement partant 
sur l’aromatique : I > OTf > Br >> Cl. L’encombrement stérique de l’halogénure d’aryle n’est 
pas un facteur déterminant. Par contre, les aryles substitués par un groupement 
électroattracteur seront plus réactifs que ceux possédant un groupement électrodonneur. De 
plus, l’addition oxydante est également influencée par la nature des phosphines entourant le 
complexe de palladium. 

 
La base joue ensuite un rôle important : elle active le complexe palladié en formant, 

par substitution de l’halogénure, un complexe R1-Pd(II)-OH qui facilite la réaction de 
transmétallation. La base permet aussi la formation d’un « ate » complexe par association 
avec l’acide boronique. La nucléophilie du groupe porté par le bore est ainsi augmentée. 

 
Lors de l’étape de transmétallation, l’atome d’halogène est remplacé par un résidu 

organique au sein du complexe trans R1Pd(II)X. Elle s’accompagne d’une libération d’acide 
borique et de base. 

Enfin, le cycle catalytique se termine par une double élimination réductrice. Cette 
étape permet la formation de la liaison R1-R2 et régénère le catalyseur palladié. L’élimination 
ne peut s’opérer que si les résidus R1 et R2 sont en position cis dans le complexe plan carré. 
Cette isomérisation s’effectue juste avant la formation de la liaison carbone-carbone. 

 
Depuis la publication des travaux de Suzuki et Miyaura en 1981, de nombreuses 

applications et variantes de cette réaction ont été développées pour conduire à différents 
produits de couplage. Ainsi différents systèmes de catalyseurs ont été développés. Nous 
citerons par exemple Pd(PPh3)4, (PPh3)2PdCl2, (CH3CN)2PdCl2, (dppf)PdCl2, Pd(dba)2, 
Pd(OAc)2, Pd(OAc)2/dppf, Pd/C, le palladium supporté, ou encore des catalyseurs au nickel 
comme (PPh3)2NiCl2 ou NiCl2.6H2O. Les trialkyles phosphines moins onéreuses sont aussi 
utilisées lors de certains couplages. Une autre alternative aux ligands phosphines (sensibles à 
l’air) est l’emploi de 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane, une amine tertiaire stable et peu 
chère.237,289,251 

De même, lors de ce couplage plusieurs bases peuvent être employées suivant les 
conditions opératoires mises en place (Na2CO3, K2CO3, NaOH, t-BuOK, K3PO4, Cs2CO3…). 

 
Ce couplage peut aussi se réaliser à partir de sels de bore. Ainsi, Darses et Genêt ont 

décrit le couplage d’acides arylboroniques avec des sels de diazonium tétrafluoroborates 
aromatiques.290 De même, par la suite le couplage de sels de potassium trifluoroborates 
d’aryles ou d’hétéroaryles avec des halogénures d’aryles ou d’hétéroaryles est rapporté par 
Molander.291 En général, les sels de trifluoroborates sont plus nucléophiles que les analogues 
acides boroniques, et plus stables lors de leur stockage. 

 
1.3.2. Synthèse du 1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (61) 
 

Pour synthésiser le composé cible 61, la voie de synthèse envisagée à partir des 
dérivés benzamides 29 et 44, préalablement obtenus, est représentée sur le schéma 131. 
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L’analyse rétrosynthétique prévoit l’obtention du produit final 61 par déprotection des 
hydroxy après fermeture de cycle sur les composés 2-arylphénols II  obtenus par couplage de 
Suzuki. 
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Schéma 131 : Voie d’accès au composé cible 61 à partir des dérivés benzamides 29 et 44 
 
Nous avons sélectionné l’acide 2-fluorophénylboronique pour synthétiser le dérivé 

biphényle à partir du composé 29. Dans le détail, le dérivé iodoaryle 29 a été traité avec 
l’acide phénylboronique choisi selon les conditions décrites dans la littérature.292,177,214 Les 
deux conditions utilisées (Schéma 132 - Tableau 26) n’ont pas permis d’obtenir le composé 
biaryle attendu 66. La dégradation du milieu réactionnel est observée après 2 h. 
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Schéma 132 : Arylation du dérivé iodoaryle 29 

 
Tableau 26 : Mise au point de l’arylation du dérivé iodoaryle 29 

Essai Réactifs Solvants Conditions Résultats 
1 PdCl2(PPh3)2, K2CO3 DMF/H2O 90 °C, MO, 2 h Dégradation 
2 Pd(OAc)2, PPh3, K3PO4 CH3CN/H2O 90 °C, MO, 2 h Dégradation 

 
Ces résultats nous ont conduits à considérer la protection du groupe hydroxyle. Nous 

avons choisi le méthoxyméthyl (MOM) comme groupement protecteur. Celui-ci est largement 
répandu dans la protection des alcools. Il peut être introduit facilement, reste stable vis-à-vis 
des conditions de déprotection d’autres groupements protecteurs tels que : le silyle, 
l’alkoxyacyle ou les dérivés benzyliques et aussi bien dans les conditions fortement basiques 
ou légèrement acides.294,203 Diverses méthodes ont été décrites pour la déprotection du MOM 
éther, utilisant des acides de Bronsted et des acides de Lewis.295,296 

 
Nous avons utilisé le chlorométhyléther (MOMCl) en milieu basique. La mono-

protection de l’hydroxyle nécessite une base forte telle que NaH pour donner le composé 67 
avec un rendement de 93% (Schéma 133).297 
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Schéma 133 : (i) CH3OCH2Cl, NaH, DMF, t.a., 3 h, 93%. 
 
Un second essai de couplage de Suzuki a été réalisé dans les mêmes conditions que 

l’expérience précédente. L’analyse par UPLC-MS a montré une conversion de seulement 12% 
pour l’essai 2 (Schéma 134 et Tableau 27). 
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Schéma 134 : Arylation du dérivé iodoaryle protégé 67 
 

Tableau 27 : Mise au point de l’arylation du dérivé iodoaryle protégé 67 
Essai Réactifs Solvants Conditions Résultats 

1 PdCl2(PPh3)2, K2CO3 DMF/H2O 90 °C, MO, 2 h Aucune réaction 
2 Pd(OAc)2, PPh3, K3PO4 CH3CN/H2O 90 °C, MO, 2 h 12% de conversion 

 
Nous suggérons que les groupes protecteurs benzyles empêcheraient la réaction. Dans 

le but d’améliorer les rendements, nous avons décidé d’appliquer la stratégie à partir de 
l’analogue méthoxylé 44 moins encombré. 

 
Nous nous sommes concentrés sur la réaction de couplage, catalysée par le palladium 

(II), de l’acide 2-fluorophénylboronique avec le composé 44 en présence d’acétate de 
palladium, de triphénylphosphine et de phosphate de potassium comme base pour former le 
composé 69 (Schéma 135).177 Malheureusement, le composé attendu 69 n’est présent qu’avec 
un faible rendement de 26%. 
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Schéma 135 : (i) Pd(OAc)2, PPh3, K3PO4, CH3CN/H2O (4/1), 90 °C, MO, 2 h, 26%. 

 
L’augmentation du temps de réaction jusqu’à 4 h et l’augmentation de la température 

jusqu’à 120 °C ne permettent pas d’augmenter de façon significative le rendement de la 
réaction puisque celui-ci n’excède pas 26%. Une dégradation du milieu réactionnelle est 
observée après 4 h à 120 °C. 
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Ensuite, la réaction de cyclisation du composé 69 a été réalisée selon deux méthodes 
qui sont résumées dans le tableau 28 et dans le schéma 136. 
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Schéma 136 : Cyclisation du composé 69  
 

Tableau 28 : Mise au point de la cyclisation du composé 69 
Essais Réactif Solvant Conditions Résultats 

1 CuTC DMA 140 °C, MO, 2 h Aucune réaction 
2 Cs2CO3 CH3CN 150 °C, MO, 1 h 61% 

 
Le diarylphénol 69 et du thiophene-2-carboxylate de cuivre(I) ont été ajoutés au 

solvant DMA (N,N-diméthylacétamide) dégazé, sous irradiation micro-ondes, sans toutefois 
réussir à former le composé 64.177 

 
Cependant, la réaction du biaryle 69 avec du carbonate de césium à 150 °C dans de 

l’acétonitrile sous irradiation micro-ondes a donné le composé 64 avec un rendement de 
61%.214 

 
La déméthylation ultérieure a été réalisée comme décrite précédemment pour donner 

le composé cible 61 avec un rendement de 48% (Schéma 125 cf. p 133) 
 

En résumé, le rendement global de cette stratégie est extrêment faible (2% pour 5 
étapes à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42 avec notamment une étape d’arylation de Suzuki 
qui pose problème et qui reste à améliorer. Pour rappel les stratégies précédentes, c’est-à-dire 
de couplage oxydant pallado-catalysé de précurseurs diaryléthers issus du iodobenzène et du 
1-iodo-2-nitrobenzène, avaient conduit à des rendements de 4,7% (4 étapes) et 8,1% (6 
étapes), respectivement, à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42. 

1.4. Synthèse de dibenzofuranes par cyclisation pallado-catalysée d’o-iododiaryléthers 
 
Liu et al. ont présenté une voie efficace pour synthétiser une variété de 

dibenzofuranes.251 Nous avons essayé de synthétiser les systèmes tricycliques, en deux étapes, 
par le couplage croisé d’o-iodophénols avec les triflates de silylaryle, suivie d’une cyclisation 
intramoléculaire catalysée par le palladium. 

 
La synthèse du 1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide 61 a commencé à 

partir du 4,6-bis(benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodobenzamide (29). Le triflate de silylaryle et le 
CsF ont été ajoutés à la solution de composé 29 dans l’acétonitrile (Schéma 137). La solution 
a été laissée sous agitation à température ambiante pendant 24 h pour donner le temps au 
dérivé phénolique de s’additionner sur le benzyne formé intermédiairement. Le ballon a 
ensuite été purgé avec de l’argon et, le catalyseur Pd(OAc)2 et le ligand PCy3 ont été ajoutés à 
la réaction qui a été chauffée à 100 °C pendant 24 h. Malheureusement, la réaction aboutit à 
un mélange de composés dont celui désiré qui se retrouve en quantité négligeable. 
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Schéma 137 : (i) CsF (3 éq), MeCN, 25 °C, 24 h ; (ii) Pd(OAc)2, PCy3, 100 °C, 24 h. 
 

Etant donné les difficultés à synthétiser le dérivé dibenzofurane à partir du composé 
29, nous avons décidé de poursuivre cette voie de synthèse à partir du 2-hydroxy-3-iodo-4,6-
diméthoxybenzamide (44) en suivant les mêmes conditions précédemment décrites. 

 
Le composé 44 réagit d’abord avec le triflate de silylaryle pour donner l’intermédiaire 

o-iododiaryléther qui subit ensuite une tentative d’arylation intramoléculaire catalysée par le 
palladium ‘en un pot’ pendant 24 h à 100 °C, sans succès (Schéma 138).  
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Schéma 138 : (i) CsF (3 éq), MeCN, 25 °C, 24 h ; (ii) Pd(OAc)2, PCy3, 100 °C, 24 h. 
 

En se basant sur ce qui a été décrit dans la littérature, nous avons donc adapté cette 
méthode à nos molécules sans parvenir à synthétiser le produit souhaité. Cependant, nous 
avons observé la formation du produit intermédiaire par suivi UPLC-MS, ce qui nous permet 
de conclure sur le fait que c’est l’étape de cyclisation intramoléculaire qui est limitante dans 
cette voie d’accès. 

2. Synthèse du 8-acétyl-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 
 

Le choix des voies d’accès aux autres composés cibles va tenir compte des remarques 
qui ont été faites lors des différentes stratégies envisagées précédemment par accéder au 
composé 61, non substitué sur l’un des deux benzènes de l’hétérocycle dibenzofuranique. 

 
Pour la formation de l’hétérocycle, parmi les différentes méthodes développées, le 

couplage oxydant pallado-catalysé de diaryléthers convenablement substitués a été retenu. Il 
conviendra aussi d’introduire le groupement carboxamide après cyclisation et de réaliser la 
déprotection sur les dérivés diméthoxylés dans l’étape finale de la synthèse. 

 
Dans cette partie, nous décrirons les travaux de synthèse mis en œuvre pour produire 

le composé 8-acétyl-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide dont la structure est 
indiquée ci-dessous (Figure 62) : 
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Figure 62 : Structure du 8-acétyl-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide  
 
Deux voies d’accès vont être exploitées afin de synthétiser le composé cible (Schéma 

139).  
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Schéma 139 : Voies d’accès au composé cible 64 
 

Une première voie est envisagée par acylation régiosélective en C-8 du composé 64 
disponible, avant déprotection des méthoxy. La seconde approche consiste à réaliser les 
étapes d’aminocarbonylation et de déproptection sur le composé II  possédant l’acétyle déjà 
intallé en position C-8 grâce à la cyclisation intramoléculaire du diaryléther III 
convenablement substitué. Ce dernier sera issu de la réaction de SNAr entre le composé 42 et 
des 4-halogénoacétophénones. 

2.1. A partir du 1,3-diméthoxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 64 (Voie 1) 
2.1.1. Travaux réalisés 
 

L’acylation de Friedel-Crafts est classiquement réalisée en présence d’un acide de 
Lewis tel qu’AlCl3 ou BF3 et le chlorure d’acétyle.298 Pour l’optimisation de l’acylation de 
Friedel-Crafts sur le composé 64, les essais sont réalisés en présence de chlorure d’acétyle et 
de trichlorure d’aluminium (en faisant varier le nombre d’équivalents) dans différents solvants 
classiquement utilisés (dichlorométhane,299 1,2-dichloroéthane, chloroforme,300 ou disulfure 
de carbone301).302 Malgré la présence des méthoxy qui activent les réactions de SEAr, la 
présence du carboxamide désactivant et l’encombrement stérique permettent d’envisager la 
fonctionnalisation classique en « para » de l’oxygène sur l’hétérocycle dibenzofurane 
(Schéma 140 et Tableau 29). 
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Schéma 140 : Essai de la réaction d’acylationsur le composé 64 
 

Tableau 29 : Mise au point de la réaction de Friedel-Crafts 
Essai Réactifs Solvant Conditions Résultats 

1 CH3COCl (3 éq), AlCl3 (6 éq) CH2Cl2 reflux, 24 h Produit de départ 
2 CH3COCl (3 éq), AlCl3 (6 éq) C2H4Cl2 reflux, 24 h Produit de départ 
3 CH3COCl (3 éq), AlCl3 (6 éq) CHCl3 reflux, 24 h Produit de départ 
4 CH3COCl (3 éq), AlCl3 (6 éq) CS2 reflux, 24 h Dégradation 

 
Malheureusement, l’analyse du produit brut de notre essai a montré que le produit 

désiré n’avait pas été formé. Dans le dichlorométhane, le 1,2-dichloroéthane et le 
chloroforme, seule la matière de départ a été récupérée et dans le disulfure de carbone un 
mélange de produits inséparables est obtenu.  
 
2.2. A partir du 3,5-diméthoxyphénol 42 (Voie 2) 

 
Face aux difficultés rencontrées lors des tentatives d’introduction de l’acétyle sur la 

position 8 du noyau dibenzofurane, nous avons décidé d’exploiter un intermédiaire diaryléther 
obtenu à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42 et des 4-halogénoacétophénones commerciales.  
 
2.2.1. Travaux réalisés 
 

Dans une première étape, la réaction catalysée par le Cu(I) du 3,5-diméthoxyphénol 42 
avec la 4-chloroacétophénone dans le DMF à 120 °C en utilisant du carbonate de césium 
comme base produit l’intermédiaire diaryléther 72 avec un rendement de seulement 34% 
(Schéma 141).263 
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Schéma 141 : (i) Cs2CO3, CuI, DMF, 120 °C, MO, 2 h, 34% 
 

Nous avons tenté d’améliorer le rendement par ajout d’iodure de potassium, dans le 
mélange réactionnel constitué d’une solution aqueuse saturée de carbonate de césium et de 
DMF, qui permet normalement de favoriser la O-alkylation par un échange chlore/iodo. 
Néanmoins, le rendement obtenu pour cette méthode reste faible. Lorsqu’on augmente le 
temps de réaction jusqu’à 4 h, on observe une dégradation du milieu réactionnel. L’ajout d’un 
ligand (N,N-diméthylglycine) ne permet pas d’augmenter le rendement de la réaction, celui-ci 
n’excède pas 34%. 
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Par ailleurs, de la même manière, l’intermédiaire diaryléther 72 a été obtenu en 
présence de 4-iodoacétophénone avec un bon rendement de 71% (Schéma 142). 
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Schéma 142 : (i) Cs2CO3, CuI, DMF, 90 °C, MO, 2 h, 71%. 
 
La cyclisation du composé 72 a été réalisée en utilisant l’acétate de palladium et 

l’acétate d’argent dans l’acide pivalique à 130 °C pendant 12 h pour donner le dérivé de 
dibenzofurane 73 avec un rendement de 83% (Schéma 143).262 
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Schéma 143 : (i) Pd(OAc)2, AgOAc, PivOH, 130 °C, 12 h, 83% ; (ii) CSI, CH3CN, 0 °C, 12 h ; (iii) HCl 5M, 
t.a., 12 h, 32% ; (iv) Pyridine.HCl, 200 °C, MO, 30 min, 26%. 
 

Une aminocarbonylation directe en C-4 du composé 73, en utilisant de l’isocyanate de 
chlorosulfonyle, conduit au composé 71 après hydrolyse acide.290,128 Le composé 71 est isolé 
avec un rendement de 32%. Ce rendement est faible à cause de la potentielle désactivation de 
l’hétérocycle par l’acétyle et aussi quelques problèmes de purification. La régiosélectivité en 
C-4 a été confirmée précédemment sur le dérivé dibenzofurane 61 et est validée par les 
données de RMN du proton. En effet, l’effet électro-attracteur du carbonyle de la fonction 
acétyle favorise la SEAr sur la partie benzénique diméthoxylée. 

 
Finalement, la déméthylation du groupe méthoxy a été effectuée par chauffage dans du 

chlorhydrate de pyridinium, ce qui a conduit au composé attendu 74 avec un rendement de 
26% malgré une conversion totale de produit de départ.214 Ce faible rendement est 
essentiellement dû à des problèmes d’extraction lors du traitement et de purification. 

 
Le rendement obtenu est faible, un essai de déméthylation par le tribromure de bore 

est réalisé pour donner le produit attendu mais le rendement obtenu est encore faible (16%) et 
la purification a été difficile (Schéma 144).286 



Partie A : Synthèse des dibenzo[b,d]furanes 

145 
 

 

(i)

O

OH

OH

O
Me

CONH2

O

OMe

MeO

O
Me

CONH2

71 74
 

Schéma 144 : (i) BBr3 (3 éq), CH2Cl2, t.a., 2 h, 16%. 
 

La déméthylation du groupe méthoxy du composé 73 sans carboxamide a été effectuée 
par chauffage dans du chlorhydrate de pyridinium ce qui a conduit au composé attendu 75 
avec un rendement de 57% (Schéma 145).214 Il semble donc que la présence du carboxamide 
ne facilite pas cette dernière étape. 
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Schéma 145 : (i) Pyr.HCl, 200 °C, MO, 30 min, 57%. 
 

En conclusion, le composé cible est obtenu. Dans cette voie, trois composés (71, 74, 
75) seront testés en biologie. 

 
Cette synthèse souffre globalement de rendements faibles (4,9%) après 4 étapes à 

partir du composé 3,5-diméthoxyphénol (42) commercial.  

3. Synthèse du 1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 
 
Comme cela a été décidé initialement, un nouveau composé final sera synthétisé. La 

structure du 1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide est présentée ci-dessous : 
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Figure 63 : Structure de 1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 

3.1. Schéma rétrosynthétique 
 
Dans cette voie, le composé final I  est obtenu comme précédemment suivant la 

séquence rétrosynthétique de déméthylation de II , C-4 aminocarbonylation de III et couplage 
diaryle oxydant intramoléculaire de IV . Ce dernier étant issu de la condensation du phénol 42 
disponible avec le 3-iodophénol V préalable O-méthylé (Schéma 146). 
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Schéma 146 : Rétrosynthèse envisagée 

3.2. Travaux réalisés 
 
Initialement, une protection du groupe hydroxyle du 3-iodophénol (76) est nécessaire 

afin d’éviter toute réaction secondaire de substitution sur le groupe hydroxyle. La première 
étape consiste à méthyler en utilisant l’iodométhane afin de former le 3-iodoanisole 77. Celui-
ci est obtenu avec un bon rendement de 89% (Schéma 147).303 
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Schéma 147 : (i) CH3I, Cs2CO3, CH3CN, 70 °C, 12 h, 89%. 
 

Ensuite, un mélange de 3,5-diméthoxyphénol 42, de carbonate de césium et 
d’iodoaryle 77 dans le DMF a été irradié dans un four micro-ondes à 110 °C pendant 2 h pour 
former l’intermédiaire diaryléther 78 (Schéma148).263 
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Schéma 148 : (i) Cs2CO3, CuI, DMF, 110 °C, MO, 2 h, 30%. 
 
Cependant, le composé 78 n’est obtenu qu’avec un rendement de 30%. 

L’augmentation du temps de réaction jusqu’à 4 h et l’augmentation de la température jusqu’à 
120 °C ne permettent pas d’augmenter le rendement de la réaction. 

 
La cyclisation du composé 78 a été réalisée en utilisant de l’acétate de palladium et de 

l’acétate d’argent dans l’acide pivalique pour donner le dérivé de dibenzofurane 79 (Schéma 
149). Le rendement de 91% obtenu pour cette étape est très bon mais demande un temps 
réactionnel de 12 h.262 
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Schéma 149 : (i) Pd(OAc)2, AgOAc, PivOH, 130 °C, 12 h, 91%. 
 

Par la suite, l’introduction de la fonction amide en position 4 de l’hétérocycle 
dibenzofuranique se fait en deux étapes à partir du dérivé 79 (Schéma 150) en suivant le mode 
opératoire décrit précédemment. Le composé 80 est isolé avec un rendement moyen de 
44%.128 Pour ce composé triméthoxylé pour lequel le problème de régiosélectivité de la 
réaction se pose, les données de RMN du proton, et notamment les multiplicités des massifs et 
les valeurs des constantes de couplage, montrent bien que l’attaque éléctrophile a lieu sur le 
noyau benzénique diméthoxylé. 
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Schéma 150 : (i) CSI, CH3CN, 0 °C, 2 h ; (ii) HCl 5M, t.a., 4 h, 44% ; (iii) Pyridine.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 
38%. 
 

Finalement, la déméthylation des groupes méthoxy a été effectuée par chauffage dans 
le chlorhydrate de pyridinium pour fournir le composé 81 souhaité avec un rendement moyen 
de 38% (Schéma 151).214 

 
Le rendement obtenu est faible lors de l’étape de déméthylation, aussi une méthode 

alternative de déméthylation par le tribromure de bore donne des traces du produit attendu 
avec une dégradation du milieu réactionnel.286 
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Schéma 151 : (i) BBr3 (3 éq), CH2Cl2, t.a., 2 h. 

 
En conclusion, cette voie convergente est constituée de quatre étapes avec un 

rendement global très faible (4,6% à partir du 3,5-diméthoxyphénol 42) qui peut-être la 
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conséquence de problèmes de régiosélectivité des réactions sur les deux noyaux benzéniques 
de réactivité proche, en plus de l’extraction et de la purification. Le composé cible est obtenu 
et deux composés (80, 81) feront l’objet de tests biologiques. 
 
4. Synthèse du 8-acétyl-1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 

 
Dans cette partie, nous décrirons les travaux de synthèse mis en œuvre pour 

l’obtention du composé 8-acétyl-1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide dont la 
structure est décrite ci-dessous : 
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Figure 64 : Structure du 8-acétyl-1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide  
 
Pour synthétiser ce composé substitué en position 7 par un groupe hydroxyle et en 

position 8 par un groupe acétyle, deux voies de synthèse peuvent être appliquées afin 
d’accéder au composé cible I , l’introduction de l’acétyle pouvant être envisagée après ou 
avant l’étape de cyclisation (Schéma 152). Ainsi, le composé souhaité peut être classiquement 
synthétisé selon une réaction d’acylation de Friedel-Crafts à partir du composé 80 disponible 
préalablement, avant déméthylation (voie 1). L’autre option (voie 2) est d’accéder au 
composé final par déméthylation et C-4 aminocarbonylation de II issu du couplage diaryle 
oxydant intramoléculaire de III . Le diaryléther III  résultera de la condensation du phénol 42 
disponible avec la 4-iodo-2-méthoxyacétophénone IV .  
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Schéma 152 : Rétrosynthèses envisagées 
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4.1. Voie 1 : acétylation du précurseur dibenzofurane 80 
4.1.2. Travaux réalisés 
 

L’acétylation de Friedel-Crafts a été effectuée sur le composé 80 en présence de 
chlorure d’acétyle et de trichlorure d’aluminium dans le 1,2-dichloroéthane. Le composé 82 
est isolé avec un bon rendement de 74% (Schéma 153).304 Les données de RMN du proton 
permettent de valider la SEAr régiosélective en position 8 de l’hétérocycle. 
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Schéma 153 : (i) AcCl, AlCl3, 1,2-dichloroéthane, t.a., 1 h, 74%. 
 
Finalement, la déméthylation du groupe méthoxy a été effectuée par chauffage dans le 

chlorhydrate de pyridinium, ce qui a conduit au composé attendu 83 avec un rendement de 
l’ordre de 39% (Schéma 154).214 
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Schéma 154 : (i) Pyridine.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 39%. 

 
En conclusion, cette voie d’accès permet donc, en deux étapes et à partir du composé 

80, d’aboutir au composé final attendu avec un rendement global moyen (28,9%). Deux 
composés (82, 83) seront testés biologiquement. 

4.2. Voie 2 : couplage diaryle oxydant intramoléculaire 
 

Ainsi, l’acylation de Friedel-Crafts sur l’anisole 77 conduit au mélange des deux 
isomères comme on pouvait le prévoir avec le OMe o/p directeur en SEAr (Schéma 155).304 
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Schéma 155 : (i) AcCl, AlCl3, 1,2-dichloroéthane, t.a., 1 h. 

 
Le composé 84 est isolé avec un rendement de 39% et l’isomère 84’ est isolé avec un 

rendement de 22%. Les deux composés sont facilement séparables par chromatographie sur 



Partie A : Synthèse des dibenzo[b,d]furanes 

150 
 

gel de silice et ont été identifiés en tenant compte des déplacements chimiques et des 
multiplicités en RMN du proton. 

 
Pour résoudre ce problème de régiosélectivité, nous avons envisagé de réaliser une 

SEAr intramoléculaire par réarrangement de Fries de l’acétate de phényle correspondant.305,306 
Ce dernier (composé 85) a été synthétisé avec un bon rendement de 90% à partir du 3-
iodophénol 76 et de l’anhydride acétique dans la pyridine (Schéma 156).128 
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Schéma 156 : (i) Ac2O, Pyridine, 130 °C, 2 h, 90%. 
 
Le composé 85 est alors engagé dans une réaction de transposition de Fries (Schéma 

157). Deux essais ont été tentés. 
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Schéma 157 : Le réarrangement de Fries sur le composé 85  
 

Tableau 30 : Mise au point de la réaction de réarrangement de Fries 
Essai Réactif Solvant Conditions Rendement 

1 AlCl3 (6 éq) chlorobenzène 140 °C, 90 h 23% 
2 BF3.2CH3COOH (6 éq) - 180 °C, 12 h 88% 

 
Le réarrangement de Fries sur le composé 85 a été réalisé en présence de trichlorure 

d’aluminium dans le chlorobenzène.305 Le composé 86 est isolé avec un rendement faible de 
23% (Tableau 30). L’autre isomère n’est pas détecté. 

 
Le rendement n’étant pas satisfaisant, nous avons décidé de mettre en place une autre 

méthode. Le composé 85, engagé dans une réaction de transposition de Fries en présence du 
complexe trifluorure de bore-acide acétique (BF3.2CH3COOH), conduit au composé 86 avec 
un bon rendement de 88% sans formation de l’analogue para-substitué (Schéma 157).306 
Cette méthode offre un meilleur rendement que la méthode précédente et raccourcit 
grandement le temps nécessaire à la synthèse. 
 

Ensuite, la protection du groupe hydroxyle est réalisée sur le composé 86 en utilisant 
l’iodométhane en présence d’une base afin d’obtenir le composé méthoxylé 84. Cette réaction 
offre un bon rendement de 91% (Schéma 158).303 

 

(i)

I OH

O

Me

86 84

I OMe

O

Me

 
Schéma 158 : (i) CH3I, Cs2CO3, CH3CN, 70 °C, 12 h, 91%. 



Partie A : Synthèse des dibenzo[b,d]furanes 

151 
 

Comparativement à la voie de synthèse débutant par le composé 77 (35% en 2 étapes à 
partir de 76), cette voie de synthèse nous permet d’obtenir le composé 84 sans former 
l’isomère 84’ et avec un rendement de 72% en 3 étapes à partir du 3-iodophénol 76. 

 
La suite de la synthèse est la même que celle effectuée précédemment et le diaryléther 

87 est alors isolé avec un rendement relativement faible de 31% (Schéma 159).263 

 

(i)

I OMe

O

Me

OMe

MeO O OMe

O

Me

84 87

OMe

MeO OH

+

42
 

Schéma 159 : (i) Cs2CO3, CuI, DMF, 120 °C, MO, 2 h, 31%. 
 
Il convient de noter que la présence du méthoxy en position 2 sur l’acétophénone 84 a 

un effet délétère pour la réaction si on compare au rendement de 71% pour l’analogue 73 non 
méthoxylé (Schéma 142 cf. p 144). Ce groupement OMe qui enrichit le cycle benzénique en 
électrons diminue la réactivité du substrat pour la SNAr. Le même rendement de 30% était 
obtenu pour la synthèse du diaryléther 78 à partir du 3-iodoanisole 77 (Schéma 148 cf. p146). 

 
La cyclisation du composé 87 a été réalisée en utilisant l’acétate de palladium, 

l’acétate d’argent dans l’acide pivalique à 130 °C pendant 12 h pour donner le dérivé 
dibenzofuranique 88 avec un rencdement correct (Schéma 160).262 

 

(i)
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MeO O OMe

O

Me

OMe

MeO O

OMe

Me
O

87 88
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(iii)
OMe

MeO O
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O
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Schéma 160 : (i) Pd(OAc)2, AgOAc, PivOH, 130 °C, 12 h, 71% ; (ii) CSI, CH3CN, 0 °C, 12 h ; (iii) HCl 5M, 
t.a., 12 h, 55% ; (iv) Pyr.HCl, 200 °C, MO, 15 min, 39%. 
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L’introduction du groupement carboxamide en position 4 se fait en deux étapes à 
partir du dérivé 88 en suivant le mode opératoire décrit précédemment. Le composé 82 est 
isolé avec un rendement de 55% et les données spectrales sont parfaitement en accord avec ce 
même composé obtenu par la méthode précédente d’acylation du dérivé dibenzofuranique 80 
(Schéma 153 cf. p 149). Le rendement de déméthylation finale reste modèstement de l’ordre 
de 35-40% pour conduire au composé souhaité 83. La polyhydroxylation de la molécule ne 
facilite pas le traitement et la purification. 

 
En résumé, la voie 1 d’acétylation après cyclisation conduit au 8-acétyl-1,3,7-

trihydroxydibenzo[b,d]furane-4-carboxamide 83 en 6 étapes à partir du 3-iodophénol 76. Le 
même composé est obtenu suivant la voie 2, en réalisant l’acétylation avant cyclisation à 
partir du 3-iodophénol 76, en 7 étapes avec un rendement équivalent de 3,4%. 
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Partie B : Evaluation biologique des dibenzo[b,d]furanes 

I. Evaluation de l’activité antifongique 
 

Lors de la synthèse des molécules de la famille des dibenzo[b,d]furanes, 14 molécules 
obtenues ont été retenues pour effectuer le même panel de tests biologiques in vitro que pour 
les 3 molécules cibles de la famille des benzofuro[3,2-d]pyrimidines. L’objectif étant là 
encore de vérifier leur efficacité au niveau de : 

- l’activité antifongique contre C. albicans,  
- la restauration de la sensibilité aux azolés de souches résistantes de C. albicans, 
- l’inhibition de la formation de biofilm, 
- l’inhibition de l’activité PKC in vitro. 
 
Des tests de cytotoxicité sur cellules HeLa ont aussi été faits afin de vérifier que ces 

molécules étaient moins toxiques pour l’homme que pour le pathogène. 
 

Les principes de chacune des techniques utilisées ayant été développés dans la partie 
Evaluation biologique du chapitre I, ils ne seront pas détaillés à nouveau de ce chapitre. Seuls 
les résultats obtenus seront décrits et commentés. 

 
Le cercosporamide, obtenu par extraction à partir de Mycosphaerella henningsii au 

laboratoire MMS de l’Université de Nantes, a été utilisé dans l’ensemble des tests comme 
molécule de référence. Tous les résultats obtenus lors des tests biologiques ont été analysés 
par comparaison aux résultats obtenus pour le cercosporamide. 
 
1. Souches utilisées pour les tests in vitro 
 

Les souches utilisées lors de cette étude sont les mêmes que celles utilisées dans le 
chapitre I. 6 isolats cliniques de C. albicans ont été choisis  pour des tests de sensibilité in 
vitro et de co-administration : 2 sensibles au fluconazole (CAAL93 et CAAL97) et 4 
résistantes au fluconazole (CAAL2, CAAL28, CAAL111 et CAAL117). 4 isolats cliniques de 
C. albicans ont été sélectionnés en raison de leur capacité à former un biofilm (CAAL121, 
CAAL123, CAAL124 et CAAL146). 

 
Les souches sont conservées à -80 °C pour un stockage prolongé et mises en culture 

sur de la gélose Sabouraud dextrose à 37 °C pendant 24 h avant les expériences. 
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2. Test de l’activité antifongique contre C. albicans 
 
Les 14 composés de la série dibenzo[b,d]furane, le cercosporamide, le fluconazole et 

le voriconazole ont été évalués sur 6 souches de C. albicans (sensibles et résistantes au 
fluconazole). L’ensemble des résultats obtenus sont résumés dans le tableau 31 ci-dessous : 

 
Tableau 31 : Activité des 14 composés, du CERCO, du FLU et VORI  sur 6 isolats cliniques de C. albicans 

 

Composé Structure CMI (µM)  
CAAL93 CAAL97 CAAL2 CAAL28 CAAL111 CAAL117 

58 
O NO2

OMe

MeO

CONH2  

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

59 
O

OH

OH

CONH2

NO2

 

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

60 
O

OH

OH

CONH2

NH2

 

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

61 
O

OH

OH

CONH2  

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

62 
OH

OH

O NO2 
142±50 >300 101±23 68,3±9,8 >300 >300 

63 
O NH2

OMe

MeO

CONH2  

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

64 
O

OMe

MeO

CONH2  

>300 >300 163±38 >300 >300 >300 

71 
O

OMe

MeO

O
Me

CONH2  

110±43 159±8 >300 >300 >300 >300 

74 
O

OH

OH

O
Me

CONH2  

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

75 

O

OH

OH

O
Me

 

>300 >300 >300 104,6±3,4 >300 >300 

80 

OMe

MeO

CONH2

O

OMe

 

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

81 

OH

OH

CONH2

O

OH

 

>300 >300 >300 >300 >300 >300 
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82 
OMe

MeO O

OMe

O
Me

CONH2  

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

83 
OH

OH O

OH

CONH2

O
Me

 

>300 >300 >300 >300 >300 >300 

FLU 

 

0,23±0,09 0,20±0,1 >100 >100 >100 >100 

CERCO 
O

OH

OH

CONH2

O

OH

Me
O

 

103±0,22 93±22 90±11,25 >300 >300 >300 

VORI 

 

- - > 10 2,54±0,56 0,60±0,46 4,7±1,1 

 
Les valeurs de CMI obtenues pour le fluconazole sont en adéquation avec le 

comportement attendu des souches vis-à-vis d’un traitement au fluconazole : environ 0,2 µM 
(0,06 mg/mL) pour les souches sensibles et >100µM (>30 mg/mL) pour les souches 
résistantes. De même les valeurs de CMI obtenues pour le voriconazole pour les souches 
résistantes sont en accord avec les résultats obtenus habituellement au laboratoire. 

 
Sur les 14 composés testés, 3 composés ont montré des légers effets antifongiques sur 

certaines souches, avec des CMI de l’ordre de 100 µM Ainsi le composé 71 présente une CMI 
sur les deux souches sensibles, d’environ 100 µM, le composé 62, quant à lui ne présente une 
CMI que sur une des deux souches sensibles (CAAL93) et sur deux souches résistantes 
(CAAL2 et CAAL28). Le composé 75 a une CMI d’environ 100 µM sur la souche CAAL28. 
Ces valeurs de CMI assez élevées sont en adéquation avec celles obtenues pour le 
cercosporamide, notre molécule de référence. 

 
 
  

N
N

N

F
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OH

N
N
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3. Etude de la restauration de la sensibilité au fluconazole sur des souches de C. albicans 
 

Les tests de restauration de la sensibilité au fluconazole ont été faits avec 9 composés 
de la famille des dibenzo[b,d]furanes sur les 4 souches résistantes au fluconazole. Les 
résultats sont résumés dans les tableaux 32 et 33 ci-dessous : 

 
Tableau 32 : Détermination des FICI des 9 composés de la famille des dibenzo[b,d]furanes en co-administration 
avec le fluconazole sur CAAL2 
 

Composé Structure 
CAAL2 

[composé]a [FLU]/[composé]a FICI [FLU] /[composé]
b 

FLU - >100 - - 

62 
OH

OH

O NO2 
100 1,2/10 0,11 

64 
O

OMe

MeO

CONH2  

300 2,4/100 0,35 

71 
O

OMe

MeO

O
Me

CONH2  

>300 >100/>300 2 

74 
O

OH

OH

O
Me

CONH2  

>300 >100 />300 2 

75 

O

OH

OH

O
Me

 

>300 1,2/30 0,11 

80 

OMe

MeO

CONH2

O

OMe

 

>300 1,2/30 0,11 

81 

OH

OH

CONH2

O

OH

 

>300 1,2/30 0,11 

82 
OMe

MeO O

OMe

O
Me

CONH2  

>300 >100/>300 2 

83 
OH

OH O

OH

CONH2

O
Me

 

>300 >100/>300 2 

CERCO 
O

OH

OH

CONH2

O

OH

O
Me

 

100 0,5/50 0,50 
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Tableau 33 : Détermination des FICI des 9 composés de la famille des dibenzo[b,d]furanes en co-administration 
avec le fluconazole sur CAAL28, CAAL111 et CAAL117 
 

Composé 

CAAL28 CAAL111 CAAL117 

[composé]a [FLU]/ 
[composé]a 

FICI [FLU]

 /[composé]
b 

[composé]a [FLU]/ 
[composé]a 

FICI [FLU] /

[composé]
b 

[composé]a 
[FLU]/ 

[composé]a 
FICI [FLU] /

[composé]
b 

62 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

64 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

71 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

74 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

75 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

80 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

81 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

82 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

83 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 

 

a FICI est la somme des FICs de chacun des composés, qui à son tour est définie comme la CMI de chaque 
composé lorsqu’il est utilisé en combinaison divisée par la CMI du composé lorsqu’il est utilisé seul. La valeur 
FICI la plus élevée ne peut pas être supérieure à 2,0 en raison des concentrations les plus élevées testées pour 
chaque composé. 
b CMI en combinaison exprimée en [FLU]/[composé] 
 

Un effet synergique a été observé pour 5 composés (62, 64, 75, 80 et 81) sur la souche 
CAAL2. Il sera intéressant de comprendre pourquoi CAAL2 est la seule souche pour laquelle 
on obtient une restauration de la sensibilité au fluconazole. Dans la mesure où il s’agit d’une 
résistance liée à une mutation sur le gène Erg3, il faudrait d’abord comprendre quelles sont 
les voies de signalisation impliquées (MAPK ou autre) pour identifier la cible des molécules 
synthétisées ici (PKC ou autre kinase ?). 
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4. Test d’inhibition de biofilm 
 
Les tests d’inhibition de croissance sur biofilm mature ont été faits pour 5 

molécules (62, 71, 74, 82, 83) sur les 4 souches sélectionnées pour leur capacité à former du 
biofilm. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 34 ci-dessous : 
 

Tableau 34 : Test d’inhibition de biofilm pour 5 molécules sur CAAL121, CAAL123, CAAL124, CAAL146 
 

 
On observe que le composé 62 permet une inhibition de la croissance du biofilm 

mature pour l’ensemble des 4 souches testées, avec une CMI comprise entre 60 et 120 µM. Le 
composé 82 a quant à elle une activité inhibitrice sur deux souches CAAL124 et CAAL123 
avec des CMI de 15 µM et 44 µM respectivement. Enfin le composé 71 a une activité 
inhibitrice uniquement sur la souche CAAL123, avec une CMI de 46 µM. 

 
Aucune activité inhibitrice n’est observée pour 2 composés (74, 83) sur les 4 souches 

sélectionnées (CAAL121, CAAL123, CAAL124, CAAL146). 
 
Dans la mesure où certaines molécules ont montré des propriétés de restauration de la 

sensibilité au fluconazole dans certaines conditions et/ou des propriétés d’inhibition de la 
croissance du biofilm dans certaines conditions aussi, il est absolument nécessaire de vérifier 
la cytotoxicité de ces molécules sur cellules HeLa. 

  

Composé Structure 
CAAL121 CAAL123 CAAL124 CAAL146 

CMI 
(µM) 

SD SEM CMI 
(µM) 

SD SEM CMI 
(µM) 

SD SEM CMI 
(µM) 

SD SEM 

62 
OH

OH

O NO2 

99,74 18,08 17,05 80,59 8,92 8,37 60,47 8,16 7,69 117,93 7,86 7,17 

71 

O

OMe

MeO

O
Me

CONH2  

>300 - - 45,57 17,44 16,32 >300 - - >300 - - 

74 

O

OH

OH

O
Me

CONH2  

>300 - - >300 - - >300 - - >300 - - 

82 

OMe

MeO O

OMe

O
Me

CONH2  

>300 - - 43,70 19,32 16,30 15,22 0,18 0,18 >300 - - 

83 

OH

OH O

OH

CONH2

O
Me

 

>300 - - >300 - - >300 - - >300 - - 

AmB - <   <   0,12 0 0 0,35 0,10 0,10 
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II. Cytotoxicité 
 
La cytotoxicité sur la lignée cellulaire HeLa a été évaluée pour les composés de la 

famille des dibenzo[b,d]furanes, comme décrit dans le chapitre I. Les résultats de cytotoxicité 
obtenus sont résumés dans le tableau 35 ci-dessous : 

 
Tableau 35 : Valeurs de la CMI des composés cibles sur les cellules HeLa 

 

Composé Structure 
HeLa 

CMI (µM) 

58 
O NO2

OMe

MeO

CONH2  

>100 

59 
O

OH

OH

CONH2

NO2

 

24,7 ± 6,7 

60 
O

OH

OH

CONH2

NH2

 

14,6 ± 7,2 

61 
O

OH

OH

CONH2  

9,54 ± 4,1 

62 
OH

OH

O NO2 
49,29 ± 0,6 

63 
O NH2

OMe

MeO

CONH2  

7,14 ± 0,22 

64 
O

OMe

MeO

CONH2  

< 3 

71 
O

OMe

MeO

O
Me

CONH2  

>100 

74 
O

OH

OH

O
Me

CONH2  

59,6 ± 7,6 

75 

O

OH

OH

O
Me

 

>100 

80 

OMe

MeO

CONH2

O

OMe

 

>100 
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81 

OH

OH

CONH2

O

OH

 

10,25 ± 1,16 

82 
OMe

MeO O

OMe

O
Me

CONH2  

>100 

83 
OH

OH O

OH

CONH2

O
Me

 

57,05 ± 7,6 

CERCO 
O

OH

OH

CONH2

O

OH

Me
O

 

7,51 ± 6,14 

 
Les composés de la famille des dibenzo[b,d]furanes synthétisées et testées ici peuvent 

être classées en 4 catégories : 
- Pas de cytotoxicité (CMI >100µM) : 58, 71, 75, 80 et  82. 
- Cytotoxicité faible (CMI environ 50µM) : 62, 74, 83. 
- Cytotoxicité moyenne (CMI environ 10 - 20 µM, c’est à dire de l’ordre de grandeur 

de celle du cercosporamide) : 59, 60, 61, 63, 81. 
- Cytotoxicité élevée : 64. 
 
Aux vues de sa cytotoxicité élevée, il ne paraît pas intéressant de continuer à étudier la 

molécule 64 dans un contexte de propriétés antifongiques.  
 
Par contre, il est intéressant de chercher à comprendre le mode d’action des molécules 

qui montrent une activité antifongique au niveau de la restauration de la sensibilité au 
fluconazole comparable à celles du cercosporamide et une cytotoxicité beaucoup plus faible. 
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III. Activités inhibitrices de kinases 

1. Inhibition de l’activité kinase de la CaPkc1 
 

Pour essayer de comprendre le mécanisme d’action, l’inhibition de l’activité PKC de 
C. albicans par les composés de la série dibenzo[b,d]furane a été mesurée. 

 
Les conditions opératoires ont été choisies de manière à ce que le pourcentage 

d’inhibition de l’activité kinase du cercosporamide soit compris en 35% (CAAL2) et 40% 
(CAAL93 et PKC humaine). Pour ce faire, la concentration en molécule et en cercosporamide 
a été fixée à 100 µM. Ce choix a été justifié plus en détails dans le chapitre I. 

 
Nous avons choisi de tester l’inhibition de l’activité kinase de la CaPkc1, uniquement 

pour les molécules qui montrent une propriété de restauration de la sensibilité au fluconazole. 
Pour l’instant seules 3 molécules ont été testées (62, 64 et 75) et elles ne montrent pas ou peu 
d’activité d’inhibition sur l’extrait protéique de CAAL2 et seule 62 montre un effet 
d’inhibition sur l’extrait protéique de CAAL93. Ces résultats sont résumés dans le tableau 36 
ci-dessous. 

 
Tableau 36 : Inhibition de l’activité kinase de la PKC humaine et des extraits protéiques totaux de CAAL2, 
CAAL93 par le cercosporamide et les composés 62, 64 et 75 
 

 
Ces résultats ne permettent pas de valider les molécules synthétisées comme étant de 

meilleurs inhibiteurs de CaPkc1 que le cercosporamide, ou même comme étant des inhibiteurs 
de CaPkc1. 

 
Cependant pourrait être intéressant d’essayer de comprendre pourquoi la molécule 75 

inhibe très fortement l’activité kinase de la PKC humaine et pas du tout celle d’extraits 
protéiques totaux de C. albicans.  

 
Enfin nous n’avons pas eu le temps de réaliser les tests d’inhibition de l’activité kinase 

de PKC par les composés 80 et 81. Ces tests restent donc à réaliser afin de comprendre le 
mode d’action de ces deux composés.  

 

Composé Structure CAAL2 PKC CAAL93 

62 
OH

OH

O NO2 
16% 50% 52% 

75 

O

OH

OH

O
Me

 

0% 94% nd 

64 
O

OMe

MeO

CONH2  

0% 17% 0% 

CERCO 
O

OH

OH

CONH2

O

OH

Me
O

 

43% 40% nd 
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2. Evaluation d’inhibition sur les kinases humaines 
 
Ce travail a été fait par la plateforme KISSf à Roscoff. Les évaluations ont été faites 

sur un panel de 8 kinases. Les tests, réalisés en triplicate avec le même mode opératoire que 
précédemment, mesure le taux de phosphorylation des protéines substrats associées aux 
différentes kinases. Les kinases testées ici sont MmCLK1, SscGSK3α/β, HsPIM1, 
HsCDK9/CyclineT, HsCDK5/p25, RnDYRK1A, HsHaspin et HsCKlδ/ε. 

 
Le tableau 37 présente les résultats obtenus de 14 molécules testées dans la série 

dibenzo[b,d]furane sur 8 protéines kinases. 
 
Tableau 37 : Détermination les IC50 des molécules de la famille des dibenzo[b,d]furanes synthétisées contre un 
panel de 8 protéines kinases 
 

Composé Structure 
IC 50 (µM) 

CLK1 GSK3 PIM1 CDK9 CDK5 DYRK1A Haspine CK1 

CERCO 
O

OH

OH

CONH2

O

OH

Me
O

 

>10 >10 8,10 0,22 5,60 >10 >10 >10 

58 O NO2

OMe

MeO

CONH2

 

>10 >10 3,21 >10 >10 >10 >10 >10 

59 
O

OH

OH

CONH2

NO2

 

1,22 >10 0,18 >10 >10 >10 >10 >10 

60 
O

OH

OH

CONH2

NH2

 

0,45 >10 0,13 >10 >10 >10 >10 >10 

61 
O

OH

OH

CONH2  

0,26 >10 0,23 >10 >10 >10 >10 >10 

62 
OH

OH

O NO2 
0,81 >10 1,35 >10 >10 >10 >10 >10 

63 
O NH2

OMe

MeO

CONH2  

>10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 

64 
O

OMe

MeO

CONH2  

0,75 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 

71 
O

OMe

MeO

O
Me

CONH2

 

>10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 
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74 
O

OH

OH

O
Me

CONH2  

0,14 >10 0,28 >10 >10 >10 >10 >10 

75 

O

OH

OH

O
Me

 

0,44 >10 0,97 >10 >10 >10 >10 >10 

80 

OMe

MeO

CONH2

O

OMe

 

>10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 

81 

OH

OH

CONH2

O

OH

 

0,026 >10 0,06 >10 >10 >10 >10 0,35 

82 

OMe

MeO O

OMe

O
Me

CONH2

 

>10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 

83 

OH

OH O

OH

CONH2

O
Me

 

0,29 >10 0,82 >10 >10 >10 >10 >10 

 
Neuf des composés testés (59, 60, 61, 62, 64, 74, 75, 81 et 83) ont des IC50 

submicromolaires, sur deux kinases : MmCLK1 et HsPIM1 ce qui en fait des cibles 
potentielles pour ces composés. Parmi ces composés, la molécule 81 possède des activités 
inhibitrices très prometteuses sur 2 kinases MmCLK1 et HsPIM1 avec des CI50 de 26 nM et 
60 nM respectivement. 

 
Sur les 5 composés qui restaurent la sensibilité d’une souche résistante aux azolés, 4 

d’entre eux montrent une activité inhibitrice importante sur MmCLK1 et HsPIM1. Comme 
nous l’avons expliqué précédemment, le domaine kinase de Fun31p, une sérine/thréonine 
kinase, présente une similitude de 51% avec le domaine kinase de PIM1 humain. Cette kinase 
fongique impliquée dans la régulation des dommages de la paroi cellulaire chez C. albicans 
pourrait être une cible potentielle pour les composés 62, 64, 75 et 81. Des études 
complémentaires restent à faire pour le vérifier. 

 
Un seul composé, le 81, possède une activité inhibitrice simultanée sur les 3 kinases 

MmCLK1, HsPIM1 et HsCKlδ/ε, avec des CI50 de 0,026 ; 0,06 et 0,35 µM respectivement. 
Cette molécule pourrait présenter un intérêt particulier en raison de son action sur plusieurs 
cibles, notamment en cancérologie. 

 
Il est, de plus, important de noter que la molécule 80, qui permet de restaurer la 

sensibilité de la souche CAAL2 au fluconazole, ne démontre aucune propriété d’inhibition des 
kinases. Le mécanisme d’action de cette molécule reste donc à élucider et il est sûr que 
l’hypothèse d’inhibition de l’activité kinase n’est pas valable. 
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IV. Conclusion sur l’activité biologique de la famille des 
dibenzo[b,d]furanes 

 

Tout d’abord, l’activité antifongique contre 6 souches de C. albicans (sensibles et 
résistantes au fluconazole) a été mesurée in vitro pour les 14 composés. Le composé 71 
présente une inhibition de la croissance des deux souches sensibles avec une CMI de l’ordre 
de 150 µM. Le composé 62, quant à lui présente une CMI d’environ 150 µM sur la souche 
sensible (CAAL93) et d’environ 100 µM sur deux souches résistantes (CAAL2 et CAAL28). 
Le composé 75 a une CMI d’environ 100 µM sur la souche résistante CAAL28. Ces valeurs 
de CMI sont du même ordre de grandeur que celles obtenues pour le cercosporamide dans nos 
conditions d’étude. 

 

Les tests de restauration de la sensibilité au fluconazole in vitro ont permis d’obtenir 
de très bon résultats. Un effet synergique avec le fluconazole a été observé pour 5 composés 
(62, 64, 75, 80 et 81) sur la souche CAAL2, seule souche pour laquelle le cercosporamide 
permet de restaurer la sensibilité au fluconazole.  
 

Ensuite, les tests d’inhibition de croissance sur biofilm mature pour 5 molécules (62, 
71, 74, 82 et 83) sur les 4 souches ont permis de voir émerger des résultats encourageants. La 
molécule 62 permet une inhibition de la croissance du biofilm mature pour l’ensemble des 4 
souches testées avec des CMI allant de 60 à 100 µM. La molécule 82 a montré une activité 
inhibitrice sur deux des souches avec des CMI plus faibles (de 15 µM et 45 µM). La molécule 
71 a une activité inhibitrice sur une seule souche avec une CMI de 45µM. Ces valeurs de CMI 
sont cependant trop élevées pour pouvoir présenter ces molécules comme des inhibiteurs 
efficaces de croissance du biofilm mature et des pharmacomodulations restent à faire pour 
améliorer ces résultats 

 

Une vérification de la cytotoxicité de ces composés a été faite, sur cellules HeLa. Il 
s’avère que 8 composés ne présentent aucune cytotoxicité ou une cytotoxicité faible (58, 62, 
71, 74, 75, 80, 82 et 83), alors que les cinq composés ont une cytotoxicité moyenne (59, 60, 
61, 63 et 81) et qu’un des composés est très cytotoxique (64). Nous en avons donc conclu 
qu’il ne fallait pas continuer à étudier le composé 64 dans un contexte de propriétés 
antifongiques alors qu’il serait intéressant de comprendre le mode d’action des composés 
montrant une cytotoxicité faible. 

 

Les tests d’inhibition de l’activité kinase, in vitro, n’ont été effectués pour l’instant 
que sur trois des composés qui restaurent la sensibilité de souches résistantes au fluconazole 
(62, 64 et 75). Ces trois composés n’ont pas démontré d’inhibition de l’activité kinase de la 
CaPkc1 plus importante que celle du cercosporamide. Par contre le composé 75 semble être 
un très bon inhibiteur de l’activité kinase de la PKC humaine. Ces résultats ne permettent pas 
de valider ces composés comme étant des inhibiteurs de CaPkc1. 
 

Afin d’établir un profil de sélectivité, l’activité inhibitrice des 14 composés synthétisés 
a été évaluée sur les kinases humaines. 9 des composés (59, 60, 61, 62, 64, 74, 75, 81 et 83) 
possèdent une activité inhibitrice sur 2 kinases MmCLK1 et HsPIM1. Le composé 81 possède 
une activité inhibitrice sur 3 kinases MmCLK1, HsPIM1 et HsCKlδ/ε. Ces essais permettent 
de proposer de nouvelles cibles intéressantes pour les composés. Des tests d’activité 
antiproliférative sur des lignées cellulaires tumorales, surexprimant notamment PIM1, vont 
être réalisés afin de vérifier le potentiel antitumoral de la série. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE 
 

L’objectif de ces travaux de recherche consistait à concevoir de nouveaux composés 
hétérocycliques analogues de cercosporamide, inhibiteurs spécifiques de CaPkc1, puis à 
évaluer leur potentiel antifongique intrinsèque ou leur propriété de contournement de la 
résistance aux azolés.  

 
Grâce à la connaissance des caractéristiques essentielles du site de fixation de l’ATP 

des kinases et à l’étude du cercosporamide comme un inhibiteur de CaPkc1, nous avons pu 
mettre en évidence les principales intéractions du cercosporamide dans le site ATP de 
l’enzyme, par modélisation moléculaire. En effet, il agit en compétition avec l’ATP au sein de 
son site de liaison, ciblant les acides aminés Glu104 et Ile106 (1ère hypothèse) et les acides 
aminés Ile106, Asp166/Asn153, et Asp152 (2ème hypothèse) en occupant la profonde cavité 
hydrophobe. Cette étude nous a permis de synthétiser des analogues hétérocycliques 
simplifiés en s’affranchissant de la présence d’un carbone asymétrique, à structures 
benzofuro[3,2-d]pyrimidine et dibenzo[b,d]furane, reprenant les caractéristiques structurales 
essentielles du cercosporamide. 
 

Les différentes approches menées lors de ces travaux ont permis la synthèse et 
l’évaluation biologique de 17 composés. Parmi ces derniers, 3 composés d’intérêt en série 
benzofuro[3,2-d]pyrimidine et 7 composés d’intérêt en série dibenzo[b,d]furane ont donné de 
résultats biologiques intéressants. Le travail sur la série benzofuro[3,2-d]pyrimidine a été 
publié, il en sera de même pour la série dibenzo[b,d]furane. 
 

Série benzofuro[3,2-d]pyrimidine : 
 
Les voies d’accès à des benzofuro[3,2-d]pyrimidines nous ont permis d’obtenir 3 

composés cibles avec des rendements globalement faibles, de l’ordre de 5 à 14%.  
 
Nous n’avons pas pu démontrer d’effet antifongique direct, sur les différentes souches 

testées, des composés de la série des benzofuro[3,2-d]pyrimidine. Par contre l’un des 
composés a permis pour la première fois de restaurer la sensibilité au fluconazole d’une 
souche résistante. Nous avons de plus montré que ces composés avaient une cytotoxicité 
faible, plus faible que le cercosporamide. 

 
Les tests de mesure de l’activité kinase ont permis de valider l’activité inhibitrice de 

ces composés sur la CaPkc plus importante que celle du cercosporamide. Par contre, cette 
activité inhibitrice est aussi observée sur l’activité de la PKC humaine, ce qui peut entraîner 
des questions sur la sélectivité de ces composés. Ceci est confirmé par les essais faits sur un 
panel de kinases, qui ont permis de proposer de nouvelles cibles intéressantes pour au moins 
l’un de ces composés (composé 41).  

 
Certaines pharmacomodulations sont encore nécessaires pour améliorer les effets 

observés dans cette étude.  
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Série dibenzo[b,d]furane : 
 

Les travaux de synthèse nous ont permis d’obtenir 14 composés analogues du 
cercosporamide, dont 7 composés d’intérêt avec des rendements globalement faibles, de 
l’ordre de 4 à 7%.  

 
Parmi les 7 composés d’intérêt, 3 d’entre eux ont démontré des activités antifongiques 

de l’ordre de grandeur de celles du cercosporamide sur certaines souches. Les valeurs de CMI 
sont élevées (>100µM), mais confirment l’intérêt du travail de pharmacomodulation fait sur 
cette série. 

 
Lors des tests de restauration de la sensibilité au fluconazole, 5 des composés ont 

montré un effet synergique avec le fluconazole mais sur une souche particulière, celle dont le 
mécanisme de résistance passe par des mutations sur le gène ERG3. Il serait intéressant de 
comprendre par quels mécanismes d’action ces composés agissent sur cette souche en 
particulier.  

 
L’ensemble des 14 composés analogues n’ont pas été testés pour leur activité 

inhibitrice de croissance de biofilm mature. Sur les 5 composés testés, 3 composés d’intérêt 
ont démontré des activités inhibitrices avec des CMI assez faibles. Là encore, la connaissance 
de la cible de ces composés permettrait de comprendre leur mode d’action sur la croissance du 
biofilm. 

 
Parmi les 7 composés d’intérêt, deux catégories se dessinent au niveau de la 

cytotoxicité sur cellules HeLa. 6 composés ont des cytotoxicités faibles voir inexistantes et il 
sera intéressant de continuer à élucider leur mode d’action au niveau de leur activité 
antifongique (directe ou de restauration de sensibilité au fluconazole). Le dernier composé a 
une cytotoxicité submicromolaire ce qui le rend inintéressant de point de vue antifongique 
mais qui justifie de mener une étude sur son activité anticancéreuse. 

 
La mesure de l’inhibition de l’activité PKC de Candida n’a pas permis de valider 

CaPkc1 comme cible potentielle pour les 3 composés testés. Des études complémentaires 
seront donc à mener pour le 4 autres composés d’intérêt. 

 
Enfin lors de l’établissement d’un profil de sélectivité, des résultats d’inhibition de 

deux kinases humaines (MmCLK1 et HsPIM1) ont été obtenus. Ces deux kinases ayant des 
homologues chez Candida, il serait pertinent d’investiguer ces kinases comme cibles 
potentielles des composés d’intérêt. Enfin, les résultats obtenus sur les kinases humaines 
testées laissent imaginer que les composés de la série dibenzo[b,d]furane pourraient avoir des 
propriétés anticancéreuses intéressantes. Des tests complémentaires sur cellules cancéreuses 
restent à faire pour valider cette hypothèse 

 
Les bons résultats obtenus en série dibenzo[b,d]furane tant sur les propriétés 

antifongiques que sur les propriétés d’inhibition de kinases humaines doivent nous inciter à 
poursuivre les travaux de pharmacomodulation, pour l’amélioration des propriétés physico-
chimiques (perméabilité membranaire) et des interactions avec la cible protéique. Notamment 
les données issues de la 2ème hypothèse de docking suggèrent l’introduction d’une chaîne N,N-
diméthylpropylamine sur le phénol en position 1 permettrait de cibler l’Asp152 dans une 
interaction ionique spécifique (Fugure 65). 
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Figure 65 : Hypothèse de docking dans le site ATP du modèle CaPkc1 
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I. General chemistry 
Solvents 

The anhydrous solvents are distilled according to the following methods: 
- Sodium/benzophenone for ethers (diethyl ether, tetrahydrofuran). 
- Calcium chloride for chlorinated solvents (dichloromethane, 1,2-dichloroethane). 

They are then stored under nitrogen. 
 

Microwave synthesis 
DiscoverTM CEM system, Magnetron Frequency 2450 MHz, Power Output 300 Watts. 
 
Chromatography 
Analytical chromatography 
All reactions were monitored by TLC analysis using Merck silicagel 60F-254 thin-layer 
plates. The revelation is carried out under an ultraviolet lamp at 254 or 365 nm. 
 
Preparative chromatography 
Purifications by column chromatography are carried out in liquid phase on an open column. 
The stationary phase used is Merck 60 silica gel (70-230 mesh ASTM) (0.063-0.200 µm). 
 
Physical measurements 
Melting points were determined on an Electrothermal IA 9000 melting point apparatus and 
are uncorrected.  
 
Spectrometric methods 
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 
 
NMR spectra were recorded on Bruker Avance 400 spectrometer (1H NMR at 400 MHz and 
13C NMR at 100 MHz), remanent signal of solvent was used like intern reference. Chemical 
shift (δ) values are expressed in parts per million (ppm) and coupling constants (J) values are 
given in Hz. The multiplicity of signals is indicated using the following abbreviations: 
 

s = singulet   d = doublet  dd = doublet de doublet  
t = triplet   q = quadruplet  m = multiplet 
ddd = doublet de doublet de doublet   tt = triplet de triplet 

 
Infrared spectrometry (IR) 
Infrared spectra (IR) were recorded on a Shimadzu IRAffinity-1 IR-FT spectrophotometer 
equipped with a MIRacle 10 accessory ATR.  
 
Mass Spectrometry (Mass) 
Electrospray mass spectrometric analyses were performed on a Waters Acquity UPLC system 
ZQ 2000 single quadrupole spectrometer. Formic acid (0.1%) was added in diluent to 
improve ionization. The compounds are previously dissolved in methanol.  
 
Elemental analyses 
Elemental analyses were performed on a Thermo Scientific Elemental Analyser Flash EA 
1112 and were found within ±0.4% of the theoretical values.  
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II. Table of methods 
Type of reaction Method Compounds Conditions Pages 

Protection of 
hydroxyl group 

A1 
2 

85 
Pyridine, Ac2O, 120 °C 

174 

247 

A2 
77 

84 

CH3I, Cs2CO3, 

CH3CN, 70 °C 

240 

249 

Synthesis of 
tribenzyl 

phloroglucinol ether 
B 3 

BnCl, NaH,                         
DMF, H2O, 0 °C - rt 

175 

Mono-deprotection 
of tribenzylated 

precursor 
C 4 

C6H10, Pd-C 10%, 
AcOEt/EtOH (3/1), 110 °C 

176 

Halogenation 

D1 5 NBS, CH2Cl2, -78 °C 177 

D2 
9 

14 
NIS, CH2Cl2, -78 °C 

179 

185 

D3 
29 

44 
NIS, CH2Cl2, 0 °C 

198 

214 

Cyanation E 

7 

16 

23 

32 

45 

CuCN, DMF, 160 °C 

181 

187 

192 

200 

215 

O-alkylation 

F1 

6 

10 

15 

30 

31 

NaH, ethyl bromoacetate, 
DMF, rt 

178 

180 

186 

199 

201 

F2 34 
NaH, 2-iodoacetamide,        

DMF, 60 °C 205 

F3 
38 

46 
Bromoacetonitrile, K2CO3, 

DMF, 80 °C 
209 

216 
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Type of reaction Method Compounds Conditions Pages 

Cyclisation 
G1 

11 

17 

18 

24 

39 

47 

NaH, DMF, 0 °C 

182 

188 

202 

193 

210 

217 

G2 35 KOH, EtOH, 60 °C 206 

Protection of amino 
group by a Boc 

group 
H 

13 

27 
Boc2O, DMAP, THF, 80 °C 

184 

196 

Building of 
pyrimidine ring 

I1 

12 

19 

20 

25 

40 

48 

1) HC(OEt)3, MW, 100W,   
200 °C 

2) NH3/MeOH 7N, MW, 
100W, 140 °C 

183 

189 

203 

194 

211 

218 

I2 36 
1) KOCN, CH3COOH, 100 °C 

2) KOH/EtOH, 90 °C 
207 

Deprotection of 
benzyl groups 

J 

21 

22 

33 

37 

41 

H2SO4 cc, rt 

191 

190 

204 

208 

212 

Demethylation of 
methoxy groups 

K1 

41 

59 

61 

62 

74 

75 

81 

83 

Pyridine.HCl, 

200 °C, MW, 100W 

212 

226 

228 

229 

238 

239 

244 

246 

K2 59 BBr3, CH2Cl2, rt 226 
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Type of reaction Method Compounds Conditions Pages 

Synthesis of NHS 
formate L 26 Ac2O, 0 °C-rt 195 

Introduction of 
carboxamide 

function 
M 

28 

43 

58 

64 

71 

80 

82 

1) CSI, CH3CN, 0 °C 

2) HCl 1M, rt 

197 

213 

225 

231 

237 

243 

245 

Synthesis of diaryl 
ether intermediate 

N1 

50 

51 

54 

1) KOH, DMF, 120 °C 

2) 1-iodo-2-nitrobenzene, Cu, 
170 °C 

221 

219 

222 

N2 

65 

72 

78 

87 

Cs2CO3, CuI, 

DMF, 120 °C, MW, 80W 

232 

235 

241 

250 

Reduction of nitro 
group 

O1 

52 

55 

60 

63 

Zn, NH4Cl sat, 

CH3OH, 80 °C 

220 

223 

227 

230 

O2 52 
SnCl2, HCl, 

CH3OH, 80 °C 
220 

Deamination P 
61 

64 

H2SO4 25%, NaNO2, 

EtOH, 0 °C - 80 °C 

228 

231 
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Type of reaction Method Compounds Conditions Pages 

Synthesis of 
dibenzofurans 
(cyclisation) 

Q1 

56 

57 

73 

79 

88 

Pd(OAc)2, AgOAc, 

PivOH, 130 °C 

233 

224 

236 

242 

251 

Q2 64 
Cs2CO3, 

CH3CN, MW, 100W, 150 °C 
231 

Suzuki coupling R 69 
Pd(OAc)2, PPh3, K3PO4, 

CH3CN/H2O (4/1), 90 °C, 
MW, 80W 

234 

Friedel-Crafts 
acylation 

S 

 

82 

 

AcCl, AlCl3, 

1,2-dichloroethane, rt 
245 

Fries rearrangement T 86 BF3.2CH3COOH, 180 °C 248 
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Phloroglucinol triacetate (2) 
 
 
White powder 
C12H12O6 

Mr = 252.22 g.mol-1 

Rf = 0.23 (cyclohexane/ethyl acetate: 5/1) 
Mp = 106 -107 °C 
Yield = 87% 

OAc

AcO OAc
 

 
 

 
 
Method A1: To a solution of phloroglucinol 1 (10.00 g, 79.2 mmol) in pyridine (50 mL) was 
added acetic anhydride (30 ml, 317.2 mmol). The mixture was stirred and refluxed for 5 h. 
Pyridine was then removed under reduced pressure and the residue was washed with 
diisopropyl ether to give compound 2 as a white powder (17.30 g, 87% yield). 
 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 6.84 (s, 3H, H2,4,6), 2.28 (s, 9H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 168.7 (3C=O), 151.2 (3C), 112.9 (3CH), 21.2 
(3CH3). 
 
IR (cm-1): 3105, 1757, 1601, 1366, 1182, 1121, 1018, 914.  
 
MS (ESI), m/z (%): 251.06 (100) [M-H]-. 
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Phloroglucinol tribenzyl ether (3) 
 
 
White powder 
C27H24O3 
Mr = 396.48 g.mol-1 

Rf = 0.66 (cyclohexane/ethylacetate: 8/2) 
Mp = 88-89 °C 
Yield = 96% 

OBn

BnO OBn

 

 
 
Method B: A mixture of phloroglucinol triacetate 2 (20.00 g, 79.3 mmol), benzyl chloride  
(33.0 mL, 285.5 mmol) and sodium hydride 60% (22.80 g, 571.0 mmol) in                                       
N,N-dimethylformamide (200 mL) was cooled to 0 oC and water (5 mL) was added dropwise 
over a period of 10 min. The reaction mixture was stirred for 10 h at room temperature then 
reaction was quenched with water. The aqueous layer was extracted with ethyl acetate and the 
organic layer was washed with brine, dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the resisdue was recrystallized from methanol to give compound 3 as 
a white solid (30.00 g, 96% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.43-7.33 (m, 15H, HAr), 6.28 (s, 3H, H2,4,6), 5.01 (s, 
6H, 3CH2). 
 
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 160.6 (3C), 136.8 (3C), 128.5 (6CH), 127.9 (3CH), 
127.5 (6CH), 94.9 (3CH), 70.1 (3CH2). 
 
IR (cm-1): 2922, 1593, 1449, 1377, 1155, 1063, 1026. 
 
MS (ESI), m/z (%): 397.17 (100) [M+H]+. 
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3,5-Dibenzyloxyphenol (4) 
 
 
White powder 
C20H18O3 
Mr = 306.36 g.mol-1 

Rf = 0.16 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 91-92 °C 
Yield = 45% 

OBn

BnO OH

 

 
 
Method C: A mixture of phloroglucinol tribenzyl ether 3 (10.00 g, 25.2 mmol), palladium on 
carbon 10% (0.80 g) and cyclohexene (1.3 mL, 12.6 mmol) in 80 mL of ethyl acetate/ethanol 
(3/1) mixture was refluxed at 110 oC for 2 h. Then the reaction mixture was filtered on 
Celite®, concentrated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 4 as a 
white solid (3.47 g, 45% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.44 – 7.32 (m, 10H), 6.26 (t, 4J = 2.1 Hz, 1H, H4), 
6.14 (d, 4J = 2.2 Hz, 1H, H2), 6.12 (d, 4J = 2.2 Hz, 1H, H6), 5.01 (s, 4H, 2CH2), 4.78 (s, 1H, 
OH). 
 
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 160.8 (2C3,5), 157.2 (C1), 136.7 (2C), 128.5 (4CH), 
128.0 (2CH), 127.5 (4CH), 95.3 (2CH2,6), 94.9 (C4), 70.1 (2CH2).  
 
IR (cm-1): 3391, 3032, 2931, 1600, 1498, 1453, 1377, 1214, 1152, 1053. 
 
MS (ESI), m/z (%): 307.2 (100) [M+H]+. 
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3,5-bis(Benzyloxy)-2-bromophenol (5) 

 

Light beige powder 
C20H17BrO3 
Mr = 385.25 g.mol-1 

Rf = 0.33 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/2) 
Mp = 71-72 °C  
Yield = 95% 

OBn

BnO OH

Br

 
 
 

 
 
Method D1: A solution of 3,5-dibenzyloxyphenol 4 (300 mg, 0.98 mmol) in dichloromethane 
(5 mL) was cooled to -78 °C. N-bromosuccinimide (174 mg, 0.98 mmol) was added and the 
reaction mixture was maintained at -78 °C for 2 min. The reaction was quenched at -78 °C by 
the addition of 10% aqueous potassium carbonate solution (10 mL) and warmed to room 
temperature. The reaction was diluted with water (30 mL) and extracted with dichloromethane 
(3 x 50 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The 
solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 5 as a light 
beige solid (358 mg, 95% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.45 - 7.32 (m, 10H, HAr), 6.35 (d, 4J = 2.6 Hz, 1H, 
H4), 6.24 (d, 4J = 2.7 Hz, 1H, H6), 5.67 (s, 1H, OH), 5.09 (s, 2H, CH2), 5.00 (s, 2H, CH2). 
 
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 159.7 (C1), 155.9 (C5), 153.8 (C3), 136.4 (C),         
136.3 (C), 128.6 (2CH), 128.5 (2CH), 128.1 (1CH), 127.9 (1CH), 127.5 (2CH), 127.0 (2CH), 
94.7 (C6H), 94.6 (C4H), 92.0 (C2), 70.8 (CH2), 70.3 (CH2). 
 
IR (cm-1): 3483, 2928, 1597, 1496, 1155, 1103, 1028, 972, 800, 734, 692. 
 
MS (ESI), m/z (%): 383.1 (100) [M-H]-; 383.1 (100) [M-H+2]- ; 386.1 (100) [M+H]+ ; 387.1 
(100) [M+H+2]+. 
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Ethyl (2-bromo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (6) 
 
 
Pale yellow powder 
C24H23BrO5 
Mr = 471.34 g.mol-1 

Rf = 0.12 (cyclohexane/ethyl acetate: 9/1) 
Mp = 92-93 °C  
Yield = 83% 

OBn

BnO O

O

OEt

Br

 

 
 
Method F1: To a solution of 3,5-bis(benzyloxy)-2-bromophenol 5 (200 mg, 0.5 mmol) in                                 
N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydride 60% (32 mg, 0.8 mmol) at room 
temperature. When no more gas evolved, ethyl bromoacetate (66 µL, 0.6 mmol) was added 
dropwise and the reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. After addition of 
water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined 
organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in 
vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 6 as a pale yellow solid (196 mg, 
83% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.47 – 7.16 (m, 10H, HAr), 6.32 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, 
H6), 6.16 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, H4), 5.11 (s, 2H, CH2), 4.98 (s, 2H, CH2), 4.65 (s, 2H, CH2CO), 
4.25 (q, 3J = 7.2 Hz, 2H, CH2CH3), 1.29 (t, 3J  = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 168.3 (C=O), 159.2 (C3), 156.8 (C5), 156.1 (C1), 
136.4 (C), 136.3 (C), 128.6 (2CH), 128.5 (2CH), 128.2 (1CH), 127.9 (1CH), 127.5 (2CH), 
126.9 (2CH), 95.4 (C6H), 94.5 (C4H), 94.2 (C2), 71.0 (CH2), 70.4 (CH2), 66.5 (CH2CO), 61.4 
(CH2CH3), 14.1 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1743, 1604, 1503, 1454, 1433, 1388, 1207, 1141, 1055, 1024, 798, 736, 698. 
 
MS (ESI), m/z (%): 471.1 (100) [M-H+2]-; 474.2(100) [M+H+2]+. 
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3,5-bis(Benzyloxy)-2-iodophenol (9) 
 
 
White powder 
C20H17IO3 
Mr = 432.25 g.mol-1 

Rf = 0.17 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 75-76 °C  
Yield = 76% 

OBn

BnO OH

I

 

 
 
Method D2: A solution of 3,5-dibenzyloxyphenol 4 (2.00 g, 6.5 mmol) in dichloromethane 
(10 mL) was cooled to -78 °C. N-iodosuccinimide (1.47 g, 6.5 mmol) was added and the 
reaction mixture was maintained at -78 °C for 2 min. The reaction was quenched at -78 °C by 
the addition of 10% aqueous potassium carbonate solution (20 mL) and warmed to room 
temperature. The reaction was diluted with water (30 mL) and extracted with dichloromethane 
(3 x 50 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The 
solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 9 as a 
white solid (2.14 g, 76% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.52 – 7.35 (m, 10H, HAr), 6.43 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, 
H4), 6.24 (d, 4J = 2.6 Hz, 1H, H6), 5.58 (s, 1H, OH), 5.12 (s, 2H, CH2), 5.04 (s, 2H, CH2). 
 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ: 161.3 (C1), 158.1 (C5), 156.5 (C3), 136.4 (C), 136.3 
(C), 128.6 (2CH), 128.6 (2CH), 128.1 (1CH), 127.9 (1CH), 127.5 (2CH), 127.0 (2CH), 94.2 
(C6H), 94.1 (C4H), 70.9 (CH2), 70.3 (CH2), 68.2 (C2). 
 
IR (cm-1): 2922, 1577, 1427, 1375, 1355, 1269, 1211, 1163, 1095, 1053, 1014. 
 
MS (ESI), m/z (%): 433.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl (2-iodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (10) 
 
 
Beige powder 
C24H23IO5 
Mr = 518.34 g.mol-1 

Rf = 0.32 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 84-85 °C 
Yield = 96% 

BnO

OBn

O
O

OEt

I

 

 
 
Method F1: To a solution of 3,5-bis(benzyloxy)-2-iodophenol 9 (1.20 g, 2.8 mmol) in                                       
N,N-dimethylformamide (5 mL) was added sodium hydride (166 mg, 4.1 mmol) at room 
temperature. When no more gas evolved, ethyl bromoacetate (0.5 mL, 4.7 mmol) was added 
dropwise and the reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. After addition of 
water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined 
organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in 
vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 10 as a beige solid (1.38 g, 96% 
yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.52 – 7.27 (m, 10H, HAr), 6.30 (d, 4J = 2.4 Hz, 1H, 
H4), 6.14 (d, 4J  = 2.4 Hz, 1H, H6), 5.12 (s, 2H, CH2), 5.01 (s, 2H, CH2), 4.65 (s, 2H, COCH2), 
4.27 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 1.31 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 168.2 (C=O), 160.9 (C5), 159.0 (C3), 158.4 (C1),   
136.3 (C), 136.2 (C), 128.6 (2CH), 128.5 (2CH), 128.1 (1CH), 127.8 (1CH), 127.5 (2CH), 
127.4 (2CH), 94.6 (C6H), 93.8 (C4H), 70.9 (CH2), 70.3 (CH2), 68.7 (C2), 66.5 (CH2CO), 61.3 
(CH2CH3), 14.1 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1745, 1598, 1597, 1431, 1386, 1336, 1265, 1205, 1159, 1139, 1055, 1018. 
 
MS (ESI), m/z (%): 519.2 (100) [M+H]+. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Experimental section 

181 
 

Ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (7) 
 
 
Pale green powder 
C25H23NO5 
Mr = 417.45 g.mol-1 

Rf = 0.35 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 126-127 °C 
Yield = 19% (from compound 6) 
             92% (from compound 10) 

OBn

BnO O

O

OEt

CN

 

 
 
Method E2: A mixture of ethyl (2-bromo-3,5-dibenzylphenoxy)acetate 6 (100 mg, 0.2 mmol) 
and copper(I) cyanide (29 mg, 0.3 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was heated at     
160 °C for 1 h. After cooling, the reaction mixture was poured into crushed ice and a 
precipitate was formed, which was extracted with ethyl acetate (3 x 50 mL). The organic 
layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered, and evaporated to dryness. 
The resulting oil was purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl 
acetate (8/2) as eluent to give compound 7 as a pale green (17 mg, 19% yield). 
 
(The compound 7 is prepared from ethyl (2-iodo-3,5-dibenzylphenoxy)acetate 10 (1.50 g,       
2.9 mmol) according to the method E2 with a yield of 92%.) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.51 – 7.39 (m, 10H, HAr), 6.65 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H4), 
6.46 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H6), 5.30 (s, 2H, CH2), 5.21 (s, 2H, CH2), 5.02 (s, 2H, COCH2), 4.19 
(q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 1.24 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 

 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 168.0 (C=O), 164.2 (C5), 162.3 (C3), 161.8 (C1),            
136.2 (C), 136.1 (C), 128.8 (2CH), 128.7 (2CH), 128.6 (1CH), 128.3 (1CH), 128.2 (2CH), 
128.3 (2CH), 114.2 (CN), 94.0 (C6H), 93.1 (C4H), 83.8 (C2), 70.4 (CH2), 70.3 (CH2),                
65.3 (CH2CO2), 61.0 (CH2CH3), 14.1 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2922, 2220, 1757, 1600, 1579, 1498, 1427, 1209, 1166, 1130, 1022, 817, 727. 
 
MS (ESI), m/z (%): 418.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-carboxylate (11) 

 

White powder 
C25H23NO5 
Mr = 417.45 g.mol-1 

Rf = 0.21 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 114-115°C 
Yield = 66% 

OBn

BnO O

NH2

OEt

O

 

 
 
Method G1: To a solution of ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate 7 (1.00 g,          
2.4 mmol) in N,N-dimethylformamide (3 mL) was added sodium hydride 60% in mineral oil 
(144 mg, 3.6 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 30 min, quenched with water and 
extracted with ethyl acetate (3 x 50 mL). The organic layers were washed with brine, dried 
over sodium sulfate, filtered, and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by 
silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give 
compound 11 as a white solid (0.66 g, 66% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.56 – 7.35 (m, 10H, HAr), 6.80 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H7), 
6.57 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H5), 5.72 (s, 2H, NH2), 5.32 (s, 2H, CH2), 5.15 (s, 2H, CH2),                
4.28 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 1.32 (t, 3J= 7.1 Hz, 3H, 56). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 161.5 (C=O), 160.2 (C6), 155.8 (C4), 154.8 (C),               
140.1 (C3), 136.6 (2C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), 128.2 (1CH), 128.0 (1CH), 127.9 (2CH), 
127.7 (2CH), 122.3 (C2), 105.2 (C), 95.8 (C5H), 89.8 (C7H), 70.1 (CH2), 69.8 (CH2),                 
59.8 (CH2CH3), 14.6 (CH3). 

 
IR (cm-1): 3493, 3358, 1664, 1622, 1550, 1504, 1373, 1224, 1143, 1099, 1028, 812, 734. 
 
MS (ESI), m/z (%): 418.1 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C25H23NO5: C 71.93, H 5.55, N 3.36. Found: C 72.15, H 5.56, N 3.37. 
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7,9-bis(Benzyloxy)[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4(3 H)-one (12) 
 
 
White powder 
C24H18N2O4 
Mr = 398.41 g.mol-1 

Rf = 0.48 (ethyl acetate) 
Mp = 276-277 °C 
Yield = 31% 

O

N
NH

O

OBn

BnO

 

 
 
Method I1: A mixture of ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxybenzofuran-2-carboxylate 11           
(100 mg, 0.24 mmol) in triethyl orthoformate (1.5 mL) was irradiated in a microwave at           
200 oC for 15 min. The resultant yellow solution was evaporated to dryness and the residue 
was dissolved in a solution of ammonia in methanol 7N (3 mL). The mixture was irradiated in 
a microwave at 140 oC for 15 min and the resultant precipitate was collected and evaporated 
to dryness. The residue was triturated with acetonitrile and the solid was collected by 
filtration. The solids were combined to give compound 12 as a white solid (30 mg, 31% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.78 (s, 1H, NH), 8.16 (s, 1H, H2), 7.56 - 7.33 (m, 10H, 
HAr), 7.11 (s, 1H, H6), 6.77 (s, 1H, H8), 5.33 (s, 2H, CH2), 5.21 (s, 2H, CH2). 

 
IR (cm-1): 3062, 2926, 1693, 1622, 1429, 1328, 1230, 1147, 1082. 
 
MS (ESI), m/z (%): 399.1 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C24H18N2O4: C 72.35, H 4.55, N 7.03. Found: C 72.52, H 4.53, N 7.05. 
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Ethyl 3-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-carboxylate (13) 
 
 
Beige powder 
C30H31NO7 
Mr = 517.57 g.mol-1 

Rf = 0.54 (cyclohexane/ethylacetate: 6/4) 
Mp = 82-83 °C (cyclohexane/ethylacetate) 
Yield = 91% 

OBn

BnO O

NHBoc
O

OEt

 

 
 
Method H: Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxybenzofuran-2-carboxylate 11 (50 mg, 0.12 mmol) 
was dissolved in dry tetrahydrofurane (4 mL), di-tert-butyl dicarbonate (156 mg, 0.72 mmol) 
and catalytic amount of 4-dimethylaminopyridine (2 mg) was added. The solution was heated 
at 80 oC for 2 h. After cooling and evaporated to dryness, the crude product was purified by 
silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give the 
compound 13 as a beige solid (56 mg, 91% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO), δ ppm: 8.71 (s, 1H, NHBoc), 7.56 - 7.36 (m, 10H, HAr),              
6.99 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H7), 6.63 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H5), 5.25 (s, 2H, CH2), 5.19 (s, 2H, 
CH2), 4.33 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH2), 1.37 (s, 9H, Boc), 1.31 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, CH3).  
 
13C NMR (100 MHz, DMSO), δ ppm: 160.9 (C=O), 158.7 (C=O), 155.4 (C6), 154.2 (C4), 
153.0 (C), 149.8 (C3), 136.6 (2C), 128.4 (2CH), 128.2 (2CH), 128.1 (1CH), 128.0 (1CH),    
127.9 (2CH), 127.7 (2CH),  109.7 (C), 97.5 (C5), 89.8 (C7), 82.6 (C), 79.0 (C), 70.1 (CH2),    
69.6 (CH2), 60.5 (CH2CH3), 28.1 (2CH3), 27.5 (CH3), 14.2 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3490, 3352, 1668, 1620, 1546, 1504, 1375, 1274, 1145, 1096, 1025. 
 
MS (ESI), m/z (%): 518.3 (100) [M+H]+. 
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3,5-bis(Benzyloxy)-2,6-diiodophenol (14) 
 
 
Beige powder 
C20H16I2O3 
Mr = 558.15 g.mol-1 

Rf = 0.34 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 122-123 °C  
Yield = 83% 

OBn

BnO OH

I

I  

 
 
Method D2: A solution of 3,5-dibenzyloxyphenol 4 (500 mg, 1.6 mmol) in dichloromethane 
(20 mL) was cooled to -78 °C. N-iodosuccinimide (733 mg, 3.3 mmol) was added and the 
reaction was maintained at -78 °C for 2 min. The reaction was quenched at -78 °C by the 
addition of 10% aqueous potassium carbonate solution (20 mL) and warmed to room 
temperature. The reaction was diluted with water (50 mL) and extracted with dichloromethane 
(3 x 50 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The 
solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 14 as a 
beige solid (750 mg, 83% yield).  
 

 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.37 - 7.23 (m, 10H, HAr), 6.05 (s, 1H, H4),                   
5.94 (s, 1H, OH), 5.01 (s, 4H, 2CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 158.9 (2C3,5), 155.0 (C1), 136.0 (2C), 128.6 (4CH), 
128.1 (2CH), 126.9 (4CH), 91.8 (C4H), 71.3 (2CH2),65.9 (2C2,6H). 
 
IR (cm-1): 3462, 1496, 1446, 1379, 1336, 1292, 1184, 1093, 1064, 1033, 804, 729, 692. 
 
MS (ESI), m/z (%): 559.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl (2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (15) 

 

White powder 
C24H22I2O5 
Mr = 644.24 g.mol-1 

Rf = 0.27 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 114-115 °C 
Yield = 91% 

OBn

BnO

I

I

O
OEt

O
 

 
 
Method F1: To a solution of 3,5-bis(benzyloxy)-2,6-diiodophenol 14 (600 mg, 1.1 mmol) in                          
N,N-dimethylformamide (3 mL) was added sodium hydride 60% (64 mg, 1.8 mmol) at room 
temperature. When no more gas evolved, ethyl bromoacetate (0.2 mL, 1.8 mmol) was added 
dropwise and the reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. After addition of 
water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined 
organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in 
vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 15 as a white solid (627 mg, 91% 
yield). 
 

 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.46 – 7.31 (m, 10H, HAr), 6.32 (s, 1H, H4),                  
5.09 (s, 4H, 2CH2), 4.61 (s, 2H, COCH2), 4.36 (q, 3J = 7.2 Hz, 2H, CH2CH3),                                  
1.37 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 167.7 (C=O), 159.3 (2C3,5), 158.2 (C1), 135.8 (2C), 
128.6 (4CH), 128.1 (2CH), 126.9 (4CH), 95.9 (C4H), 73.6 (2C2,6I), 71.4 (2CH2), 68.7 
(CH2CO), 61.3 (CH2CH3), 14.2 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1751, 1566, 1334, 1107, 738. 
 
MS (ESI), m/z (%): 645.1 (100) [M+H]+. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Experimental section 

187 
 

Ethyl (2,6-dicyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (16) 

 

White powder 
C26H22N2O5 
Mr = 442.46 g.mol-1 

Rf = 0.60 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 75-75 °C 
Yield = 87% 

OBn

BnO

CN

CN

O
OEt

O
 

 
 
Method E2: A mixture of ethyl (2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate 15 (650 mg,        
1.0 mmol) and copper(I) cyanide (270 mg, 3.0 mmol) in N,N-dimethylformamide (3 mL) was 
heated at 160 °C for 2 h. After cooling, the reaction mixture was poured into crushed ice and a 
precipitate was formed, which was extracted with ethyl acetate (2 x 30 mL). The organic 
layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered, and evaporated to dryness. 
The resulting oil was purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl 
acetate (8/2) as eluent to give compound 16 as a white solid (390 mg, 87% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.39-7.34 (m, 10H, HAr), 6.26 (s, 1H, H4),                     
5.15 (s, 4H, 2CH2), 5.13 (s, 2H, COCH2), 4.28 (q, 2H, 3J = 7.1 Hz, CH2CH3),                                  
1.30 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 167.3 (C=O), 165.4 (2C3,5), 164.4 (C1), 134.2 (2C), 
128.9 (2CH), 128.7 (2CH), 128.7 (1CH), 128.6 (1CH), 128.5 (2CH), 126.9 (2CH),                  
112.5 (2C≡N), 93.1 (C4H), 88.7 (2C2,6), 71.5 (2CH2), 69.1 (CH2CO), 61.9 (CH2CH3),              
14.0 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2924, 2222, 1755, 1597, 1498, 1381, 1176, 1122. 
 
MS (ESI), m/z (%): 443.2 (100) [M+H]+. 
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Ethyl 3-amino-7-cyano-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-carboxylate (17) 
 
 
Beige powder 
C26H22N2O5 
Mr = 442.46 g.mol-1 

Rf = 0.71 (cyclohexane/ethyl acetate: 1/1) 
Mp = 126-127 °C 
Yield = 71% 

OBn

BnO O

NH2

CN

O

OEt

 

 
 
Method G1: To a solution of ethyl (2,6-dicyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate 16 (3.00 g, 
6.8 mmol) in N,N-dimethylformamide (5 mL) was added sodium hydride 60% (0.54 g,            
13.6 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 30 min, quenched with water and extracted 
with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium 
sulfate, filtered, and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 17 as a 
beige solid (2.12 g, 71% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO), δ ppm: 7.58 - 7.39 (m, 10H, HAr), 6.98 (s, 1H, H5),                      
5.90 (s, 2H, NH2), 5.50 (s, 2H, CH2), 5.41 (s, 2H, CH2), 4.32 (q, 2H, 3J = 7.1 Hz, CH2CH3),                                 
1.34 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO), δ ppm: 163.9 (C=O), 160.8 (C6), 158.6 (C4), 155.4 (C3),        
135.7 (C), 135.6 (C), 129.0 (2CH), 128.6 (2CH), 128.5 (1CH), 128.4 (1CH), 128.1 (2CH), 
127.9 (2CH), 124.6 (C2), 113.0 (CN), 106.3 (C), 92.0 (C5H), 80.5 (C7), 71.6 (CH2), 71.3 
(CH2), 60.1 (CH2CH3), 53.4 (C), 14.6 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3504, 2223, 1614, 1554, 1508, 1454, 1338, 1305, 1103, 966, 700. 
 
MS (ESI), m/z (%): 443.2 (100) [M+H]+. 
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7,9-Dibenzyloxy-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carbonitrile (19) 
 
 
White powder 
C25H17N3O4 
Mr= 423.12 g.mol-1 

Rf = 0.65 (ethyl acetate) 
Mp = 265-266 °C 
Yield = 54% 

O

OBn

BnO

CN

N
NH

O

 

 
 
Method I1: A mixture of ethyl 3-amino-7-cyano-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-
carboxylate 17 (500 mg, 1.1 mmol) in triethyl orthoformate (3 mL) was irradiated in a 
microwave at 200 oC for 15 min. The resultant yellow solution was evaporated to dryness and 
the residue was dissolved in a solution of ammonia in methanol 7M (3 mL). The mixture was 
irradiated in a microwave at 140 oC for 15 min and the resultant precipitate was collected and 
evaporated to dryness. The residue was triturated with acetonitrile and the solid was collected 
by filtration. The solids were combined to give compound 19 as a white solid (258 mg, 54% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.03 (d, 3J = 3.8 Hz, 1H, NH), 8.27 (d, 3J = 3.7 Hz, 1H, 
H2), 7.96 – 7.29 (m, 10H, HAr), 7.20 (s, 1H, H8), 5.54 (s, 2H, CH2), 5.50 (s, 2H, CH2). 

 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.1 (C=O), 159.3 (C9), 157.8 (C7), 151.7 (C),                 
147.6 (C2H), 143.5 (C), 138.4 (C), 135.8 (C), 135.6 (C), 128.8 (2CH), 128.7 (2CH),                
128.5 (1CH), 128.4 (1CH), 128.0 (2CH), 127.9 (2CH), 112.7 (C≡N), 106.7 (C), 95.2 (C8H), 
79.0 (C6), 71.7 (CH2), 71.0 (CH2). 

 
IR (cm-1): 3182, 2222, 1685, 1598, 1487, 1433, 1366, 1116, 1093, 1022, 962, 692. 
 
MS (ESI), m/z (%): 424.1 (100) [M+H]+. 
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7,9-Dihydroxy-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carbonitrile (22) 
 
 
Brown powder 
C11H5N3O4 
Mr = 243.16 g.mol-1 

Rf = 0.37 (dichloromethane) 
Mp = 335-336 °C 
Yield = 61% 
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Method J: A mixture of 7,9-dibenzyloxy-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carbonitrile 19 (200 mg, 0.5 mmol) and concentrated sulfuric acid (2 mL) was stirred at room 
temperature for 15 min. Water (25 mL) was added to quench the reaction. The mixture was 
extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over 
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The residue was triturated with acetonitrile 
and the solid was collected by filtration. The solids were combined to give compound 22 as a 
brown solid (70 mg, 61% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.03 (s, 1H, OH), 12.91 (s, 1H, OH), 11.77 (s, 1H, NH), 
8.20 (s, 1H, H2), 6.57 (s, 1H, H8). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 169.8 (C4), 166.4 (C9), 164.4 (C7), 159.0 (C), 151.6 (C), 
147.1 (C2H), 144.1 (C), 137.5 (C), 113.6 (C≡N), 104.7 (C6), 98.4 (C8H). 
 
IR (cm-1): 3045, 2796, 2229, 1614, 1384, 1267, 1112, 1060. 
 
MS (ESI), m/z (%): 244.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl 3-amino-7-cyano-4,6-dihydroxy-1-benzofuran-2-carboxylate (21) 
 
 
Brown powder 
C12H10N2O5 
Mr = 262.06 g.mol-1 

Rf = 0.35 (ethyl acetate) 
Mp = 150-151 °C  
Yield = 73% 
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Method J: A mixture of ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-cyanobenzofuran-2-carboxylate 17 
(200 mg, 0.5 mmol), concentrated sulfuric acid (2 mL) was stirred at room temperature for       
15 min. Water (25 mL) was added to quench the reaction. The mixture was extracted with 
ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, 
filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column 
chromatography, eluting sequentially with 0% to 100% ethyl acetate in cyclohexane as eluent 
to give compound 21 as a brown solid (86 mg, 73% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.91 (s, 1H, OH), 11.82 (s, 1H, OH), 6.36 (s, 1H, H5), 
5.88 (s, 2H, NH2), 4.30 (q, 3J = 7.0 Hz, 2H, CH2), 1.33 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.2 (C=O), 159.7 (C), 158.9 (2C4,6), 156.1 (C3),          
122.2 (C2), 113.0 (CN), 103.7 (C), 96.3 (C5H), 74.9 (C7), 59.1 (CH2CH3), 14.6 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3498, 3388, 2918, 2222, 1614, 1381, 1288, 1207, 1143, 1018. 
 
MS (ESI), m/z (%): 263.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxy-6-iodophenoxy)acetate (23) 
 
 
White powder 
C25H22INO5 
Mr = 543.35 g.mol-1 

Rf = 0.46 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 74-75 °C 
Yield = 86% 
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Method E2: A mixture of ethyl (2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate 15 (1.00 g,           
1.6 mmol) and copper(I) cyanide (0.14 g, 1.6 mmol) in N,N-dimethylformamide (5 mL) was 
heated at 160 °C for 2 h. After cooling, the reaction mixture was poured into crushed ice and a 
precipitate was formed, which was extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers 
were washed with water and brine, dried over sodium sulfate, filtered, and evaporated to 
dryness. The resulting oil was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 23 as a white solid (748 mg, 86% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.57 – 7.39 (m, 10H, HAr), 6.99 (s, 1H, H4),                            
5.38 (s, 2H, CH2), 5.37 (s, 2H, CH2), 4.82 (s, 2H, CH2), 4.24 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 
1.27 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 167.3 (C=O), 162.8 (C5), 162.7 (C3), 160.9 (C1),              
135.9 (C), 135.7 (C), 128.8 (2CH), 128.7 (2CH), 128.4 (1CH), 128.2 (1CH), 127.8 (2CH), 
127.5 (2CH), 113.6 (C≡N), 95.5 (C4H), 88.9 (C2), 74.2 (C6), 71.3 (CH2), 71.0 (CH2),                 
70.0 (CH2C=O), 61.0 (CH2CH3), 14.1 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2985, 2222, 1747, 1583, 1344, 1215, 1170, 1114, 1082, 958, 813, 736, 694. 
 
MS (ESI), m/z (%): 544.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-iodo-1-benzofuran-2-carboxylate (24) 
 
 
Brown powder 
C25H22INO5 
Mr = 543.35 g.mol-1 

Rf = 0.44 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 160-161 °C  
Yield = 76% 
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Method G1: To a solution of ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxy-6-iodophenoxy)acetate 23       
(200 mg, 0.4 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydride 60%           
(30 mg, 0.8 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 30 min, quenched with water and 
extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over 
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 24 
as a brown solid (152 mg, 76% yield).  
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.53 – 7.34 (m, 10H, HAr), 6.84 (s, 1H, H5),                            
5.74 (s, 2H, NH2), 5.37 (s, 2H, CH2), 5.28 (s, 2H, CH2), 4.28 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 
1.30 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 159.9 (C=O), 159.4 (C6), 155.4 (C4), 155.3 (C),               
140.2 (C3), 136.4 (C), 136.1 (C), 128.8 (2CH), 128.6 (2CH), 128.3 (1CH), 128.1 (1CH),          
128.0 (2CH), 127.3 (2CH), 122.2 (C2), 105.8 (C), 94.0 (C5H), 71.0 (CH2), 70.0 (CH2),              
59.4 (CH2CH3), 58.0 (C7), 14.7 (CH3). 

 
IR (cm-1): 3485, 3334, 2926, 1658, 1620, 1550, 1371, 1327, 1300, 1222, 1145, 1101, 1028, 
904, 744, 698. 
 
MS (ESI), m/z (%): 544.1 (100) [M+H]+. 
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6-Iodo-7,9-dibenzyloxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4(3 H)-one (25) 
 
 
Brown powder 
C24H17IN2O4 
Mr= 524.31 g.mol-1 

Rf = 0.35 (ethyl acetate) 
Mp = 233-234 °C 
Yield = 33% 
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Method I1: A mixture of ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-iodo-1-benzofuran-2-carboxylate 
24 (100 mg, 0.18 mmol) in triethyl orthoformate (1.0 mL) was irradiated in a microwave at    
200 oC for 10 min. The resultant yellow solution was evaporated to dryness and the residue 
was dissolved in a solution of ammonia in methanol 7M (1.0 mL). The mixture was irradiated 
in a microwave at 140 oC for 10 min and the resultant precipitate was collected and 
evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column chromatography, 
eluting sequentially with 0% to 100% ethyl acetate in cyclohexane as eluent to give 
compound 25 as a brown solid (31 mg, 33% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.91 (s, 1H, NH), 8.24 (s, 1H, H2), 7.86 - 7.23 (m, 10H, 
HAr), 7.09 (s, 1H, H8), 5.45 (s, 2H, CH2), 5.39 (s, 2H, CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 163.2 (C4), 160.0 (C9), 158.1 (C7), 155.4 (C), 151.9 
(C2H), 146.7 (C), 144.2 (C), 137.6 (C), 136.4 (C), 136.3 (C), 128.5 (2CH), 127.9 (2CH), 
127.8 (1CH), 127.6 (1CH), 127.4 (2CH), 127.0 (2CH), 106.7 (C), 95.9 (C8), 71.1 (CH2), 70.3 
(CH2). 
 
IR (cm-1): 3109, 2922, 1672, 1614, 1454, 1321, 1226, 1095, 731. 
 
MS (ESI), m/z (%): 525.1 (100) [M+H]+. 
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl formate 1 (26) 
 
 
White powder 
C5H5NO4 
Mr = 143.09 g.mol-1 

Mp = 114-115 °C  
Yield = 99% 
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Method L : In a 250 mL flask, acetic anhydride (77 mL, 0.8 mol, 8.0 equiv) was cooled to           
0 °C. Formic acid (38 mL, 1.0 mol, 10.0 equiv) was added slowly, and the solution was 
stirred at room temperature for 2 h. Then, 1-hydroxypyrrolidine-2,5-dione (11.7 g, 0.1 mol, 
1.0 equiv) was added. The reaction mixture was stirred overnight and then evaporated to 
dryness and dried several hours in vacuo to afford the expected product 26 (14.2 g, 99% 
yield) as an odorless white solid. NHS formate 26 was stable enough to be stored for several 
weeks under inert atmosphere. However, it was observed that traces of formic acid can be 
formed over time. In that case, it was dried in vacuo prior to use.  
 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3), δ ppm: 8.18 (s, 1H), 2.86 (s, 4H). 
 
13C NMR (100 MHz, CDCl3), δ ppm: 168.4 (2C2,5), 155.0 (CHO), 25.5 (2CH2), 
 
IR (cm-1): 3000, 2952, 1694, 1208, 644. 
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Ethyl 3-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-7-iodo-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-
carboxylate (27) 
 
 
Brown powder 
C30H30INO7 
Mr = 643.47 g.mol-1 

Rf = 0.54 (cyclohexane/ethylacetate: 6/4) 
Mp = 67-68 °C 
Yield = 92% 
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Method H: Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-iodo-1-benzofuran-2-carboxylate 24 (50 mg, 
0.09 mmol) was dissolved in dry tetrahydrofurane (2 mL), di-tert-butyl dicarbonate (120 mg, 
0.55 mmol) and catalytic amount of 4-dimethylaminopyridine (2 mg) was added. The solution 
was heated at 80 oC for 2 h. After cooling and evaporated to dryness, the crude product was 
purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent 
to give the compound 27 as a brown solid (54 mg, 92% yield).  
 
 

1H NMR (400 MHz, CDCl3), δ ppm:  7.43 - 7.15 (m, 10H, HAr, 1H, NH), 6.40 (s, 1H, H5), 
5.51 (s, 4H, 2CH2), 4.43 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH2), 1.43 (s, 9H, Boc), 1.35 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, 
CH3).  
 
13C NMR (100 MHz, CDCl3), δ ppm: 159.7 (C=O), 159.2 (C=O), 155.6 (C6), 155.0 (C4), 
152.8 (C), 136.1 (C), 136.0 (C), 133.3 (C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), 128.3 (1CH), 128.0 
(C3), 127.1 (2CH), 126.9 (CH), 126.7 (2CH), 109.6 (C), 95.2 (C5H), 80.9 (C7), 72.0 (CH2),                
70.8 (CH2), 61.0 (CH2CH3), 31.3 (C), 27.4 (3CH3), 14.3 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3482, 3337, 2925, 1712, 1618, 1502, 1392, 1338, 1284, 1240, 1147, 1103, 1024. 
 
MS (ESI), m/z (%): 644.2 (100) [M+H]+. 
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2,4-bis(Benzyloxy)-6-hydroxybenzamide (28) 
 
 
White powder 
C21H19NO4 
Mr = 349.38 g.mol-1 
Rf = 0.48 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4)              
Mp = 151-152 °C 
Yield = 53% 
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Method M: To a stirred suspension of 3,5-dibenzyloxyphenol 4 (500 mg, 1.6 mmol) in 
acetonitrile (5 mL) at 0 °C under argon was added chlorosulfonyl isocyanate (0.62 mL,              
6.4 mmol). The mixture was maintained at this temperature for 10 min then the reaction 
mixture was quenched with hydrochloric acid 1N (10 mL). After 10 h at room temperature, 
the reaction was diluted with water (50 mL) and extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). 
The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 28 as a white solid (302 mg, 53% 
yield).  
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.59 (s, 1H, OH), 7.97 - 7.34 (m, 12H, HAr, CONH2),    
6.28 (t, 4J = 1.8 Hz, 1H, H3), 6.16 (t, 4J = 1.8 Hz, 1H, H5), 5.27 (s, 2H, CH2), 5.11 (s, 2H, 
CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 171.7 (C=O), 165.9 (C6), 162.6 (C4), 159.0 (C2),             
136.4 (C), 136.0 (C), 128.6 (2CH), 128.4 (2CH), 128.2 (1CH), 127.9 (1CH), 127.9 (2CH), 
127.8 (2CH), 97.1 (C1), 95.3 (C5), 92.3 (C3H), 70.4 (CH2), 69.4 (CH2). 
 
IR (cm-1): 3425, 2922, 1639, 1591, 1490, 1456, 1421, 1386, 1338, 1228, 1161, 1083, 1033. 
 
MS (ESI), m/z (%): 350.1 (100) [M+H]+. 
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4,6-bis(Benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodobenzamide (29) 
 
 
White powder 
C21H18INO4 
Mr = 475.28 g.mol-1 

Rf = 0.42 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 170-171 °C 
Yield = 80% 
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Method D3: A solution of 2,4-bis(benzyloxy)-6-hydroxybenzamide 28 (200 mg, 0.6 mmol) 
in dichloromethane (10 mL) at 0 °C under argon was added N-iodosuccinimide (130 mg,                
0.6 mmol) and the reaction mixture was maintained at this temperature for 10 min. The 
reaction was quenched by the addition of 10% aqueous potassium carbonate solution (20 mL) 
and warmed to room temperature. The reaction was diluted with water (30 mL) and extracted 
with dichloromethane (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium 
sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by 
silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give 
compound 29 as a white solid (215 mg, 80% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 15.65 (s, 1H, OH), 8.22 - 7.38 (m, 12H, HAr, CONH2),   
6.61 (s, 1H, H5), 5.40 (s, 2H, CH2), 5.30 (s, 2H, CH2). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 171.3 (C=O), 164.0 (C2), 160.9 (C4), 159.8 (C6),             
136.2 (C), 135.7 (C), 128.7 (2CH), 128.4 (2CH), 128.4 (1CH), 128.1 (1CH), 127.8 (2CH), 
127.1 (2CH), 97.8 (C1), 90.5 (C5), 70.8 (CH2), 70.2 (CH2), 68.3 (C3). 
 
IR (cm-1): 3439, 1647, 1597, 1226, 1143, 1101. 
 
MS (ESI), m/z (%): 476.0 (100) [M+H]+. 
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Ethyl (2-carbamoyl-6-iodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (30) 
 
 
Beige powder 
C25H24INO6 
Mr = 561.37 g.mol-1 

Rf = 0.16 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 65-66 °C 
Yield = 86% 
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Method F1: To a solution of 4,6-bis(benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodobenzamide 29 (200 mg,   
0.42 mmol) in N,N-dimethylformamide (5 mL) was added sodium hydride 60% (25 mg,          
0.63 mmol) at room temperature. When no more gas evolved, ethyl bromoacetate (79 µL, 
0.71 mmol) was added and the reaction mixture was stirred at room temperature for 4 h. After 
addition of water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (100 mL). The 
combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 30 as a beige solid (203 mg, 86% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.93 (s, 1H, CONH2), 7.74 (s, 1H, CONH2),                           
7.50 - 7.33 (m, 10H, HAr), 6.79 (s, 1H, H4), 5.22 (s, 2H, CH2), 5.14 (s, 2H, CH2), 4.56 (s, 2H, 
COCH2), 4.16 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH2CH3), 1.22 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, CH3).  
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 167.2 (2C=O), 162.8 (C5), 162.7 (C3), 160.9 (C1),           
135.9 (C), 135.7 (C), 128.7 (2CH), 128.7 (2CH), 128.4 (1CH), 128.2 (1CH), 127.8 (2CH), 
127.5 (2CH), 113.6 (C2), 95.5 (C4), 74.2 (C6), 71.3 (CH2), 71.0 (CH2), 70.0 (CH2), 61.0 
(CH2), 14.1 (CH3). 
 
MS (ESI), m/z (%): 562.1 (100) [M+H]+. 
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4,6-bis(Benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxybenzamide (32) 
 
 
Beige powder 
C22H18N2O4 
Mr = 374.39 g.mol-1 

Rf = 0.30 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 211-212 °C  
Yield = 73% 
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Method E: A mixture of 4,6-bis(benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodobenzamide 29 (200 mg,        
0.42 mmol) and copper(I) cyanide (50 mg, 0.5 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was 
heated at 160 °C for 6 h. After cooling, the reaction mixture was poured into crushed ice and a 
precipitate was formed, which was extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers 
were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered, and evaporated to dryness. The 
resulting oil was purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl 
acetate (9/1) as eluent to give compound 32 as a beige solid (115 mg, 73% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 16.06 (s, 1H, OH), 8.40 (s, 1H, CONH2),                                 
8.01 (s, 1H, CONH2), 7.54-7.43 (m, 10H, HAr), 6.61 (s, 1H, H5), 5.45 (s, 2H, CH2),                      
5.32 (s, 2H, CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 171.0 (C=O), 168.3 (C2), 164.2 (C6), 162.9 (C4),             
135.4 (C), 135.2 (C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), 128.5 (1CH), 128.2 (1CH), 128.1 (2CH), 
127.6 (2CH), 113.6 (CN), 97.2 (C1), 90.1 (C5H), 83.6 (C3), 71.2 (CH2), 70.5 (CH2). 
 
IR (cm-1): 3439, 3182, 2220, 1651, 1496, 1429, 1381, 1342, 1190, 1132, 1111. 
 
MS (ESI), m/z (%): 375.1 (100) [M+H]+. 
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Ethyl (2-carbamoyl-6-cyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (31) 
 
 
White powder 
C26H24N2O6 
Mr = 460.48 g.mol-1 

Rf = 0.57 (ethyl acetate) 
Mp = 52-53 °C 
Yield = 90% 
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Method F1: To a solution of 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxybenzamide 32 (50 mg,    
0.13 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydride 60% (8 mg,              
0.2 mmol) at room temperature. When no more gas evolved, ethyl bromoacetate (25 µL,         
0.23 mmol) was added and the reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. 
After addition of water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (100 mL). The 
combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 31 as a white solid (54 mg, 90% 
yield). 
 

(The compound 31 is prepared from the compound 30 according to the method E and 
obtained with a yield of 20%) 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.84 (s, 1H, CONH2), 7.74 - 7.22 (m, 10H, HAr, 1H, 
CONH2), 6.90 (s, 1H, H4), 5.34 (s, 2H, CH2), 5.23 (s, 2H, CH2), 4.82 (s, 2H, CH2CO),                
4.16 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 1.21 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 167.5 (C=O), 164.8 (C=O), 161.8 (C5), 160.3 (C3),          
157.6 (C1), 135.9 (C), 135.7 (C), 128.6 (2CH), 128.4 (2CH), 128.2 (1CH), 128.0 (1CH),       
127.5 (2CH), 127.3 (2CH), 114.8 (CN), 113.6 (C2), 94.6 (C4H), 87.9 (C6), 70.5 (CH2),              
70.3 (CH2), 69.8 (CH2C=O), 60.7 (CH2CH3), 13.9 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2924, 2223, 1747, 1666, 1597, 1188, 1111. 
 
MS (ESI), m/z (%): 461.1 (100) [M+H]-. 
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Ethyl 3-amino-7-carbamoyl-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-carboxylate (18) 
 
 
White powder 
C26H24N2O6 
Mr = 460.48 g.mol-1 
Rf = 0.34 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 182-183 °C 
Yield = 67% 
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Method G1: To a solution of  ethyl (2-carbamoyl-6-cyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate 
31 (200 mg, 0.4 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydride 60% in 
mineral oil (24 mg, 0.6 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 10 min, quenched with 
water and extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, 
dried over sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified 
by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give 
compound 18 as a white solid (134 mg, 67% yield).  
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.67 - 7.32 (m, 12H, HAr, CONH2), 6.78 (s, 1H, H5),          
5.76 (s, 2H, NH2), 5.38 (s, 2H, CH2), 5.21 (s, 2H, CH2), 4.26 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 
1.29 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.2 (C=O), 160.0 (C=O), 157.5 (2C6,4), 154.7 (C),     
152.3 (C3), 136.6 (C), 136.2 (C), 128.5 (2CH), 128.3 (2CH), 128.1 (1CH), 127.9 (1CH),       
127.8 (2CH), 127.4 (2CH), 105.6 (C2), 105.3 (C7), 93.3 (C5H), 70.7 (CH2), 69.8 (CH2),            
59.1 (CH2CH3), 54.8 (C),14.5 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3462, 3365, 2922, 1620, 1556, 1454, 1296, 1159, 1105, 1026. 
 
MS (ESI), m/z (%): 461.2 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C26H24N2O6: C 67.82, H 5.25, N 6.08. Found: C 68.03, H 5.24, N 6.06. 
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7,9-bis(Benzyloxy)-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (20) 
 
 
Brown powder 
C25H19N3O5 
Mr = 441.44 g.mol-1 

Rf = 0.40 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 254-255 °C (methanol) 
Yield = 62% 

O

OBn

BnO

CONH2

N
NH

O

 

 
 
Method I1: A mixture of ethyl 4,6-dibenzyloxy-7-carboxamide-3-aminobenzofuran-2-
carboxylate 18 (50 mg, 0.1 mmol) in triethyl orthoformate (2 mL) was irradiated using 
microwave heating at 200 oC for 15 min. The resultant yellow solution was evaporated to 
dryness and the residue was dissolved in a solution of ammonia in methanol 7N (2 mL). The 
mixture was then irradiated using microwave heating at 140 oC for 15 min and the resultant 
precipitate was collected and evaporated to dryness. The residue was triturated with methanol 
and the solid was collected by filtration. The solids were combined to give compound 20 as a 
brown solid (30 mg, 62% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.13 (s, 1H, H2), 7.88 (s, 1H, CONH2),                                     
7.78 (s, 1H, CONH2), 7.60 - 7.34 (m, 10H, HAr), 6.93 (s, 1H, H8), 5.44 (s, 2H, CH2),                    
5.26 (s, 2H, CH2). NH (not seen). 

 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 166.0 (C=O), 164.1 (C4), 157.3 (2C7,9), 154.6 (2C),             
154.4 (C2H), 143.3 (C), 136.6 (2C), 128.4 (2CH), 128.3 (2CH), 127.8 (1CH), 127.8 (1CH), 
127.5 (2CH), 127.4 (2CH), 106.5 (C), 106.1 (C6), 95.2 (C8H), 70.7 (CH2), 70.2 (CH2). 
 
IR (cm-1): 1600, 1581, 1454, 1417, 1315, 1109. 
 
MS (ESI), m/z (%): 442.1 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C25H19N3O5: C 68.02, H 4.34, N 9.52. Found: C 68.26, H 4.36, N 9.49. 
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7,9-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (33) 
 
 
Brown powder 
C11H7N3O4 
Mr = 261.19 g.mol-1 

Rf = 0.44 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 396-397 °C (methanol) 
Yield = 53% 

O

OH

HO

CONH2

N
NH

O

 

 
 
Method J: A mixture of 7,9-bis(benzyloxy)-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-6-carboxamide 20 (50 mg, 0.11 mmol), concentrated sulfuric acid (1 mL) was 
stirred at room temperature for 15 min. The reaction was quenched with water and extracted 
with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium 
sulfate, filtered and evaporated to dryness. The solvent was evaporated in vacuo and the 
residue was purified by silica gel column chromatography using dichloromethane/methanol 
(9/1) as eluent to give compound 33 as a brown solid (16 mg, 53% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.03 (s, 1H, OH), 12.89 (s, 1H, NH), 11.50 (s, 1H, OH), 
8.40 (s, 1H, CONH2), 8.21 (s, 1H, H2), 7.44 (s, 1H, CONH2), 6.36 (s, 1H, H8). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 169.6 (C=O), 166.2 (C4), 158.2 (C7), 156.1 (C9),               
151.4 (C), 146.9 (C2H), 144.0 (C), 136.8 (C), 104.0 (C), 99.1 (C8H), 92.9 (C). 
 
IR (cm-1): 3464, 3072, 2883, 1604, 1402, 1269, 1195, 1120. 
 
MS (ESI), m/z (%): 262.0 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C11H7N3O5: C 50.58, H 2.70, N 16.09. Found: C 50.42, H 2.71, N 16.13. 
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2-(2-Amino-2-oxoethoxy)-3-cyano-4,6-dibenzyloxybenzamide (34) 
 
 
Beige powder 
C24H21N3O5 
Mr = 431.44 g.mol-1 

Rf = 0.48 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 153-154 °C 
Yield = 69% 

OBn

BnO OCH2CONH2
CONH2

CN

 

 
 
Method F2: A solution of 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxybenzamide 32 (400 mg,    
1.07 mmol), 2-iodoacetamide (790 mg, 4.27 mmol) and sodium hydride 60% (131 mg,           
3.21 mmol) in N,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 60 °C for 12 h. After addition 
of water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined 
organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in 
vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give compound 34 as a beige solid (318 mg, 69% 
yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.99 (s, 1H, CONH2), 7.92 (s, 1H, CONH2),                          
7.73 - 7.41 (m, 10H, HAr; 2H, CONH2), 6.95 (s, 1H, H5), 5.38 (s, 2H, CH2), 5.28 (s, 2H, CH2), 
4.61 (s, 2H, CH2CONH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 169.1 (C=O), 165.1 (C=O), 162.4 (C6), 160.6 (C4),        
158.3 (C2), 136.0 (C), 135.8 (C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), 128.4 (1CH), 128.2 (1CH),       
127.7 (2CH), 127.6 (2CH), 115.0 (CN), 114.1 (C1), 94.9 (C5H), 87.1 (C1), 72.3 (CH2),              
70.7 (CH2), 70.6 (CH2). 
 
IR (cm-1): 2223, 1656, 1597, 1388, 1344, 1192, 1112, 1010. 
 
MS (ESI), m/z (%): 432.3 (100) [M+H]-. 
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3-Amino-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2,7-dicarboxamide (35) 
 
 
Brown powder 
C24H21N3O5 
Mr = 431.44 g.mol-1 
Rf = 0.71 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 152-153 °C 
Yield = 60% 

OBn

BnO O

NH2

CONH2

CONH2

 

 
 
Method G2: To a suspension of 2-(2-amino-2-oxoethoxy)-3-cyano-4,6-
dibenzyloxybenzamide 34 (300 mg, 0.70 mmol) in ethanol (10 mL) was added potassium 
hydroxide (150 mg, 2.68 mmol). The reaction mixture was heated at reflux for 30 min and 
was then condensed in vacuo. The remaining residue was diluted with hydrochloric acid 1N 
and then filtered. The filtered solids were washed with water and cold methanol. Drying the 
remaining material in a stream of air afforded compound 35. Yield 180 mg (60%), brown 
solid.  
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.63 (s, 1H, CONH2), 7.53-7.30 (m, 12H, 10HAr and 2H 
CONH2), 6.94 (s, 1H, CONH2), 6.77 (s, 1H, H5), 5.52 (s, 2H, NH2), 5.36 (s, 2H, CH2),               
5.20 (s, 2H, CH2). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.2 (C=O), 162.5 (C=O), 157.1 (C6), 154.4 (C4),        
151.0 (C), 136.8 (C3), 136.3 (C), 136.0 (C), 128.5 (2CH), 128.3 (2CH), 128.0 (1CH),              
127.8 (1CH), 127.7 (2CH), 127.3 (2CH), 125.4 (C2), 105.6 (C7), 105.4 (C), 93.6 (C5H),            
70.8 (CH2), 69.7 (CH2). 
 
IR (cm-1): 1620, 1321, 1174, 1107, 729. 
 
MS (ESI), m/z (%): 432.2 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C24H21N3O5: C 66.81, H 4.91, N 9.74. Found: C 67.08, H 4.88, N 9.76. 
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7,9-Dibenzyloxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide (36) 
 
 
Pink powder 
C25H19N3O6 
Mr = 457.43 g.mol-1 

Rf = 0.62 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 238-239 °C  
Yield = 56% 

O

N
NH

OBn

BnO

CONH2

O

O

H

 
 
 
Method I2: To a suspension of 3-amino-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2,7-dicarboxamide 35 
(300 mg, 0.70 mmol) in acetic acid (10 mL) and water (5 mL) was added potassium cyanate 
(600 mg, 7.41 mmol). The reaction was stirred for 1 h at 100 °C, diluted with water (100 mL) 
and extracted with ethyl acetate (100 mL). The combined organic phases were washed with 
brine, dried over sodium sulfate, filtered and concentrated in vacuo. The product was purified 
by silica gel column chromatography using dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give 
urea intermediate as a brown solid (220 mg, 67% yield). A suspension of urea intermediate 
(200 mg, 0.42 mmol) in ethanolic 2M KOH solution (20 mL) was heated to 90 °C for 1 h. The 
reaction mixture was cooled to room temperature and acidified with hydrochloric acid 1N       
(50 mL). The precipitate was washed with a large quantity of water (50 mL) and dried to 
afford compound 36 (107 mg, 56%) as a pink solid.  
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.39 (s, 1H, NH), 11.28 (s, 1H, NH), 8.03 - 7.32 (m, 
12H, HAr and CONH2), 6.81 (s, 1H, H8), 5.44 (s, 2H, CH2), 5.20 (s, 2H, CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 163.5 (C=O), 158.1 (C2), 154.3 (C4), 153.9 (C9),             
153.6 (C7) 151.4 (C), 136.4 (C), 136.3 (C), 133.0 (C), 129.3 (C), 128.4 (2CH), 128.3 (2CH), 
128.0 (1CH), 127.9 (1CH), 127.7 (2CH), 127.3 (2CH), 105.7 (C6), 102.5 (C), 94.6 (C8H),       
70.7 (CH2), 69.1 (CH2). 
 
IR (cm-1): 1693, 1666, 1068. 
 
MS (ESI), m/z (%): 458.2 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C25H19N3O6: C 65.64, H 4.19, N 9.19. Found: C 65.51, H 4.21, N 9.22. 
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7,9-Dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide (37) 
 
 
Beige powder 
C11H7N3O6 
Mr = 277.19 g.mol-1 

Rf = 0.13 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 174-175 °C (methanol) 
Yield = 48% 

O
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Method J: A mixture of 7,9-dibenzyloxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-6-carboxamide 36 (50 mg, 0.11 mmol) and concentrated sulfuric acid (1 mL) 
was stirred at room temperature for 5 min. Water (25 mL) was added to quench the reaction, 
the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts 
were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the 
residue was purified by silica gel column chromatography using dichloromethane/methanol 
(9/1) as eluent to give compound 37 as a beige solid (15 mg, 48% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.08 (s, 1H, OH), 11.81 (s, 1H, OH), 11.26 (s, 1H, NH), 
11.20 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, CONH2), 7.30 (s, 1H, CONH2), 6.20 (s, 1H, H8). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 169.4 (C=O), 166.7 (C9), 157.4 (C4), 155.5 (C7),            
153.6 (C), 151.2 (C2), 133.7 (C), 128.7 (C), 100.5 (C6), 98.9 (C8), 92.81 (C). 
 
IR (cm-1): 1620, 1338, 1072. 
 
MS (ESI), m/z (%): 278.1 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C11H7N3O6: C 47.66, H 2.55, N 15.16. Found: C 47.81, H 2.54, N 15.11. 
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4,6-bis(Benzyloxy)-3-cyano-2-(cyanomethoxy)benzamide (38) 
 
 
Brown powder 
C24H19N3O4 
Mr = 413.43 g.mol-1 

Rf = 0.65 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 169-170 °C 
Yield = 72% 

BnO

OBn

OCH2CN

CN

CONH2  

 
 
Method F3: A solution 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxybenzamide 32 (300 mg,           
0.80 mmol), bromoacetonitrile (72 µL, 0.96 mmol) and potassium carbonate (330 mg,                
2.4 mmol)  in N,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 80 °C for 24 h. After addition 
of water, the aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined 
organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in 
vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give compound 38 as a brown solid (238 mg, 
72% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.91 (s, 1H, CONH2), 7.71 (s, 1H, CONH2),                          
7.50 - 7.36 (m, 10H, HAr), 7.02 (s, 1H, H5), 5.37 (s, 2H, CH2), 5.26 (s, 2H, CH2),                           
5.13 (s, 2H, CH2CN).  
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.2 (C=O), 161.8 (C4), 160.4 (C6), 156.5 (C2),             
135.7 (C), 135.5 (C), 128.6 (2CH), 128.4 (2CH), 128.2 (1CH), 128.0 (1CH), 127.6 (2CH), 
127.4 (2CH), 116.2 (CN), 115.5 (C1), 113.2 (CH2CN), 96.1 (C5H), 88.5 (C3), 70.7 (CH2),        
70.5 (CH2), 59.8 (CH2). 
 
IR (cm-1): 3496, 3387, 2218, 1668, 1604, 1591, 1436, 1348, 1112. 
 
MS (ESI), m/z (%): 414.1 (100) [M+H]+. 
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3-Amino-2-cyano-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-7-carboxamide (39) 
 
 
Beige powder 
C24H19N3O4 
Mr = 413.43 g.mol-1 
Rf = 0.28 (cyclohexane/ethyl acetate: 4/6) 
Mp = 208-209 °C 
Yield = 64% 

OBn

BnO O

NH2

CN

CONH2

 

 
 
Method G1: To a suspension of 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-(cyanomethoxy)benzamide 38 
(50 mg, 0.12 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydride 60% in 
mineral oil (8 mg, 0.18 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 5 min, quenched with 
water and extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, 
dried over sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified 
by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give 
compound 39 as a beige solid (32 mg, 64% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.64 (s, 2H, NH2), 7.64-7.32 (m, 12H, HAr and CONH2), 
6.79 (s, 1H, H5), 5.37 (s, 2H, CH2), 52.9 (s, 2H, CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 163.7 (C=O), 158.0 (C6), 154.5 (C4), 153.1 (C2),            
142.1 (C3), 136.4 (C), 136.1 (C), 128.5 (2CH), 128.4 (2CH), 128.1(1CH), 127.9 (1CH),        
127.8 (2CH), 127.4 (2CH), 114.3 (CN), 105.8 (C7), 105.2 (C), 104.5 (C), 93.8 (C5), 70.8 
(CH2), 69.8 (CH2). 
 
IR (cm-1): 3468, 3331, 3188, 2200, 1643, 1614, 1498, 1413, 1321, 1161, 1124. 
 
MS (ESI), m/z (%): 414.2 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C24H19N3O4: C 69.72, H 4.63, N 10.16. Found: C 69.96, H 4.65, N 10.19. 
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4-Amino-7,9-dibenzyloxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (40) 

 

Beige powder 
C25H20N4O4 
Mr = 440.45 g.mol-1 

Rf = 0.23 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 255-256 °C (methanol) 
Yield = 45% 
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Method I1: A mixture of 3-amino-2-cyano-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-7-carboxamide 39 
(50 mg, 0.12 mmol) in triethyl orthoformate (2 mL) was irradiated in a microwave at 200 oC 
for 15 min. The resultant yellow solution was evaporated to dryness and the residue was 
dissolved in a solution of ammonia in methanol 7M (2 mL). The mixture was irradiated in a 
microwave at 140 oC for 15 min and the resultant precipitate was collected and evaporated to 
dryness. The residue was triturated with methanol and the solid was collected by filtration. 
The solids were combined to give compound 40 as a beige solid (24 mg, 45% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.35 (s, 1H, H2), 7.86 (s, 1H, CONH2),                                    
7.59 - 7.31 (m, 10H, HAr; 1H, CONH2; 2H, NH2), 6.98 (s, 1H, H8), 5.46 (s, 2H, CH2),                 
5.28 (s, 2H, CH2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.1(C=O), 157.9 (C9), 154.7 (C7), 154.5 (C), 153.5 
(C2), 149.0 (C4), 145.3 (C), 136.6 (C), 136.6 (C), 133.3 (C), 128.4 (2CH), 128.3 (2CH), 127.8 
(1CH), 127.4 (1CH), 127.4 (2CH), 127.3 (2CH), 106.3 (C6), 105.8 (C), 95.2 (C8), 70.7 (CH2),              
70.2 (CH2). 
 
IR (cm-1): 3109, 3061, 1600, 1494, 1452, 1415, 1363, 1313, 1193, 1120, 1095. 
 
MS (ESI), m/z (%): 441.2 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C25H20N4O4: C 68.17, H 4.58, N 12.72. Found: C 68.40, H 4.56, N 12.68. 
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4-Amino-7,9-dihydroxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (41) 
 
 
Pink powder 
C11H8N4O4 
Mr = 260.21 g.mol-1 

Rf = 0.41 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 298-299 °C (methanol) 
Yield = 66% (Method J) 
             43% (Method K1) 
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Method J: A mixture of 4-amino-7,9-dibenzyloxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide 40 (20 mg, 0.045 mmol) and concentrated sulfuric acid (1 mL) was stirred at 
room temperature for 5 min. Water (25 mL) was added to quench the reaction, the aqueous 
layer was extracted with ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried 
over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was 
purified by silica gel column chromatography using dichloromethane/methanol (9/1) as eluent 
to give compound 41 as a pink solid (7.7 mg, 66% yield). 
 
Method K1: A mixture of 4-Amino-7,9-dimethoxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide (48) (50 mg, 0.17 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated 
using microwave (100W ) heating at 200 oC for 10 min. After addition of water, the mixture 
was extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried 
over sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The solvent was evaporated in vacuo 
and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give compound 41 as a yellow solid (19 mg, 
43% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.74 (s, 1H, OH), 8.74 (s, 1H, OH),                                          
8.54 - 8.50 (2s, 2H, CONH2, H2), 8.08 (s, 1H, CONH2), 6.97 (s, 2H, NH2), 6.35 (s, 1H, H8). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 169.4 (C=O), 168.2 (C9), 157.8 (C7), 156.0 (C),               
149.9 (C4), 149.6 (C), 131.6 (C), 128.5 (C2H), 128.2 (C), 99.2 (C8H), 92.5 (C6). 
 
IR (cm-1): 3199, 1693, 1620, 1404, 1354, 1296, 1240, 1201, 1120, 1074, 1033. 
 
MS (ESI), m/z (%): 261.1 (100) [M+H]+. 
 
Anal. calcd for C11H8N4O4: C 50.77, H 3.10, N 21.53. Found: C 50.62, H 3.11, N 21.60.
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2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide (43) 
 
 
White powder 
C9H11NO4 
Mr = 197.19 g.mol-1 
Rf = 0.46 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4)              
Mp = 154-155 °C 
Yield = 45% 

OMe

MeO

CONH2

OH

 

 
 
Method M: To a stirred suspension of 3,5-dimethoxyphenol 42 (1.00 g, 6.5 mmol) in 
acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was added chlorosulfonyl isocyanate (1.26 mL,             
13 mmol). The mixture was maintained at this temperature for 10 min then the reaction 
mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (20 mL). After 10 h at room temperature, 
the reaction was diluted with water (100 mL) and extracted with dichloromethane (3 x 50 
mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent 
was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography 
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 43 as a white solid (576 mg, 
45% yield).  
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.69 (s, 1H, OH), 8.00 (s, 1H, CONH2),                                 
7.92 (s, 1H, CONH2), 6.08 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H5), 6.05 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H3),                             
3.87 (s, 3H, CH3), 3.77 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 171.7 (C=O), 165.9 (C2), 163.7 (C6), 160.2 (C4), 96.6 
(C1), 94.1 (C3), 90.1 (C5), 56.0 (CH3), 55.3 (CH3). 
 

IR (cm-1): 3429, 3209, 1620, 1587, 1492, 1415, 1355, 1315, 1294, 1217, 1199, 1159, 1109, 
1041. 
 
MS (ESI), m/z (%): 198.1 (100) [M+H]+. 
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2-Hydroxy-3-iodo-4,6-dimethoxybenzamide (44) 
 
 
White powder 
C9H10INO4 
Mr = 323.08 g.mol-1 

Rf = 0.21 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 270-271 °C 
Yield = 60% 
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CONH2

OH

I

 

 
 
Method D3: A solution of 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide 43 (200 mg, 1.01 mmol) in 
dichloromethane (10 mL) at 0 °C under argon was added N-iodosuccinimide (230 mg,              
1.01 mmol) and the reaction mixture was maintained at this temperature for 10 min. The 
reaction was diluted with water (30 mL) and extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). 
The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 44 as a white solid (196 mg, 60% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 15.74 (s, 1H, OH), 8.13 (s, 1H, CONH2),                                      
8.13 (s, 1H, CONH2), 6.30 (s, 1H, H5), 3.97 (s, 3H, CH3), 3.92 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO) δ: 171.3 (C=O), 163.9 (C2), 162.1 (C6), 161.2 (C4), 97.1 (C1), 
87.5 (C5), 67.1 (C3), 56.5 (CH3), 56.4 (CH3). 
 

IR (cm-1): 3439, 1602, 1579, 1415, 1396, 1336, 1286, 1215, 1120, 1078. 
 
MS (ESI), m/z (%): 324.0 (100) [M+H]+. 
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3-Cyano-2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide (45) 
 
 
Beige powder 
C10H10N2O4 
Mr = 222.20 g.mol-1 

Rf = 0.82 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 300-301 °C  
Yield = 38% 

MeO

OMe

OH

CONH2

CN

 

 
 
Method E: A mixture of 2-hydroxy-3-iodo-4,6-dimethoxybenzamide 44 (1.00 g, 4.3 mmol) 
and copper(I) cyanide (465 mg, 5.2 mmol) in N,N-dimethylformamide (4 mL) was heated at 
160 °C for 6 h. After cooling, the reaction mixture was poured into crushed ice and a 
precipitate was formed, which was extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers 
were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered, and evaporated to dryness. The 
resulting oil was purified by silica gel column chromatography using 
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give compound 45 as a beige solid (367 mg, 38% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 16.21 (s, 1H, OH), 8.34 (s, 1H, CONH2),                                 
8.18 (s, 1H, CONH2), 6.32 (s, 1H, H5), 4.03 (s, 3H, CH3), 3.98 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 171.0 (C=O), 168.4 (C4), 165.4 (C6), 164.3 (C2), 113.8 
(CN), 96.5 (C1), 87.4 (C5), 82.8 (C3), 57.0 (CH3), 56.7 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3477, 3367, 2220, 1651, 1583, 1483, 1450, 1427, 1344, 1209, 1126, 1070. 
 
MS (ESI), m/z (%): 223.1 (100) [M+H]+. 
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3-Cyano-2-(cyanomethoxy)-4,6-dimethoxybenzamide (46) 
 
 
Beige powder 
C12H11N3O4 
Mr = 261.23 g.mol-1 

Rf = 0.72 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 185-186 °C 
Yield = 62% 

MeO

OMe

OCH2CN

CONH2

CN

 

 
 
Method F3: A solution of 3-cyano-2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide 45 (300 mg,               
1.35 mmol), bromoacetonitrile (152 µL, 2.03 mmol) and potassium carbonate (557 mg,           
4.05 mmol) in N,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 80 °C for 24 h. After addition 
of water, the aqueous layer was extracted with with ethyl acetate (100 mL). The combined 
organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in 
vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give compound 46 as a beige solid (218 mg, 62% 
yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.82 (s, 1H, CONH2), 7.66 (s, 1H, CONH2),                          
6.73 (s, 1H, H5), 5.11 (s, 2H, CH2CN), 3.99 (s, 3H, CH3), 3.92 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 164.2 (C=O), 163.0 (C4), 161.6 (C6), 156.4 (C2), 115.6 
(CN), 115.5 (CH2CN), 113.3 (C1), 93.7 (C5), 87.7 (C3), 59.8 (CH2CN), 57.0 (CH3), 56.7 
(CH3). 
 
IR (cm-1): 3377, 3186, 2218, 1645, 1600, 1562, 1469, 1390, 1354, 1332, 1222, 1107, 1020. 
 
MS (ESI), m/z (%): 262.1 (100) [M+H]+.  
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3-Amino-2-cyano-4,6-dimethoxy-1-benzofuran-7-carboxamide (47) 
 
 
Beige powder 
C12H11N3O4 
Mr = 261.23 g.mol-1 

Rf = 0.68 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 275-276 °C 
Yield = 52% 

O

OMe

MeO

CONH2

NH2

CN

 

 
 
Method G1: To a suspension of 3-cyano-2-(cyanomethoxy)-4,6-dimethoxybenzamide 46     
(100 mg, 0.38 mmol) in N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydride 60% in 
mineral oil (23 mg, 0.57 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 5 min, quenched with 
water and extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, 
dried over sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified 
by silica gel column chromatography using dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to give 
compound 47 as a beige solid (52 mg, 52% yield).  
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.57 (s, 1H, CONH2), 7.44 (s, 1H, CONH2),                          
6.54 (s, 1H, H5), 6.22 (s, 2H, NH2), 3.97 (s, 3H, CH3), 3.91 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 163.8 (C=O), 159.4 (C4), 156.0 (C6), 153.3 (C2), 142.2 (C3), 
114.5 (CN), 105.5 (C7), 104.0 (C), 103.9 (C), 90.7 (C5), 56.7 (CH3), 56.0 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3469, 3313, 2185, 1631, 1620, 1579, 1469, 1231, 1325, 1217, 1155, 1109. 
 
MS (ESI), m/z (%): 262.1 (100) [M+H]+. 
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4-Amino-7,9-dimethoxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (48) 
 
 
Beige powder 
C13H12N4O4 
Mr = 288.26 g.mol-1 

Rf = 0.21 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 292-293 °C (methanol) 
Yield = 41% 

O

N
N

OMe

MeO

CONH2

NH2

 

 
 
Method I1: A mixture of 3-amino-2-cyano-4,6-dimethoxy-1-benzofuran-7-carboxamide 47 
(200 mg, 0.77 mmol) in triethyl orthoformate (1 mL) was irradiated in a microwave at 200 oC 
for 15 min. The resultant yellow solution was evaporated to dryness and the residue was 
dissolved in a solution of ammonia in methanol 7M (1 mL). The mixture was irradiated in a 
microwave at 140 oC for 15 min and the resultant precipitate was collected and evaporated to 
dryness. The residue was triturated with methanol and the solid was collected by filtration. 
The solids were combined to give compound 48 as a beige solid (95 mg, 41% yield). 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.31 (s, 1H, H2), 7.76 (s, 1H, CONH2),                                     
7.52 (s, 1H, CONH2), 7.28 (s, 2H, NH2), 6.71 (s, 1H, H8), 4.05 (s, 3H, CH3), 3.95 (s, 3H, 
CH3). 
 

13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 164.0 (C=O), 159.2 (C9), 156.0 (C7), 154.6 (C), 153.3 (C2), 
148.9 (C), 145.3 (C4), 133.1 (C), 105.1 (C), 105.0 (C6), 91.9 (C8), 56.6 (CH3), 56.1 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3429, 3169, 1649, 1608, 1317, 1215, 1099, 1002. 
 
MS (ESI), m/z (%): 289.1 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dibenzyloxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (51) 
 
 
Yellow powder 
C26H21NO5 

Mr = 427.45 g.mol-1 
Rf = 0.76 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 148-149 °C 
Yield = 73% 

BnO

OBn

O

O2N

 

 
 
Method N1: A mixture of 3,5-dibenzyloxyphenol 4 (1.00 g, 3.26 mmol) and potassium 
hydroxide (0.18 g, 3.26 mmol) in N,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 120 °C and 
stirred for 0.5 h, and then 1-iodo-2-nitrobenzene (0.82 g, 3.26 mmol) and copper powder          
(0.4 g, 6.25 mmol) were added, respectively. The resulting mixture was stirred at 170 °C for    
2 h then cooled down to room temperature. After addition of water, the mixture was extracted 
with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium 
sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 51 (1.02 g) 
in 73% yield as a yellow powder. 
 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.80 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H, H3’),                                    
7.35 (ddd, J = 8.5, 7.4, 1.7 Hz, 1H, H4’), 7.34 – 7.15 (m, 10H, HAr),                                                      
7.12 (ddd, J = 8.6, 7.4, 1.3 Hz, 1H, H5’), 6.93 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H, H6’),                                       
6.33 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H2), 6.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H4), 6.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H6),                   
4.86 (s, 4H, 2CH2). 
 
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 160.9 (2C1,3), 157.7 (C5), 150.0 (C1’), 141.5 (C2’), 
136.4 (2C), 134.2 (C4’), 128.6 (2C), 128.6 (2C), 128.1 (1C), 128.1 (1C), 127.6 (2C), 127.6 
(2C), 125.7 (C4’), 123.5 (C3’), 121.3 (C6’), 98.7 (2C4,6), 98.2 (C2), 70.3 (2CH2). 
 
IR (cm-1): 1589, 1529, 1450, 1355, 1236, 1157, 1128. 
 
MS (ESI), m/z (%): 428.2 (100) [M+H]+. 
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2-(3’,5’-Dibenzyloxyphenoxy)aniline (52) 
 
 
Brown powder 
C26H23NO3 

Mr = 397.47 g.mol-1 
Rf = 0.72 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 217-218 °C 
Yield = 92% (Method O1) 
             65% (Method O2) 

BnO

OBn

O

NH2

 

 
 
Method O1: To a solution of 1,3-dibenzyloxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (51) (100 mg,     
0.23 mmol) in methanol (10 mL) at room temperature, saturated aqueous amomonium 
chloride (5 mL) and zinc dust (75 mg, 1.15 mmol) were added sequentially. After stirring 30 
min at room temperature, additional zinc was added (75 mg, 1.15 mmol) and the reaction 
mixture was refluxed for 2 h. After addition of water, the aqueous layer was extracted with 
dichloromethane (3 x 50 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate 
and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 52 
as a brown solid (84 mg, 92% yield). 
 
Method O2: Compound 52 was obtained using tin(II) chloride and hydrochloric acid in 
methanol and heating at 80 °C for 24 h. After addition of water, the aqueous layer was 
extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined organic extracts were dried over 
sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified 
by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give 
compound 52 as a brown solid (59 mg, 65% yield). 
 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.37 – 7.12 (m, 10H, HAr),                                  
6.89 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H, H5), 6.80 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, H6),                                                      
6.69 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H, H3), 6.65 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H, H4), 6.24 (t, J = 2.2 Hz, H4’), 
6.15 (d, J = 2.3 Hz, H2’), 6.14 (d, J = 2.3 Hz, H6’), 4.87 (s, 4H, 2CH2). 
 
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) δ: 160.8 (2C3’,5’), 159.5 (C1’), 142.4 (C2), 138.9 (C1), 
136.6 (2C), 128.6 (4C), 128.0 (2C), 127.6 (4C), 125.3 (C5), 120.9 (C4), 118.8 (C3), 116.6 (C6), 
96.7 (2C2’,6’), 96.4 (C4’), 70.1 (2CH2). 
 
IR (cm-1): 2819, 1597, 1492, 1450, 1379, 1253, 1157, 1126, 1060. 
 
MS (ESI), m/z (%): 398.1 (100) [M+H]+. 
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2,4-Dimethoxy-6-(2’-nitrophenoxy)benzamide (50) 
 
 
Brown powder 
C15H14N2O6 

Mr = 318.28 g.mol-1 
Rf = 0.45 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 209-210 °C 
Yield = 15% 

OMe

MeO O

O2N

CONH2

 
 
 
Method N1: A mixture of 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide (43) (0.50 g, 2.5 mmol) and 
potassium hydroxide (0.13 g, 2.5 mmol) in N,N-dimethylformamide (5 mL) was heated at       
120 °C and stirred for 2 h, and then 1-iodo-2-nitrobenzene (0.64 g, 2.5 mmol) and copper 
powder (0.20 g, 3.13 mmol) were added, respectively. The resulting mixture was stirred at      
170 °C for 24 h then cooled down to room temperature. After addition of water, the mixture 
was extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried 
over sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by 
silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give 
compound 50 (125 mg) in 15% yield as a brown solid. 
 

 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.51 (s, 1H, CONH2), 11.76 (s, 1H, CONH2),                     
8.48 (dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 1H, H3’), 8.24 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H, H6’),                                                 
7.86 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H4’), 7.46 (ddd, J = 8.5, 7.3, 1.4 Hz, 1H, H5’),                           
6.31 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H5), 6.25 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H3), 4.10 (s, 3H, CH3), 3.89 (s, 3H, 
CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO) δ: 168.5 (C=O), 165.7 (C4), 164.6 (C2), 159.9 (C6), 139.6 
(C1’), 134.8 (C4’), 132.0 (C2’), 125.4 (C5’), 124.8 (C3’), 124.8 (C6’), 97.2 (C1), 94.7 (C5), 91.0 
(C3), 56.5 (CH3), 55.6 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3284, 1639, 1575, 1502, 1390, 1346, 1276, 1249, 1157, 1047. 
 
MS (ESI), m/z (%): 319.1 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dimethoxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (54) 
 
 
Yellow oil 
C14H13NO5 

Mr = 275.26 g.mol-1 
Rf = 0.42 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Yield = 78% 

OMe

MeO O

O2N

 
 
 
Method N1: A mixture of 3,5-dimethoxyphenol (42) (1.00 g, 6.5 mmol) and potassium 
hydroxide (0.18 g, 6.5 mmol) in N,N-dimethylformamide (5 mL) was heated at 120 °C and 
stirred for 0.5 h, and then 1-iodo-2-nitrobenzene (0.82 g, 6.5 mmol) and copper powder          
(1.00 g, 15.6 mmol ) were added, respectively. The resulting mixture was stirred at 170 °C for 
2 h then cooled down to room temperature. After addition of water, the aqueous layer was 
extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over 
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 54 
(1.34 g) in 78% yield as a yellow oil. 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.07 (dd, 3J = 8.2 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, H3’),                             
7.77 – 7.63 (m, 1H, H5’), 7.38 (t, 3J = 7.8 Hz, 1H, H4’), 7.21 (d, 3J = 8.4 Hz, 1H, H6’),                    
6.38 (t, 4J = 2.2 Hz, 1H, H2), 6.25 (d, J = 2.2 Hz, H4), 6.24 (d, J = 2.2 Hz, H4),                                  
3.74 (s, 6H, 2CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO) δ: 161.4 (2C1,3), 157.2 (C5), 148.8 (C1’), 141.0 (C2’), 134.9 
(C4’), 125.5 (C5’), 124.2 (C3’), 120.9 (C6’), 97.1 (2C4,6), 96.4 (C2), 55.4 (2CH3). 
 
IR (cm-1): 1585, 1523, 1471, 1346, 1234, 1203, 1149, 1126, 1049. 
 
MS (ESI), m/z (%): 276.1 (100) [M+H]+. 
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2-(3’,5’-Dimethoxyphenoxy)aniline (55) 
 
 
Brown oil 
C14H15NO3 

Mr = 245.27 g.mol-1 
Rf = 0.72 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Yield = 92% 

OMe

MeO O

NH2

 
 
 
Method O1: To a solution of 1,3-dimethoxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (54) (250 mg,         
0.91 mmol) in methanol (10 mL) at room temperature, saturated aqueous amomonium 
chloride (5 mL) and zinc dust (295 mg, 4.54 mmol) were added sequentially. After stirring 30 
min at room temperature, additional zinc was added (295 mg, 4.54 mmol) and the reaction 
mixture was refluxed for 2 h. After addition of water, the aqueous layer was extracted with 
ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and 
filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 55 
as a brown oil (205 mg, 92% yield). 
 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 6.89 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H, H4),                                        
6.82 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H, H3), 6.71 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H, H6),                                                     
6.62 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H, H5), 6.09 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H4’), 6.06 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 2H2’), 
6.05 (d, J = 2.3 Hz, 2H, 2H6’), 3.64 (s, 3H, CH3), 3.60 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO) δ: 170.3 (C3’), 161.2 (C5’), 159.4 (C1’), 141.0 (C2), 140.4 (C1), 
125.1 (C4), 120.7 (C5), 116.4 (C3), 115.8 (C6), 95.1 (2C2’,6’), 94.0 (C4’), 55.0 (CH3), 26.9 
(CH3). 
 
IR (cm-1): 3373, 2964, 1697, 1595, 1500, 1473, 1458, 1427, 1301, 1269, 1197, 1149, 1130, 
1051. 
 
MS (ESI), m/z (%): 246.1 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan (57) 
 
 
Yellow powder 
C14H11NO5 
Mr = 273.24 g.mol-1 
Rf = 0.64 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) 
Mp = 212-213 °C 
Yield = 72% 

MeO

OMe

O NO2

 
 
 
Method Q1: 1,3-Dimethoxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (54) (1.00 g, 3.6 mmol) was 
dissolved in warm pivalic acid (60 g). Silver acetate (1.20 g, 7.2 mmol) and palladium(II) 
acetate (40 mg, 0.18 mmol) were added and the reaction mixture was properly stirred at 135 
°C for 4 h. After cooling to room temperature, the mixture was diluted with methanol (50 mL) 
and sodium hydroxide (1M) was added until the pH reached 9. Elemental silver was removed 
by filtration. The filtrate was extracted with ethyl acetate (100 mL) and washed with water (2 
x 100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and 
evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column chromatography 
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 57 (0.71 g) in 72% yield as 
a yellow solid. 
 

 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.27 (dd, 3J = 7.6 Hz, 4J = 1.1 Hz, 1H, H9),                              
8.18 (dd, 3J = 8.3, 4J = 1.1 Hz, 1H, H7), 7.55 (t, 3J = 8.0 Hz, 1H, H8),                                                    
7.13 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H4), 6.66 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H2), 4.03 (s, 3H, CH3), 3.90 (s, 3H, 
CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 162.2 (C3), 158.2 (C1), 155.5 (C), 147.1 (C), 132.9 (C6), 
127.6 (C8), 126.9 (C), 123.7 (C9), 120.5 (C7), 104.4 (C), 95.3 (C2), 89.3 (C4), 56.1 (CH3), 56.1 
(CH3). 

 

IR (cm-1): 3088, 2933, 1637, 1602, 1531, 1502, 1450, 1417, 1344, 1219, 1145, 1095. 
 
MS (ESI), m/z (%): 274.1 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (58) 
 
 
Yellow powder 
C15H12N2O6 
Mr = 316.27 g.mol-1 
Rf = 0.63 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 298-299 °C 
Yield = 53% 

O

OMe

MeO

CONH2

NO2

 
 
 
Method M: To a stirred suspension of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan (57) (1.00 g, 
3.7 mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was added chlorosulfonyl isocyanate 
(0.64 mL, 7.4 mmol). The mixture was maintained at room temperature for 24 h then the 
reaction mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (20 mL). After 24 h at room 
temperature, the reaction was diluted with water (100 mL) and extracted with ethyl acetate    
(100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The 
solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 58 as a 
yellow solid (0.61 g, 53% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.32 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, H9), 8.20 (d, 3J = 8.3 Hz, 1H, 
H7), 7.77 (s, 1H, CONH2), 7.67 – 7.54 (m, 2H, CONH2, H8), 6.82 (s, 1H, H2), 4.13 (s, 3H, 
CH3), 3.98 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 163.7 (C=O), 158.7 (C1), 155.8 (C3), 154.8 (C), 147.1 
(C), 133.0 (C6), 127.7 (C8), 126.6 (C), 123.8 (C9), 120.9 (C7), 105.1 (C), 104.3 (C4), 92.2 (C2), 
56.8 (CH3), 56.4 (CH3). 

 
IR (cm-1): 3136, 3091, 2846, 2140, 1977, 1643, 1606, 1521, 1427, 1355, 1323, 1217, 1085. 
 
MS (ESI), m/z (%): 317.2 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dihydroxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (59) 
 
 
Yellow powder 
C13H8N2O6 
Mr = 288.21 g.mol-1 
Rf = 0.67 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp > 300 °C 
Yield = 72% (Method K1) 
             46% (Method K2) 

O

OH

OH

CONH2

NO2

 

 
 
Method K1: A mixture of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (58)          
(50 mg, 0.16 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave 
(100W ) heating at 200 oC for 10 min. After addition of water, the mixture was extracted with 
ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, 
filtered and evaporated to dryness. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was 
purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent 
to give compound 59 as a yellow solid (33 mg, 72% yield). 
 
Method K2: A mixture of the 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (58)    
(50 mg, 0.16 mmol) in dry dichloromethane (20 mL) at 0 oC under nitrogen was treated 
dropwise with boron tribromide (1M in dichloromethane, 13.6 mL, 13.6 mmol). The resulting 
mixture was allowed to warm to room temperature and stir overnight, after which time it was 
added dropwise to a stirring mixture of ice water (50 mL). The mixture was stirred for 30 min 
at room temperature then filtered and dried to provide the product 59 as a yellow solid         
(21 mg, 46%) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.80 (s, 1H, OH), 11.77 (s, 1H, OH), 8.54 (s, 1H, 
CONH2), 8.42 – 8.07 (m, 2H, CONH2, H9), 7.75 – 7.36 (m, 2H, H8,7), 6.39 (s, 1H, H2). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 169.6 (C=O), 165.1 (C1), 157.9 (C3), 155.7 (C), 146.3 
(C), 133.0 (C6), 127.7 (C8), 126.5 (C), 124.5 (C9), 120.3 (C7), 103.1 (C4), 98.9 (C2), 92.7 (C). 
 
IR (cm-1): 3458, 3196, 1654, 1629, 1608, 1517, 1477, 1440, 1404, 1359, 1323, 1251, 1220, 
1195, 1120, 1082. 
 
MS (ESI), m/z (%): 289.1 (100) [M+H]+. 
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6-Amino-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (60) 
 
 
Brown powder 
C13H10N2O4 
Mr = 258.23 g.mol-1 
Rf = 0.34 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 292-293 °C 
Yield = 62% 

O

OH

OH

CONH2

NH2

 
 
 
Method O1: To a solution of 1,3-dihydroxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (59)     
(50 mg, 0.17 mmol) in methanol (10 mL) at room temperature, saturated aqueous 
amomonium chloride (5 mL) and zinc dust (55 mg, 0.85 mmol) were added sequentially. 
After stirring 30 min at room temperature, additional zinc was added (55 mg, 0.85 mmol) and 
the reaction mixture was refluxed for 2 h. After addition of water, the aqueous layer was 
extracted with ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium 
sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by 
silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give 
compound 60 as a brown solid (28 mg, 62% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.19 (s, 1H, OH), 11.12 (s, 1H, OH), 8.19 (s, 1H, 
CONH2), 8.11 (s, 1H, CONH2), 7.12 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, H9), 7.03 (t, 3J = 7.6 Hz, 1H, H8), 
6.63 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H7), 6.25 (s, 1H, H2). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO) δ: 170.2 (C=O), 164.2 (C1), 157.7 (C3), 154.8 (C), 142.2 (C), 
133.3 (C6), 124.4 (C8), 123.0 (C), 110.2 (C9), 108.1 (C7), 105.3 (C4), 97.8 (C2), 92.5 (C). 
 
IR (cm-1): 3294, 3192, 1492, 1427, 1261, 1190, 1085, 1053. 
 
MS (ESI), m/z (%): 259.2 (100) [M+H]+. 
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1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (61) 
 
 
Brown powder 
C13H9NO4 
Mr = 243.21 g.mol-1 
Rf = 0.20 (dichloromethane) 
Mp = 219-220 °C 
Yield = 52% (Method P) 
             46% (Method K1) 

O

OH

OH

CONH2

 

 
 
Method P: To a solution of 6-amino-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (60)  
(100 mg, 0.38 mmol) in ethanol (10 mL) at room temperature, sulfuric acid (25%, 40 mL) 
was added under warming. The mixture was cooled to 0 °C, and a solution of sodium nitrite 
(54 mg, 0.76 mmol) in 5 mL of water was added dropwise with stirring. The reaction mixture 
was stirred for 45 min at 80 °C then reaction was quenched with water. The aqueous layer 
was extracted with ethyl acetate and the organic layer was washed with brine, dried over 
sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified 
by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give 
compound 61 as a brown solid (49 mg, 52% yield). 
 
Method K1: A mixture of 1,3-dimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (64) (50 mg,       
0.18 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave (100W) 
heating at 200 oC for 10 min. After addition of water, the mixture was extracted with ethyl 
acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, 
filtered and evaporated to dryness. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was 
purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent 
to give compound 61 as a yellow solid (20 mg, 46% yield). 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.93 (s, 1H, OH), 11.34 (s, 1H, OH), 8.28 (s, 1H, 
CONH2), 8.03 – 7.88 (m, 1H, H9), 7.85 (s, 1H, CONH2), 7.77 – 7.65 (m, 1H, H6),                                              
7.57 – 7.25 (m, 2H, H7,8), 6.31 (s, 1H, H2). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO) δ: 170.0 (C=O), 164.3 (C1), 157.7 (C3), 155.2 (C), 154.2 (C), 
124.8 (C7), 123.7 (C8), 122.7 (C), 121.0 (C9), 111.3 (C6), 104.4 (C4), 98.0 (C2), 92.6 (C). 
 

IR (cm-1): 3456, 3132, 1604, 1446, 1409, 1348, 1315, 1286, 1230, 1195, 1103, 1053. 
 
MS (ESI), m/z (%): 244.1 (100) [M+H]+. 
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6-Nitrodibenzo[b,d]furan-1,3-diol (62) 
 
 
Yellow powder 
C12H7NO5 
Mr = 245.19 g.mol-1 
Rf = 0.68 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 223-224 °C 
Yield = 66% 

O

OH

OH NO2

 

 
 
Method K1: A mixture of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan (57) (100 mg, 0.37 mmol) 
in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave heating at 200 oC for        
10 min. After addition of water, the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (100 mL). 
The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 62 as a yellow solid (59 mg, 66% 
yield). 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.76 (s, 1H, OH), 10.07 (s, 1H, OH),                                       
8.24 (dd, 3J = 7.6 Hz, 4J = 1.1 Hz, 1H, H9), 8.10 (dd, 3J = 8.3, 4J = 1.1 Hz, 1H, H7),                        
7.50 (t, 3J = 8.0 Hz, 1H, H8), 6.63 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H4), 6.41 (d, 4J = 1.8 Hz, 1H, H2). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 160.2 (C3), 158.7 (C1), 154.1 (C), 147.0 (C), 132.8 (C6), 
127.6 (C8), 127.1 (C), 123.4 (C9), 119.6 (C7), 102.7 (C), 98.6 (C2), 89.9 (C4). 
 
IR (cm-1): 3556, 3435, 3390, 1610, 1498, 1342, 1213, 1138, 1039. 
 
MS (ESI), m/z (%): 246.1 (100) [M+H]+. 
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6-Amino-1,3-dimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (63) 
 
 
Brown powder 
C15H14N2O4 
Mr = 286.28 g.mol-1 
Rf = 0.52 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 293-294 °C 
Yield = 49% 

O
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CONH2
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Method O1: To a solution of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (58)    
(50 mg, 0.16 mmol) in methanol (10 mL) at room temperature, saturated aqueous 
amomonium chloride (5 mL) and zinc dust (55 mg, 0.85 mmol) were added sequentially. 
After stirring 30 min at room temperature, additional zinc was added (55 mg, 0.85 mmol) and 
the reaction mixture was refluxed for 2 h. After addition of water, the aqueous layer was 
extracted with ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium 
sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by 
silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give 
compound 63 as a brown solid (22 mg, 49% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.67 (s, 1H, CONH2), 7.44 (s, 1H, CONH2),                          
7.17 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H9), 7.03 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H8), 6.70 (d, J = 5.9 Hz, 1H, H7), 6.68 (s, 
1H, H2), 5.25 (s, 2H, NH2), 4.05 (s, 3H, CH3), 3.93 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.6 (C=O), 157.2 (C1), 155.5 (C3), 153.9 (C), 142.9 
(C), 133.1 (C6), 123.7 (C8), 122.7 (C), 111.2 (C9), 109.1 (C7), 107.0 (C4), 104.8 (C), 90.9 (C2), 
56.6 (CH3), 56.0 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3180, 1643, 1604, 1492, 1413, 1319, 1211, 1101. 
 
MS (ESI), m/z (%): 287.2 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (64) 
 
 
Brown powder 
C15H13NO4 
Mr = 271.27 g.mol-1 
Rf = 0.41 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 296-297 °C 
Yield = 36% (Method M) 
             46% (Method P)  
             61% (Method Q2) 

O
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MeO

CONH2

 

 
Method M: To a stirred suspension of 1,3-dimethoxydibenzo[b,d]furan (56) (1.00 g, 4.4 
mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was added chlorosulfonyl isocyanate (0.64 
mL, 7.4 mmol). The mixture was maintained at room temperature for 24 h then the reaction 
mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (20 mL). After 24 h at room temperature, 
the reaction was diluted with water (100 mL) and extracted with ethyl acetate (100 mL). The 
combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The solvent was 
evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 64 as a yellow solid (0.43 g, 36% 
yield).  
 
Method P: To a solution of 6-amino-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (63)      
(50 mg, 0.17 mmol) in ethanol (10 mL) at room temperature, sulfuric acid (25%, 20 mL) was 
added under warming. The mixture was cooled to 0 °C, and a solution of sodium nitrite                   

(24 mg, 0.34 mmol) in 5 mL of water was added dropwise with stirring. The reaction mixture 
was stirred for 45 min at 80 °C then the reaction was quenched with water. The aqueous layer 
was extracted with ethyl acetate and the organic layer was washed with brine, dried over 
sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified 
by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give 
compound 64 as a brown solid (21 mg, 46% yield). 
 
Method Q2: A mixture of 2'-fluoro-2-hydroxy-4,6-dimethoxybiphenyl-3-carboxamide (69) 
(50 mg, 0.17 mmol) and cesium carbonate (166 mg, 0.51 mmol) in acetonitrile was irradiated 
using microwave (80W) heating at 150 oC for 1 h. Ethyl acetate (50 mL) was added to the 
mixture and the organic layer was washed with water (2 x 50 mL), dried over sodium sulfate 
and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was crystallized with ether 
diisopropyl furnished the title compound 64 as pale brown solid (28 mg, 61%). 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.95 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H, H9), 7.69 (s, 1H, NH),          
7.65 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.51 (s, 1H, NH), 7.38 (m, 2H, H7,8), 6.72 (s, 1H, H2),                       
4.09 (s, 3H, CH3), 3.95 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.5 (C=O), 157.6 (C1), 155.7 (C3), 154.8 (C), 154.4 
(C), 125.5 (C7), 123.2 (C8), 122.5 (C), 121.3 (C9), 110.9 (C6), 105.9 (C4), 104.7 (C), 91.1 (C2), 
56.7 (CH3), 56.1 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3381, 3201, 2968, 1641, 1602, 1452, 1421, 1321, 1213. 
 
MS (ESI), m/z (%): 272.2 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dimethoxy-5-phenoxybenzene (65) 
 
 
Colorless oil 
C14H14O3 

Mr = 230.26 g.mol-1 
Rf = 0.68 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Yield = 32% 

MeO

OMe

O

 
 
 
Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphenol (42) (200 mg, 1.30 mmol) in                         
N,N-dimethylformamide (4 mL), copper(I) iodide (10 mol %), cesium carbonate (500 mg,     
1.53 mmol) and iodobenzene (200 µL, 1.79 mmol) were added sequentially. The reaction 
mixture was irradiated using microwave heating at 110 oC for 2 h. After cooling to room 
temperature, the mixture was diluted with ethyl acetate (50 mL) then washed with water              
(3 x 50 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered 
and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 65 (96 mg, 
32%) as a colorless oil. 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.24 (mt, 2H, H3’,5’), 7.03 (mt, 1H, H4’),                          
6.95 (mt, 2H, H2’,6’), 6.13 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H2), 6.08 (d, J = 2.2 Hz, 2H, H4,6),                               
3.64 (s, 6H, 2CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 161.6 (2C1,3), 159.2 (C5), 156.7 (C1’), 129.7 (2C3’,5’), 123.5 
(C4’), 119.2 (2C2’,6’), 97.3 (2C4,6), 95.5 (C2), 55.4 (2CH3). 
 
IR (cm-1): 1583, 1487, 1469, 1215, 1203, 1149, 1128, 1053. 
 
MS (ESI), m/z (%): 231.2 (100) [M+H]+. 
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1,3-Dimethoxydibenzo[b,d]furan (56) 
 

Colorless oil 
C14H12O3 
Mr = 228.24 g.mol-1 
Rf = 0.64 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Yield = 73% 

O

OMe

MeO

 

 
Method Q1: 1,3-Dimethoxy-5-phenoxybenzene (65) (200 g, 0.87 mmol) was dissolved in 
warm pivalic acid (50 g). Silver acetate (435 mg, 2.61 mmol) and palladium(II) acetate (20 
mg, 0.09 mmol) were added and the reaction mixture was properly stirred at 130 °C for 2 h. 
After cooling to room temperature, the mixture was diluted with methanol (50 mL) and 
sodium hydroxide (1M) was added until the pH reached 9. Elemental silver was removed by 
filtration. The filtrate was extracted with ethyl acetate (100 mL) and washed with water (2 x 
100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and 
evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column chromatography 
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 56 (145 mg) in 73% yield as 
a colorless oil. 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.92 (mt, 1H, H6), 7.28 (mt, 1H, H9),                                
7.27 - 7.15 (m, 2H, H7,8), 6.63 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H4), 6.33 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H2),                      
3.92 (s, 3H, CH3), 3.80 (s, 3H, CH3). 
 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 161.0 (C1), 158.1 (C3), 155.9 (C4a), 155.4 (C5a), 124.6 (C7), 
123.7 (C9a), 122.7 (C8), 121.7 (C9), 110.5 (C6), 107.2 (C9b), 93.8 (C2), 88.4 (C4), 55.6 (CH3), 
55.5 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2970, 1697, 1483, 1413, 1365, 1300, 1197. 
 
MS (ESI), m/z (%): 229.1 (100) [M+H]+. 
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2'-Fluoro-2-hydroxy-4,6-dimethoxybiphenyl-3-carboxamide (69) 
 
 
Brown powder 
C15H14FNO4 
Mr = 291.27 g.mol-1 
Rf = 0.41 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 223-224 °C 
Yield = 26% 

MeO

OMe

CONH2

OH
F

 

 
 
Method R: 2-Hydroxy-3-iodo-4,6-dimethoxybenzamide (44) (1.00 g, 3.1 mmol), 
2-fluorobenzeneboronic acid (650 mg, 4.7 mmol) and potassium phosphate (1.33 g, 6.2 
mmol) were added to degassed acetonitrile (16 mL) and water (4 mL). After stirring during 
10 min, palladium(II) acetate (35 mg, 0.05 eq) and triphenylphosphine (40 mg, 0.05 eq) were 
added to the mixture. The tube was then sealed and the reaction mixture was irradiated using 
microwave heating at 90 oC for 2 h. Acetonitrile was removed, the crude product was 
extracted with ethyl acetate (100 mL) and washed with water (2 x 100 mL), dried over sodium 
sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by 
flash silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to 
afford compound 69 (234 mg, 26%) as a brown powder. 
 

 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 14.92 (s, 1H, OH), 8.13 (s, 1H, CONH2),                                   
8.03 (s, 1H, CONH2), 7.34 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.26 - 6.95 (m, 3H), 6.32 (s, 1H, H5),                   
4.00 (s, 3H, CH3), 3.78 (s, 3H, CH3). 
 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 171.9 (C=O), 162.5 (C2), 160.9 (C6), 160.5 (C4),              
158.8 (d, 1J = 243 Hz, C-F), 133.3 (d, 3J = 4 Hz, C6’), 128.8 (d, 3J = 9 Hz, C4’),                            
123.60 (d, 4J = 4 Hz, C5’), 121.18 (d, 1J = 17 Hz, C1’), 115.0 (d, 2J = 22 Hz, C3’), 104.4 (C1), 
96.5 (C3), 86.8 (C5), 56.2 (CH3), 55.7 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3435, 1649, 1604, 1591, 1415, 1317, 1209, 1138, 1114. 
 
MS (ESI), m/z (%): 292.2 (100) [M+H]+.  
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1-[4-(3,5-Dimethoxyphenoxy)phenyl]ethanone (72) 
 
 
Brown powder 
C16H16O4 
Mr = 272.30 g.mol-1 
Rf = 0.60 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 85-86 °C 
Yield = 71% 

OMe

MeO O

O

Me

 

 
 
Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphenol (42) (1.00 g, 6.5 mmol), copper(I) iodide 
(124 mg, 0.65 mmol), cesium carbonate (4.20 g, 13 mmol) and 4-iodoacetophenone (2.40 g, 
9.7 mmol) in N,N-dimethylformamide (4 mL) were added sequentially. The reaction mixture 
was irradiated using microwave heating at 110 oC for 2 h. After cooling to room temperature, 
the mixture was diluted with ethyl acetate (50 mL) then washed with water (3 x 50 mL). The 
organic layer was washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and evaporated to 
dryness. The resulting oil was purified by silica gel column chromatography using 
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 73 (1.20 g) in 71% yield as a 
brown powder.  
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.97 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 2.1 Hz, 1H),     
7.06 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.32 (t, J = 2.2 Hz, 1H),                                          
6.26 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.79 (s, 6H, 2CH3), 2.60 (s, 3H, COCH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 196.7 (C=O), 161.7 (2C3’,5’), 161.5 (C4), 157.3 (C1’), 132.1 
(C1), 130.5 (2C2,6), 117.6 (2C3,5), 98.5 (2C2’,6’), 96.7 (C4’), 55.4 (2CH3), 26.4 (COCH3). 
 
IR (cm-1): 1674, 1585, 1425, 1361, 1267, 1230, 1136, 1053. 
 
MS (ESI), m/z (%): 273.2 (100) [M+H]+. 
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1-(7,9-Dimethoxydibenzo[b,d]furan-2-yl)ethanone (73) 
 
 
Brown powder 
C16H14O4 
Mr = 270.30 g.mol-1 
Rf = 0.34 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 162-163 °C 
Yield = 83% 
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Method Q1: 1-[4-(3,5-Dimethoxyphenoxy)phenyl]ethanone (72) (1.00 g, 3.7 mmol) was 
dissolved in warm pivalic acid (20 g). Silver acetate (3.06 g, 18.4 mmol) and palladium(II) 
acetate (80 mg, 0.37 mmol) were added and the reaction mixture was properly stirred at 135 
°C for 24 h After cooling to room temperature, the mixture was diluted with methanol (50 
mL) and sodium hydroxide (1M) was added until the pH reached 9. Elemental silver was 
removed by filtration. The filtrate was extracted with ethyl acetate (100 mL) and washed with 
water (2 x 100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, 
filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 73 (0.83 g) 
in 83% yield as a brown powder. 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 8.60 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H1), 8.02 (dd, J = 8.6, 2.0 
Hz, 1H, H3), 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H4), 6.74 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H6), 6.46 (d, J = 1.9 Hz, 
1H, H8), 4.06 (s, 3H, CH3), 3.92 (s, 3H, CH3), 2.73 (s, 3H, COCH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 197.6 (C=O), 161.6 (C7), 158.8 (C), 158.3 (C9), 156.1 (C), 
132.7 (C2), 125.8 (C3), 124.1 (C), 122.6 (C1), 110.6 (C4), 106.7 (C), 94.4 (C8), 88.6 (C6), 55.8 
(CH3), 55.7 (CH3), 26.8 (COCH3). 
 
IR (cm-1): 1674, 1637, 1618, 1581, 1510, 1425, 1408, 1361, 1315, 1290, 1253, 1215, 1197, 
1151, 1093, 1045, 1010. 
 
MS (ESI), m/z (%): 271.2 (100) [M+H]+. 
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8-Acetyl-1,3-dimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (71) 
 
 
Yellow powder 
C17H15NO5 
Mr = 313.30 g.mol-1 
Rf = 0.61 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 237-238 °C 
Yield = 32% 

O

OMe

MeO

O
Me

CONH2

 
 
 
Method M: To a stirred suspension of 1-(7,9-dimethoxydibenzo[b,d]furan-2-yl)ethanone (72) 
(200 mg, 0.74 mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was added chlorosulfonyl 
isocyanate (128 µL, 1.48 mmol). The mixture was maintained at room temperature for 12 h 
then the reaction mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (20 mL). After 12 h at 
room temperature, the reaction was diluted with water (100 mL) and extracted with ethyl 
acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. 
The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 71 as a 
yellow solid (74 mg, 32% yield).  
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.48 (s, 1H, H9), 8.07 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H7),                        
7.78 – 7.74 (m, 2H, H6, CONH2), 7.55 (s, 1H, CONH2),  6.78 (s, 1H, H2), 4.14 (s, 3H, CH3), 
3.96 (s, 3H, CH3), 2.68 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 197.0 (COCH3), 164.1 (CONH2), 158.2 (C3), 157.5 (C1), 
155.9 (C), 155.1 (C), 132.6 (C8), 126.6 (C7), 122.9 (C), 121.3 (C9), 110.9 (C6), 105.3 (C4),    
104.8 (C), 91.6 (C2), 56.7 (CH3), 56.3 (CH3), 26.8 (COCH3). 
 
IR (cm-1): 3381, 1649, 1612, 1415, 1365, 1321, 1286, 1215, 1097.  
 
MS (ESI), m/z (%): 314.2 (100) [M+H]+. 
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8-Acetyl-1,3-dihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (74) 
 
 

Brown powder 
C15H11NO5 
Mr = 285.25 g.mol-1 
Rf = 0.53 (dichloromethane/methanol : 9/1) 
Mp = 355-356 °C 
Yield = 26% 

O

OH

OH

O
Me

CONH2

 
 
 
Method K1: A mixture of 8-acetyl-1,3-dimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide 71           
(50 mg, 0.16 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave 
(100W) heating at 200 oC for 15 min. After addition of water, the aqueous layer was extracted 
with ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate 
and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 74 
as a yellow solid (11 mg, 26% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.98 (s, 1H, OH), 11.54 (s, 1H, OH),                                       
8.47 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H9), 8.32 (s, 1H, CONH2), 8.06 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H7),                   
7.88 (s, 1H, CONH2), 7.81 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H6), 6.36 (s, 1H, H2), 2.68 (s, 3H, COCH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 197.0 (COCH3), 169.8 (CONH2), 164.8 (C3), 157.8 (C1), 
156.8 (C), 156.0 (C), 133.0 (C8), 125.9 (C7), 123.2 (C), 121.0 (C9), 111.3 (C6), 103.9 (C4),       
98.4 (C2), 92.8 (C), 26.8 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3479, 3190, 1600, 1415, 1359, 1284, 1249, 1190, 1045. 
 
MS (ESI), m/z (%): 286.1 (100) [M+H]+. 
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1-(7,9-Dihydroxydibenzo[b,d]furan-2-yl)ethanone (75) 
 
 
Brown powder 
C14H10O4 

Mr = 242.28 g.mol-1 
Rf = 0.43 (dichloromethane/methanol : 9/1) 
Mp = 215-216 °C 
Yield = 57% 

O

OH

OH

O
Me

 
 
 
Method K1: A mixture of 1-(7,9-dimethoxydibenzo[b,d]furan-2-yl)ethanone (72) (60 mg,   
0.22 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave (100W) 
heating at 200 oC for 15 min. After addition of water, the mixture was extracted with ethyl 
acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, 
filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 75 
as a yellow solid (30 mg, 57% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.57 (s, 1H, OH), 9.86 (s, 1H, OH),                                           
8.42 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H1), 7.96 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H3), 7.62 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H4), 
6.52 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H6), 6.38 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H8), 2.65 (s, 1H, CH3CO). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 197.0 (C=O), 159.4 (C7), 158.7 (C), 157.3 (C9), 154.0 (C), 
132.3 (C2), 125.5 (C3), 124.1 (C), 120.8 (C1), 110.4 (C4), 103.6 (C), 98.1 (C8), 89.8 (C6),           
26.8 (CH3CO). 
 
IR (cm-1): 3211, 1643, 1598, 1442, 1359, 1246, 1134, 1049, 1016. 
 
MS (ESI), m/z (%): 243.1 (100) [M+H]+. 
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1-Iodo-3-methoxybenzene (77) 
 
 
Brown oil  
C7H7IO 
Mr = 234.03 g.mol-1 

Rf = 0.57 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Yield = 89% 

I OMe

 
 
 
Method A2: 3-Iodophenol (76) (1.00 g, 4.5 mmol) and cesium carbonate (2.40 g, 6.8 mmol) 
were introduced in a round bottom flask under argon. Dry acetonitrile (20 mL) was added, 
followed by iodomethane (420 µL, 6.8 mmol). The reaction mixture was stirred at 70 °C for  
12 h and then the reaction was diluted with water (50 mL) and extracted with 
dichloromethane (3 x 50 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate 
and filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 77 
as a brown oil (940 mg, 89% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.21 - 7.16 (m, 2H, H2,6), 6.91 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 
H5), 6.78 (ddd, J = 8.4, 2.5, 0.9 Hz, 1H, H4), 3.69 (s, 3H, OCH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 160.1 (C3), 130.7 (C6), 129.8 (C5), 123.0 (C2), 113.7 (C4), 
94.3 (C1), 55.3 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1581, 1566, 1471, 1284, 1240, 1228, 1029. 
 
MS (ESI), m/z (%): 233.1 (100) [M-H]-. 
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1,3-Dimethoxy-5-(3-methoxyphenoxy)benzene (78) 
 

Colorless oil 
C15H16O4 

Mr = 260.29 g.mol-1 

Rf = 0.55 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Yield = 30% 

 

OMe

MeO O OMe

 
 

 
Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphenol (42) (200 mg, 1.30 mmol), copper(I) 
iodide (10 mol %), cesium carbonate (1.27 g, 3.90 mmol) and 1-iodo-3-methoxybenzene (77)            
(455 mg, 1.95 mmol) in N,N-dimethylformamide (4 mL) were added sequentially. The 
reaction mixture was irradiated using microwave (80W) heating at 100 oC for 2 h. After 
cooling to room temperature, the mixture was diluted with ethyl acetate (100 mL) then 
washed with water (3 x 100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over 
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to give compound 78 
(103 mg, 30%) as a colorless oil. 
 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.15 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H5), 6.64 - 6.49 (m, 3H, 
H2’,4’,6’), 6.15 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H2), 6.11 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 2.4 Hz, 1H),               
3.71 (s, 3H, CH3), 3.67 (s, 6H, 2CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 161.5 (2C1,3), 160.9 (C3’), 158.9 (C1’), 157.9 (C5), 130.0 
(C5’), 111.3 (C6’), 109.1 (C2’), 105.1 (C4’), 97.4 (2C4,6), 95.6 (C2), 55.4 (2CH3), 55.3 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2835, 1583, 1261, 1193, 1143, 1126, 1047. 
 
MS (ESI), m/z (%): 261.1 (100) [M+H]+. 
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1,3,7-Trimethoxydibenzo[b,d]furan (79) 
 
 
White powder 
C15H14O4 
Mr = 258.27 g.mol-1 
Rf = 0.51 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 153-154 °C 
Yield = 91% 

OMe

MeO O

OMe

 
 
 
Method Q1: 1,3-Dimethoxy-5-(3-methoxyphenoxy)benzene (78) (100 mg, 0.38 mmol) was 
dissolved in warm pivalic acid (2 g). Silver acetate (192 mg, 1.15 mmol) and palladium(II) 
acetate (9 mg, 0.04 mmol) were added and the reaction mixture was properly stirred at 130 °C 
for 12 h. After cooling to room temperature, the mixture was diluted with methanol (50 mL) 
and sodium hydroxide (1M) was added until the pH reached 9. Elemental silver was removed 
by filtration. The filtrate was extracted with ethyl acetate (100 mL) and washed with water         
(2 x 100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered 
and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 79 (90 mg) 
in 91% yield as a brown powder. 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H9),                                                  
6.97 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H6), 6.82 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H, H8), 6.61 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H4), 
6.32 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H2), 3.91 (s, 3H, CH3), 3.81 (s, 3H, CH3), 3.80 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 160.0 (C3), 158.2 (C7), 158.1 (C), 156.6 (C), 155.2 (C1),     
121.8 (C9), 117.0 (C), 110.4 (C8), 107.2 (C), 96.4 (C2), 93.8 (C4), 88.7 (C6), 55.8 (CH3),          
55.7 (CH3), 55.6 (CH3). 
 
IR (cm-1): 2940, 2832, 1594, 1435, 1365, 1320, 1264, 1206, 1125, 1036. 
 
MS (ESI), m/z (%): 259.1 (100) [M+H]+. 
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1,3,7-Trimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (80) 
 
 
White powder 
C16H15NO5 
Mr = 301.29 g.mol-1 
Rf = 0.67 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 332-333 °C 
Yield = 44% 

OMe

MeO

CONH2

O

OMe

 
 
 
Method M: To a stirred suspension of 1,3,7-trimethoxydibenzo[b,d]furan (79) (100 mg,         
0.38 mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was added chlorosulfonyl isocyanate 
(67 µL, 0.77 mmol). The mixture was maintained at room temperature for 2 h then the 
reaction mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (20 mL). After 4 h at room 
temperature, the reaction was diluted with water (100 mL) and extracted with ethyl acetate 
(100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and filtered. The 
solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel column 
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 80 as a 
white solid (52 mg, 44% yield).  
 

 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H9), 7.67 (s, 1H, CONH2),             
7.48 (s, 1H, CONH2), 7.30 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H6), 6.95 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, H8),                 
6.69 (s, 1H, H2), 4.07 (s, 3H, CH3), 3.92 (s, 3H, CH3), 3.84 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 164.5 (C=O), 158.2 (C7), 156.5 (C), 156.1 (C), 154.8 (C1), 
154.4 (C3), 121.4 (C9), 115.5 (C), 110.8 (C8), 106.1 (C4), 104.9 (C), 96.7 (C6), 91.2 (C2),           
56.7 (CH3), 56.0 (CH3), 55.6 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3377, 3192, 2970, 2839, 1643, 1610, 1454, 1431, 1375, 1321, 1267, 1209, 1107, 
1026. 
 
MS (ESI), m/z (%): 302.1 (100) [M+H]+. 
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1,3,7-Trihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (81) 
 
 
Brown powder 
C13H9NO5 
Mr = 259.21 g.mol-1 
Rf = 0.67 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 360-361 °C 
Yield = 38% 
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Method K1: A mixture of 1,3,7-trimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (80) (50 mg,   
0.16 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave (100W) 
heating at 200 oC for 15 min. After addition of water, the aqueous layer was extracted with 
ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and 
filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 81 
as a brown solid (16 mg, 38% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.73 (s, 1H, OH), 11.09 (s, 1H, OH), 9.75 (s, 1H, OH), 
8.20 (s, 1H, CONH2), 7.80 (s, 1H, CONH2), 7.68 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H9), 7.10 (s, 1H, H6),      
6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H8), 6.25 (s, 1H, H2). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 170.1 (C=O), 162.8 (C7), 156.7 (C3), 155.7 (C1), 155.5 (C), 
154.9 (C), 121.1 (C9), 114.4 (C), 112.0 (C8), 104.7 (C4), 98.5 (C2), 97.8 (C6), 92.7 (C). 
 
IR (cm-1): 3423, 3321, 3242, 3219, 1664, 1556, 1502, 1446, 1288, 1257, 1190, 1107, 1029. 
 
MS (ESI), m/z (%): 260.1 (100) [M+H]+. 
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8-Acetyl-1,3,7-trimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (82) 
 
 
White powder 
C18H17NO6 
Mr = 343.33 g.mol-1 
Rf = 0.59 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 228-229 °C 
Yield = 74% (Method S) 
             55% (Method M) 
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Method S: Anhydrous aluminium chloride (111 mg, 0.83 mmol) in 1,2-dichloroethane          
(10 mL) was added to acetyl chloride (24 µL, 0.33 mmol) and then                                                    
1,3,7-trimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (80) in 1,2-dichloroethane (20 mL) slowly 
and left at room temperature for 1 h. After the reaction (TLC) was completed, the reaction 
mixture was quenched with hydrochloric acid 1N and extracted with dichloromethane                  
(2 x 50 mL). The combined organic extracts were washed with water, dried over sodium 
sulfate, filtered and concentrated in vacuum. The crude product obtained was purified over 
silica gel column chromatography using dichloromethane to obtain the pure product 82           
(42 mg, 74% yield). 
 
Method M: To a stirred suspension of 1-(3,7,9-trimethoxydibenzo[b,d]furan-2-yl)ethanone 
(88) (100 mg, 0.33 mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was added 
chlorosulfonyl isocyanate (58 µL, 0.66 mmol). The mixture was maintained at room 
temperature for 12 h then the reaction mixture was quenched with hydrochloric acid 5M      
(20 mL). After 12 h at 60 °C, the reaction was diluted with water (100 mL) and extracted with 
ethyl acetate (100 mL). The combined organic extracts were dried over sodium sulfate and 
filtered. The solvent was evaporated in vacuo and the residue was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to give compound 82 
as a white solid (52 mg, 55% yield).  
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.12 (s, 1H, H9), 7.70 (s, 1H, CONH2), 7.55 (s, 1H, H6), 
7.53 (s, 1H, H6), 6.73 (s, 1H, H2), 4.09 (s, 3H, CH3), 3.98 (s, 3H, CH3), 3.94 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 197.9 (C=O), 164.2 (CONH2), 158.6 (C), 158.3 (C7),          
157.1 (C), 155.1 (C1), 154.9 (C3), 124.2 (C8), 122.1 (C9), 115.4 (C), 105.5 (C), 105.0 (C4),       
96.0 (C6), 91.6 (C2), 56.7 (CH3), 56.4 (CH3), 56.2 (CH3), 31.6 (COCH3). 
 
IR (cm-1): 3387, 3197, 1606, 1402, 1317, 1273, 1089. 
 
MS (ESI), m/z (%): 344.2 (100) [M+H]+. 
 
 
 
 
 
 
 



Experimental section 

246 
 

8-Acetyl-1,3,7-trihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (83) 
 
 

Brown powder 
C15H11NO6 
Mr = 301.25 g.mol-1 
Rf = 0.53 (dichloromethane/methanol: 9/1) 
Mp = 335-336 °C 
Yield = 39% 
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Method K1: A mixture of 8-acetyl-1,3,7-trimethoxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (82)  
(50 mg, 0.15 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiated using microwave 
(100W) heating at 200 oC for 15 min. After addition of water, the mixture was extracted with 
ethyl acetate (100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, 
filtered and evaporated to dryness. The residue was purified by silica gel column 
chromatography using dichloromethane as eluent to give compound 83 as a brown solid           
(18 mg, 39% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.82 (s, 1H, OH), 12.44 (s, 1H, OH), 11.38 (s, 1H, OH), 
8.30 (m, 2H, H9, CONH2), 7.81 (s, 1H, CONH2), 7.25 (s, 1H, H6), 6.32 (s, 1H, H2),                      
2.74 (s, 3H, COCH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 203.7 (C=O), 169.7 (CONH2), 163.7 (C7), 160.1 (C3),        
158.8 (C), 157.0 (C1), 155.7 (C), 123.3 (C9), 117.4 (C), 115.5 (C8), 103.5 (C4), 99.8 (C2),         
98.5 (C6), 93.0 (C), 27.8 (COCH3). 
 
IR (cm-1): 3462, 3334, 3170, 1614, 1469, 1396, 1246, 1103, 1041. 
 
MS (ESI), m/z (%): 302.1 (100) [M+H]+. 
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3-Iodophenyl acetate (85) 
 
 
White powder 
C8H7IO2 

Mr = 262.04 g.mol-1 
Rf = 0.65 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 74-75 °C 
Yield = 90% 

I O Me

O

 

 
 
Method A1: Acetic anhydride (4.3 mL, 45.47 mmol) was added to a solution of 3-iodophenol 
(76) (1.00 g, 4.55 mmol) in pyridine (5 mL). After stirring at 130 oC for 2 h, the reaction was 
concentrated in vacuo and the residue was purified by silica gel column chromatography 
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) to give compound 85 as a white solid (1.06 g, 90% 
yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.49 (dt, J = 7.2, 1.7 Hz, 1H), 7.43 - 7.37 (m, 1H), 
7.05 - 6.98 (m, 2H), 2.21 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 168.9 (C=O), 150.9 (C1), 134.9 (C4), 130.8 (C5), 130.6 (C2), 
121.1 (C6), 93.5 (C3), 21.0 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1747, 1735, 1573, 1365, 1201, 1192, 1072, 1031, 1001, 981. 
 
MS (ESI), m/z (%): 263.1 (100) [M+H]+. 
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1-(2-Hydroxy-4-iodophenyl)ethanone (86) 
 
 
Beige powder 
C8H7IO2 

Mr = 262.04 g.mol-1 
Rf = 0.68 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 52-53 °C 
Yield = 88% 

I OH

O

Me

 

 
 
Method T: 3-Iodophenyl acetate (85) 250 mg (0.95 mmol) was dissolved in 4 mL of boron 
trifluoride acetic acid complex (BF3.2CH3COOH). The mixture was heated at 180 °C for 12 
h. After cooling to room temperature, sodium hydroxide (1M) was added until the pH reached 
8. The mixture was extracted with dichloromethane (100 mL). The organic layers were 
washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. Compound 
86 is obtained after purification by chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/ethyl 
acetate: 8/2) in the form of a beige powder with a yield of 88%. 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 12.18 (s, 1H, OH), 7.50 – 7.24 (m, 2H),                          
7.27 - 7.07 (m, 1H), 2.53 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 204.1 (C=O), 162.2 (C2), 131.2 (C5), 128.3 (C6), 127.8 (C3), 
119.0 (C1), 103.7 (C4), 26.5 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1620, 1600, 1543, 1475, 1365, 1317, 1284, 1211. 
 
MS (ESI), m/z (%): 263.0 (100) [M+H]+. 
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1-(4-Iodo-2-methoxyphenyl)ethanone (84) 
 
 
White powder 
C9H9IO2 

Mr = 276.07 g.mol-1 
Rf = 0.53 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 70-71 °C 
Yield = 91% 

I OMe

O

Me

 

 
 
Method A2: A mixture of 1-(2-hydroxy-4-iodophenyl)ethanone (86) (1.00 g, 3.8 mmol) and 
cesium carbonate (3.71 g, 11.4 mmol) in acetonitrile (10 ml) was refluxed, then methyl iodide 
(490 µL, 7.6 mmol) was added dropwise. The mixture was heated at 90 °C for 2 h, the solvent 
and low boiling point components were removed under reduced pressure. Water was added to 
the residue and the organic matter was extracted with dichloromethane. The organic layer was 
dried over magnesium sulfate after the solvent was removed under reduced pressure and 
purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) to give 
compound 84 as a white solid (0.95 g, 91% yield). 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.53 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3), 7.42 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 
1H, H5), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H6), 3.91 (s, 3H, CH3), 3.33 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 198.1 (C=O), 158.5 (C2), 130.8 (C5), 129.4 (C6), 127.3 (C1), 
121.4 (C3), 101.0 (C4), 56.2 (CH3), 31.4 (CH3). 
 
IR (cm-1): 3089, 2997, 1660, 1570, 1392, 1357, 1278, 1240, 1186, 1085, 1016. 
 
MS (ESI), m/z (%): 277.0 (100) [M+H]+. 
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1-[4-(3’,5’-Dimethoxyphenoxy)-2-methoxyphenyl]ethanone (87) 
 

Colorless oil 
C17H18O5 

Mr = 302.32 g.mol-1 

Rf = 0.54 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Yield = 34% 

 

OMe

MeO O OMe

O

Me

 
 

 
Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphenol (42) (400 mg, 2.6 mmol), copper(I) iodide 
(10 mol %), cesium carbonate (2.50 g, 7.8 mmol) and 1-(4-iodo-2-methoxyphenyl)ethanone 
(85) (680 mg, 2.6 mmol) in N,N-dimethylformamide (4 mL). The reaction mixture was 
irradiated using microwave heating (80W) at 120 oC for 2 h. After cooling to room 
temperature, the mixture was diluted with ethyl acetate (100 mL) then washed with water (3 x 
100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and 
evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel column chromatography 
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 87 (266 mg, 34%) as a 
colorless oil. 
 
 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ: 7.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H6), 6.54 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 
H3), 6.49 (dt, J = 8.7, 1.4 Hz, 1H, H5), 6.22 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H4’), 6.18 – 6.06 (m, 2H, 
H2’,6’), 3.79 (s, 3H, CH3), 3.69 (s, 6H, 2CH3), 2.52 (s, 3H, COCH3). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ: 198.0 (C=O), 162.2 (C2), 161.7 (2C3’,5’), 160.9 (C4),             
157.3 (C1’), 132.4 (C6), 122.9 (C1), 109.7 (C5), 101.7 (C3), 98.3 (2C2’,6’), 96.7 (C4’), 55.6 
(CH3), 55.4 (2CH3), 31.8 (COCH3). 
 
IR (cm-1): 2839, 1644, 1579, 1462, 1419, 1357, 1257, 1195, 1149, 1128, 1051, 1028. 
 
MS (ESI), m/z (%): 303.2 (100) [M+H]+. 
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1-(3,7,9-Trimethoxydibenzo[b,d]furan-2-yl)ethanone (88) 
 
 
White powder 
C17H16O5 
Mr = 300.31 g.mol-1 
Rf = 0.48 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) 
Mp = 155-156 °C 
Yield = 71% 

OMe

MeO O

OMe

O
Me

 
 
 
Method Q1: 1-[4-(3,5-dimethoxyphenoxy)-2-methoxyphenyl]ethanone (87) (100 mg,            
0.33 mmol) was dissolved in warm pivalic acid (4 g). Silver acetate (192 mg, 1.15 mmol) and 
palladium(II) acetate (9 mg, 0.03 mmol) were added and the reaction mixture was properly 
stirred at 130 °C for 4 h. After cooling to room temperature, the mixture was diluted with 
methanol (50 mL) and sodium hydroxide (1M) was added until the pH reached 9. Elemental 
silver was removed by filtration. The filtrate was extracted with ethyl acetate (100 mL) and 
washed with water (2 x 100 mL). The organic layers were washed with brine, dried over 
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The resulting oil was purified by silica gel 
column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to give compound 88 
(70 mg) in 71% yield as a brown powder. 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 8.10 (s, 1H, H9), 7.46 (s, 1H, H6), 6.92 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 
H4), 6.57 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H2), 4.00 (s, 3H, CH3), 3.98 (s, 3H, CH3), 3.86 (s, 3H, CH3),          
2.58 (s, 3H, CH3). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO) δ: 198.0 (C=O), 160.6 (C3), 158.5 (C7), 158.0 (C), 157.9 (C), 
154.9 (C1), 124.1 (C8), 121.9 (C9), 115.9 (C), 105.4 (C), 95.8 (C2), 94.5 (C4), 89.2 (C6),             
56.3 (CH3), 55.9 (CH3), 55.8 (CH3), 31.6 (CH3). 
 
IR (cm-1): 1664, 1600, 1462, 1408, 1354, 1269, 1236, 1139, 1095. 
 
MS (ESI), m/z (%): 301.2 (100) [M+H]+. 
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III. Evaluation de l’activité des composés sur les kinases 
 
Protocole expérimental 
 

L’évaluation de l’activité des molécules synthétisées et des extraits de plantes est 
réalisée à la station biologique de Roscoff (France). L’activité kinasique est déterminée dans 
les solutions tampons appropriées en présence du substrat (protéines ou peptides). La réaction 
se déroule en présence de 15 µM d’ATP marqué ([γ-33P] ATP (3,000 Ci/mmol, 10 mCi/mL) 
dans un volume final de 30 µL 243236. La radioactivité est mesurée à l’aide d’un compteur à 
scintillation Packard après addition de liquide scintillant ACS (Amersham). Les activités sont 
exprimées en pourcentage par rapport à l’activité maximale, c’est-à-dire en absence 
d’inhibiteur. Le contrôle négatif est effectué avec des dilutions appropriées d’une solution de 
diméthylsulfoxide. Les différents substrats utilisés sont fournis par Proteogenix 
(Oberhausbergen, France). Les tests, réalisés en triplicate, mesure le taux de phosphorylation 
des protéines substrats associées aux différentes kinases. 

 
Les solutions tampons 

 
Différentes solutions tampons de composition variées sont utilisées :  

 
- Tampon A : Il est composé de 10 mM de MgCl2 ; 1 mM d’EGTA (Ethylene glycol-

bis(2- aminoethylether)-N,N,Ń,Nʹ-tetraacetic acid) ; 1 mM de DTT (1,4-dithiothreitol), 25 
mM du Tris-HCl pH 7,5 et 50 µg/mL d’héparine. 

 
- Tampon B : Il est composé de 60 mM de β-glycérophosphate, 30 mM de p-

nitrophénylphosphate, 25 mM MOPS (acide 4-morpholinepropanesulfonique) à pH 7 ; 5 mM 
EGTA ; 15 mM MgCl2 ; 1 mM DTT et 0,1 mM d’orthovanadate de sodium. 

 
- Tampon D : Il est composé de 25 mM MOPS à pH 7,2 ; 12,5 mM β-

glycérolphosphate, 25 mM MgCl2 ; 5 mM EGTA ; 2 mM EDTA (éthylène diamine 
tétraacétique) et 0,25 mM de DTT. 

 
- Tampon H : Il est composé de MOPS 25 mM pH 7,5 et 10 mM MgCl2. 
 
- Tampon K : Il est composé de Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol) 

50 mM pH 7,5 ; 20 mM MgCl2 et 2 mM MnCl2. 
 
- Tampon R : Il contient 5 mM MOPS pH 7,2 ; 2,5 mM β-glycérophosphate, 4 mM 

MgCl2 ; 2,5 mM MnCl2 ; 1 mM EGTA, 0,4 mM EDTA ; 50 µg/mL BSA (Bovine Serum 
Albumine) et 0,05 mM DTT. 

 
Les kinases 

 
Les évaluations biologiques ont été faites les kinases suivantes. 

 
HsCDK2/Cycline A (cyclin-dependent kinase-2) 
D’origine humaine, cette kinase est fournie par le Dr. A. Echalier-Glazer (Leicester, 

UK). Elle est testée dans le tampon A avec 0,15 mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de DTT et 
comme substrat 0,8 µg/µL de l’histone H1. Après 10 min à 30 °C, 25 µL du surnageant sont 
transférés sur du papier Whatman P81 (en phosphocellulose) de dimension 2,5 x 3 cm. Après 
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20 secondes, les papiers filtres sont lavés cinq fois (au moins 5 min chaque fois) dans une 
solution d’acide phosphorique à 1% et la radioactivité mesurée. 

 
HsCDK5/p25 
C’est une protéine kinase recombinante d’origine humaine exprimée par Escherichia 

coli. Le test est effectué dans le tampon B avec comme substrat 0,8 µg/µL de l’histone H1. 
Après 30 min d’incubation à 30 °C, 25 µL du surnageant sont transférés sur du papier 
Whatman P81 (en phosphocellulose) de dimension 2,5 x 3 cm. Après 20 secondes, les papiers 
filtres sont lavés cinq fois (au moins 5 min chaque fois) avec une solution d’acide 
phosphorique 1% suivi de la mesure de la radiactivité. 

 
HsCDK9/CyclineT 
Il s’agit d’une protéine kinase recombinante d’origine humaine exprimée par 

baculovirus dans des cellules d’insecte Sf9. Le test est réalisé dans le tampon A avec 0,15 
mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de DTT et 0,27 µg/µL du peptide 
(YSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSKKKK) comme substrat. Après 30 min à 30 °C, 25 µL du 
surnageant est transféré sur du papier Whatman P81 (en phosphocellulose) de dimension 2,5 x 
3 cm. Après 20 secondes, les papiers filtres sont lavés cinq fois (au moins 5 min chaque fois) 
avec une solution d’acide phosphorique à 1% suivi de la mesure de la radioactivité. 

 
HsPIM1 
Elle est obtenue à partir d’un proto-oncogène humain recombinant exprimé dans une 

bactérie et testée dans le tampon B avec 0,8 µg/µL de l’histone H1 (Sigma#H5505) comme 
substrat. Après 30 min d’incubation à 30 °C, la réaction est arrêtée et le milieu est transféré 
sur un filtre P81 en phosphocellulose grâce au collecteur de cellules (Filtermate Harvester). 
Après lavage du filtre avec une solution d’acide polyphosphorique 1%, la radioactivité est 
mesurée. 
 

HsHaspine 
D’origine humaine et constituée par les acides aminés (470 à 798) du domaine 

kinasique, elle est exprimée par Escherichia coli. Le test est effectué dans le tampon H avec 
comme substrat 0,007 µg/µL de la chaine peptidique (ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA) de 
l’histone H3 (acides aminés 1 à 21). Après 30 min d’incubation à 30 °C, la réaction est arrêtée 
et le milieu est collecté sur un filtre P81 en phosphocellulose (GE Healthcare, Velizy- 
Villacoublay, France) grâce au collecteur de cellules (Filtermate Harvester, Packard, Meriden, 
CT, USA). Après lavage du filtre avec une solution d’acide polyphosphorique 1%, la 
radioactivité est mesurée. 

 
MmCLK1 
La kinase est obtenue à partir de Mus musculus. Le test est effectué dans le tampon A 

additionné de 0,15 mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de DTT et 0,027 µg/µL du peptide 
GRSRSRSRSRSR. Après 30 min d’incubation à 30 °C, le milieu est transféré sur un filtre 
P81 en phosphocellulose (GE Healthcare) grâce au collecteur de cellules (Filtermate 
Harvester, Packard). Le filtre est lavé avec une solution d’acide polyphosphorique 1% et la 
radioactivité mesurée. 

 
RnDYRK1A 
Il s’agit d’une protéine recombinante obtenue à partir de Rattus norvegicus et constitué 

des acides aminés 1 à 499 (incluant le domaine kinasique). Le vecteur ADN est fourni par le 
Dr W. Becker (Aachen, Allemagne). Le test est réalisé dans le tampon A additionné de 0,5 
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mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de DTT et 0,033 µg/µL du peptide KKISGRLSPIMTEQ 
comme substrat. Après 30 min d’incubation à 30 °C, le surnageant est recupéré sur du papier 
filtre 3MM qui est lavé avec une solution d’acide trifluoroacétique avant la mesure de 
l’activité. 

 
SscGSK-3α/β (glycogen synthase kinase-3) 
Il s’agit d’une protéine d’origine porcine et purifiée. Le test est effectué dans le 

tampon A avec 0,15 mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de DTT et 0,010 µg/µL du peptide GS-1 
(YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQSpEDEEE) qui est un substrat sélectif de GSK-3. Après 30 
min d’incubation à 30 °C, le surnageant est transféré sur du papier filtre 3MM qui est lavé 
avec une solution d’acide trifluoroacétique avant la mesure de l’activité. 

 
SscCK1δ/ε (casein kinase 1δ/ε) 
Elle est d’origine porcine et purifiée. Le test est effectué dans le tampon B avec 0,022 

µg/µL du peptide (RRKHAAIGSpAYSITA) (substrat spécifique de CK1). Après 30 minutes 
d’incubation à 30 °C, le surnageant est récupéré sur du papier filtre 3MM qui est lavé avec 
une solution d’acide trifluoroacétique puis l’activité est mésurée. 

 
HsAurora B 
C’est une protéine kinase recombinante d’origine humaine exprimée par baculovirus 

dans des cellules d’insecte Sf9 (SignalChem). Le test est effectué dans le milieu D avec 0,2 
µg/µL de MBP comme substrat. Après 30 min d’incubation à 30 °C, 25 µL du surnageant sont 
transférés est transféré sur un filtre P81 en phosphocellulose. Le papier filtre est lavé cinq fois 
avec une solution d’acide polyphosphorique 1% suivi de la mesure de la radioactivité. 
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Abstract: Candida albicans is the main yeast involved 
in human pathology. In C. albicans, protein kinase C 
(CaPkc1), which is involved in the MAP kinase pathway, 
regulates cell wall integrity during growth, 
morphogenesis and wall stress response. Previous 
results in the laboratory showed that inhibitors of 
CaPkc1 restored fluconazole susceptibility to resistant 
C. albicans strains if not mutated on ERG11 gene.  
(-)-Cercosporamide, with a base structure of 9,9a-
dihydro-1,3,7-trihydroxy-9a-methyl-9-
oxodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide, a natural broad 
spectrum antifungal product has an inhibitory effect on 
CaPkc1. We decided to synthesize simplified 
heterocyclic analogues by avoiding the presence of 
asymmetric carbon.  

 
 
Cercosporamide has an affinity for the ATP binding 
site of certain kinases via 3-OH and 4-CONH2 of the 
phenyl moiety, we have therefore chosen to maintain 
dihydroxybenzofuran-carboxamide in the design of 
new tricyclic compounds with benzofuro[3,2-
d]pyrimidine and dibenzo[b,d]furan structures. 
The direct antifungal activity and the restoration of 
fluconazole susceptibility of resistant strains were 
evaluated in vitro on a panel of 6 strains of C. albicans. 
The inhibition of CaPkc1 activity has been measured 
on the most promising molecules, in parallel with a 
selectivity profile on a panel of human kinases in order 
to validate the relevance of the considered protein 
target. 
 

 

 
Titre :  Conception, synthèse et évaluation biologique de be nzofuro[3,2- d]pyrimidines et 
dibenzo[ b,d]furanes, dérivés du cercosporamide d’origine natur elle 
 
Mots clés :  benzofuro[3,2- d]pyrimidine, dibenzo[ b,d]furane, cercosporamide,  Candida albicans Pkc1, 
inhibiteurs de kinases, restauration de la sensibil ité au fluconazole, activité antifongique 
 
 
Résumé :  Candida albicans est la principale levure 
impliquée en pathologie humaine. Chez C. albicans, la 
protéine kinase C (CaPkc1), impliquée dans la voie des 
MAP kinases, a un rôle de régulateur de l’intégrité de la 
paroi cellulaire durant la croissance, la morphogenèse 
et la réponse au stress pariétal. Des résultats antérieurs 
obtenus au laboratoire ont montré que des inhibiteurs 
de CaPkc1 rétablissaient la sensibilité au fluconazole de 
souches de C. albicans résistantes aux azolés mais non 
mutées au niveau du gène ERG11. 
Le (-)-cercosporamide, de structure de base 9,9a-
dihydro-1,3,7-trihydroxy-9a-méthyl-9-
oxodibenzo[b,d]furane-4-carboxamide, est un produit 
naturel antifongique à large spectre ayant un effet 
inhibiteur de CaPkc1. Nous avons décidé de synthétiser 
des analogues hétérocycliques simplifiés en 
s’affranchissant de la présence du carbone 
asymétrique.  

 
 
Le cercosporamide ayant une affinité pour le site de 
fixation de l’ATP de certaines kinases via le 3-OH et le 
4-CONH2 de la partie phényle, nous avons donc choisi 
de maintenir le dihydroxybenzofurane-carboxamide 
dans la conception de nouveaux composés 
tricycliques, à structures benzofuro[3,2-d]pyrimidine et 
dibenzo[b,d]furane.  
L’activité antifongique directe et la restauration de la 
sensibilité au fluconazole de souches résistantes ont 
été évaluées in vitro sur un panel de 6 souches de C. 
albicans. L’inhibition de l’activité de CaPkc1 a été 
mesurée pour les molécules les plus prometteuses, en 
parallèle d’un profil de sélectivité sur un panel de 
kinases humaines afin de valider la pertinence de la 
cible protéique envisagée. 


