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Introduction 

La mucoviscidose est une maladie héréditaire très répandue. Elle touche environ une 

naissance sur 3500 [1]. Cette maladie provoque des sécrétions anormalement visqueuses et 

adhésives qui touchent principalement l'appareil respiratoire et le tube digestif. Dans ce 

contexte, les causes majeures de mortalité sont les infections pulmonaires. Celles-ci sont 

initialement causées par des bactéries, suivies par les champignons une fois que ces premières 

ont été éradiquées par les traitements antibiotiques [2, 3]. Les pathogènes fongiques 

rencontrés dans ce contexte de mucoviscidose sont en France par ordre d’importance : 

Aspergillus fumigatus, Scedosporium apiospermum et A. terreus [3]. Scedosporium 

apiospermum est de loin le plus mal connu malgré la grande variété d’infections souvent 

fatales qu’il provoque. En outre, la thérapeutique actuelle est peu efficace sur ce 

champignon [4]. 

La présence de fer dans les secrétions pulmonaires des malades atteints de 

mucoviscidose semble jouer un rôle crucial dans l’installation de pathogènes. Notre travail a 

consisté à étudier l’acquisition du fer chez ce pathogène [5]. Une meilleure connaissance du 

métabolisme du fer chez S. apiospermum permettrait d’envisager de nouvelles voies 

thérapeutiques. 

Le fer joue un rôle fondamental dans la croissance des organismes vivants [6]. Il est 

impliqué dans de nombreux processus physiologiques tels que le transport, le stockage et 

l’activation de l’oxygène moléculaire, dans la réduction des ribonucléotides et de l’azote, et 

dans le transport des électrons. Le fer ferrique (III), abondant dans le milieu extérieur, 

précipite irréversiblement sous forme d’oxydes et d’hydroxydes [7], le rendant très peu 

biodisponible dans l’environnement. De même, lorsque l’agent pathogène infecte son hôte, le 

fer lié aux protéines de l’hôte telles que la transferrine et la ferritine [8], lui sera peu 

accessible. Les microorganismes ont donc développé des systèmes d’acquisition du fer 

spécifiques et performants pour assurer leur survie, dont la sécrétion de sidérophores [5]. Ces 

molécules présentent, présentent une haute affinité pour le fer (III). Elles sont sécrétées 

lorsque les microorganismes sont soumis à un stress en fer et jouent un rôle important dans 

l’interaction hôte-pathogène [9]. 

Notre étude se propose d’identifier et de caractériser les sidérophores par  

S. apiospermum et de mettre en lumière certaines interactions entre ces molécules et les 

protéines de l’hôte au niveau pulmonaire. L’étude de ces sidérophores a ensuite été étendue à 

plusieurs souches de S. apiospermum ainsi qu’à d’autres espèces fongiques impliquées dans 
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les infections respiratoires touchant les malades atteints de mucoviscidose. Nous avons 

envisagé d’utiliser les sidérophores comme marqueurs spécifiques de ces pathogènes [5] 

fongiques ce qui permettrait la mise au point d’une méthode de diagnostique précoce et non 

invasive des infections pulmonaires à S. apiospermum. 

Par ailleurs, les sidérophores peuvent être l’objet d’applications thérapeutiques. Ceci 

peut s’exprimer de diverses manières. De part leur capacité à soustraire le fer de l’hôte, ils 

sont de bon candidats aux thérapeutiques anti-infectieuses, anti-cancéreuses ou pour le 

traitement des surcharges en fer [10, 11]. Ils peuvent également constituer des vecteurs 

d’antibiotiques [12] ou d’antifongiques [13] après conjugaison avec des principes actifs. De 

plus, l’utilisation d’analogues structuraux à ces sidérophores peut permettre d’envisagé des 

molécules capables d’interférer dans le métabolisme du fer de l’agent pathogène, voir de 

bloquer les récepteurs impliqués dans la captation du fer.  

Nos travaux ont également consisté à réaliser la synthèse des sidérophores de  

S. apiospermum dans le but d’accéder à ces nouvelles options thérapeutiques 
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I. Scedosporium apiospermum, un pathogène fongique 

Scedosporium apiospermum est un pathogène émergent compte tenu du nombre 

croissant de cas cliniques rapportés [4, 14, 15]. Il est plus particulièrement impliqué dans les 

infections respiratoires des patients atteints de mucoviscidose [16, 17]. 

I.1. Les pathogènes fongiques associés à la mucoviscidose 

La mucoviscidose est la maladie héréditaire la plus fréquente dans la population de race 

blanche dite encore caucasienne. Il s'agit d'une exocrinopathie généralisée, frappant de 

nombreuses glandes dont les glandes sudoripares. L'appareil respiratoire, le tube digestif et 

ses annexes (pancréas, foie et voies biliaires), mais également le tractus génital sont 

principalement touchés. L'atteinte des glandes à mucus semble liée à la production de 

sécrétions visqueuses (d'où le nom donné à la maladie, mucoviscidose, qui vient de mucus 

visqueux), adhésives, et favorables à l’adhérence des microorganismes. 

Les causes majeures de morbidité et de mortalité chez les patients atteints de 

mucoviscidose sont les infections pulmonaires [1]. Celles-ci débutent chez les patients les 

plus jeunes par des infections bactériennes à Staphylococcus aureus (70%), Haemophilus 

influenzae et Streptococcus pneumoniae, suivies par Pseudomonas aeruginosa [2, 3, 8]. 

Ce contexte lésionnel et inflammatoire entretenu par les bactéries, s’avère ensuite 

favorable à l’implantation de champignons qui vont coloniser les bronches et provoquer une 

dépréciation des fonctions respiratoires du patient [3]. Une étude épidémiologique [3], menée 

pendant cinq ans sur 128 patients atteints de mucoviscidose et âgés de 4 à 35 ans, a montré 

que les principaux champignons isolés dans les expectorations sont par ordre d’importance  

A. fumigatus (46% des cas), S. apiospermum (9%) et plus rarement Aspergillus terreus et 

Exophiala dermatitidis [3, 16-19]. Outre ces champignons filamenteux, les levures, telles que 

Candida albicans, sont également retrouvées (61%). Cette espèce est même la plus fréquente 

dans les expectorations des patients mais sans qu’aucun effet pathogène direct ne lui soit 

reconnu. Il est important de noter que chez ces malades, les altérations mucociliaires, les 

désordres immunitaires locaux, ainsi que les antibiothérapies répétées ou les traitements 

immunosuppresseurs sont autant de facteurs prédisposant à la survenue de ces infections 

fongiques. 

Scedosporium apiospermum est, selon les études, le second ou le troisième champignon 

retrouvé chez les patients atteints de mucoviscidose  [16, 17, 20, 21]. Les infections peuvent 
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être relativement tardives puisque les premiers isolements ont été effectués chez des patients 

âgés de 14 ans [17]. Dans tous les cas, elles apparaissent systématiquement après les 

infections bactériennes. Ceci suggère que les altérations du système respiratoire engendrées 

par les bactéries constitueraient un préalable à la colonisation fongique [3]. 

I.2. Scedosporium apiospermum 

Scedosporium apiospermum est un champignon filamenteux (Figure 1), dont la forme 

imparfaite (asexuée) est l’ascomycète Pseudallescheria boydii [4, 14]. 

Du fait de sa grande variabilité génétique, la phylogénie actuelle de S. apiospermum et 

P. boydii est en pleine évolution. Récemment une étude a montré qu’il existait un complexe 

d’espèces [22-24] ce qui a entraîné la dénomination de nouvelles espèces telles que 

Scedosporium aurantiacum et Pseudallescheria minutispora. 

A) 

 

C) 

 

B) 

 

Figure 1 : Aspect macroscopique (A) et microscopique [4] (B, C) de S. apiospermum 
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I.2.1. Physiopathologie 

Scedosporium apiospermum a été isolé pour la première fois dans l’oreille d’un enfant 

ayant des otites chroniques en 1899 [4, 25]. En tant que pathogène opportuniste, il peut avoir 

d’autres localisations chez l’homme et être ainsi à l’origine d’un grand nombre de formes 

cliniques telles que sinusites, pneumonies nécrosantes, allergies broncho-pulmonaires, 

infections de la peau, kératites, arthrites, ostéomyélites, abcès du cerveau, endocardites. 

Scedosporium apiospermum se développe principalement chez les personnes 

immunodéprimées du fait de son opportunisme. Les causes d’immunodépression chez 

l’homme peuvent avoir des origines variées : d’origine génétique affectant directement le 

système immunitaire, ou indirectement (mucoviscidose), d’origine infectieuse telle que le 

syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), ou d’origine iatrogène telle que les 

traitements immunosuppresseurs dans le cas de greffes. Cependant ces infections peuvent 

apparaître chez des personnes sans état d’immuno-dépression et des cas ont également été 

rapportés chez les animaux [4]. 

Selon une étude récente, S. apiospermum fait partie de ces quelques espèces de 

champignons appartenant aux genres Scedosporium, Pseudallescheria et Petriella qui 

auraient acquis au cours de l’évolution la thermotolérance leur permettant de survivre chez les 

animaux endothermes tels que les mammifères. La pression de sélection exercée par l’hôte 

leur aurait permis d’acquérir leur statut de pathogènes opportunistes [26]. 

Les atteintes que provoque S. apiospermum peuvent être classées en trois groupes : les 

infections superficielles localisées, les colonisations de cavités et les infections profondes 

invasives. 

I.2.1.1. Infections superficielles localisées 

Ce pathogène fongique est connu comme pouvant être à l’origine de mycétomes suite à 

une inoculation traumatique [4, 27]. La majorité de ces infections est localisée au niveau des 

pieds [4, 28], mais S. apiospermum montre également une prédilection pour les articulations 

des genoux ou des coudes pouvant déclencher des arthrites [29] (Figure 2). Si de surcroît le 

patient est immunodéprimé, ces infections peuvent s’étendre et devenir fatales.  
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Figure 2 : Ulcérations provoquées par S. apiospermum au niveau de l’articulation des 

doigts [27] 

Dans le cas d’infections cutanées, le champignon peut se disséminer et atteindre l’os. Il 

peut alors engendrer des destructions importantes pouvant mener à des ostéomyélites. Dans le 

cas où ces atteintes sont associées à un terrain immunodéprimé, l’infection peut s’étendre par 

diffusion lymphatique et devenir invasive [28, 30]. 

D’autres infections peuvent toucher l’œil et être à l’origine de kératites et plus rarement 

d’endophtalmies. 

I.2.1.2. Colonisation de cavités 

Au-delà de la colonisation pulmonaire dans le contexte de la mucoviscidose (voir 

Chapitre 1-I.1), S. apiospermum est connu pour sa faculté à coloniser des cavités telles que les 

sinus ou le septum nasal, pouvant déclencher des sinusites chroniques [4]. L’inflammation 

peut ensuite s’étendre à l’oreille interne et provoquer des otites [31] qui peuvent évoluer vers 

des infections plus profondes [32].  

Au niveau broncho-pulmonaire, les scédosporioses réalisent des tableaux cliniques 

assez voisins de ceux des aspergilloses. Scedosporium apiospermum peut en effet coloniser 

des cavités néoformées ou séquellaires, comme pour A. fumigatus [33, 34]. Au niveau 

bronchique, on décrit des atteintes comparables à l’aspergillose broncho-pulmonaire 

allergique. 
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I.2.1.3. Infections profondes invasives 

Les infections profondes à S. apiospermum sont d’origine et de nature variées [4]. Elles 

font généralement suite à des interventions médicales ou chirurgicales, ou peuvent succéder à 

des infections superficielles sur terrain immunodéprimé [14, 35-39]. Un cas clinique a été 

rapporté [40] d’une transplantation pulmonaire réalisée chez un patient atteint de 

mucoviscidose et où malgré les traitements antifongiques, l’infection pulmonaire est devenue 

invasive. 

Les infections profondes à S. apiospermum sont fréquemment diagnostiquées chez les 

personnes ayant survécu à une noyade [41]. Récemment, des cas de scédosporioses 

systémiques ont été rapportés chez les personnes ayant survécu au tsunami qui a touché le 

sud-est asiatique en décembre 2004 [42]. La contamination des malades s’est opérée à partir 

des boues et de l’eau croupie ou polluée, milieux propices à la dissémination de  

S. apiospermum [4]. 

Les localisations cérébrales font en général suite à un traumatisme crânien ou une 

atteinte primitive pulmonaire, par noyade par exemple. Habituellement, elles se présentent 

sous forme d’abcès du cerveau [42], associés ou non à un syndrome méningé. 

D’autres atteintes de S. apiospermum ont été décrites comme des endocardites 

survenues à la suite des greffes de valvules cardiaques et/ou de la pose d’un stimulateur 

cardiaque. Plus rarement, le champignon peut se retrouver au niveau rénal, hépatique, 

thyroïdien ou prostatique. 

Scedosporium apiospermum est aussi capable de coloniser simultanément plusieurs 

organes (système nerveux, muscles, os) [33, 43]. 

I.2.2. Thérapeutique 

Le traitement des atteintes localisées (mycétomes) est du ressort de la chirurgie. Dans 

les arthrites, le curetage des lésions est souvent nécessaire. Il faut pratiquer, chaque fois que 

cela est possible, l’exérèse des tissus lésés. Quant au traitement médical, celui-ci est plus 

aléatoire [4, 44]. En effet, S. apiospermum est résistant à l’amphotéricine B [45], à la  

5-fluorocytosine [46] et à la majorité des dérivés azolés [47] (Figure 3). Les meilleures 

réponses thérapeutiques sont observées avec les azolés de type kétoconazole et l’itraconazole 

qu’il faut prescrire à dosage adéquat sur de longues périodes [25, 38, 43].  
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Figure 3 : Antifongiques utilisés en thérapeutique [48] : a) amphotéricine B, b) 5-

fluorocytosine, c) kétoconazole, d) ravuconazole, e) itraconazole, f) voriconazole, g) 

posaconazole 

Parmi les nouvelles molécules antifongiques, les échinocandines montrent une très 

faible activité sur S. apiospermum [49]. Par contre, les derniers triazolés exercent de bien 

meilleures activités : variables selon la souche avec le posaconazole [25, 50, 51], constantes 

avec le voriconazole et le ravuconazole [52, 53]. Ces activités obtenues in vitro sont à 

relativiser par rapport à l’action que peuvent avoir ces molécules in vivo. Pour preuve, 

l’amphotéricine B n’est pas efficace in vitro alors que l’activité antifongique in vivo semble 

bien meilleure. Certains auteurs ont tenté d’établir une relation entre l’activité mesurée in 

vitro et celle obtenue in vivo. Ils ont ainsi montré qu’une CMI inférieure à 1 µg.ml-1 in vitro 

pour un antifongique était nécessaire pour obtenir une activité significative in vivo [54]. 
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Pour palier au manque d’efficacité de ces molécules, il est pratiqué une association 

d’antifongiques, dont la plus prometteuse est la combinaison amphotéricine B avec 

fluconazole [45, 55, 56]. Une autre pratique, en particulier pour les infections disséminées, 

consisterait à associer la prise d’antifongiques classiques en y associant une stimulation du 

système immunitaire de l’hôte [46] par l’interféron-  [34], et l’interleukine 15 [57]. 

II. Molécules chélatrices du fer : les sidérophores 

II.1. L’acquisition du fer chez les microorganismes 

Parmi les éléments les plus abondants à la surface de notre planète, le fer constitue le 

quatrième élément. Il est essentiel au fonctionnement des organismes vivants. Bien que très 

abondant au niveau des roches constituant la croûte terrestre, le fer, sous forme d’oxyde ou 

d’hydroxyde ferrique, est en fait très peu disponible pour les êtres vivants [7]. En milieu 

aérobie, le fer existe principalement sous sa forme oxydée (degré d’oxydation +γ), à une très 

faible concentration en milieu aqueux. En effet, lorsque la concentration des ions ferriques 

dépasse 10Ŕ18 mol.L-1, ces derniers réagissent avec les ions HOŔ pour former des précipités 

d’hydroxydes ferriques Fe(OH)3 [5, 58]. 

Le fer est un élément essentiel pour toute forme de vie car il est impliqué dans des 

fonctions biologiques diverses et essentielles. Il est le cofacteur de nombreuses enzymes 

intervenant dans le transfert d’électrons (respiration mitochondriale) ou d’oxygène 

(hémoglobine), et dans la désactivation de l’oxygène radicalaire (catalases, peroxydases) [59]. 

Pour se fournir en fer, les microorganismes ont développé diverses stratégies de 

captation du fer leur permettant de survivre et de s’adapter à leur environnement [6, 60-62]. 

La mise en œuvre de ces stratégies (Figure 4) dépend à la fois de la disponibilité du fer dans 

l’environnement, de la forme sous laquelle il existe (ionique, complexe, héminique), ainsi que 

de ses différents degrés d’oxydation. 
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Figure 4 : Les différents mécanismes d’acquisition du fer par les champignons [60, 61] 

La membrane plasmique des microorganismes comporte plusieurs enzymes entrant en 

jeu dans les différentes étapes d’acquisition du fer. Les perméases du fer ferreux permettent 

une acquisition directe du fer ferrique présent dans l’environnement après action d’une 

réductase. Cela représente le système réductif d’acquisition du fer qui fonctionne 

normalement lorsque le fer est à concentration suffisante dans le milieu. Une partie du fer 

ferrique peut être captée par une perméase ou après action d’une feroxydase sur le fer ferreux.  

Lorsque le fer se fait rare, les microorganismes sécrètent de petits acides organiques 

dans le but d’acidifier l’environnement et ainsi d’augmenter la solubilité du fer ferrique [63], 

le rendant plus accessible. A ce mécanisme s’ajoute la sécrétion de molécules chélatrices du 

fer ferrique appelées sidérophores [6, 62, 64]. Elles permettront de rapporter le fer 

extracellulaire au microorganisme. 

Les sidérophores peuvent même aller jusqu’à entrer en compétition avec certaines 

protéines d’hôte (transferrine, lactoferrine, ferritine) pour leur soustraire le fer [62, 65, 66]. Ils 
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forment avec le fer ferrique des complexes stables appelé ferri-sidérophores [67] qui diffusent 

à travers la paroi du microorganisme par des canaux ou sont pris en charge par des protéines 

de transport du fer (FIT, protéine facilitant le transport du fer). Une fois arrivés au niveau 

membranaire, les ferri-sidérophores seront pris en charge par des perméases et le fer parvient 

ainsi dans la cellule. Plus précisément, le fer complexé au sidérophore pénètre dans le 

microorganisme selon deux manières (Figure 5) : transport par internalisation du ferri-

sidérophore à travers la membrane grâce à une perméase (système navette), ou séparation du 

fer du sidérophore (système taxi), puis action d’une réductase et pénétration du fer ferreux 

grâce à une perméase, ou parfois réoxydation du fer ferreux en ferrique et captation par une 

perméase du fer ferrique. 

A) 

 

B) 

  
 : ferri-sidérophore,  : sidérophore,  : fer 

Figure 5 : Mécanismes de transport du fer : A) système navette, B) système taxi 

La régulation de ces mécanismes est principalement basée sur les besoins en fer du 

microorganisme et la concentration en fer disponible dans le milieu de culture. Les 

sidérophores ne sont sécrétés qu’en condition de stress en fer pour le microorganisme, c'est-à-

dire pour une concentration en fer III dans le milieu inférieur ou égal à 0,1µM [68]. 
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II.2. Sidérophores et microorganismes 

Les sidérophores sont des molécules dont les masses moléculaires sont comprises entre 

300 et 1300 Da et qui présentent une très forte affinité pour le fer (Kd ~1030) [69, 70]. Ils sont 

produits par une grande variété de microorganismes (bactéries et champignons) et par 

certaines plantes (phytosidérophores des graminées) [71, 72]. Ils sont classés selon la fonction 

chimique impliquée dans la chélation du fer (Figure 6) : phénol/catéchol, hydroxamate et 

acide -hydroxycarboxylique (Figure 8).  

   

a  b  c 

Figure 6 : Classification des sidérophores selon la fonction chimique : a) 

phénol/catéchol, b) hydroxamate, c) acide -hydroxycarboxylique  

Cette classification succincte ne doit pas masquer la grande variété structurale de ces 

molécules à l’intérieur de chaque classe (Figure 8). Ces molécules varient généralement par la 

longueur de la liaison entre les différentes fonctions chélatrices, par le nombre de fonctions 

impliquées, ou encore par l’organisation tridimensionnelle de ces groupements. Tous les 

sidérophores n’obéissent pas à cette règle de classification (Figure 7). En effet, plusieurs 

fonctions peuvent être impliquées chez un même sidérophore, ou encore la chélation du fer 

peut faire intervenir d’autres fonctions que celles décrites. 

 
   

a b c d 

Figure 7 : Exemples de sidérophores n’appartenant à aucune classe définie : a) 

aérobactine, b) anguibactine, c) acide avénique, d) nicotianamine 

Des sidérophores appartenant aux trois classes ont été retrouvés chez les bactéries tandis 

que les champignons semblent ne pas posséder de sidérophores du type phénol/catéchol [5]. 

Généralement, ce sont les sidérophores de type hydroxamate que l’on retrouve, à l’exception 

des mucormycoses qui ont la particularité de produire des sidérophores de type acide  

-hydroxycarboxylique [73]. 
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Figure 8 : Exemples de sidérophores appartenant à la classe des phénols/cathécols (A), des hydroxamates (B) et 

des acides -hydroxycarboxyliques (C) 
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II.3. Les sidérophores, facteurs de pathogénicité chez les 

microorganismes 

Les microorganismes pathogènes ont recours à un certain nombre de facteurs pour 

s’installer chez leur hôte et déclencher une infection. Ces facteurs appelés facteurs de 

virulence ou de pathogénicité vont fournir à l’agent pathogène [74, 75] : 

 la capacité de se fixer à l’hôte (adhérence aux tissus de l’hôte), 

 la capacité d’envahir l’hôte (dégradation des protéines d’hôte pour fournir des 

nutriments), 

  la capacité de se défendre contre l’hôte (contournement des défenses de l’hôte).  

Dans le cas de S. apiospermum, certains facteurs, vraisemblablement impliqués dans la 

dégradation des tissus de l’hôte, ont été caractérisés comme des métallo- et des sérine-

protéases [76, 77]. Une Cu,Zn-superoxyde dismutase permettant au champignon de s’opposer 

au stress oxydatif déclenché par l’hôte, a également été identifiée [78]. 

En ce qui concerne les sidérophores, ceux-ci peuvent également être considérés comme 

des facteurs de virulence [6, 64]. Premièrement, les sidérophores permettent au champignon 

de mieux survivre en captant le fer dans les tissus de l’hôte qui en ont une très faible teneur. 

Deuxièmement, leur capacité à former des complexes stables avec le fer (III) leur confère un 

rôle perturbateur dans le métabolisme du fer de l’hôte, d’autant que les complexes ferri-

sidérophores sont généralement plus stables que les complexes fer-protéine [8, 79, 80]. En 

effet, il a été démontré chez A. fumigatus et S. aureus que les sidérophores entrent en 

compétition avec la transferrine de l’hôte pour la complexation du fer. Troisièmement, les 

sidérophores microbiens peuvent soustraire le fer inclus dans la transferrine qui assure le 

transport du fer dans le sérum humain [65, 81]. De même pour Escherichia coli,  

S. epidermidis et S. aureus, il a été montré qu’ils étaient capables de réquisitionner le fer de la 

ferritine, protéine de stockage du fer dans les cellules [66]. Cependant cette capacité à 

détourner directement le fer des protéines de l’hôte n’est pas générale chez les 

microorganismes. Par exemple, chez P. aeruginosa cette capacité n’est rendue possible 

qu’après dégradation des protéines par l’action protéolytique d’une élastase [82, 83]. 

Diverses études sont venues confirmer le rôle des sidérophores dans la virulence des 

microorganismes. Chez A. fumigatus, la déficience du gène codant pour la  

L-ornithine N5-oxygènase, impliquée dans la biosynthèse des sidérophores (Figure 9) [84], a 

montré une moindre virulence du champignon chez un modèle murin d’aspergillose 
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invasive [9, 85]. Des résultats similaires ont été obtenus avec des mutants de P. aeruginosa 

[86] ou S. aureus [87], ne produisant plus de sidérophores. 
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Figure 9 : Action de la L-ornithine N5-oxygènase sur l’ornithine 

II.4. Les applications des chélateurs du fer 

Les sidérophores, et plus généralement les chélateurs du fer, font l’objet d’applications 

thérapeutiques, et de nouvelles voies de traitement sont explorées. En outre, des applications 

dans d’autres domaines que la thérapeutique sont envisagées comme l’agronomie et la 

protection de l’environnement. 

II.4.1. Les applications thérapeutiques 

II.4.1.1. Le traitement des surcharges en fer et autres métaux 

Le fer sous forme ferreux participe à la formation d’espèces oxygénées réactives 

(« Reactive Oxygen Species », ROS) dont les radicaux libres [88] via la réaction de 

Fenton [89] : 

OHOHFeOHFe 3
22

2    

ou la réaction d’Haber-Weiss [90] : 

OHOHOOHO

OHOHFeOHFe

OFeOFe

2222

3
22

2
2

2
2
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Ces radicaux libres sont à l’origine de dommages tissulaires, de dégradation de l’ADN, 

d’altération des membranes cellulaires et d’augmentation de la perméabilité vasculaire [91]. 

Certaines pathologies comme l’hémochromatose idiopathique qui résulte d’une 

accumulation lente et continue de fer, aboutissent à des surcharges en fer chez les 

patients [92]. D’autres pathologies, comme par exemple la -thalassémie [93] ou la 

drépanocytose [10, 94, 95], sont traitées par des transfusions régulières induisant à terme une 

surcharge en fer (chaque poche de sang contient 250 mg de fer). De même des surcharges en 

métaux tels que le fer et l’aluminium apparaissent chez des insuffisants rénaux soumis à des 

dialyses répétées [96]. 



Chapitre 1: 
Généralités  

29 

 

Si ces surcharges en fer ne sont pas traitées, l’excès de fer va induire une augmentation 

de la formation des radicaux libres à l’origine de dégâts irréversibles sur les organes tels que 

le cœur. Le fer n’étant que très peu éliminé naturellement, des traitements doivent être 

entrepris pour assurer son élimination rapide. Le traitement généralement prodigué est une 

thérapie par chélation. Des molécules chélatrices du fer sont fournies au malade. En formant 

des complexes stables avec le fer, ceux-ci sont éliminés par voie rénale entraînant ainsi une 

diminution du fer chez le patient. La molécule actuellement la plus utilisée est le Desféral® (le 

mésylate de déféroxamine B).  

Des surcharges en fer cérébrales ont également été observées dans certaines maladies 

neuro-dégénératives telles que la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, la sclérose 

en plaques, ou la maladie d’Huntington [10, 95, 97-99]. Cette forte concentration en fer dans 

certaines zones du cerveau peut être à l’origine de la formation de radicaux libres impliqués 

dans les processus de neuro-dégénérescence. Cette formation peut être favorisée par une 

coordination incomplète de l’atome de fer par divers composés. Il se trouve que la dopamine, 

neuromédiateur du système nerveux central, possède une structure de type catéchol (Figure 

10) et peut jouer ce rôle de chélateur qui lors d’une chélation partielle pourrait accentuer la 

formation de radicaux libres [100]. Le traitement de ces surcharges reste problématique car 

les chélateurs du fer utilisés en thérapeutique ne sont pas capables de traverser la barrière 

hémato-encéphalique. Certaines molécules naturelles ou de synthèse sont tout de même 

connues pour former des complexes stables avec le fer et pour traverser la barrière hémato-

encéphalique (Figure 11) [101]. 

OH

OH

NH
2  

Figure 10 : Noyau catéchol présent dans la structure de la dopamine 

En dehors du fer, les sidérophores sont capables de complexer d’autres ions métalliques 

(aluminium, plutonium, …) [92]. Ainsi, ils peuvent être utilisés pour le traitement des 

empoisonnements aux actinides, en facilitant l’élimination de ces derniers [102]. 

 

Plusieurs chélateurs du fer sont utilisés en thérapeutique [10, 95, 103] dont le plus 

connu, la déféroxamine B. Ce sidérophore d’origine naturelle est produit par Streptomyces 

pilosus [104]. D’autres chélateurs obtenus par synthèse sont également utilisés, comme par 

exemple le défériprone et le déférasirox (Figure 12). 
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Figure 11 : Molécules chélatrices du fer capables de traverser la barrière hémato-

encéphalique [101] 
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Figure 12 : Chélateurs du fer utilisés en thérapeutique : a) déféroxamine B, b) 

défériprone, c) déférasirox 

Bien que la déférioxamine B soit la molécule la plus utilisée en thérapeutique, elle 

présente de nombreux inconvénients. Elle n’est pas active par voie orale et des injections 

longues, douloureuses et fréquentes doivent être effectuées pour obtenir une certaine 

efficacité thérapeutique (Tableau 1). En outre, la déféroxamine B peut facilement être 

détournée par divers microorganismes. Ainsi des cas de mucormycoses à Rhizopus ont été 

rapportés chez des patients subissant des dialyses répétées et de ce fait traités par la 

déféroxamine B contre l’accumulation de fer et d’aluminium [105-109]. Il s’est avéré que 

Rhizopus détournait la déférioxamine B à son profit pour assurer sa croissance. 

Afin d’éviter ce problème, de nouveaux chélateurs du fer ont été développés. Ainsi des 

modifications structurales ont été réalisées afin d’éviter la captation du complexe ferri-
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sidérophore par les microorganismes [110, 111]. Deux chélateurs du fer sont apparus 

récemment en thérapeutique : le défériprone [93] et le déférasirox [112, 113] (AMM en 

France en β006). Outre l’avantage de ne pouvoir être utilisés par les microorganismes, ces 

molécules peuvent être absorbées par voie orale [93, 113, 114]. Idéalement, un bon chélateur 

utilisé en thérapeutique doit être sélectif du fer, actif par voie orale, soluble dans l’eau et dans 

les lipides pour pouvoir accéder facilement à tous les tissus, et le moins toxique possible [11]. 

Les avantages et les inconvénients des trois molécules utilisées en thérapeutique sont dans le 

Tableau 1. 

Tableau 1 : Comparaison des trois principaux chélateurs du fer utilisés en thérapeutique 

Composé Déféroxamine B Défériprone Déférasirox 
Masse molaire (g/mol) 657 139 373 
Propriétés chélatrices hexadentate bidentate tridentate 
Dose recommandée 

(mg/kg/jour) 
30-50 75-100 20-30 

Fréquence 
8-12 h 

5 jours/semaine 
Oral, 3 fois/jour Oral, 1 fois/jour 

Temps de demi-vie 20-30 min 3-4 h  12-16 h 
Excrétion urines et selles urines selles 

Effets secondaires toxicité oculaire et 
auditive ; retard de 

croissance ; allergies 
locales 

perturbations gastro-
intestinales ; douleurs 
articulaires ; troubles 

hématologiques 

perturbations gastro-
intestinales ; 

éruptions ; toxicité 
oculaire et auditive ; 

augmentation 
réversible de la 
créatininémie 

 

Les caractéristiques physicochimiques de la déféroxamine B : grande taille (supérieure à 

600 g/mol) et faible solubilité lipidique, font qu’elle ne peut être administrée que par voie 

parentérale (injections de 8 à 12 heures, 5 à 7 fois par semaine). Au contraire, le défériprone 

et le déférasirox de petite taille, peuvent être absorbés par voie orale [70]. La déféroxamine B 

est un ligand hexadentate et une seule molécule suffit pour couvrir les six sites de 

coordination du fer ferrique. Par contre, le défériprone est un ligand bidentate, trois molécules 

sont indispensables pour entièrement coordonner le fer [10] ; pour le déférasirox, 

tridentate [70], deux molécules sont nécessaires (Figure 13). Théoriquement, des 

concentrations « non-optimisées » en défériprone et déférasirox pourraient conduire à la 

formation de complexes où l’ensemble des sites de coordination ne serait pas rempli par le 

ligand et donc complété par de l’eau (Figure 14), ce qui pourrait accentuer la toxicité du fer 

par induction de la formation de radicaux libres [100]. Cependant aucune preuve de ce 

phénomène n’a encore été montrée dans les études animales et cliniques [11]. 
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Figure 13 : Structure des ferri-sidérophores utilisés en thérapeutique :  

A) déféroxamine B, B) défériprone, C) déférasirox 
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Figure 14 : Exemple de complexe où le fer ferrique n’est pas entièrement complexé par 

insuffisance en ligands défériprones 

Concernant le temps de demi-vie, plus une molécule est présente longtemps dans la 

circulation, plus la protection contre l’excès de fer est efficace. Ainsi, les temps de demi-vie 

des nouvelles molécules (quelques heures) ont largement été augmentés par rapport à celui de 

la déféroxamine B qui est de l’ordre de la demi-heure (Tableau 1). La solubilité est également 

un paramètre important. Les complexes solubles dans l’eau, formés avec la défériprone et la 

déféroxamine B seront éliminés par les urines, tandis qu’avec le déférasirox, le complexe est 

plutôt liposoluble et sera donc préférentiellement éliminé dans les selles. Ce dernier cas pose 

un problème sur le suivi de l’élimination du fer, qui ne peut se faire facilement que par 

l’analyse des urines [11]. 
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II.4.1.2. Le traitement des infections 

Dans le domaine infectieux, certains chélateurs du fer ont montré des activités 

antimicrobiennes et antiparasitaires intéressantes. Il est possible de bloquer le développement 

de microorganismes ou de parasites, par séquestration du fer nécessaire à leur croissance en 

utilisant des chélateurs très performants. Leur action consiste soit en une chélation 

compétitive du fer, soit en permettant à une molécule antimicrobienne de pénétrer dans 

l’agent pathogène [92, 115]. 

Concernant les agents du paludisme (Plasmodium falciparum, P. vivax), ceux-ci se 

développent dans la circulation sanguine de l’hôte d’où ils peuvent récupérer le fer nécessaire 

à sa multiplication. Ces parasites, au taux de réplication élevé, ont un fort besoin en fer qui se 

trouve dans les hématies (hémoglobine). Le traitement par des chélateurs du fer vise à créer 

un déficit pour diminuer la vitesse de réplication du parasite. Ainsi les chélateurs naturels ou 

de synthèse, tels que la déféroxamine B ont montré leur capacité à inhiber la croissance 

cellulaire des parasites aussi bien in vitro qu’in vivo lors d’applications en clinique [116]. 

Dans le cadre d’une activité antifongique, des hydroxamates, appelés néoénactines 

(Figure 15), forment une nouvelle famille d’actifs sur une grande variété de champignons 

pathogènes [117-119]. Leur structure contient un groupement hydroxamate capable de 

chélater le fer. 
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Figure 15 : Néoénactines à activité antifongique 

D’autres chélateurs, comme l’albomycine (Figure 16), montrent une forte activité 

antibactérienne contre E. coli et S. pneumoniae [12]. En fait, l’activité antibactérienne de cette 

molécule est essentiellement due à la partie séryl-thioribosyl pyrimidine qui inhibe la  

séryl-t-ARN synthétase du microorganisme. En effet, cette partie ne peut exercer son activité 

que si elle peut passer au travers de la paroi cellulaire du pathogène. Ainsi, son couplage à un 

groupement de type tri-hydroxamate permet à la molécule de pénétrer dans le microorganisme 

et d’y exercer son activité antibactérienne. D’autres molécules naturelles résultant d’un 

couplage entre une partie sidérophore leur permettant de traverser les barrières cellulaires et 

une partie à activité antibactérienne existent comme la ferrimycine et la salmycine (Figure 

16) [12, 120]. 
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Figure 16 : Structure de l’albomycine, de la ferrimycine et de la salmycine [120, 121] 

Cette stratégie, dite « du cheval de Troie » [122], constitue une méthode de 

vectorisation d’une molécule. Dans cette optique, des composés de ce type ont été synthétisés 

(Figure 17) afin d’améliorer l’activité antibactérienne et antifongique de certains médicaments 

par rapport au principe actif seul [92, 103, 122-124]. Dans certains cas, l’activité peut encore 

être améliorée en greffant plusieurs principes actifs sur le même sidérophore [125]. Des 

études ont montré que l’action de ces conjugués pouvait être fortement dépendante de la 

présence de fer dans le milieu avec des répercussions quant à leur efficacité sur les 

microorganismes [13, 124]. Des cas de résistance à ces conjugués sont apparues. Cependant, 

des mutations dans les mécanismes d’acquisition du fer entraînent généralement une perte du 

pouvoir pathogène de ces microorganismes [120, 126].  
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Figure 17 : Exemples de conjugués sidérophore-molécule à activité antifongique [13, 

127] (en rouge les groupements permettant la chélation du fer) 

Plus récemment, des conjugués antibactériens ont été liés à des implants ou cathéters 

grâce à leur capacités à chélater fortement les métaux. Leur présence permet de réduire le 

risque d’infections [128]. 

II.4.1.1. L’activité anti-oxydante 

Un sidérophore tel que l’acide dimérumique (Figure 18) présente des propriétés 

antioxydantes. En effet, il est capable de neutraliser les radicaux libres tel que HO°, O2°
- et le 

1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) [129]. En outre, il protégerait le tissu hépatique de 

dommages provoqués par le tétrachlorure de méthylène (CCl4). L’action antioxydante de 

l’acide dimérumique s’explique par les échanges électroniques entre ses fonctions 

hydroxamates et les radicaux libres entraînant une diminution de ces derniers [130]. De plus, 
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en chélatant le fer libre, il limite la formation de ces radicaux par la réaction de Fenton. Cette 

double action anti-oxydante est également connue pour la déféroxamine B [88, 95]. 
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Figure 18 : Structure de l’acide dimérumique 

Par ailleurs, les chélateurs du fer peuvent s’opposer aux effets secondaires de produits 

variés tels que le paraquat (dichlorure de N,N’-diméthyl-4,4’-bipyridinium) et la doxorubicine 

(Figure 19). 

A) 

 

B) 

 

Figure 19 : Structure chimique du paraquat (A) et de la doxorubicine (B) 

Le paraquat est un herbicide de contact, commercialisé sous forme de dichlorure de 

paraquat, et utilisé dans les cultures semencières et les vergers. Il peut également agir comme 

dessicant et défoliant pour les fanes de coton et de pommes de terre. Malheureusement, le 

paraquat tend à s’accumuler dans les poumons des personnes qui manipulent ce produit et 

peut être à l’origine de dommages hépatiques. Sa toxicité provient de sa réaction avec la 

réductase du cytochrome P450, qui engendre la formation de radicaux hydroxyles à l’origine 

de dommages hépatiques. Ainsi le traitement par des chélateurs du fer permet de minimiser 

cette toxicité [95]. 

La doxorubicine (et les autres molécules de ce type) est capable d’interagir avec l’ADN 

probablement en s’y intercalant, aboutissant ainsi à l’inhibition de la topoisomérase II. Cette 

molécule est extrêmement efficace, et est utilisée en premier choix pour le traitement des 

leucémies, des lymphomes et d’une grande variété de tumeurs solides. Cependant la 

doxorubicine possède un site de chélation capable de prendre le fer à la ferritine et 

d’engendrer la formation de radicaux libres. Cet effet indésirable touche particulièrement le 

tissu cardiaque où la doxorubicine tend à s’accumuler et entraîne une toxicité cumulative. Un 
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traitement à la déféroxamine B permet de protéger l’organisme humain des dommages induits 

par un traitement à la doxorubicine [95]. 

II.4.1.2. L’inhibition spécifique d’enzymes 

Les enzymes contenant du fer peuvent être divisées en deux catégories : celles de type 

héminique où le fer est au centre d’un noyau tétrapyrrolique, appelé hème, et celles de type 

non-héminique. Pour les enzymes héminiques, le fer est difficilement accessible et les 

chélateurs du fer ne peuvent le soustraire au noyau tétrapyrrolique. Ils sont en général peu 

actifs sur ces enzymes. Par contre, les enzymes non-héminiques sont plus facilement inhibées. 

C’est le cas des lipoxygénases et des réductases ribonucléotidiques [95]. 

Les lipoxygénases catalysent des réactions d’oxydation des acides gras. L’inhibition de 

la 5-lipoxygénase aboutit à une baisse de production des leucotriènes impliqués dans les 

manifestations de maladies telles que l’asthme, l’arthrite, le psoriasis. Les chélateurs du fer, et 

en particulier les hydroxamates, sont capable de limiter cette production de leucotriènes [131, 

132]. 

Des chélateurs du fer, comme l’hadacine [133-136], la déféroxamine B [137] et la 

déferrithiocine [138] (Figure 20), sont également connus pour leur activité antiproliférative 

sur les cellules cancéreuses. Cette activité anticancéreuse s’explique par une moindre 

disponibilité du fer nécessaire à la prolifération des cellules cancéreuses. Il a été rapporté que 

la surcharge en fer dans l’hémochromatose génétique est fréquemment associée au 

développement de carcinomes hépatocellulaires [10, 95]. Les chélateurs du fer semblent donc 

constituer un moyen thérapeutique intéressant pour lutter contre la prolifération 

tumorale [103, 137]. Plus précisément, leur action se situe au niveau de l’inhibition 

d’enzymes dépendantes du fer telles que les réductases ribonucléotidiques qui catalysent une 

étape essentielle lors de la synthèse de l’ADN. Leur inhibition aboutira à un arrêt du cycle 

cellulaire. Parmi les chélateurs du fer utilisés dans le traitement de certains cancers, il y a les 

catéchols qui ont montré une activité importante in vitro contre les lignées cellulaires 

leucémiques [139]. Toujours sur le même principe, des activités antivirales ont été obtenues 

contre le virus de l’herpès par blocage de la réplication de son ADN grâce à des chélateurs du 

fer [139].  

Malheureusement, la plupart de ces chélateurs présentent une certaine toxicité, en 

particulier pour la moelle osseuse, ce qui limite leur utilisation dans le traitement de certains 

cancers. 
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Figure 20 : Sidérophores à activité antiproliférative : a) hadacine, b) déferrithiocine 

Outre les enzymes fer-dépendantes, certains chélateurs du fer montrent des activités vis-

à-vis d’enzymes zinc-dépendantes comme les histones désacétylases (HDAC) [140-143]. Ces 

dernières sont essentielles dans la transcription des gènes. La perte de groupements acétyles 

des histones induites par ces HDAC provoque le repliement de l’ADN (Figure 21) empêchant 

toute transcription des gènes, en particulier ceux de l’apoptose. Lorsque ces enzymes sont 

inhibées par les chélateurs de métaux, l’expression des gènes est possible. L’apoptose peut de 

ce fait être déclenchée permettant l’élimination des cellules anormales cancéreuses. Il en 

résulte que les molécules capables de réguler l’activité des HDAC telles que les chélateurs de 

métaux peuvent être utiles en thérapie anticancéreuse [143]. 

 

Figure 21 : Mécanisme d’action des HDAC et HAT (HDAC: histone déacétylase, HAT: 

histone acétylase) [143] 

II.4.2. Les autres applications 

Au-delà de leur intérêt thérapeutique, les chélateurs du fer sont étudiés pour d’autres 

applications. Ces applications sont issues de leur forte affinité pour les métaux en général. 

II.4.2.1. La dépollution des sols 

Les chélateurs du fer ont une forte affinité pour d’autres métaux comme les actinides 

(neptunium, plutonium, etc.), le cuivre, le zinc, le cadmium ou le plomb. Ils peuvent donc être 
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utilisés pour la récupération de métaux contenus dans les déchets ou dans les sols 

contaminés [5, 144], comme par exemple l’uranium (VI) [145], le fer et l’aluminium [146]. 

Ces composés peuvent également présenter des activités enzymatiques pouvant être mis 

à profit dans la dépollution. Ainsi, il a été observé que les acides hydroxamiques présentaient 

une activité similaire à la phénoloxydase [147], enzyme utilisée pour dégrader la lignine et la 

chlorolignine contenues dans les effluents rejetés par l’industrie papetière [148]. 

II.4.2.2. La régulation de la croissance des plantes 

Plusieurs études ont montré la présence de sidérophores dans le sol [63, 149]. Ces 

sidérophores seraient issus des microorganismes ou des plantes (phytosidérophores) qui les 

sécrètent afin d’assurer l’apport en fer pour leur croissance. Ainsi, les sidérophores sont 

utilisés dans les engrais de manière à réguler l’apport en fer chez les plantes, et donc favoriser 

leur croissance [92, 150]. 

II.4.2.3. Le recyclage des déchets nucléaires 

Lors du retraitement des sources d’énergie nucléaire (uranium, plutonium, neptunium, 

etc.) une étape d’extraction à l’aide de solvants permet la séparation de l’uranium du 

plutonium. Cependant des difficultés de contrôle des états d’oxydation du neptunium 

entraînent une mauvaise purification du plutonium qui se retrouve pollué. L’utilisation d’un 

chélateur durant cette étape permettrait d’améliorer la pureté de ces sources énergétiques [5]. 

II.4.2.4. Le dosage de substances 

Le dosage du fer peut être réalisé en passant par la formation de complexe ferri-

sidérophore. La forte affinité pour le fer permet de le soustraire à d’autres complexes tels que 

la chlorophylle, la transferrine, et ainsi de le doser. Ce dosage est réalisé par CLHP avec pour 

étalon la déféroxamine B [151]. 

De nouvelles applications analytiques sont apparues plus récemment. Elles concernent 

l’utilisation de sondes électrochimiques qui comportent des surfaces modifiées par l’ajout de 

molécules complexantes du fer et permettant ainsi le dosage spécifique du fer [152]. Ces 

sondes au delà de leur interaction avec le fer, peuvent également servir in vivo à la détection 

de composés tels que l’oxyde nitrique [153]. 
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I. Méthodes d’étude des sidérophores 

Les sidérophores sont des molécules synthétisées par les microorganismes tels que les 

bactéries et les champignons, et qui se retrouvent à des concentrations très faibles dans leur 

environnement. Pour les étudier, il est impératif de stimuler leur production en tenant compte 

des conditions de culture de ces microorganismes. S’ensuit leur détection pour laquelle 

diverses méthodes existent : méthodes chimiques générales en milieu solide ou liquide 

(chrome azurol S - CAS, chlorure ferrique, …), méthodes plus spécifiques permettant de 

classer les sidérophores. Ces dernières comprennent des réactions chimiques de 

caractérisation ou des tests biologiques. 

Une fois détectés, les sidérophores devront être identifiés. L’étude consiste en une 

extraction du milieu de culture suivie d’une analyse structurale permettant de ranger le 

sidérophore dans l’une des classes connues. 

I.1. Les méthodes de détection des sidérophores 

Pour détecter et quantifier la production de sidérophores par les microorganismes, un 

grand nombre de méthodes existe [154-156]. Ces méthodes peuvent être chimiques ou 

biologiques, générales ou spécifiques d’une classe de sidérophores (catécholes, hydroxamates 

ou acide -hydroxycarboxylique). 

I.1.1. Les méthodes chimiques 

Ces méthodes sont basées sur des réactions chimiques. Certaines sont générales, 

d’autres sont spécifiques d’un type de sidérophores. Ces dernières utilisent les propriétés du 

groupement chimique impliqué dans la chélation avec le fer. 

I.1.1.1. Méthodes au chrome azurol S 

La culture sur milieu gélosé contenant du chrome azurol S (CAS) permet de détecter la 

sécrétion de sidérophores par les microorganismes [154]. Le principe est que le milieu de 

culture possède initialement une couleur bleue due au complexe fer-CAS-

hexadécyltriméthylammonium (complexe Fer/CAS/HDTMA) qui vire au rouge-orangé suite 

au déplacement du fer par le sidérophore produit par le microorganisme. Cette compétition 

pour le fer se fera au profit du sidérophore formant ainsi le ferri-sidérophore de couleur rouge-

orangée (Figure 22). 
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Figure 22 : Complexe fer/CAS/HDTMA de couleur bleue 

Après plusieurs jours de culture, un halo rouge/orangé se forme autour de la colonie 

fongique en croissance. Il contraste avec la coloration bleue du milieu de culture (Figure 23). 

L’examen visuel permet de s’assurer de la faculté des microorganismes à produire des 

sidérophores. Le calcul du rapport  permet de comparer les 

différences de production entre les souches fongiques. 

 

Figure 23 : Détection des sidérophores sécrétés par un microorganisme cultivé sur 

milieu gélosé CAS 

Cependant, cette méthode présente des limites, notamment la présence de composés 

toxiques tels que le HDTMA pouvant inhiber la croissance du microorganisme. C’est le cas 

pour les bactéries Gram-positives ou pour certains champignons. Il est alors possible de 

contourner cette difficulté en procédant en deux étapes : tout d’abord cultiver le 

microorganisme sur un milieu solide déplété en fer, puis couler le milieu CAS au dessus du 

milieu de culture après quelques jours de culture [157]. La diffusion des sidérophores d’une 

couche à l’autre provoque alors un changement de couleur du milieu CAS, et une lecture des 

diamètres des halos et des colonies est possible. 

diamètre du halo 

diamètre de la colonie 
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Les résultats obtenus par cette méthode sont de nature semi-quantitative et ne 

permettent pas de quantifier précisément la production de sidérophores. Une méthode de 

dosage en milieu liquide utilisant le CAS a été mise au point pour l’évaluation des 

sidérophores sécrétés dans les surnageants de culture. La couleur du milieu va virer 

progressivement du bleu au rouge-orangé en fonction de la sécrétion de sidérophores. La 

diminution de l’absorbance (6γ0 nm) sera corrélée à la production de sidérophores [65, 154]. 

I.1.1.2. Méthode au perchlorate ou au chlorure ferrique 

Il est possible de quantifier directement la production de sidérophores par mesure de 

l’absorbance lors de leur complexation avec le fer. Ces ferri-sidérophores sont généralement 

de couleur rouge-orangée. Pour détecter leur présence, un excès de fer ferrique est ajouté au 

surnageant de culture sous forme de chlorure ferrique (FeCl3) ou de perchlorate ferrique 

(Fe(ClO4)3) en milieu acidifié par l’acide chlorhydrique. La mesure d’absorbance s’effectue 

alors entre 400 et 500 nm. Dans le cas de la féroxamine B, la longueur d’onde du maximum 

d’absorption se situe à 4γ5 nm (Figure 24). Il est donc possible de relier la quantité de 

sidérophores à la mesure d’absorbance à une longueur d’onde choisie [155, 158]. 
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Figure 24 : Spectre d’absorbance de la féroxamine B dans l’UV-visible 

 

I.1.1.3. Détection des sidérophores de type phénol/catéchol 

Arnow a mis au point une méthode qualitative permettant la mise en évidence des 

sidérophores de type phénol/catéchol [155, 159, 160]. Ce test est basé sur la réaction du 
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groupement catéchol qui, en présence de nitrite de molybdate, donne une coloration jaune en 

milieu acide qui doit être suivie en milieu basique d’un virage au rouge. 

Il est également possible de déterminer la présence de groupements de type 

phénol/catéchol par spectrophotométrie. En effet, ils présentent une bande d’absorption 

caractéristique à 318 nm [155, 161]. Après étalonnage, cette méthode permet également de les 

quantifier. 

I.1.1.4. Détection des sidérophores de type hydroxamate 

L’utilisation des méthodes générales (FeCl3 ou Fe(ClO4)3) en milieu acide permet de 

détecter spécifiquement les sidérophores de type hydroxamate car les complexes formés par 

les sidérophores de type phénol/catéchol ne sont pas stables dans ces conditions [156, 162, 

163]. 

Csáky a mis au point un test spécifique et sensible [156, 162]. Ce test est basé sur la 

dégradation par de l’acide sulfurique des hydroxamates puis de leur oxydation par du diiode 

pour former des acides nitreux [68]. Ce test présente l’inconvénient de n’être que semi-

quantitatif car la réaction n’est pas quantitative [164]. Pour pallier à cet inconvénient, il est 

possible de réaliser une oxydation de ces groupements par l’acide periodique, qui fournit un 

produit absorbant spécifiquement à 264 nm [155, 159, 160]. Après étalonnage, une 

quantification est possible. 

Une dernière méthode, appelée Test de Snow, basée sur la réduction du sel de 

tétrazolium après l’hydrolyse de la fonction hydroxamate en milieu basique, fait apparaître 

une coloration rouge caractéristique pour les groupements hydroxamates [165, 166]. 

Au-delà de la mise en évidence des sidérophores de type hydroxamate, des études 

approfondies par spectrophotométrie UV-visible peuvent fournir des précisions sur la 

structure mono-, di- ou tri-hydroxamate de ces sidérophores [166]. Par exemple, la mesure en 

spectrophotométrie UV-visible à différents pHs permet de mettre en évidence le nombre de 

groupements hydroxamates présents dans un sidérophore : 

 tri-hydroxamates : peu de variation d’absorbance pour un pH variant entre 4 et 7, 

 di-hydroxamates : une grande variation d’absorbance est observée à un pH de  

4-5 due à la dissociation du sidérophore, 

 mono-hydroxamate : à un pH inférieur à 4, une variation du maximum 

d’absorbance est observée aux alentours de 500-520 nm. 
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I.1.1.5. Détection des sidérophores de type acide -

hydroxycarboxylique 

La détection des sidérophores de type acide -hydroxycarboxylique utilise la présence 

de fonctions acides carboxyliques dans ces sidérophores. L’ajout de ces sidérophores à une 

solution légèrement basique, va provoquer des modifications de pH qui seront visualisées par 

virage de la phénolphtaléine [166]. 

Une seconde méthode consiste à former des complexes avec le sulfate de cuivre (II) en 

milieu acide, qui vont présenter un maximum d’absorption compris entre 190 nm et 

280 nm [150, 166]. 

I.1.2. Les méthodes biologiques 

Les méthodes biologiques, en général plus sensibles et plus spécifiques, utilisent des 

microorganismes [68]. Elles sont basées sur la capacité des sidérophores ajoutés au milieu de 

culture à induire la croissance de microorganismes [156, 162, 167]. Pour réaliser ces 

expériences, les milieux en surfusion sont inoculés par une bactérie, puis coulés en boîte de 

Pétri. Ensuite est déposé sur le milieu de culture un disque de diffusion imbibé de 

sidérophores qui va entraîner ou pas la croissance de la bactérie. Un halo de bactérie va alors 

se former autour du disque à analyser, halo qui sera plus ou moins important en fonction de la 

quantité de sidérophores contenue dans le disque. 

Cette expérience peut également être menée en inoculant le microorganisme à tester au 

centre de la gélose. Si le microorganisme sécrète un sidérophore, celui-ci va diffuser et 

induire la croissance d’une bactérie témoin (Figure 25). 

Pour ne pas fausser les résultats, les bactéries-témoins utilisées ne produisent pas 

naturellement de sidérophores. Voici quelques exemples de bactéries utilisées : 

Aureobacterium flavescens JG9 pour la détection de sidérophores de type hydroxamate [168], 

des mutants enb-1 et enb-7 de Salmonella typhimurium LT-2 pour la détection des 

phénols/catéchols [68] et Morganella morganii SBK3 pour les sidérophores de type acide  

-hydroxycarboxylique [158]. 
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Figure 25 : Test biologique en milieu gélosé pour la mise en évidence de la production de 

sidérophores 

I.2. Production des sidérophores par les microorganismes 

En général, les quantités de sidérophores sécrétés sont relativement faibles, même si les 

champignons ont tendance à en synthétiser en plus grandes quantités que les bactéries [6]. 

Différents facteurs peuvent stimuler la production de sidérophores par les microorganismes. 

Un des principaux facteurs est la concentration en fer du milieu. En effet, il a été 

observé que la production de sidérophores est fortement stimulée par la déplétion en fer du 

milieu de culture [60, 68, 169, 170]. En effet, les sidérophores ne sont sécrétés par le 

microorganisme que lorsque celui-ci subit un stress ferrique. On parle de carence lorsque la 

concentration en fer du milieu de culture est inférieure à 0,1 µM [68, 171]. Cette valeur peut 

varier en fonction du microorganisme. Pour bon nombre d’espèces, 10 µM en fer constituent 

une valeur seuil. 
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Afin de dépléter un milieu de culture en fer, plusieurs moyens sont utilisés : 

 l’extraction du fer par la 8-hydroxyquinoline dans du chloroforme ; cette 

molécule possède une grande affinité pour le fer, 

 le passage du milieu de culture sur résine de type polyaminocarboxylate 

(Chelex) capable de retenir les ions fer [172], 

 l’ultrafiltration du milieu de culture après ajout d’ovotransferrine qui va fixer le 

fer, technique valable pour de petits volumes de milieux à traiter. 

Actuellement, il est possible de se procurer des milieux de culture commerciaux 

déplétés en fer et autres métaux (Cu, Zn). Une autre solution permet de provoquer un stress 

ferrique chez les microorganismes. Elle consiste en l’ajout d’une molécule chélatrice du fer 

dans le milieu de culture, telles que l’EDDA, β,β-dipyridyl [65, 173]. Pour s’assurer qu’il n’y 

ait aucune source de fer dans le milieu, la verrerie de laboratoire est généralement nettoyée à 

l’acide nitrique 4 N. 

Un autre facteur ayant une influence sur la production de sidérophores est la source de 

carbone utilisée par le microorganisme. Il est connu que pour la production d’aérobactine par 

Aerobacter aerogenes l’utilisation de succinate à la place du glucose permet d’avoir une 

production plus importante de sidérophores [174]. Cet effet est généralement constaté pour les 

microorganismes aérobies [68]. 

Le pH peut exercer une influence notable sur la production de sidérophores [63]. Le 

maintien d’un pH neutre, voire légèrement basique, rend le fer moins soluble, donc moins 

disponible pour les microorganismes, ce qui stimule la sécrétion de sidérophores [68]. 

L’addition d’ions métalliques peut avoir également un effet sur la production de 

sidérophores, comme les ions Al3+ et Cr3+ [68]. Ces ions se substituent au fer pour former des 

complexes avec les sidérophores inutilisables par les microorganismes. Le microorganisme 

répondra en augmentant sa production de sidérophores. 

I.3. Purification des sidérophores 

Pour purifier les sidérophores, ils doivent être extraits du milieu de culture, qui est un 

mélange relativement complexe de sels, de petites molécules organiques (vitamines, sucres, 

acides aminés, …) et de protéines sécrétées par le microorganisme. 

Les méthodes d’extractions consistent à isoler des molécules en fonction de leur 

polarité. Les sidérophores sont des molécules de polarité moyenne, pouvant former 

généralement un grand nombre de liaisons hydrogène [68, 162, 175]. Historiquement, les 
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extractions se faisaient en utilisant deux liquides non miscibles dans lesquels les molécules se 

répartissaient. Ces extractions liquide/liquide restent des méthodes de choix [172, 176-179], 

mais plus récemment d’autres méthodes utilisant des résines adsorbantes ont vu le jour [180-

182]. 

L’efficacité de ces méthodes dépend de la nature des sidérophores et de leur état 

complexé ou non au fer [175]. 

I.3.1. Méthodes d’extraction 

Plusieurs solvants ou mélange de solvants sont utilisés pour assurer l’extraction des 

sidérophores. Celle-ci peut s’effectuer en une ou deux étapes (Figure 26). 

 

Figure 26 : Méthodes d’extraction des sidérophores ; A, extraction en une étape, B, 

extraction en deux étapes 

 

Une extraction simple (Figure 26-A) peut être suffisante, à l’aide de solvants organiques 

tel que le butan-1-ol [183] ou l’acétate d’éthyle [182], pour extraire les sidérophores du milieu 

de culture. 
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Cependant, la méthode la plus utilisée, consiste en une première extraction à l’aide d’un 

mélange eau/chloroforme-phénol, suivie d’une seconde extraction par l’eau après ajout d’un 

grand volume de diéthyle éther (4-10 volumes) [175, 177-179, 183-185]. Pour remplacer le 

phénol qui est toxique, l’utilisation d’alcool benzylique est maintenant préférée à la phase 

chloroforme-phénol [65, 168, 172, 176, 186-191]. La séparation des phases est alors plus 

délicate en raison de la formation d’une émulsion, c’est pourquoi du sulfate d’ammonium est 

ajouté dans le milieu de culture. Cette double extraction (extraction alcool benzylique/diéthyle 

éther/eau) va aboutir à l’élimination d’une part des sels et des molécules insolubles dans les 

solvants organiques (même polaires) et d’autre part des molécules apolaires (Figure 26-B). 

De nouvelles méthodes d’extraction peuvent être utilisées. Celles-ci présentent les 

avantages d’être plus performantes et/ou plus rapides. Parfois, elles sont utilisées lorsque les 

premières méthodes ont échoué [175]. 

Une de ces méthodes consiste en l’utilisation de résines adsorbantes de type Amberlite 

XAD de faible polarité (Figure 27). Une large gamme existe [192, 193] et plusieurs d’entre 

elles sont utilisées pour l’extraction des sidérophores (Tableau 2) : XAD-2 [168, 175, 181, 

194-196], XAD-4 [182, 197, 198], XAD-16 [189] et Lewatit OC 1031 [199]. D’autres 

méthodes permettent l’extraction des sidérophores via le passage du milieu de culture au 

travers d’une résine échangeuse d’ions de type Dowex βX8 [180, 200]. L’utilisation de ces 

résines peut être complétée par une extraction alcool benzylique/diéthyle éther/eau pour 

améliorer la pureté de l’extrait [186]. 
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Figure 27 : Extraction sur résine de type Amberlite XAD 

 

Tableau 2 : Caractéristiques des différentes résines [192, 193] 

résine 
type de 
résine 

surface 
active 
(m²/g) 

porosité 
(ml/ml) 

taille des 
particules 

(mm) 

pores 
(Å) 

A
m

b
er

li
te

 

XAD-2 phénylique > 300 0,41 0.3-0.8 90 

XAD-4 phénylique > 750 ≥ 0,50 0,3-1,2 55-80 

XAD-16 phénylique > 800 ≥ 0,55 0,3-1,2 200-250 

Lewatit OC 1031  phénylique - - - - 

 

Pour des analyses rapides, les extractions peuvent être réalisées grâce à des cartouches 

SPE ou contenant des résines C18 (Sep-Pak RP-C18). Les extraits peuvent ensuite être 

directement analysés par CLHP [201, 202]. 
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I.3.2. Méthodes de purification 

Une fois extraits du milieu de culture, les sidérophores doivent être purifiés. Plusieurs 

méthodes de purification sont à disposition [175] : 

 la chromatographie sur silice [188] ou la chromatographie en phase inverse [191, 

194] : la séparation est basée sur la polarité des molécules ; les molécules étant 

généralement polaires, la séparation sur phase inverse est la plus utilisée ; 

 la chromatographie par exclusion stérique [190] : la séparation s’effectue par 

passage de molécules à travers une résine poreuse séparant les molécules selon 

leur masse molaire [203] ; 

 la chromatographie par échange d’ions [184, 190] : la séparation se fait alors 

selon la charge des molécules en fonction du pH. 

Devant les difficultés à purifier les sidérophores, les protocoles de purifications font en 

général appel à une combinaison de méthodes chromatographiques [172, 180, 200]. 

I.4. Caractérisation des sidérophores 

Une fois le sidérophore obtenu à l’état purifié, leur caractérisation devient possible. 

Pour cela, la Résonance Magnétique Nucléaire (1H-RMN et 13C-RMN) [200] combinée à de 

la  Spectrométrie de Masse (SM) [162] permet de connaître sa structure chimique. Dans le cas 

de la RMN, le fer doit être éliminé du ferri-sidérophore. Sa présence est préjudiciable à la 

bonne conduite des analyses. Pour cela, l’utilisation de 8-hydroxyquinoléine, qui va former 

avec le fer un complexe plus stable qu’avec le sidérophore, constitue une méthode de choix 

pour l’éliminer [65, 162].  

II. Matériel et Méthodes : 

II.1. Microorganismes 

II.1.1. Les souches fongiques utilisées  

Un grand nombre de souches fongiques d’origines variées a été utilisé (Tableau 3). Elles 

appartiennent aux espèces suivantes : S. apiospermum, S. aurantiacum, P. boydii, A. 

fumigatus, A. terreus, A. flavus, ou encore E. dermatitidis. 
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Tableau 3 : Origines des champignons testés 

isolats cliniques de patients atteints de mucoviscidose 
Microorganismes Référence IHEM Référence LMA Source Date Lieu 
S. apiospermum 14263 49800204 col.1 crachat 09/01/98 Angers 

15579 49900353 col.1 crachat 13/10/99 Angers 
14451 49801877 col.1 crachat 24/02/98 Giens 
14268 49800544 col.1 crachat 08/01/98 Giens 
15149 49807676 col.1 crachat 22/09/98 Giens 
14354 49800814 col.2 crachat 19/01/98 Giens 
14462 49802292 col.1 crachat 04/03/98 Tours 
14467 49802293 crachat 03/03/98 Tours 

S. aurantiacum 
15458 49808390 col.1 crachat 26/10/98 Angers 

NR 40704806 col.a crachat 06/06/07 Angers 
A. fumigatus 22075 1.97.04131 col.1 crachat 21/05/97 Angers 

A. terreus NR 4.02.06202 col.1 crachat 2002 Angers 
A. flavus NR 4.06.07735 col.1 crachat 2006 Angers 

E. dermatitidis NR 4.04.09550 col.1 crachat 2004 Angers 
isolats cliniques de S. apiospermum hors du contexte de la mucoviscidose 

Microorganismes Référence IHEM Référence LMA Source Date Lieu 
S. apiospermum 15155* 4595.90 broncho-aspiration 19/09/90 Angers 

3817 NR 
Liquide céphalo-

rachidien 
1986 

Rotterdam  
(Pays-bas) 

6908 NR Lésions cutanées 1992 
Huy  

(Belgique) 
NR 40706082 Lésions cutanées 17/07/07 Nice 
NR 40108529 col.1 Sinusite 07/09/01 Angers 

15550 49809066 Sinusite 26/10/98 Poitiers 

15544 49807582 col.1 
mycétome sous- 

cutané 
19/05/98 Tours 

13952 49705080 Mycétome 20/06/97 Angers 
13945 49301383 Mycétome 03/12/93 Angers 
7656 NR Mycétome 1989 Lyon 
7657 NR Œil 1989 Lyon 

Souches environnementales de S. apiospermum 
Microorganismes Référence IHEM Référence LMA Source Date Lieu 
S. apiospermum 13947 49400055 plumes d’étourneau 27/12/93 Locarn 

20812 70400315 
terre de pot de fleur 
chez patient atteint 
de mucoviscidose 

17/06/05 Angers 

20828 70400322 col.1 
terre de pot de fleur 
chez patient atteint 
de mucoviscidose 

16/06/04 Angers 

20950 70400391 col.1 terre de pot de fleur 16/06/04 
St Christophe 

du Luat 

20934 270400388 col.2 terre de pot de fleur 16/06/04 
St Christophe 

du Luat 
21021 70400403 col.1 terre de pot de fleur 15/06/04 L’Huisserie 
22358 70400397 col.1 terre de pot de fleur 17/06/05 Beaucouzé 

NR 70100108 
terre prélevée 

directement dans le 
sol 

01/03/01 Giens 

P. boydii 13938 49400096 plumes d’étourneau 27/12/93 Locarn 

13948 49101383 
boue de station 

d’épuration 
14/01/91 Pornic 

* : souche de référence du laboratoire ; NR : non référencé 
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Les souches ou isolats cliniques sont issus de deux collections : l’Institut d’Hygiène et 

d’Epidémiologie, section Mycologie de Bruxelles (IHEM) et le Laboratoire de Mycologie du 

Centre Hospitalier Universitaire d’Angers (LMA). Certaines souches ne sont pas référencées 

dans les collections officielles (NR). 

II.1.2. Entretien des souches 

Les souches sont conservées à long terme sous forme lyophilisée en ampoules. Pour les 

mettre en culture, les lyophilisats sont réhydratés avec 10 ml d’eau distillée stérile. La 

suspension obtenue est ensemencée en étoile sur un milieu gélosé Yeast Peptone-Dextrose-

Agar (YPDA), additionné de 0,05% de chloramphénicol. Les boîtes de Pétri sont ensuite 

incubées pendant γ jours à l’étuve à γ7°C. Puis, un réisolement sur milieu YPDA est effectué 

afin de s’assurer de la pureté de la souche. Lors de nos expériences, les souches seront 

entretenues par repiquage régulier sur milieu YPDA. 

II.1.3. Préparation de l’inoculum 

Après une incubation à 37°C de 3 à 10 jours selon le champignon, le mycélium est 

récupéré par raclage des cultures sur milieu gélosé par 2 fois 10 ml d’eau ultra-pure stérile. 

Deux lavages en eau distillée stérile sont effectués par centrifugation (1500 g, 5 min). Le culot 

mycélien est ensuite utilisé pour ensemencer le milieu de culture. 

II.2. Mise en évidence de la sécrétion de sidérophores sur 

milieu gélosé CAS 

La production de sidérophores a été mise en évidence par le test au chrome azurol S en 

milieu gélosé [154]. Les milieux de culture gélosés ont été préparés selon : 1/10 d’une 

solution d’indicateur CAS (Sigma Chemical) et de 9/10 de milieu Yeast Morphology Agar 

(YMA, Difco Laboratories). L’inoculation a été effectuée par piqûre centrale des géloses en 

boîte de Pétri. Après une incubation de 14 jours à 37°C, apparaît un halo rouge-orangé autour 

de la colonie fongique attestant de la sécrétion de sidérophores. La mesure des diamètres du 

halo et de la colonie fongique permet d’établir un rapport pour chaque souche reflétant la 

quantité de sidérophores sécrétée. 

La comparaison des résultats a été effectuée par le test de Student, selon la formule 

suivante  (m : moyenne, n : nombre de mesures, s : écart type). Les 
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résultats sont comparés à la valeur critique correspondant au nombre de degré de liberté 

(Annexe 4). 

II.3. Étude des paramètres de production des sidérophores 

II.3.1. Culture en milieu liquide basal 

Afin de stimuler la production de sidérophores par le champignon, le milieu de culture 

basal liquide (MBL) est constitué d’un milieu commercial déplété en fer et cuivre (YNB, 

Yeast Nitrogen Base, QBiogene) reconstitué à 2,6% en eau ultra-pure stérile et additionné de 

0,075% d’un mélange d’acides aminés (CSM, complete supplement mixture, QBiogene) 

(Annexe 1) [204]. L’ensemble est autoclavé pendant 15 min à 1β1°C. 

Pour la production des sidérophores, 0,5 ml d’une suspension fongique est ajouté à 

50 ml de MBL contenus dans des fioles stériles de 200 ml. Les milieux sont mis à incuber 

selon des durées variables à 37°C. Après incubation, les milieux de culture sont centrifugés à 

50 000 G pendant 30 min à 4°C. Les surnageants sont filtrés sur membranes Millipore® de 

porosité 0,45 µm puis lyophilisés et enfin repris par 1 ml d’eau ultra-pure stérile afin 

d’effectuer les réactions de détection des sidérophores. En parallèle, les culots de mycélium 

sont lavés par centrifugations (1 500 g, 5 min) en eau ultra-pure stérile puis lyophilisés pour la 

détermination du poids sec en champignon. 

II.3.2. Cinétique de production 

Une cinétique de production des sidérophores a été réalisée en incubant les milieux à 

γ7°C pendant 10 jours au maximum. A différents temps d’incubation, c'est-à-dire 2, 3, 5, 6 et 

10 jours, les filtrats de culture en triple ont été récupérés afin de quantifier la production en 

sidérophore. Parallèlement, les expériences ont été menées en ajustant le pH du MBL à 4, 7 et 

8.  

II.3.3. Influence de l’agitation 

Cette étude a été effectuée après avoir fixé le pH et le temps d’incubation pour une 

production optimale de sidérophores. L’agitation a été effectuée à l’aide d’un agitateur 

magnétique. 
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II.3.4. Influence de la concentration en fer dans le milieu de 

culture 

Temps d’incubation, pH et agitation ayant été fixés, l’influence du fer dans le milieu de 

culture sur la production de sidérophores a été étudiée en ajoutant des concentrations 

variables : 0, 1, 10, 100, 1000 µmol/L en chlorure ferrique. 

II.4. Détection des types de sidérophores présents dans le 

milieu de culture 

Les réactions de caractérisation ont été effectuées sur des surnageants de culture 

concentrés. Pour une détection des sidérophores de type phénol/catéchol, le test 

d’Arnow [205] et la détection à 318 nm [161] ont été effectués. La détection des sidérophores 

de type hydroxamate a été effectuée par le test d’Atkin [162, 163] et l’oxydation par de 

l’acide periodique [160]. Le catéchol, l’acide β,γ dihydroxybenzoïque et l’acide 

acétohydroxamique, l’acide benzohydroxamique ainsi que la déféroxamine B mésylate (DFB) 

ont été fournis par Sigma et utilisés comme témoins des réactions spécifiques des 

sidérophores de type phénol/catéchol et de type hydroxamate. De plus, pour quantifier la 

production de sidérophores de type hydroxamate, des courbes étalons ont été établies à partir 

de dilutions en cascade au demi pour des concentrations allant de 1 mM à 8 µM pour la DFB. 

Pour cette raison, les concentrations en sidérophores sont indiquées en µmol de DFB-

équivalent. Pour tenir compte de la croissance fongique, les résultats sont exprimés en activité 

spécifique, c'est-à-dire : 

 

II.4.1. Test d’Arnow 

A 1 ml de surnageant de culture concentré sont ajoutés 1 ml d’acide chlorhydrique 

0,5 N et 1 ml d’une solution de nitrite de molybdate (mélange de nitrate de sodium à 10% et 

molybdate de sodium à 10% en eau ultra-pure). La présence de catéchols est mise en évidence 

par une coloration jaune qui vire au rouge après l’ajout d’1 ml d’une solution de soude 1 N. 
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II.4.2. Absorbance à 318 nm 

Une mesure directe d’absorbance du surnageant de culture est effectuée à 318 nm. 

Celle-ci est alors reportée sur une gamme étalon en acide 2,3-dihydroxybenzoïque. 

II.4.3. Test d’Atkin 

A 0,1 ml de surnageant de culture est ajouté 0,9 ml d’une solution de perchlorate de fer 

III (perchlorate ferrique à 5 mM en acide perchlorique 0,1 N). Les absorbances à 490 nm sont 

alors reportées sur une gamme étalon obtenue avec la DFB. 

II.4.4. Oxydation periodique 

A 0,2 ml de surnageant de culture sont ajoutés 1,3 ml d’une solution d’acide periodique 

à 2,19 mM et 1,3 ml d’eau ultra-pure. Ensuite une goutte de glycérol est ajoutée et l’ensemble 

est homogénéisé par agitation. Les absorbances à 264 nm sont alors reportées sur une gamme 

étalon obtenue avec la DFB. 

II.5. Analyse des sidérophores de S. apiospermum 

Afin d’entreprendre l’analyse des sidérophores de S. apiospermum, le milieu de culture 

MLB optimal a été réparti à raison de 100 ml par fiole de 200 ml puis ensemencé par 1 ml 

d’inoculum. Après γ jours d’incubation sans agitation à γ7°C, le surnageant de culture est 

récupéré par filtration sur papier filtre Whatman puis sur membrane de porosité 0,45µm. 

II.5.1. Extraction liquide/liquide 

A 100 ml de filtrat de culture sont ajoutés 0,1 g de chlorure ferrique ainsi que 66 g de 

sulfate d’ammonium. L’ensemble est mis sous agitation pendant une nuit à 4°C afin de 

précipiter les protéines. La suspension obtenue est filtrée sous vide sur Celite® (Figure 28). 

Après une extraction par 4 × 50 ml d’alcool benzylique, la phase organique est séchée 

par addition de sulfate de magnésium. Un dernier lavage par 50 ml d’alcool benzylique est 

effectué après filtration sur coton hydrophile. Puis, 1250 ml de diéthyle éther (5 volumes) sont 

ajoutés et les sidérophores sont extraits par 4 fois 100 ml d’eau ultra-pure. La phase aqueuse 

est lavée par 50 ml de diéthyle éther et l’extrait obtenu est soumis à une évaporation sous 

vide. 
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Figure 28 : Etapes de préparation de l’extrait avant l’extraction des sidérophores de S. 

apiospermum 

 

II.5.2. Extraction par la résine Amberlite XAD-4 

II.5.2.1. Etude des paramètres de l’extraction : plan d’expérience 

L’étude des différents facteurs a été effectuée via un plan d’expérience [206-208] 

construit grâce au logiciel NemrodW [209]. Différents paramètres ont été retenus (Tableau 

4) :  

 le type de sidérophore, sa structure pouvant influer sur l’efficacité de leur 

extraction, 

 l’agitation lors de l’adsorption sur la résine Amberlite XAD-4,  

 le temps de contact du filtrat de culture avec la résine, 

 la composition du milieu de culture, 

 l’addition de chlorure ferrique au milieu de culture avant l’extraction, 

 la précipitation des protéines avant l’extraction, 

 le pH du milieu de culture. 

De plus, lors du contact milieu de culture/résine XAD-4, l’interaction entre le temps de 

contact et l’agitation est analysée. Deux sidérophores témoins ont été choisis : de type 

hydroxamate, la déféroxamine B et de type phénol/catéchol, l’acide β,γ-dihydroxybenzoïque 

(2,3DHB). 

Le plan d’expérience a été effectué via une matrice 25x32, donnant 288 combinaisons 

d’expériences éventuelles. Le modèle de résolution utilise cette équation de définition du plan 

d’expérience (Y représente la réponse de la manipulation effectuée et b le facteur multiplicatif 

appliqué au facteur X correspondant s’il influait seul) : 

 

Parmi les combinaisons d’expériences déterminées par le logiciel, un ensemble de 16 

expériences ont été choisies puis réalisées (Tableau 5, Tableau 6). 

37 C, 4 jours

Milieu DOB, pH 8 
(déplété en Fe, Cu)

Filtration FeCl3

Précipitation des 
Protéines (NH4)2SO4

(80% Saturation)

Filtration sur Célite Extraction
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Tableau 4 : Domaine expérimental étudié pour l’extraction par la résine Amberlite 

XAD-4 

N° du 
facteur 

Facteur  Nombre de niveaux Niveaux 

X1 type de sidérophore 2 

(1) 
hydroxamate 

(déféroxamine B) 

(2) 

catéchol 

OH

OH

O

OH  

X2 
temps de contact avec la 

résine 
2 

(1) 1h 
(2) 17h 

X3 agitation 2 
(1) Non 
(2) Oui 

X4 quantité de FeCl3 2 
(1) 0 g 
(2) 0,1 g 

X5 milieu de culture 2 
(1) YPD 
(2) Czapek sans fer 

X6 précipitation des protéines 3 
(1) Non 
(2) 1h 
(3) 17h 

X7 pH du milieu de culture 3 
(1) 4 
(2) 7 
(3) 8 

Les numéros entre parenthèses correspondent aux valeurs des paramètres 
 

Tableau 5: Matrice d'expériences 

N° Exp. 
NemrodW 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 

7 1 2 2 1 1 1 1 
12 2 2 1 2 1 1 1 
21 1 1 2 1 2 1 1 
27 1 2 1 2 2 1 1 
41 1 1 1 2 1 2 1 
54 2 1 2 1 2 2 1 
72 2 2 2 1 1 3 1 
90 2 1 1 2 2 3 1 

113 1 1 1 1 2 1 2 
128 2 2 2 2 2 1 2 
132 2 2 1 1 1 2 2 
173 1 1 2 2 1 3 2 
194 2 1 1 1 1 1 3 
206 2 1 2 2 1 1 3 
255 1 2 2 2 2 2 3 
275 1 2 1 1 2 3 3 
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Tableau 6 : Plan d'expérimentation pour l’étude de l’extraction des sidérophores par la 

résine XAD-4 

N° 
exp. 

 Type de sidérophore1 

Temps de  
contact 
avec la 

résine (h) 

Agitation 
FeCl3 
(g/ml) 

Milieu 
Précipitation 
des protéines 

pH 

7 DFB 17 Oui 0 YPD Non 4 
12 2,3DHB 17 Non 0.1 YPD Non 4 
21 DFB 1 Oui 0 Czapek Non 4 
27 DFB 17 Non 0.1 Czapek Non 4 
41 DFB 1 Non 0.1 YPD oui 1h 4 
54 2,3DHB 1 Oui 0 Czapek oui 1h 4 
72 2,3DHB 17 Oui 0 YPD Oui 17h 4 
90* 2,3DHB 1 Non 0.1 Czapek Oui 17h 4 

113* DFB 1 Non 0 Czapek Non 7 
128* 2,3DHB 17 Oui 0.1 Czapek Non 7 
132 2,3DHB 17 Non 0 YPD oui 1h 7 
173 DFB 1 Oui 0.1 YPD Oui 17h 7 
194 2,3DHB 1 Non 0 YPD Non 8 
206 2,3DHB 1 Oui 0.1 YPD Non 8 
255 DFB 17 Oui 0.1 Czapek oui 1h 8 
275 DFB 17 Non 0 Czapek Oui 17h 8 

* expérimentation effectuée en duplicate 
 

Pour chacune des expériences, les sidérophores sont apportés en solution à des 

concentrations de 750 mol/L pour le 2,3DHB et de 250 mol/L pour la DFB. 

A 100 ml de milieu de culture (YPD ou de Czapek), 1 ml de DFB ou 5 ml de 2,3DHB 

sont ajoutés. Le volume est ajusté à 120 ml par de l’eau ultra-pure. Ensuite, est ajouté ou pas 

au milieu de culture 0,1 g de chlorure ferrique. Puis, 5 ml d’eau ultra-pure sont ajoutés en 

rinçant le sabot de pesée. La précipitation des protéines du milieu de culture, est réalisée par 

addition de sulfate d’ammonium à 80% de saturation. Après 1 h ou 17 h d’incubation à 4°C, 

la suspension est filtrée pour éliminer les protéines précipitées puis lavée par 20 ml d’eau 

ultra-pure. Dans le cas où la précipitation des protéines n’est pas effectuée, seulement β0 ml 

d’eau ultra-pure sont ajoutés. Ensuite 10 g de résine Amberlite XAD-4 sont mis en contact 

avec le milieu de culture pendant 1 h ou 17 h avec ou sans agitation. La résine est récupérée 

par filtration sur verre fritté, puis lavée par 4 × 20 ml d’eau ultra-pure. Enfin, les sidérophores 

sont recueillis par 4 lavages de 20 ml de méthanol. Après évaporation sous vide du méthanol, 

la masse brute de l’extrait est déterminée. Repris par 1 ml d’eau distillée dans le cas de la 

DFB et 5 ml d’eau distillée dans le cas du β,γ-DHB, les extraits sont ensuite analysés par 

CLHP (voir II.5.3). 
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Afin de valider les résultats obtenus sur des sidérophores commerciaux, ce protocole a 

été appliqué aux sidérophores de S. apiospermum. Les paramètres utilisés ont été fixés d’après 

les résultats du plan d’expérience, seule la présence de fer dans le filtrat de culture a été testée. 

II.5.2.2. Procédure optimisée 

Les résultats du plan d’expérience ont permis de définir cette procédure optimisée 

d’extraction. 

A 100 ml de surnageant de culture sont ajoutés 66 g de sulfate d’ammonium, puis 

l’ensemble est laissé sous agitation pendant 1 heure à 4°C. La suspension obtenue est filtrée 

sur büchner à travers un papier filtre. Puis 10 g de résine Amberlite XAD-4 (Aldrich) sont 

ajoutés et la suspension est mise sous agitation pendant 17h. La résine est ensuite récupérée 

par filtration sur verre fritté, puis lavée 4 × 50 ml d’eau ultra-pure. Enfin, les sidérophores 

sont récupérés par 4 lavages avec 20 ml de méthanol. L’extrait ainsi obtenu est ensuite soumis 

à une évaporation sous vide. 

Dans le cadre de l’extraction spécifique des sidérophores de S. apiospermum, 0,1 mg de 

fer est ajouté à 100 ml du surnageant de culture avant l’extraction. 

II.5.3. Identification des sidérophores par RP-CLHP-MS 

L’extrait est dissous dans de l’eau ultra-pure à une concentration d’1 g/L. Vingt µl sont 

injectés pour l’analyse par chromatographie liquide haute performance (CLHP) effectuée sur 

une pompe binaire. Le support chromatographique utilisé est une phase inverse Polymerex  

RP-1 (40×4.00 mm, 5 µm, 100 Å, Phenomenex). Sous un débit de 1 ml.min-1, l’élution est 

réalisée selon un gradient composé d’une solution d’acide formique à 0,1% (phase A) et de 

méthanol acidifié à 0,1% par de l’acide formique (phase B). Le gradient linéaire débute par un 

mélange de 95% de phase A et 5% de phase B pour finir après 20 min par 100% de phase B 

maintenue pendant 10 min. La détection s’effectue en continu par spectrophotométrie UV-

visible à 254 nm et à 435 nm. 

Dans le cas d’une chromatographie couplée à de la spectrométrie de masse (ionisation 

par électrospray, le débit dans le spectromètre est de 150 ml.min-1), l’élution est réalisée selon 

un gradient linéaire débutant par un mélange de 95% de phase A et 5% de phase B pour finir 

après 20 min par 5% de phase A et 95% de phase B maintenue pendant 10 min. 

La mesure des aires sous les pics permet de quantifier la production de sidérophores qui 

varie en fonction des souches. Sur un chromatogramme, l’aire sous les pics (a) est 
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proportionnelle à la masse de produit (m) selon un facteur k, donc 

. Ainsi la production de sidérophores peut être 

quantifiée de façon relative par l’équation suivante : 

 
 : masse 

 : coefficient 
 : aire sous le pic 
 : concentration massique 
 : volume injecté 

II.6. Etude de la captation du fer à partir de protéines d’hôte 

II.6.1. Echange du fer entre sidérophores fongiques et protéines 

d’hôte 

Dans un flacon stérile de 200 ml, 100 ml de MLB sont inoculés par 10 ml de suspension 

fongique potérisée (DO 0,6). Dans le milieu est immergé un boudin de dialyse contenant 

10 ml de MLB additionné d’holo-transferrine à 25 µM, de lactoferrine à 25 µM ou de ferritine 

(Sigma). Après une incubation de 7 et 14 jours à 37°C, le milieu contenu dans le boudin de 

dialyse est récupéré pour dosage du fer et analyse électrophorétique. 

II.6.2. Dosage du fer 

Le dosage du fer total est effectué par la méthode à la ferrozine [210, 211] (voir Annexe 

2). Après traitement en milieu acide citrique (pH inférieur à 2), le fer est séparé des protéines 

puis réduit en fer ferreux par ajout d’ascorbate de sodium. Enfin, le complexe formé par le fer 

et la ferrozine, de couleur bleue, permet un dosage spectrophotométrique à 570 nm. 

II.6.3. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence 

d’urée (urée-PAGE) 

Le dialysat est de nouveau dialysé contre γ bains d’eau ultra-pure, puis lyophilisé et 

enfin soumis à une analyse électrophorétique [82]. 

Le gel inférieur pour électrophorèse est préparé comme suit : 4,5 g d’urée et 6β5 µl d’un 

tampon 20 fois concentré constitué de 2 M de trishydroxyméthylamonométhane, de 0,2 M 

d’acide borique et de 0,0γβ M d’EDTA à pH 8,4 (tampon TBE 20 fois concentré), sont 

ajoutés à 2,7 ml d’une solution d’acrylamide à γ0%. Le volume final est ajusté à 1β,5 ml avec 

de l’eau ultra-pure et la polymérisation du gel est assurée par 10 mg de persulfate 

d’ammonium et β0 µl de N,N,N',N'-tétraméthyléthylènediamine (TEMED). Après 
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polymérisation, le gel supérieur est coulé comme suit : 1,3 ml de tampon TBE 20 fois 

concentré, 1,3 ml d’une solution d’acrylamide à γ0%, 6,1 ml d’eau ultra-pure, 5 mg de 

persulfate d’ammonium et 10 µl de TEMED. Le tampon de migration électrophorétique est 

constitué de tampon TBE 1 fois concentré. Les protéines témoins (holo-transferrine, apo-

transferrine, lactoferrine, ferritine) ainsi que les lyophilisats de milieu de culture, sont repris 

en tampon TBE 1 fois concentré additionné de saccharose et de bleu de bromophénol.  

La migration électrophorétique est réalisée dans une cuve Mini-Protean II (Bio-Rad) 

pendant 5 h à 100 V. Les protéines sont révélées par une coloration de type Sipro Ruby 

(Biorad) [65]. Le gel est laissé une nuit en contact de la solution de révélation sous agitation 

et protégé de la lumière, puis il est lavé 1 h par de l’acide acétique aqueux 7% avant d’être 

analysé par fluorescence (longueur d’excitation β80 nm et d’émission 600 nm). 

II.7. Analyse de crachats de patients atteints de mucoviscidose 

et présentant une colonisation fongique respiratoire 

Les crachats utilisés dans cette étude sont des expectorations issues de malades atteints 

de mucoviscidose. Ils sont conservés à -20°C. 

Sur l’ensemble de ces crachats a été effectuée une analyse mycologique par culture sur 

gélose semi-sélective [16, 17, 21, 212] montrant la présence de différents champignons 

filamenteux dans les expectorations (Tableau 7). 

Les expectorations ont été suspendues dans 100 ml d’eau ultra-pure ajustée à pH 8. Les 

sidérophores ont été extraits suivant la procédure optimisée puis analysés par RP-CLHP-UV-

visible-MS. 

Tableau 7 : Analyse mycologique des crachats 

crachat 
masse 

(g) 
espèces fongiques 

4070 333 2,239 S. apiospermum 

4070 2222 4,747 C. albicans, A. fumigatus, S. apiospermum 

4070 2290 3,125 S. apiospermum 

4070 3455 7,630 C. albicans 

4070 3865 13,78 C. albicans, A. fumigatus 

4070 4821 1,018 C. albicans, S. apiospermum 

4070 5208 2,623 C. albicans, A. fumigatus, S. apiospermum 

4070 5437 7,417 C. albicans, A. fumigatus 

4070 5462 5,619 C. albicans 
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III. Résultats : 

III.1. Détection sur milieu gélosé CAS 

L’ensemble des souches fongiques, constitué de β5 souches de S. apiospermum, 2 

souches de S. aurantiacum et 2 souches de P. boydii, d’origines très variées : isolats cliniques 

(patients atteints de mucoviscidose ou non) et souches environnementales, a montré une 

production en sidérophores attestée par l’apparition d’un halo rouge/orangé autour de chaque 

colonie fongique (Figure 29). 

A 

   
 1 2 3 

B 

   
 4 5 6 

Figure 29 : Détection sur milieu gélosé CAS de la sécrétion de sidérophores par diverses 

souches fongiques : A, isolats cliniques de patients atteints de mucoviscidose : S. 

apiospermum IHEM 14451 (1) et IHEM 15149 (2) et S. aurantiacum LMA 40704806 col.a 

(3) ; B, isolats cliniques de S. apiospermum IHEM 15155 (4) et IHEM 13945 (5), et 

souche environnementale de S. apiospermum IHEM 20812 (6) 

Pour chacune des souches, les diamètres des halos formés par les sidérophores ont été 

mesurés, ainsi que les diamètres des colonies afin d’établir les rapports CAS (Tableau 8 et 

Tableau 9). Les moyennes et écarts-types des rapports CAS sont données dans le   
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Tableau 10. 

Tableau 8 : Détection de la production de sidérophores sur milieu gélosé CAS d’isolats 

cliniques fongiques 

isolats cliniques référence origine rapport CAS* 

m
u

co
vi

sc
id

os
e 

S. apiospermum 

IHEM 14263 crachats 4,6 ± 0,6 
IHEM 15579 crachats 5,2 ± 1,1 
IHEM 14451 crachats 4,2 ± 0,0 
IHEM 14268 crachats 1,5 ± 0,2 
IHEM 15149 crachats 5,0 ± 0,5 
IHEM 14354 crachats 7,5 ± 2,1 
IHEM 14467 crachats 5,8 ± 2,3 

S. aurantiacum 
IHEM 15458 crachats 5,5 ± 0,5 

LMA 40704806 col.a crachats 2,8 ± 0,0 

n
on

-m
u

co
vi

sc
id

os
e 

S. apiospermum 

IHEM 15155 broncho-aspiration 5,3 ± 1,4 
IHEM 3817 liquide céphalo-rachidien 4,8 ± 0,6 
IHEM 6908 lésions cutanées 4,0 ± 0,4 

LMA 40706082 lésions cutanées 2,4 ± 0,4 
LMA 40108529 col.1 sinusite 8,9 ± 2,8 

IHEM 15550 sinusite 11,1 ± 2,8 
IHEM 15544 mycétome sous-cutané 8,3 ± 3,3 
IHEM 13952 mycétome 5,1 ± 1,0 
IHEM 13945 mycétome 4,0 ± 0,6 
IHEM 7656 mycétome 3,2 ± 0,1 
IHEM 7657 œil 8,5 ± 1,3 

* : le rapport CAS correspond au rapport des diamètres du halo sidérophore et de la colonie fongique 
 

 

Tableau 9 : Détection de la production de sidérophores sur milieu gélosé CAS de souches 

fongiques environnementales 

 référence origine rapport CAS* 
S. apiospermum IHEM 13947 plumes d’étourneau 2,9 ± 0,1 

IHEM 20812 
terre de plante en pot chez un 

patient atteint de mucoviscidose 
2,6 ± 0,0 

IHEM 20828 
terre de plante en pot chez un 

patient atteint de mucoviscidose 
4,6 ± 0,5 

IHEM 20950 terre de plante en pot 4,3 ± 0,3 
IHEM 20934 terre de plante en pot 5,2 ± 0,3 
IHEM 21021 terre de plante en pot 4,1 ± 0,9 
IHEM 22358 terre de plante en pot 5,4 ± 0,4 

LMA 70100108 sol 8,2 ± 1,6 
P. boydii IHEM 13938 plumes d’étourneau 4,3 ± 0,0 

IHEM 13948 boue de station d’épuration 1,4 ± 0,2 
* : le rapport CAS correspond au rapport des diamètres du halo sidérophore et de la colonie fongique 
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Tableau 10 : Comparaison des valeurs statistiques de la production de sidérophores sur 

milieu gélosé CAS 

échantillon 
nombre de valeurs 

de l’échantillon 
moyenne écart type 

isolats 
cliniques 

mucoviscidose 26 4,67 1,96 
non-mucoviscidose 30 6,14 3,12 
total 56 5,46 2,72 

souches environnementales 29 4,41 1,79 
 

L’utilisation du test de Student (Tableau 11, Annexe 4) pour la comparaison des 

différentes populations montre qu’il y a une différence significative à 5% (tc > 1,987) de 

production de sidérophores entre les isolats cliniques hors contexte mucoviscidose et ceux 

provenant du contexte mucoviscidose, ou les souches d’origine environnementale. De plus la 

comparaison entre les isolats cliniques dans leur ensemble et les souches d’origine 

environnementales montre qu’il y a une différence significative à 10% (tc > 1,662). Par contre 

il n’y a pas de différence significative entre les souches environnementales et les isolats 

cliniques du contexte mucoviscidose. 

Tableau 11 : tc calculé pour le test de Student sur l’évaluation de la production de 

sidérophores par le rapport CAS (tc > 1,662 : significatif à 10%, tc > 1,987 : significatif à 

5%) 

  isolats cliniques 
souches 

environnementales   
mucoviscidose 

hors 
mucoviscidose 

total 

isolats 
cliniques 

 

mucoviscidose - -2,03644 - -0,50473 

hors 
mucoviscidose 

2,03644 - - -2,55632 

total - - - -1,85656 

souches 
environnementales 

0,50473 2,55632 1,85656 - 

 

III.2. Optimisation des conditions de production des 

sidérophores par S. apiospermum 

Les cultures ont été effectuées à trois pH différents : 4, 7 et 8, et des mesures d’activités 

spécifiques des sidérophores ont été effectuées à 2, 3, 5, 6 et 10 jours. Les courbes obtenues 
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(Figure 30) reflètent la sécrétion de sidérophores par S. apiospermum en fonction du temps. 

Celle-ci débute après β jours d’incubation à γ7°C, pour atteindre son maximum entre γ et 5 

jours suivant le pH du milieu de culture. A pH=4 et à pH=7, les maximums sont atteints 

respectivement à 5 et 3 jours pour des activités spécifiques relativement basses entre 0,5 et 

1 µmol/mg. Par contre, l’activité est beaucoup plus élevée à pH=8 avec un maximum de 

3,2 µmol/mg atteint à 3 jours d’incubation à γ7°C. 

 

Figure 30 : Etude de la cinétique de production de sidérophores par S. apiospermum 

IHEM 15155 en fonction du pH 

Une détermination d’activité spécifique a été réalisée à pH 8 avec ou sans agitation 

pendant γ jours d’incubation à γ7°C. Les résultats ont montré une différence significative 

entre les activités spécifiques obtenues avec agitation (0,133 µmol/mg), ou sans agitation 

(2,7 µmol/mg). 

Ainsi, pour la suite des expériences, aucune agitation des milieux de culture n’a été 

effectuée. 

III.3. Identification des sidérophores de S. apiospermum 

III.3.1. Etude des types de sidérophores produits par S. 

apiospermum 

Afin de déterminer les types de sidérophores produits par S. apiospermum, les filtrats de 

culture concentrés ont été soumis à différents tests spécifiques. Les témoins utilisés ont 

permis de s’assurer de la spécificité des réactions de caractérisation. Les absorbances 

obtenues pour S. apiospermum IHEM 15155 par le test d’Atkin [163] et l’oxydation 

periodique [160] ont permis de calculer les activités spécifiques en hydroxamates qui sont 
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respectivement de 0,43 ± 0,18 µmol/mg et de 0,40 ± 0,26 µmol/mg. D’autre part, les tests 

d’Arnow [205] et de mesure à 318 nm [161] ont été négatifs, indiquant l’absence de 

sidérophores de type phénol/catéchol. 

III.3.2. Identification des hydroxamates produits par S. 

apiospermum 

Après une extraction liquide/liquide de type alcool benzylique/diéthyléther/eau (I.3.1, 

Figure 26-B), 0,14 g d’extrait a été obtenu à partir de 1 L de milieu de culture. L’extrait a été 

alors analysé par CLHP-UV-Visible-ESI-MS sur une colonne en phase inverse. Grâce à 

l’ajout de fer avant extraction, les complexes ferri-sidérophores de coloration rouge-orangé 

sont facilement repérables dans le visible à 435 nm. Le chromatogramme obtenu montre deux 

pics à des temps de rétention de 3,2 et 6 min (Figure 31-A). Les spectres de masse ont révélé 

deux masses m/z = 537,9 pour le pic I à tr = 3,2 min (Figure 32-A) et m/z = 793,9 pour le pic 

II à tr = 6 min (Figure 32-B). Les chromatogrammes obtenus par extraction de ces deux 

masses (Figure 31-B/C) corrèlent avec le chromatogramme obtenu par une détection à 435 nm 

pour l’extrait brut (Figure 31-A). 

 

Figure 31 : Chromatogramme de l’extrait brut à 435 nm (A) et d’extraction de masse du 

pic I (B, masse m/z = 537,9, à tr = 3,2 min) et du pic II (C, masse m/z = 793,9, à 

tr = 6 min) 
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Figure 32 : Spectres de masse du pic I (tr = 3,1-4,2 min) et du pic II (tr = 5,7-6,2 min) 

obtenus par LC-ESI+MS 

 
Une analyse de la fragmentation des produits correspondant aux deux masses a ensuite 

été effectuée (Figure 33). Ainsi l’ion moléculaire m/z = 537,9 du pic I se fragmente en trois 

ions moléculaires principaux m/z = 519,9, 507,8 et 425,8. Le pic II se fragmente en trois ions 
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moléculaires principaux m/z = 776,0, 648,9 et 537,9. La fragmentation supplémentaire de 

l’ion moléculaire m/z = 648,9 provoque la formation de deux fragments m/z = 537,9 et 519,9. 

 

 

 

Figure 33 : Spectres de masse après fragmentation MSn des produits de masse 

correspondant au pic I (A, MS2 m/z = 537,9) et au pic II, (B, MS2 m/z = 793,9 ; C, MS3 

m/z = 793,9 suivi de m/z =  648,9) 
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III.4. Influence du fer dans le milieu sur la production de 

sidérophores 

Afin de voir l’influence de la concentration en fer dans le milieu de culture sur la 

production de sidérophores par S. apiospermum, une étude comparative a été menée. Après 4 

jours d’incubation à γ7°C, les sidérophores ont été extraits du milieu de culture selon la 

méthode alcool benzylique/diéthyle éther/eau puis analysés par CLHP couplée à un détecteur 

UV-visible.  

Les résultats montrent que tout apport de fer dans le milieu de culture à une 

concentration supérieure ou égale à 0,1 µmol/L entraîne une absence de sécrétion de 

sidérophores. 

III.5. Interaction des sidérophores avec les protéines d’hôte 

Afin de mesurer la capacité de S. apiospermum à récupérer le fer contenu dans certaines 

protéines d’hôte telles que la ferritine, l’holo-transferrine ou la lactoferrine, le champignon a 

été incubé en MLB en présence d’un boudin de dialyse contenant la protéine comme unique 

source de fer pour le champignon [65, 82]. Des aliquotes du contenu du boudin de dialyse ont 

été prélevées à J0, J7 et J14 d’incubation afin de réaliser le dosage du fer ainsi qu’une analyse 

électrophorétique urée-PAGE. 

III.5.1. Dosage du fer 

Les concentrations en fer ont été mesurées par la méthode à la ferrozine [210, 211]. La 

Figure 34 montre une diminution du fer au cours du temps pour l’holo-transferrine tandis que 

dans le boudin de dialyse contenant la lactoferrine, le fer augmente jusqu’à 14 jours. Pour la 

ferritine, la concentration diminue pendant les 7 premiers jours pour augmenter ensuite 

jusqu’à 14 jours. 

III.5.2. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence 

d’urée 

Des résultats ont été obtenus avec les analyses électrophorétiques des contenus des 

boudins de dialyses.  
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Lorsque S. apiospermum est incubé en présence d’holo-transferrine (transferrine mono- 

et bi-ferrique), celle-ci perd du fer pour donner exclusivement de la transferrine mono-

ferrique comme indiqué dans la piste 3 de la Figure 35. 

 

 

Figure 34 : Concentration en fer dans le boudin de dialyse contenant une protéine d’hôte 

en présence de S. apiospermum IHEM 15155 

 

 

Figure 35 : Electrophorèse urée-PAGE après 7 jours d’incubation de S. apiospermum en 

présence d’holo-transferrine. Témoins holo-transferrine mono- et bi-ferrique (piste 1), 

apo-transferrine (piste 2) et dialysat (piste 3) 
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De même avec la ferritine, après 7 jours d’incubation en présence de S. apiospermum, 

celle-ci subit une perte en atomes de fer attestée par un déplacement vers le haut du gel urée-

PAGE par comparaison avec la ferritine témoin (Figure 36). 

 

Figure 36 : Electrophorèse urée-PAGE après 7 jours d’incubation de S. apiospermum en 

présence de ferritine. Témoins ferritine (piste 1) et dialysat (piste 2) 

III.6. Profil de sécrétion des sidérophores 

La caractérisation des sidérophores de S. apiospermum a été étendue à diverses souches 

fongiques. Le choix s’est porté sur 7 isolats cliniques dont 4 provenant de patients atteints de 

mucoviscidose et 3 de souches environnementales, soit un total de 10 souches. 

Après extraction liquide/liquide (alcool benzylique/diéthyle éther/eau) à partir des 

filtrats de culture de chaque souche, obtenus à pH 7 (proche de celui des expectorations 

pulmonaires [213]), les sidérophores ont été analysés par CLHP couplé à un détecteur UV-

visible. Les chromatogrammes obtenus pour ces dix souches (Figure 37) ont montré que le 

sidérophore de m/z = 794 est présent chez toutes les souches. Par contre celui de m/z = 538 

n’est retrouvé que chez β souches, clinique IHEM 14β6γ et environnementale IHEM 20812. 

La production en sidérophores des différentes souches, proportionnelle à , est 

indiquée dans le Tableau 12. Seules les deux souches (IHEM 14263 et 20818) produisent le 

sidérophore m/z = 5γ8. L’ensemble des isolats cliniques possèdent une production de celui 

ayant un temps de rétention tr = 6,0 min ( ) supérieure à 4800 mAU.min, à 

l’exception de celle d’un isolat d’infection cutanée localisée. Au contraire, la production du 

ferritine
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sidérophore de m/z = 794 pour l’ensemble des souches d’origine environnementale est 

inférieure aux précédentes (  < 3600 mAU.min). 

 

Figure 37 : Chromatogrammes des extraits de filtrats de culture de 10 souches de S. 

apiospermum, ° isolats cliniques (mucoviscidose), * souches d’origine environnementale 

 

 

Tableau 12 : Production de sidérophores chez divers souches de S. apiospermum 

S. apiospermum 
IHEM 

Origine 

Production en sidérophore 

 (mAU.min) 

m/z = 538
 

m/z = 794
 14263 crachat mucoviscidose 5472 25170 

14268 crachat mucoviscidose ND 19374 
14451 crachat mucoviscidose ND 7861 
14462 crachat mucoviscidose ND 6410 
3817 liquide céphalo-rachidien ND 5235 

15155 broncho-aspiration ND 4848 

20818 
terre de plante en pot chez un patient 

atteint de mucoviscidose 
15767 3599 

13947 plumes d’étourneau ND 2059 

20812 
terre de plante en pot chez un patient 

atteint de mucoviscidose 
ND 1971 

6908 lésions cutanées ND ND 
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III.7. Optimisation de l’extraction des sidérophores sur résine 

Amberlite XAD-4 

Pour accéder à l’étude des sidérophores produits par un nombre très important de 

souches fongiques, la mise au point d’un protocole d’extraction plus rapide et plus pratique 

s’est avérée nécessaire. 

III.7.1. Comparaison de la méthode d’extraction liquide/liquide 

par rapport à celle sur Amberlite XAD-4 

La méthode d’extraction sur Amberlite XAD-4 a été comparée à celle utilisée 

précédemment. Seule l’étape d’extraction liquide/liquide a été remplacée par une extraction 

sur Amberlite XAD-4 [182, 197, 198]. Les extraits ont ensuite été analysés par CLHP (Figure 

38). 

 

Figure 38 : Chromatogrammes des filtrats de culture de S. apiospermum obtenus par 

deux méthodes d’extraction : liquide/liquide et XAD4 

Les chromatogrammes obtenus montrent que moins d’impuretés sont présentes dans 

l’extrait obtenu après extraction par la résine Amberlite XAD-4 comparé à celui obtenu après 

l’extraction liquide/liquide, ceci est attesté par la disparition du pic à tr = 11 min et la 
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diminution de l’intensité du pic à tr = 14 min (Figure 38). D’après la Figure 39, les résultats 

montrent que : 

 Le rendement d’extraction par la résine Amberlite XAD-4 est 2,3 fois plus 

important pour le sidérophore m/z = 794 que lors de l’extraction liquide/liquide 

(Figure 39-A), 

 le produit final est 7,5 fois plus riche en sidérophore m/z = 794 que lors de 

l’extraction liquide/liquide, démontrant un meilleur facteur de purification 

(Figure 39-B). 

En outre, l’évaporation de l’extrait méthanolique obtenu après passage sur Amberlite 

XAD-4 est beaucoup plus facile et rapide que celle effectuée sur l’extrait aqueux obtenu par 

double extraction liquide/liquide. 

Pour ces raisons, l’extraction par la résine Amberlite XAD-4 a été choisie pour la suite 

de l’étude. 

A 

 

B 

 

Figure 39 : Comparaison des méthodes d’extraction par Amberlite XAD-4 et 

liquide/liquide, des sidérophores produits par S. apiospermum ; rendement d’extraction 

(A) et pureté de l’extrait (B) en sidérophore m/z = 794 

III.7.2. Influence des paramètres sur la méthode d’extraction par 

Amberlite XAD-4 : plan d’expérience 

Afin d’améliorer l’extraction des sidérophores par la résine Amberlite XAD-4, 

l’influence de différents paramètres a été étudiée selon un plan d’expérience. Les résultats 

obtenus pour l’ensemble des expériences sont indiqué dans le   
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Tableau 13. 
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Tableau 13 : Efficacité et spécificité en pourcentage de l’extraction par Amberlite XAD-

4 des sidérophores pour l’ensemble des expériences du plan 

N° Exp. 
NemrodW 

efficacité de l’extraction 
(% sidérophore extrait) 

spécificité de l’extraction 
(% masse sidérophore / 

masse de l’extrait) 
7 102,2 ± 7,4 5,72 ± 0,55 

12 0,12 ± 0,01 0,011 ± 0,001 
21 7,4 ± 0,9 0,70 ± 0,11 
27 0,6 ± 0,8 0,06 ± 0,08 
41 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 
54 13,6 ± 0,3 0,84 ± 0,03 
72 36,9 ± 2,0 2,37 ± 0,16 
90 1,6 ± 0,6 0,09 ± 0,04 
90 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

113 5,4 ± 1,1 0,73 ± 0,17 
113 6,6 ± 0,7 0,79 ± 0,10 
128 12,1 ± 0,7 0,76 ± 0,06 
128 14,2 ± 0,8 0,95 ± 0,07 
132 6,8 ± 0,2 0,74 ± 0,04 
173 0,8 ± 1,6 0,08 ± 0,17 
194 2,0 ± 0,1 0,15 ± 0,01 
206 0,4 ± 0,2 0,03 ± 0,02 
255 101,1 ± 2,6 4,66 ± 0,22 
275 9,4 ± 0,4 1,07 ± 0,07 

 

D’après la Figure 40, la plupart des expériences aboutissent à des pourcentages 

d’extraction des sidérophores compris entre 0,8% et 1γ,8%, dont la valeur moyenne est 

centrée sur 6,6% de sidérophores extrait. Une expérience montre un pourcentage 

intermédiaire de 37% (expérience 72) et seules deux expériences ont un pourcentage de 100% 

(expériences 7 et 255). 

 

Figure 40 : Répartition des pourcentages d’extraction des sidérophores en fonction des 

expériences ( ) ; en dessous, boîte à moustaches représentant la répartition des données 

255       7
72

100%

13,8%
6,6%

0,8%

16,9%
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L’utilisation du logiciel NemrodW permet ensuite de déterminer l’impact des  différents 

paramètres étudiés sur l’extraction (Figure 41). L’ensemble des paramètres choisis influence 

l’extraction et ils le font de la même facon pour l’efficacité et la spécificité de l’extraction. 

L’analyse des résultats permet de ressortir les éléments suivants : 

 la résine Amberlite XAD-4 est capable d’extraire des sidérophores de type 

hydroxamate et les phénol/catéchol, bien qu’elle semble moins efficace pour ces 

derniers, 

 l’ajout de fer dans le milieu avant l’extraction diminue le rendement de 

l’extraction, ainsi que la pureté de l’extrait, 

 l’ajout de sulfate d’ammonium (à 80% de saturation) dans le filtrat de culture a 

un impact différent selon le temps de précipitation des protéines ; la meilleure 

extraction des sidérophores est obtenue lorsque les protéines sont précipitées 

pendant 1 h, 

 le pH du milieu de culture a un impact fort sur l’extraction des sidérophores, le 

pH favorable étant de 8, 

 le paramètre qui influence le moins l’efficacité de l’extraction est la composition 

du milieu de culture. 

Concernant l’effet de l’agitation et du temps de contact du filtrat de culture avec la 

résine Amberlite XAD-4, ces paramètres ont le plus d’effet sur l’extraction des sidérophores. 

En outre, il existe bien une interaction entre ces deux paramètres (Figure 41). Par exemple, 

l’agitation n’a pas d’effet sur l’extraction si le temps de contact est d’une heure, alors que 

celle-ci a un effet significatif lorsque ce temps est de 17 heures. 

Ce plan d’expérience montre que la pureté de l’extrait est corrélée avec une bonne 

efficacité de l’extraction. 

L’extraction par la résine Amberlite XAD-4 reste très dépendante de la structure de la 

molécule extraite (structure du ligand et état de complexation). Etant donné que les résultats 

ont été obtenus à partir de sidérophores témoins, les résultats de ce plan ont été vérifiés sur les 

sidérophores produits par S. apiospermum. De plus, l’influence du fer dans le milieu de 

culture sur l’extraction a également été vérifiée. A l’inverse des résultats obtenus lors du plan 

d’expérience, la présence de fer a permis d’augmenter l’efficacité de l’extraction des 

sidérophores de S. apiospermum par la résine XAD-4 (Figure 42). Cette efficacité est 

multipliée par 1,7 pour le sidérophore de m/z = 538 et par 2,4 pour celui de m/z = 794. 
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Figure 41 : Quantification des effets des différents paramètres sur le rendement 

d’extraction en % (A) et la pureté du produit (B) 

A) 

 

B) 

 

Figure 42 : Rendement de l’extraction pour les sidérophores de S. apiospermum extraits 

(A) et pureté de l’extrait (B) obtenu avec ou sans ajout de fer sur résine Amberlite  

XAD-4 analysé par CLHP 
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III.8. Applications du protocole d’extraction sur résine 

Amberlite XAD-4 

III.8.1. A l’étude des sidérophores produits par d’autres 

champignons impliqués dans la mucoviscidose 

III.8.1.1. Détection sur milieu gélosé CAS 

Afin de s’assurer que l’ensemble des champignons sélectionnés soient bien producteurs 

de sidérophores, une détection préliminaire sur milieu gélosé CAS a été effectuée (Figure 43). 

Tous les champignons sélectionnés ont sécrété des sidérophores dans des proportions 

variables (Tableau 14). Scedosporium aurantiacum a présenté le plus fort rapport CAS (5,5), 

suivi d’E. dermatitidis (4,5), tandis que les autres espèces ont des rapports variant de 1,3 à 

1,9. 

 

1 

 

2 

 
3 

 

4 

 

Figure 43 : Détection sur milieu gélosé CAS pour quatre espèces de champignons :  

A. flavus (1), A. fumigatus (2), A. terreus (3) et E. dermatitidis (4) 
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Tableau 14 : Production de sidérophores sur milieu gélosé CAS par des espèces 

fongiques impliquées dans la mucoviscidose 

espèce référence rapport CAS*
 

A. flavus LMA 4.06.07735 col.1 1,3 ± 0,1 
A. fumigatus IHEM 22075 1,9 ± 0,2 

A. terreus LMA 4.02.06202 col.1 1,4 ± 0,1 
E. dermatitidis LMA 4.04.09550 col.1 4,5 ± 1,0 
S. aurantiacum IHEM 15458 5,5 ± 0,5 

* : le rapport CAS correspond au rapport des diamètres du halo sidérophore et de la colonie fongique 
 

III.8.1.2. Identification des sidérophores par RP-CLHP-Visible-

MS 

Ces champignons ont été cultivés pendant 4 jours à 37°C dans du milieu YNB déplété 

en fer. Les sidérophores des filtrats de culture ont été extraits par la résine Amberlite XAD-4, 

et analysés par CLHP. 

Dans le cas d’E. dermatitidis, l’analyse CLHP de l’extrait obtenu par XAD-4 n’a 

montré aucun pic à 435 nm. Quant à l’analyse de l’isolat clinique de S. aurantiacum IHEM 

15458, celle-ci a montré un pic (tr = 6,0 min, m/z = 794) déjà détecté pour S. apiospermum. 

L’analyse de l’extrait d’A. flavus par CLHP a montré un pic à 435 nm dont le temps de 

rétention est de 7,9 min (Figure 44-A). Le spectre de masse de ce pic a fourni m/z = 801,1 

(Figure 45). Le chromatogramme obtenu par extraction de cette masse corrèle avec le 

chromatogramme obtenu par une détection à 435 nm (Figure 44). 

L’analyse de l’extrait d’A. terreus par CLHP montre trois pics absorbants à 435 nm 

correspondant à trois temps de rétention de 3,9 min, de 7,9 min et de 8,5 min (Figure 46-A). 

Les spectres de masse du pic I, II, III montrent des masses respectives de m/z = 538,0 (Figure 

47-A), celui m/z = 801,1 (Figure 47-B) et m/z = 822,2 (Figure 47-C). Le chromatogramme 

obtenu par extraction de cette masse corrèle avec le chromatogramme obtenu par une 

détection à 435 nm (Figure 46). Il est intéressant de noter que le pic II correspond au pic 

trouvé pour A. flavus. 
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A) 

 
B) 

 

Figure 44 : Chromatogrammes de l’extrait brut d’A. flavus à 435 nm (A) et d’extraction 

de masse du pic I (B, masse m/z = 801,1) 

 

 

 

Figure 45 : Spectres de masse du pic I de l’extrait d’A. flavus (A, tr = 7,4-8,8 min) 

obtenus par LC-ESI+-MS 
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Figure 46 : Chromatogrammes de l’extrait brut d’A. terreus à 435 nm (A) et d’extraction 

de masse du pic I (B, masse m/z = 538,0), du pic II (C, masse m/z = 801,1) et du pic III 

(D, masse m/z = 822,2) 
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A) 

 
B) 

 
C) 

 

Figure 47 : Spectres de masse des pics de l’extrait d’A. terreus obtenus par LC-ESI+-

MS ; A) pic I  (tr = 3,0-4,6 min), B) pic II (tr = 7,5-8,2 min), C) pic III (tr = 8,3-8,9 min) 

 

L’analyse de l’extrait d’A. fumigatus par CLHP montre quatre pics absorbant à 435 nm 

dont les temps de rétention de 7,5, 8,9, 11,7 et 13,0 min (Figure 48-A). Les spectres de masse 

des pics III, IV montrent des masses respectivement de m/z = 907,2 (Figure 49-A) et de 

m/z = 906,2 (Figure 49-B). Le chromatogramme obtenu par extraction de cette masse corrèle 

avec le chromatogramme obtenu par une détection à 435 nm (Figure 48). 
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Figure 48 : Chromatogrammes de l’extrait brut d’A. fumigatus à 435 nm (A) et 

d’extraction de masse du pic III (B, masse m/z = 907,2), du pic IV (C, masse m/z = 906,2) 
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A) 

 
B) 

 

Figure 49 : Spectres de masse des pics de l’extrait d’A. fumigatus obtenus par LC-ESI+-

MS ; A) pic III  (tr = 10,9-11,8 min), B) pic IV (tr = 12,4-13,6 min) 

 

 

L’ensemble des pics détectés pour chacune des souches fongiques étudiées est résumé 

dans le Tableau 15. Plusieurs sidérophores différents ont été détectés pour les différentes 

espèces fongiques. Il est à noter que A. terreus et S. aurantiacum produisent des sidérophores 

similaires à S. apiospermum. 

 

 

Tableau 15 : Caractéristiques chromatographiques des pics détectés dans les filtrats de 

culture de champignons filamenteux isolés de patients atteints de mucoviscidose 

Pathogène 
Temps de rétention 

(min) 
Masse associée [M+Fe-2H]+ 

m/z 
A. flavus 7,9 801,1 

A. terreus 

3,9 538,0 
7,9 801,1 
8,5 822,2 

A. fumigatus 

7,5 NC 
8,9 NC 

11,7 907,2 
13,0 906,2 

E. dermatitidis ND 
S. aurantiacum 6,0 793,9 

NC : non caractérisé ; ND : non détecté 
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III.8.2. A la détection des sidérophores dans les crachats de 

malades atteints de mucoviscidose et présentant une 

colonisation fongique 

La recherche des sidérophores dans les crachats des patients infectés et atteints de 

mucoviscidose a été effectuée. L’extraction de ces sidérophores a été réalisée sur la résine 

Amberlite XAD-4, et l’analyse a été effectuée par RP-LC-UV-Visible-ESI+-MS. Certains des 

chromatogrammes obtenus à 435 nm permettent de rechercher la présence de pics ayant les 

mêmes temps de rétention que ceux de certains sidérophores (Figure 50) préalablement 

détectés tr = 3,6 min et tr = 6,2 min. les spectres de masses montrent qu’ils correspondent aux 

sidérophores de S. apiospermum. D’autres pics dont les composés sont apparus à tr = 8,1 min, 

10,4 min et 11,6 min. 

 

   

Figure 50 : Chromatogrammes obtenus à 435 nm pour l’analyse des différents crachats 
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étudiés, S. apiospermum est capable de synthétiser diverses protéases du type sérine [77] ou 

métallo [76], mais également une Cu,Zn- superoxyde dismutase qui joue un rôle contre le 

stress oxydatif exercé par l’hôte [78]. Compte tenu du rôle des sidérophores dans l’interaction 

hôte-pathogène [9, 65], ceux-ci peuvent être considérés comme des facteurs de virulence qui 

contribuent à l’installation du champignon chez son hôte humain. Concernant le métabolisme 

du fer, S. apiospermum étant un pathogène émergent, peu d’informations sont connues. C’est 

pourquoi nous avons entrepris cette étude en nous intéressant plus particulièrement aux 

sidérophores sécrétés par S. apiospermum. 

Tout d’abord des sidérophores ont été mis en évidence en cultivant S. apiospermum sur 

milieu gélosé CAS. Le milieu initialement bleu a viré au rouge-orangé révélant la sécrétion de 

sidérophores diffusant autour de la colonie fongique (Figure 29). Une étude sur une trentaine 

de souches de S. apiospermum a démontré que la sécrétion de sidérophores est une constante 

au sein de l’espèce S. apiospermum. Forts de ces résultats, nous avons entrepris de purifier et 

d’identifier ces sidérophores. 

Au préalable, une étude des paramètres influençant les conditions de biosynthèse de ces 

molécules en milieu liquide a été réalisée dans le but d’optimiser leur production. Un milieu 

de culture commercial déplété en fer et cuivre a été utilisé afin de stimuler la sécrétion des 

sidérophores par le champignon. En effet, les microorganismes ont recours à cette stratégie de 

captation du fer lorsqu’ils sont soumis à un stress en fer. Puis d’autres paramètres de culture 

ont été étudiés tels que le pH (4, 7, 8), la durée d’incubation et l’agitation du milieu de 

culture. Certains se sont révélés interdépendants. La durée d’incubation pour atteindre 

l’optimum de production varie en fonction du pH du milieu de culture (Figure 30). La 

production de sidérophores est retardée lorsque le milieu est à pH = 4. En effet, l’acidification 

du milieu rend le fer III plus soluble dans l’eau et donc plus facilement assimilable par le 

champignon qu’en milieu basique [214]. Ainsi, en milieu acide le stress ferrique auquel est 

soumis S. apiospermum est diminué, ce qui a eu pour effet de retarder le pic de production en 

sidérophores à 5 jours. Ceci constitue l’un des moyens d’acquisition du fer par les 

microorganismes qui secrètent de petits acides organiques afin d’acidifier leur milieu de 

culture [63] et faciliter l’assimilation du fer. Par contre, en milieu basique (pH = 8) où le fer 

ferrique est moins soluble [5], S. apiospermum subit donc un stress ferrique plus important. 

Nous avons alors observé une production de sidérophores plus précoce avec un maximum à 

3 jours. Outre la précocité, la production s’est révélée 4 à 5 fois plus élevée qu’en milieu 
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acide. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus pour la plupart des microorganismes où 

le maximum de production en sidérophores est atteint entre 2 et 7 jours [68]. 

La phase de latence des deux premiers jours, où  la production de sidérophores n’est pas 

détectable chez S. apiospermum, suggère un processus complexe dont la mise en place exige 

du temps. Après 4 jours, la concentration en sidérophores dans le milieu n’évolue plus  alors 

que la croissance fongique n’est pas au maximum. Ce phénomène a été observé chez les 

bactéries du genre Frankia, où la production de sidérophores est suivie d’une forte production 

de protéines [215]. 

Concernant l’agitation, ce paramètre influence défavorablement la production de 

sidérophores. Ainsi l’absence d’agitation se révèle indispensable pour obtenir une bonne 

production de sidérophores par le champignon. Le même phénomène avait été observé pour la 

synthèse d’une sérine-protéase par S. apiospermum [77]. L’hypothèse serait que l’agitation 

tendrait à maintenir le champignon en anaérobiose où le métabolisme au ralenti serait moins 

exigeant en fer qu’en aérobiose [68]. En effet, l’aérobiose conditionne le fonctionnement de la 

chaîne respiratoire au niveau mitochondriale qui fait appel à de nombreuses enzymes 

dépendantes du fer.  

Cette étude des conditions de production des sidérophores par S. apiospermum peut être 

rapprochée des conditions de croissance de ce champignon dans les voies respiratoires des 

patients atteints de mucoviscidose. En effet, les paramètres de culture utilisés s’avèrent 

proches des conditions pulmonaires, en particulier la faible biodisponibilité en fer [8], la 

relative neutralité du pH [213], l’aérobiose et l’absence d’agitation. Il a été montré que ces 

conditions étaient favorables à la production de sidérophores par certaines bactéries telles que 

Pseudomonas aeruginosa pathogène fréquent des voies respiratoires des malades atteints de 

mucoviscidose [216]. En outre, la colonisation se ferait préférentiellement dans la partie 

aérobie des poumons plutôt que dans les voies respiratoires proprement dites. Mais le 

contexte de la mucoviscidose est différent, en particulier les sécrétions respiratoires sont plus 

épaisses et plus riches en chlorure de sodium [1]. Sans qu’il y ait eu d’études approfondies de 

l’impact de ces conditions sur la sécrétion de sidérophores, il a été observé chez Bacillus 

subtilis qu’une concentration élevée en NaCl étaient tout à fait favorable à une production de 

sidérophores [217]. Ce stress salin aurait vraisemblablement un effet sur la cellule bactérienne 

plutôt que sur la solubilité du fer qui à priori n’est pas influencée par le chlorure de 

sodium [218]. L’ensemble de ces résultats montre que S. apiospermum est capable de 
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produire des sidérophores dans les conditions physiologiques des voies respiratoires mais 

également dans un contexte de mucoviscidose. 

En conclusion, notre étude a permis d’optimiser les conditions de production des 

sidérophores par S. apiospermum qui sont : milieu liquide déplété en fer, pH de 8, 

incubation à 37°C pendant 3 jours et sans agitation. Ces conditions se rapprochent des 

conditions physiologiques pulmonaires, voire dans un contexte de mucoviscidose. 

Une première caractérisation des sidérophores produits par S. apiospermum, a été 

menée sur les filtrats de culture grâce à des réactions de coloration spécifique des classes de 

sidérophores. Ces réactions ont permis de ranger les sidérophores produits par  

S. apiospermum dans la classe des hydroxamates. Ce résultat est cohérent avec les 

observations déjà effectuées pour d’autres champignons filamenteux pathogènes de l’homme, 

à savoir la sécrétion quasi exclusive de sidérophores de type hydroxamate [5]. 

Ensuite, un isolement des sidérophores a été entrepris suivi de leur identification. La 

séparation a débuté par une extraction liquide/liquide suivie d’une analyse par CLHP-UV-

Vis-ESI+-MS. Celle-ci a indiqué que deux ligands formant un complexe rouge-orangé 

(absorbant à 435 nm) avec le fer III sont produits par S. apiospermum. Par spectrométrie de 

masse, ces deux complexes présentent deux masses respectives de m/z = 793,9 et de 

m/z = 537,9. ces masses répertoriées dans la bibliographie pour des sidérophores produits par 

d’autres champignons tels que : Histoplasma capsulatum,  Verticillium, Gliocladium, 

Cylindrocarpon, Fusarium, Stemphyllium, Monascus anka [5, 129, 172], correspondent à 

deux sidérophores de la famille des coprogènes [5, 172] : l’acide dimérumique (m/z = 537,9) 

et le méthyl coprogène B (m/z = 793,9). Ces deux sidérophores de nature peptidique 

appartiennent à la classe des hydroxamates (Figure 51), ce qui confirme les résultats 

précédents obtenus avec les réactions de caractérisation. 
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Figure 51 : Structure de l’acide dimérumique (A) et du N -méthyl coprogène B (B) 

L’étude de la fragmentation par ESI+-MS-MS des deux pics obtenus par CLHP est 

venue confirmer l’identification de ces sidérophores (Figure 52). L’étude MSn du méthyl 

coprogène B permet de localiser la position du méthyle parmi les trois possibilités  

(Figure 51-B). La présence du fragment m/z = 5γ8 de l’ion moléculaire m/z = 794 permet 

d’écarter un méthyle en position . Il est intéressant de noter que la fragmentation du méthyl 

coprogène B conduit à former l’acide dimérumique. De plus, la fragmentation de l’ion 

moléculaire m/z = 794 forme un produit m/z = 649 qui se fragmente ensuite en deux 

fragments caractéristiques  m/z = 5γ8 et 5β0. La façon la plus plausible d’expliquer ces 

fragments passe par la présence en position . Ainsi le second sidérophore produit par  

S. apiospermum sera nommé N -méthyl coprogène B. 

Grâce à ce protocole d’identification une étude de la sécrétion de ces sidérophores par  

S. apiospermum en fonction de diverses concentrations en fer apportées dans son milieu de 

culture, a été réalisée. Cette expérience est venue confirmer qu’un stress ferrique est 

nécessaire pour déclencher la synthèse de sidérophores par S. apiospermum. En effet, aucune 

sécrétion de N -méthyl coprogène B n’a pu être détectée au dessus d’une concentration de 

0,1 µM en fer dans le milieu de culture. Ce résultat est cohérent avec les résultats obtenus 

chez la plupart des microorganismes [68]. 

En résumé, Scedosporium apiospermum produit deux sidérophores : l’acide 

dimérumique et le N -méthyl coprogène B. Pour obtenir une production significative de 

ces sidérophores, la concentration en fer du milieu de culture ne doit pas dépasser 

0,1 µM. 
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Figure 52 : Fragmentation des complexes fer(III) de l’acide dimérumique (A) et du N -

méthyl coprogène B (B) par ESI+-MS  
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Dans le cadre de la mucoviscidose, S. apiospermum fait partie des trois champignons les 

plus souvent retrouvés dans les poumons des patients [16, 17]. Il faut savoir que chez l’hôte 

humain, le fer est transporté par la transferrine, stocké par la ferritine et séquestré par la 

lactoferrine [8, 219-221]. Dans le cas d’infections pulmonaires, des travaux ont montré que la 

concentration en lactoferrine augmente dans les poumons [219]. Cette augmentation serait en 

fait un mécanisme naturel de défense de l’hôte contre les microorganismes car en séquestrant 

le fer, la lactoferrine exerce un effet antimicrobien [222]. Les patients atteints de 

mucoviscidose ont dans leurs sécrétions broncho-pulmonaires de la transferrine, de la 

lactoferrine [221] et de la ferritine [220]. Pour l’agent pathogène, ces protéines peuvent 

constituer des sources de fer, moyennant la capacité de leur soustraire ce fer par 

l’intermédiaire de molécules à forte affinité pour le fer telles que les sidérophores. Nous avons 

montré par des expériences de dialyse que les sidérophores de S. apiospermum pouvaient 

interagir avec ces protéines. 

Pour l’holo-transferrine, il a été montré que le fer contenu dans la protéine pouvait être 

soustrait par les sidérophores de S. apiospermum. Ces sidérophores se sont avérés capables de 

traverser la membrane de dialyse, de soustraire le fer à l’holo-transferrine contenu dans le 

boudin de dialyse et de le ramener au champignon (Figure 53). Ce même phénomène a été 

observé chez d’autres champignons tels qu’A. fumigatus [65] ou chez certaines bactéries 

comme S. aureus et S. epidermidis [66]. Chez A. fumigatus, la mise en contact de 

sidérophores avec la transferrine a bien entraîné une perte en fer au niveau de la protéine [65]. 

Ce phénomène suggère que la transferrine présente dans les sécrétions broncho-pulmonaires 

pourrait constituer une source de fer pour S. apiospermum et renforce l’idée que ces 

sidérophores peuvent être considérés comme des facteurs de virulence. 

Curieusement pour la lactoferrine, nous avons constaté que la concentration en fer dans 

le boudin de dialyse augmentait dans le temps. Ceci implique une entrée de fer dans le boudin 

de dialyse qui pourrait s’expliquer par des processus de dégradation cellulaire du champignon 

libérant du fer qui, diffusant à travers la membrane de dialyse, serait capté par la lactoferrine. 

En outre, l’affinité de la lactoferrine pour le fer étant très élevée, la soustraction du fer par les 

sidérophores serait plus difficilement réalisable. Cette hypothèse est en accord avec les 

propriétés antifongiques et antibactériennes reconnues pour la lactoferrine [222]. Des données 

thermodynamiques confirment que la lactoferrine a une plus grande affinité pour le fer que la 

transferrine. Cette différence d’affinité est encore accentuée par une différence de stabilité 

cinétique entre ces deux protéines en faveur de la lactoferrine [79]. 
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Figure 53 : Mécanisme de soustraction du fer à une protéine d’hôte par S. apiospermum 

à travers la membrane de dialyse. 

Dans le cas de la ferritine, une diminution du fer contenu dans le boudin de dialyse 

après 7 jours d’incubation a été observée, démontrant que le fer contenu dans la ferritine peut 

être détourné par les sidérophores. Le phénomène est connu pour des sidérophores bactériens 

tels que les desferriferrichromes, et l’entérobactine [80]. Curieusement, une augmentation en 

fer est constatée à 14 jours d’incubation, vraisemblablement due à des phénomènes de lyse 

des cellules fongiques déjà mentionnés. 

Scedosporium apiospermum semble donc capable de détourner le fer à partir de 

protéines d’hôte liées au métabolisme du fer. Ce n’est pas le cas pour tous les 

microorganismes, même pathogènes, produisant des sidérophores. Par exemple,  

P. aeruginosa doit au préalable dégrader la transferrine à l’aide d’une protéase pour ensuite 

récupérer le fer [82]. D’autres microorganismes se voient incapables de soustraire le fer de la 

ferritine avec leurs sidérophores [223]. 
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Dans le cadre de la mucoviscidose, la présence de protéines riches en fer dans les 

sécrétions broncho-pulmonaires rend d’autant favorable l’implantation de pathogènes 

sécrétant des sidérophores capables de récupérer le fer de l’hôte [8, 220, 224]. Cette capacité 

pourrait expliquer que S. apiospermum fasse partie des pathogènes fongiques les plus 

fréquemment rencontrés chez les patients atteints de mucoviscidose. 

En conclusion, nous avons montré la capacité de S. apiospermum à soustraire le fer 

de protéines d’hôte telles que transferrine ou ferritine. Cette observation renforce l’idée 

que les sidérophores peuvent être considérés comme des facteurs de virulence 

contribuant à la colonisation et à l’invasion pulmonaire des patients atteints de 

mucoviscidose par ce champignon. 

Étant donné que les sidérophores peuvent être considérés comme des facteurs de 

virulence, il s’est avéré intéressant de connaitre leur sécrétion chez diverses souches de  

S. apiospermum. L’étude a été étendue à une trentaine de souches de 

Pseudallescheria/Scedosporium qui comprenait β0 isolats cliniques dont 9 issus d’un contexte 

de mucoviscidose et 10 souches d’origine environnementale. Un contrôle de la production sur 

milieu gélosé CAS a montré une grande variabilité dans la production de sidérophores chez 

les souches (Figure 54). 

L’analyse statistique des résultats a montré que les isolats cliniques issus de patients 

mucoviscidosiques produisaient moins de sidérophores que les autres isolats cliniques ; les 

isolats de ces malades étant moins producteurs que les autres. De même, il semblerait que la 

production de sidérophores soit plus importante chez les isolats cliniques comparée à celle des 

souches environnementales, et cela en particulier pour les isolats provenant d’autres 

pathologies que la mucoviscidose. 

Une quantification de ces molécules a été entreprise en milieu liquide sur 10 souches de 

S. apiospermum à un pH de 7 [213]. Après analyse par RP-CLHP-Visible, l’acide 

dimérumique n’a été retrouvé que chez deux souches (un isolat clinique dans un contexte de 

mucoviscidose et une souche environnementale) tandis que le N -méthyl coprogène B a été 

détecté chez toutes les souches (Figure 55). En comparant la production de ce sidérophore 

avec l’origine des souches, il ressort que les isolats cliniques à tropisme respiratoire (IHEM 

14263, 14451, 14268, 14462 et 15155) produisent davantage que les souches environmentales 
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(IHEM 1γ947, β081β et β08β8) et que parmi les isolats cliniques, ceux issus d’un contexte de 

mucoviscidose (IHEM 14263, 14451, 14268 et 14462) semblent les plus forts producteurs de 

N -méthyl coprogène B. 

A) 

 
B) 

 

Figure 54 : Production de sidérophores par S. apiospermum sur milieu gélosé CAS :  

A) par isolat clinique ou souche, B) par regroupement des souches en fonction de leur 

origine 
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Figure 55 : Quantification de la production en N -méthyl coprogène B de 10 souches de  

S. apiospermum 

Concernant l’isolat IHEM γ817, celui-ci a été identifié à partir d’un liquide céphalo-

rachidien. Ce dernier isolat provient vraisemblablement d’une colonisation pulmonaire et peut 

donc être intégré dans les isolats à infections respiratoires. En effet diverses publications [40, 

41] ont rapporté des cas de scédosporioses cérébrales résultant d’une extension de l’infection 

à partir d’un foyer pulmonaire. En particulier, un cas clinique de scédosporiose disséminée est 

apparu suite à une transplantation pulmonaire chez une femme atteinte de mucoviscidose et 

colonisée par S. apiospermum de façon chronique [40]. Quant à l’isolat IHEM 6908 d’origine 

cutanée, celui-ci résulte d’une inoculation traumatique au niveau cutané d’une souche 

environnementale et peut donc raisonnablement être rapproché de ce groupe. 

Il est intéressant de noter que lors d’une étude sur l’écologie et la physiologie des 

champignons appartenant au genre Scedosporium, lesa uteurs ont opéré des regroupements 

similaires entre souches environnementales et isolats d’origine pulmonaire à partir d’autres 

critères que ceux utilisés dans notre étude [225]. 

Notre étude conforte l’idée que les sidérophores constituent des facteurs de virulence 

nécessaires à l’installation des agents pathogènes chez l’hôte comme cela a été rapporté chez 

d’autres champignons filamenteux tels qu’A. fumigatus [9, 65, 85]. 
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Dans le cadre de la mucoviscidose, des études récentes ont montré que la présence de 

fer dans les poumons rendait le patient plus sensible aux infections [8, 224], et en que ce fer 

contribuerait à la résistance de certains pathogènes vis-à-vis des traitements anti-

infectieux [220].  

En conclusion, une production plus importante en sidérophores par les isolats 

cliniques de S. apiospermum par rapport aux souches environnementales suggère que ces 

molécules constituent des facteurs de virulence participant à la colonisation des voies 

respiratoires, en particulier chez des patients atteints de mucoviscidose. 

Dans le but de simplifier le protocole d’isolement et d’identification des sidérophores de 

S. apiospermum à partir du milieu de culture, la méthode d’extraction liquide/liquide a été 

remplacée par une méthode d’extraction sur la résine Amberlite XAD-4. Ainsi, la quantité 

d’acide dimérumique extrait a été multipliée par β avec un facteur d’enrichissement multiplié 

par 7. Préalablement à l’extraction par cette méthode, une étude des paramètres a été réalisée 

selon un plan d’expérience intégrant 7 paramètres. Ces paramètres peuvent être classés en 

trois catégories : 

 influence des conditions de culture : pH et composition du milieu de culture, 

 influence de la structure du sidérophore extrait : sidérophore de type 

phénol/catéchol ou hydroxamate, libre ou complexé avec le fer, 

 influence des conditions d’extraction : précipitation des protéines et temps 

d’incubation, agitation et temps d’incubation de l’extraction. 

Les résultats du plan d’expérience ont démontré que la composition du milieu de culture 

ne modifiait pas l’extraction des sidérophores par la résine Amberlite XAD-4. Au contraire, le 

pH du milieu de culture semble avoir une grande importance sur le rendement de l’extraction. 

Pour les sidérophores étudiés (DFB et 2,3DHB) plusieurs degrés de protonation peuvent 

exister (Figure 56). Certaines molécules, suivant leur degré de protonation, n’ont pas la même 

affinité pour la résine. Le changement de pH du milieu avant extraction peut permettre 

d’augmenter son rendement en modifiant l’ionisation des molécules en un état qui serait le 

plus favorable pour leur extraction. L’ajout de fer ferrique influence défavorablement 

l’extraction. Le fer va former des complexes avec les sidérophores et provoquer des 

changements structuraux et de polarité. De même, la structure de la molécule influence 
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beaucoup son extraction par la résine : le 2,3DHB semble avoir été moins bien fixé sur la 

résine Amberlite XAD-4 que la DFB. 
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Figure 56 : Degrés de protonation de l’acide 2,3-dihydroxybenzoïque 

D’après la bibliographie, la résine Amberlite XAD-4 est efficace pour l’extraction d’un 

certain nombre de sidérophores tels que pétrobactine, bacillibactine [182] et 

chrysobactine [198] (Figure 57). Afin de valider les résultats du plan d’expérience, une étude 

de l’influence du fer sur l’extraction non pas des sidérophores témoins mais des sidérophores 

produits par S. apiospermum a été menée. Les résultats ont été différents de ceux obtenus avec 

les sidérophores témoins. La présence de fer a amélioré l’extraction. Ainsi, les complexes 

ferri-sidérophores du N -méthyl coprogène B et de l’acide dimérumique ont été deux à trois 

fois plus extraits qu’a l’état non complexé. 
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Figure 57 : Structures des sidérophores extraits par la résine Amberlite XAD-4 ; 

A) pétrobactine, B) chrysobactine, C) bacillibactine [69, 182]  
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Concernant les conditions d’extraction, la précipitation par le sulfate d’ammonium des 

protéines du milieu de culture du champignon semble être un élément favorable, à condition 

que la durée de précipitation soit limitée. En effet, la présence de ce sel permet d’augmenter la 

force ionique du milieu, ce qui va aider les sidérophores à être adsorbés sur la résine. La 

présence de sel va entraîner une précipitation des protéines. Le temps de précipitation ne doit 

pas être trop long, au risque d’entrainer les sidérophores avec les protéines qui seront 

éliminées par filtration. Un temps d’incubation d’une heure sera préféré à celui de 17 heure. 

Le temps de contact avec la résine et l’agitation sont des paramètres interdépendants. 

Dans notre cas, l’agitation et le temps de contact de 17 h du milieu de culture avec la résine 

auront un effet positif sur l’extraction. 

En résumé, d’après le plan d’expérience réalisé pour améliorer l’extraction des 

sidérophores par la résine Amberlite XAD-4, il s’avère que la composition du milieu de 

culture n’a que peu d’influence sur le rendement de l’extraction, et qu’un pH de 8, ainsi 

que l’absence de fer dans le milieu soient favorables à un bon rendement d’extraction 

générale des sidérophores. En outre, cette extraction doit s’effectuer après ajout dans le 

filtrat de culture de sulfate d’ammonium à 80% de saturation suivi d’une incubation 

sous agitation pendant une heure. Par contre, l’efficacité de l’extraction est très 

dépendante de la structure du sidérophore et ces résultats sont limités au modèle utilisé, 

ici représenté par la DFB et le 2,3DHB. Dans le cas du N -méthyl coprogène B et de 

l’acide dimérumique produit par S. apiospermum, l’ajout de fer avant extraction a 

permis une meilleure extraction par la résine Amberlite XAD-4 des ferri-sidérophores. 

Dans le cadre de la mucoviscidose, le diagnostic d’une infection à S. apiospermum n’est 

pas toujours aisé. Actuellement, le nombre de méthodes de diagnostic est limité et celles-ci 

exigent beaucoup de temps pour aboutir au résultat [3]. Elles consistent en : 

 un examen mycologique des expectorations, après ensemencement sur des 

milieux gélosés semi-sélectifs et l’attente des résultats peut aller jusqu’à γ 

semaines en fonction de la croissance des champignons, 

 une analyse sérologique après une prise de sang chez le patient qui pourra 

attester des infections avérées et non des colonisations. 
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Une méthode plus précoce de détection permettrait la mise en place rapide d’un 

traitement. Ainsi, la détection des sidérophores sécrétés dans les débuts de la colonisation de 

l’hôte par S. apiospermum pourrait constituer une méthode de diagnostic précoce. Une 

analyse sérologique effectuée plus tardivement, viendra confirmer le diagnostic. 

Le problème qui se pose est de disposer de marqueurs biologiques qui soient spécifiques 

de l’espèce fongique à diagnostiquer. Or, bon nombre de pathogènes bactériens ou fongiques 

peuvent être responsables d’infections respiratoires, pour lesquels bon nombre de 

sidérophores ont été identifiés. D’après la bibliographie, divers sidérophores ont été 

répertoriés chez les microorganismes pathogènes des voies respiratoires (Tableau 16). 

Certains sidérophores semblent spécifiques de ces microorganismes (Figure 58). 

Tableau 16 : Microorganismes responsables d’infections respiratoires dans la 

mucoviscidose et leurs sidérophores 

Microorganismes Sidérophores associés 

B
ac

té
ri

es
 

S. aureus 
[87, 111, 226-228] 

staphyloferrine A 
staphyloferrine B 

auréochéline 
H. influenzae 

[223] hydroxamate 

S. pneumonia ND 

P. aeruginosa 
[82, 86, 202, 229, 230] 

pyochéline 
les pyoverdines 

C
ha

m
p

ig
n

on
s 

C. albicans 
[231] 

aucun sidérophore 

A. fumigatus 
[65, 69, 168, 232, 233] 

N,N’,N’’-triacétylfusarinine C 
ferricrocine 

A. terreus 
[69, 232] ferrichrysine 

C. parapsilosis hydroxamate 
C. glabrata hydroxamate 
A. flavus 

[158] hydroxamate 

A. nidulans 
[69, 234] 

ferrichrome 
 

ferricrocine 
coprogène 

N,N',N"-triacétylfusarinine C 
E. dermatitidis ND 

ND : non déterminé 
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Figure 58 : Structure des sidérophores sécrétés par les microorganismes responsables 

d’infections respiratoires dans la mucoviscidose ; A) les pyoverdines,  

B) staphyloferrine A, C) pyochéline, D) coprogène, E) N,N’,N’’-triacétylfusarinine C,  

F) ferricrocine, G) ferrichrysine, H) ferrichrome 
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Le protocole d’étude des sidérophores par utilisation de la résine Amberlite XAD-4 a 

été appliqué à divers champignons responsables d’infections respiratoires chez les patients 

atteints de mucoviscidose. Au préalable, la production de sidérophores a été contrôlée sur 

milieu gélosé CAS. Les résultats ont montré qu’A. flavus, A. fumigatus, A. terreus,  

E. dermatitidis et S. aurantiacum sont capables de produire des sidérophores. Après culture en 

milieu liquide, les sidérophores de ces champignons ont été extraits par la résine Amberlite 

XAD-4, puis analysés par CLHP. Les résultats obtenus ont montré que, pour l’ensemble des 

espèces fongiques étudiées, des pics correspondant à des sidérophores ont été détectés, à 

l’exception d’E. dermatitidis. Chaque espèce fongique s’est révélée présenter des pics 

différents.  

Cependant, il faut noter que les résultats obtenus pour A. flavus suggèrent un 

sidérophore de même masse molaire (tr = 7,9 min, m/z = 801) que celle de la ferrichrysine 

détecté chez A. terreus [232]. De la même façon, l’analyse des chromatogrammes pour  

A. terreus montrent trois pics correspondant à des sidérophores de masses connues qui sont 

l’acide dimérumique (tr = 3,9 min, m/z = 538), la ferrichrysine (tr = 7,9 min, m/z = 801,1) et 

le coprogène (tr = 8,5 min, m/z = 822,2). Pour A. fumigatus un sidérophore a été identifié : la 

N,N’,N’’-triacétylfusarinine C (tr = 11,7 min, m/z = 907,2). Dans le cas de S. aurantiacum, le 

N -méthyl coprogène B a été détecté dans le milieu de culture (tr = 6 min, m/z = 793,9). 

Ainsi une différenciation des espèces fongiques pourrait s’effectuer sur la base d’une 

identification des sidérophores qui constitueraient ainsi de bons marqueurs d’espèces. Dans le 

cas des microorganismes capable de coloniser les voies respiratoires de patients atteints de la 

mucoviscidose, la production du N -méthyl coprogène B est spécifiques du complexe 

d’espèce S. apiospermum et non de l’espèce S. apiospermum sensus stricto. L’acide 

dimérumique lui n’est pas spécifique de l’espèce fongique étudié. Ce sidérophore étant 

présent dans la structure de beaucoup des sidérophores de type coprogène [5, 69], il se 

retrouve produit par un grand nombre d’espèces fongiques [5, 129, 172]. 

L’utilisation du protocole optimisé d’extraction des sidérophores sur résine 

Amberlite XAD-4 a permis d’identifier les sidérophores produits par des champignons 

appartenant au genre Aspergillus dont les isolats cliniques sont issus de patients atteints 

de mucoviscidose. Ainsi la ferrichrysine a été détectée chez A. flavus, l’acide 

dimérumique, la ferrichrysine et le coprogène chez A. terreus, la  
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N,N’,N’’-triacétylfusarinine C chez A. fumigatus et le N -méthyl coprogène B chez  

S. aurantiacum. Ainsi le N -méthyl coprogène B est un marqueur spécifiques du 

complexe d’espèce S. apiospermum 

Notre étude a montré que les sidérophores détectés chez plusieurs champignons 

filamenteux responsables d’infections respiratoires chez des patients atteints de 

mucoviscidose étaient différents et pourraient constituer des marqueurs spécifiques d’espèces 

pouvant servir au diagnostic.l’analyse du milieu complexe que constitue une expectoration est 

source de bon nombre de composés. Des analyses ont déjà été faites et diverses substances ont 

été détectées (Figure 59) telles que les N-acylhomosérine lactones [235], les 

leucotriènes [236], les pyoverdines [216] et  les mycoliates de 6,7-diméthoxycoumarine [237]. 
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Figure 59 : Structures chimiques de molécules détectées dans les expectorations de 

patients atteints de mucoviscidose ; A) N-acylhomosérine lactones [235], B) leucotriène 

D4 [238], C) pyoverdine [229], D) mycoliate de 6,7-diméthoxycoumarine [237] 
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Parmi ces molécules détectées dans des expectorations de personnes ayant la 

mucoviscidose, des sidérophores du type pyoverdine, sécrétés par P. aeruginosa, ont été 

détectés [216]. Les leucotriènes ont été isolés selon une méthode proche de celle employée, 

sur résine Amberlite XAD-8 [236]. 

Notre méthode d’extraction a été également appliquée aux expectorations de patients 

atteints de mucoviscidose et présentant une infection respiratoire à S. apiospermum. Une 

analyse mycologique de ces expectorations a permis de confirmer la présence de  

S. apiospermum, pour trois d’entre elles deux autres espèces étaient aussi présentes :  

A. fumigatus et C. albicans. Parmi les 5 expectorations analysées, 3 ont montré la présence 

des sidérophores caractéristiques de S. apiospermum après analyse RP-CLHP. La présence de 

plusieurs espèces fongiques dans certaines expectorations n’a pas interféré dans la détection 

des sidérophores de S. apiospermum. De plus, aucun autre agent pathogène retrouvé dans le 

contexte de la mucoviscidose, ne présente les même sidérophores. La détection des masses de 

ces sidérophores par ESI-+MS (Tableau 17) pourrait être utile dans la recherche de  

S. apiospermum dans des expectorations. Ceci pourrait constituer une nouvelle méthode de 

diagnostic plus précoce et plus rapide car le temps d’analyse se réduit à une journée au lieu de 

5. 

Tableau 17 : Masses molaires de différents sidérophores produits par des 

microorganismes responsables d’infections respiratoires chez les patients atteints de 

mucoviscidose 

Sidérophores 
M 

(g/mol) 
m/z des complexes avec le fer 

acide dimérumique 484 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=538 

auréochéline [226]  m/z=577 

coprogène [230] 768 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=822 

ferrichrome [230] 687 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=741 

ferrichrysine 747 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=801* 

ferricrocine 718 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=799* 

N -méthyl coprogène B 740 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=794 

N,N’,N’’-triacétylfusarinine C 853 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=907 

pyochéline [230] 324 [M-3H+Fe(III)+H]+ : m/z=378 

pyoverdines [69, 202] 989 à 1552 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=1043 à 1606* 

staphyloferrin A 480 [M-3H+Fe(III)+H]+  : m/z=534* 

staphyloferrin B [239] 448 [M + H]+: m/z=449 
* masses calculées 

 

Cette méthode de diagnostic pourrait être étendue à la recherche de sidérophores 

spécifiques d’un agent pathogène impliqué dans une infection respiratoire, bien au-delà du 
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contexte de la mucoviscidose. Dans cette optique, des améliorations doivent être apportées, 

comme par exemple, l’utilisation de résines d’extraction type SPE , de résines C18 [202] ou 

XAD qui permettraient de réduire le temps d’analyse. Ceci a été réalisé pour la détection de 

sidérophores directement dans l’eau de mer [201]. 

La détection des sidérophores de S. apiospermum directement dans les 

expectorations de malades colonisés au niveau respiratoire et atteints par la 

mucoviscidose présente un intérêt de diagnostic précoce. En outre, l’analyse s’avère 

spécifique car les sidérophores de S. apiospermum ont bien été identifiés dans des 

expectorations présentant un ou plusieurs pathogènes fongiques. Ces résultats 

permettent d’envisager une nouvelle méthode de diagnostic rapide des microorganismes 

pathogènes de la sphère respiratoire via la détection de leurs sidérophores spécifiques. 

V. Conclusion : 

Dans cette étude des mécanismes d’acquisition du fer chez S. apiospermum, nous avons 

montré la capacité de ce champignon filamenteux à capter le fer présent dans les poumons à 

partir des protéines d’hôte telles que ferritine et transferrine. Pour ce faire, S. apiospermum 

produit des sidérophores capables de chélater le fer dans son environnement, favorisant ainsi 

son implantation dans les poumons du malade. 

L’identification de ces sidérophores a été effectuée, après avoir incubé S. apiospermum 

dans des conditions optimales de production qui sont : γ jours d’incubation sans agitation à 

37°C, milieu de culture déplété en fer à pH 8, concentration en fer est inférieure à 0,1µM. Par 

HPLC-UV/MSn, deux sidérophores ont été identifiés l’acide dimérumique et le N -méthyl 

coprogène B. De plus, la production du N -méthyl coprogène B est plus importante pour les 

souches d’origine pulmonaire comparée aux souches d’origine environnementale. 

L’utilisation d’un protocole optimisé d’extraction des sidérophores sur résine Amberlite 

XAD-4 a permis d’étendre l’étude à d’autres champignons impliqués dans la mucoviscidose. 

Chez les champignons appartenant au genre Aspergillus, d’autres sidérophores ont été 

identifiés : la ferrichrysine pour A. flavus, l’acide dimérumique, la ferrichrysine et le 

coprogène pour A. terreus et la N,N’,N’’-triacétylfusarinine C chez A. fumigatus. La détection 

des sidérophores spécifiques du complexe d’espèces S. apiospermum directement dans les 
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crachats de patients permet d’envisager une méthode de diagnostic précoce de la présence de 

ce pathogène dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose. 
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I. Généralités sur la synthèse de sidérophores de type 

hydroxamate 

S. apiospermum a montré la production de deux sidérophores de type hydroxamate que 

sont l’acide dimérumique et le N -méthyl coprogène B. Dans le but de mieux comprendre les 

propriétés physico-chimiques de ces ligands spécifiques du fer III [240], d’envisager l’étude 

de l’impact de ces molécules sur l’hôte, et d’utiliser ces molécules comme vecteur 

d’antifongiques [92], leur synthèse a été entreprise. 

Une étude bibliographique sur la biosynthèse et la synthèse des sidérophores de type 

coprogène permet de mieux cerner la problématique d’obtention de ces molécules. D’autres 

synthèses de sidérophores de type hydroxamate ont été décrites dans la littérature [241-244]. 

I.1. Biosynthèse des sidérophores de type coprogène 

Les coprogènes sont constitués de différents agencements de la structure de base N-

acyl-N-hydroxyornithine, pouvant former plusieurs types de structures linéaires ou 

cycliques [5, 69]. 
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Figure 60 : Structure des N-acyl-N-hydroxyornithine 

La biosynthèse de la partie N-acyl-N-hydroxyornithine débute par l’oxydation de 

l’ornithine via une hydroxylase formant la N-hydroxyornithine (Figure 60). Une N-acylation 

enzymatique permet d’obtenir ensuite la N-acyl-N-hydroxyornithine correspondante [245]. 

Une fois cette structure de base achevée, des enzymes se chargeront de la formation du 

sidérophore. 
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Figure 61 : Biosynthèse des N-acyl-N-hydroxyornithine [245] 

 
Dans le cas de l’acide dimérumique et du méthyl coprogène B, l’acylation est réalisée 

sur le stéréoisomère E de l’acide 5-hydroxy-3-méthylpent-2-ènoïque. Anke et Diekmann ont 

montré que, chez un champignon phytopathogène Fusarium cubense, l’acide est obtenu par 

déshydratation de l’acide mévalonique (Figure 62) et non par la réduction de l’acide  

-méthylglutaconique [246]. L’acide mévalonique peut être obtenu à partir de la L-leucine. 

Le stéréoisomère Z de l’acide 5-hydroxy-3-méthylpent-2-ènoïque est obtenu par la même 

voie, mais la deshydratase mise en jeu lors de la dernière étape est différente.  
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Figure 62 : Biosynthèse de l’acide (2E) 5-hydroxy-3-méthylpent-2-ènoïque [246]  

I.2. Exemple de synthèse de sidérophores de type coprogène 

Dans notre travail, l’acide dimérumique ainsi que le méthyl coprogène B, deux 

sidérophores de la famille des coprogènes ont été isolés chez S. apiospermum. La synthèse de 

l’acide dimérumique a déjà été publiée [247], de même que d’autres synthèses de 

sidérophores de type hydroxamate. 

I.2.1. Synthèse de l’acide dimérumique 

En 1974, les travaux de Widmer et coll. [247, 248] ont permis de réaliser la synthèse de 

l’acide dimérumique. Ils consistent en deux grandes étapes : la formation de l’acide  

deshydroxymevalonique (Figure 63) et du cycle dioxopiperazinique (Figure 65). A notre 

connaissance, il s’agit de la seule synthèse publiée de ce sidérophore. 
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Les fonctions hydroxylamines terminales sont obtenues par réduction directe des 

groupements nitro de 7 en présence de palladium. Le rendement global obtenu est faible à 

cause de l’étape limitante de la réaction de déshydratation de l’ester 1 qui abouti à la 

formation de plusieurs alcènes (Figure 64). 
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Figure 63 : Synthèse de l’acétate de (3E)-5-[(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy]-3-méthyl-5-

oxopent-3-en-1-yl (3) par Widmer et coll. [247] 

 

 

 
OAcO

O
OH

*  
 

 1  

 

 

, H
+
 

OAcO

O

 

 OAcO

O

 
 

 
 

+ + + + 

 OAc

O O  

 O

O

OAc  

Figure 64 : Réaction de déshydratation du 5-acétoxy-3-hydroxy-3-méthylpentanoate de 

t-butyle 

 

 

OAcO

O



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

112 

 

N
H

OH

O

NO
2

boc

 

 

N
H

O

NO
2

NH

O

NO
2

O

boc

 

HCl 
4  

NH
2

O

O

NO
2

 

DME 

5  6 (79%)  

NH

NH

O

O

NO
2

O
2
N

 

 
 

1) Pd/BaSO4, 
DMF 

 
2) 3 (2 eq), 

DMF 

7 (69%)  

NH

NH

O

O

N

N

OH

OH

O

OAc

O

AcO

 

 
 

NH3, EtOH 

 
 

8 (82%)  

NH

NH

O

O

N

N

OH

OH

O

OH

O

OH

 
acide dimérumique (59%) 

Figure 65 : Synthèse de l’acide dimérumique par Widmer et coll. [247, 248] 

 

I.2.2. Synthèse de l’acide rhodotorulique 

L’acide rhodotorulique (Figure 66) est secrété par des levures, et en particulier 

Rhodotorula pilimanae [249]. Il est constitué d’un cycle β,5-dioxopipérazinique qui possède 

deux carbones asymétriques en position 3 et 6. 
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Figure 66 : Structure de l’acide rhodotorulique 

ClCOO-iPr 
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La première synthèse de l’acide rhodotorulique, publiée en 197β [250-252] (Figure 68), 

avait l’inconvénient d’aboutir à la formation de quatre diastéréoisomères, car la configuration 

des deux carbones asymétriques de la molécule n’était pas définie. La fonction principale 

hydroxamate est obtenue par substitution nucléophile d’un atome de brome du  

1,3-dibromopropane par l’hydroxylamine 10 conduisant à la molécule 13, suivie par une 

acétylation permettant d’obtenir l’hydroxamate 19. Dans cette stratégie, le cycle 

dioxopipérazinique est obtenu en fin de synthèse contrairement à la méthode employée par 

Widmer et coll.. Le rendement global de la synthèse de l’acide rhodotorulique est alors de β% 

en onze étapes et le produit final obtenu est un mélange de stéréoisomères. 

La seconde stratégie mise en œuvre par Fujii et coll. en 1973 [253] (Figure 69) permet 

l’obtention spécifique d’un seul énantiomère. La réaction enzymatique de désacétylation de 

l’amine de l’acide aminé 20 permet d’obtenir uniquement le stéréoisomère S de la molécule 

21. Ainsi, il est facile de séparer les deux énantiomères obtenus. La réaction d’acétylation de 

l’hydroxylamine, en début de synthèse, pour former l’hydroxamate 20, permet d’économiser 

un grand nombre d’étapes et ainsi d’obtenir un rendement de 14% en 8 étapes. 

La stratégie de synthèse de l’acide dimérumique développée par Widmer et coll. a aussi 

permis la synthèse de l’acide rhodotorulique avec un rendement global de γ0%, par 

acétylation de la molécule 9, obtenue par réduction de la molécule 7 par du palladium (Figure 

65, Figure 67) [247, 248]. 
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Figure 67 : Synthèse de l’acide rhodotorulique par Widmer et coll. [247] 
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Figure 69 : Synthèse de l'acide rhodotorulique par Fujii et coll. [253] 

 

I.3. Synthèse du synthon N5-acyl-N5-hydroxyornithine 

Dans le but d’obtenir le groupement hydroxamate, plusieurs stratégies ont été publiées 

permettant ou non d’introduire différents groupements acyle sur l’azote en position 5 de 

l’ornithine. 

Dans l’ensemble des publications, la première étape est commune. Elle correspond à la 

formation de l’hydroxylamine primaire qui sera alors soumise à une acylation dans des 

conditions classiques utilisées en synthèse peptidique [71, 254-257] (Figure 70). 

O NH
2



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

116 

 

N
H

OR1

R2

N
OR1

R2

R3 O  

Figure 70 : Stratégie générale de la formation de la fonction hydroxamate 

Afin d’obtenir l’hydroxylamine adéquate plusieurs méthodes ont été mises en oeuvre. 

I.3.1. Synthèse de l’hydroxylamine par réaction de substitution 

nucléophile 

C’est la méthode de choix utilisée dans un grand nombre de publications. Le 

nucléophile est une hydroxylamine simple ou déjà substituée. Généralement, l’acide 

hydroxamique ne peut être N-substitué dans de bonnes conditions. Ceci s’explique par une 

fonction hydroxamate possédant deux sites nucléophiles (O, N), ceux-ci peuvent réagir pour 

former soit l’hydroxamate 27 souhaité soit deux hydroxymates 28 et 29 (Figure 71). Ces deux 

hydroxymates peuvent dans certains cas être les produits majoritaires [258]. Lorsque 

l’hydroxylamine n’est pas N-acylé, ces produits secondaires ne sont pas observés ; dans ce cas 

la O-benzylhydroxylamine pourra substituer directement un brome [141, 256, 259-263] ou un 

iode [264]. 
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Figure 71 : Substitution nucléophile par un acide hydroxamique [258] ; X= Br, OH 

(réaction de Mitsunobu) 

Lors de la réaction de Mitsunobu [265, 266], cette entité nucléophile réagit alors avec 

une fonction alcool primaire. La O-benzylhydroxylamine doit être au préalable N-substituée 

par une protection de type carbamate [258, 267-269]. Il est aussi possible de favoriser la 

substitution de la fonction alcool par la O-benzylhydroxylamine, en la modifiant en fonction 
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ester avec du chlorure d’acétyle [270], de l’anhydride trifluoroacétique [263] (ou in situ avec 

de l’acide trifluoroacétique [271]), ou par du chlorure d’acyle de l’acide 

paratoluènesulfonique [272]. L’ensemble de ces stratégies est résumé dans la Figure 72. Le 

produit halogéné peut facilement être obtenu à partir de l’alcool correspondant [258, 273-

276]. 
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(65-83%)
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Figure 72 : Différentes stratégies de substitution de l’alcool par l’hydroxylamine 

 

I.3.2. Synthèse de l’hydroxylamine par addition sur une double 

liaison 

Il est possible d’additionner la O-benzylhydroxylamine en mettant en jeu une réaction 

de type Michaël sur une double liaison avec un rendement satisfaisant [262, 277] (Figure 73). 

Dans ce cas, seule la réaction sur des hydroxylamines primaires est décrite dans la littérature. 
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Figure 73 : Formation d’hydroxylamine par addition [1,4] sur une double liaison [262] 
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I.3.3. Synthèse de l’hydroxylamine par formation d’N-

hydroxylimine 

L’obtention de la fonction hydroxylamine se fait en deux étapes à partir d’une fonction 

aldéhydique, avec un rendement global moyen de 70% [278-280]. Pour cela l’atome d’azote 

de l’hydroxylamine réagit avec l’aldéhyde pour former une hydroxyimine, qui est alors 

réduite en hydroxylamine (Figure 74). Cette réaction est réalisable en une seule étape 

d’amination réductive [280]. 
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87%
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80%

 

Figure 74 : Préparation d’hydroxylamine N-substituée via la préparation d’une 

hydroxylimine [278, 279] 

 

I.3.4. Synthèse de l’hydroxylamine par oxydation de l’amine 

La voie de biosynthèse du synthon N5-acyl-N5-hydroxyornithine  passe par l’oxydation 

directe de l’amine terminale de l’ornithine. Plusieurs agents oxydants sont utilisés pour 

permettre l’obtention d’hydroxylamine à partir d’amine : diméthyldioxirane [281], peroxyde 

de benzoyle [282-285], acide metachloropéroxybenzoïque [286], oxone, 

tertiobutylperoxyde [287] (Figure 76).  

La méthode d’oxydation de l’amine la plus intéressante utilise du peroxyde de benzoyle. 

Ceci permet d’obtenir directement une hydroxylamine benzoylée sur l’oxygène ; l’acylation 

de l’azote pour former l’hydroxamate est alors facilitée. 

I.3.5. Synthèse de l’hydroxylamine par oxydation d’imine 

L’obtention de la fonction hydroxylamine est possible en deux étapes par oxydation, par 

de l’acide monoperphtalique (MMP), de la fonction imine avec un rendement moyen de 

35% [288]. 
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Figure 75 : Formation de l’hydroxylamine par oxydation de la fonction imine [288] 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

119 

 

R
NH

2

O O

R
N

+

O

R
NH

OH

O O

OO

R
N
H

O

O

OOH

R
N
H

OH

R
N
H

OH

BrCH
2
CN

R
N
H N O

O

OH

Cl

R
N

+ N
O H

2
NOH,HCl

R
NH

OH

NH
3

MeOH

R
N
H

OH

aq. HCl

48%

40-97%

10-50%

10-50%

oxone

100% 77%

90%

 

Figure 76 : Formation de l’hydroxylamine oxydation directe d’une amine [281-287] 

I.3.6. Synthèse de l’hydroxylamine par réduction de groupement 

nitro 

Comme indiqué dans la synthèse de l’acide dimérumique publiée en 1974 [247], il est 

possible d’obtenir la fonction hydroxylamine par réduction d’un groupement nitro grâce à un 

mélange de palladium et de sulfate de baryum (Figure 77). 
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Figure 77 : Formation de l’hydroxylamine réduction du groupement nitro en 

hydroxylamine [247] 
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I.3.7. Conclusion : 

L’ensemble des réactions répertoriées est résumé dans le Tableau 18. D’après ces 

données, deux stratégies semblent intéressantes à utiliser pour l’obtention d’hydroxylamines, 

car elles permettent leur formation avec une protection sur l’oxygène : 

 la substitution nucléophile à partir d’un alcool ou d’un halogénure, 

 l’oxydation par du peroxyde de benzoyle d’une amine. 

Ces deux stratégies seront utilisées pour l’obtention des sidérophores produits par S. 

apiospermum. 

Tableau 18 : Résumé des différentes stratégies d’obtention de la fonction hydroxylamine 

Fonction 
Initiale 

Réaction 
Nombre 
d’étapes 

Rendement Note 

alcool 
substitution nucléophile 1-2 43-83 Protection aisée de 

l’OH 

réaction de Mitsunobu 1 60-96% Protection aisée de 
l’OH 

halogénure substitution nucléophile 1 40-66% Protection aisée de 
l’OH 

double liaison réaction de type Mickaël 1 70% 
Uniquement dans le 
cas d’esters -
insaturés 

amine 
oxydation 1-2 10-70%  

oxydation par du 
peroxyde de benzoyle 

1 40-97% Protection aisée de 
l’OH 

imine oxydation 2 35%  

groupement 
nitro 

réduction 1 80%  

aldéhyde/cétone amination + réduction 1-2 69-82%  

II. Analyse rétrosynthétique des sidérophores de S. 

apiospermum 

Plusieurs stratégies sont possibles pour la synthèse de l’acide dimérumique et du N -

méthyl coprogène B. Une étude rétrosynthétique est donc nécessaire. 

L’analyse de la structure de ces deux molécules (Figure 78-A,B) permet une première 

constatation qui servira de base à cette étude : un motif commun « acide aminé acylé » permet 

de former l’ensemble de ces molécules (Figure 78-C). 

Nous nous intéresserons tout d’abord à la synthèse de la fusarinine, qui est la molécule 

la plus simple. De plus, la fusarinine a été isolée de H. capsulatum en tant que 

sidérophore [172]. 
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Figure 78 : Comparaison de la structure de trois sidérophores, A) acide dimérumique, 

B) N -méthyl coprogène B, C) fusarinine 

 

II.1. La fusarinine 

La fusarinine peut être considérée comme un acide alpha-aminé à cinq carbones, N5-

hydroxylé et N5-acylé par l’acide (βZ) γ-deshydroxymévalonique.  

L’étude rétrosynthétique (Figure 79) montre deux stratégies de synthèse possibles. La 

première passe par la formation de la fonction hydroxamate (voie A) puis la N-substitue par 

une entité acide aminé. La seconde stratégie (voie B) commence par préparer la partie de 

l’acide alpha-aminé contenant l’hydroxylamine en 5, l’hydroxylamine étant ensuite acylée. La 

partie acide aminé peut être obtenue par oxydation directe d’une amine (voie B1) ou par 

substitution par l’hydroxylamine en 5 (voie B2). 

La synthèse de la partie (2Z)-3-deshydroxymévalonique peut être effectuée par 

acylation du 3-butyn-1-ol, suivie d’une addition sur la triple liaison d’un groupement méthyle. 

Cette stratégie est commune aux deux voies de synthèse envisagées. 

La voie de synthèse B permettrait un accès plus facile à un grand nombre d’analogues 

via une acylation en dernière étape par des acides carboxyliques (ou dérivés) commerciaux. 

C’est le choix qui a été fait. 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

122 

 

Voie A : 
N

OH

O

OH

NH
2

OH

O

NH

OH

O

OH

NH
2

OH

O

X

Y

O

OH

YCl

O

OH
NH

2

OH

OH

Y

O

+

acide aminé ayant une 
chaîne à 5 carbones+

+
 

 
Voie B : 

N

OH

O

OH

NH
2

OH

O

X

O

OH

NH
2

OH

O

NH

OH

NH
2

OH

O

NH
2

NH
2

OH

O

Y

YCl

O

OH

OH

Y

O

+

Voie B1

Ornithine

Voie B2

acide aminé ayant une 
chaine à 5 carbones autre
que l'Ornithine+

 

Figure 79 : Etude rétrosynthétique de la fusarinine 
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II.2. L’acide dimérumique 

L’acide dimérumique est un dimère de la fusarinine. Deux voies de synthèse sont donc 

possibles (Figure 81). 

La première voie de synthèse (voie C) représente le couplage par des méthodes de 

synthèses peptidiques de deux molécules de fusarinine, afin de former le noyau 2,4-

dioxopiperazinique. 

La seconde voie (voie D) forme tout d’abord le noyau β,4-dioxopiperazinique à partir de 

deux acides aminés à cinq carbones. Les deux chaînes latérales du cycle seront ensuite 

transformées en fonction hydroxamate via les stratégies expliquées pour la synthèse de la 

fusarinine. 

II.3. Le N -méthyl coprogène B 

Le N -méthyl coprogène B est un trimère méthylé de la fusarinine. L’étude 

rétrosynthétique de cette molécule s’appuie sur la synthèse des deux molécules précédentes. 

Ainsi la voie la plus directe est le couplage de l’acide dimérumique avec une molécule de 

fusarinine préalablement N-méthylée (Figure 80). 
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Figure 80 : Etude rétrosynthétique du N -méthyl coprogène B 

II.4. Conclusion 

L’ensemble des analyses rétrosynthétiques montre que la synthèse de la fusarinine est le 

pivot de notre stratégie de formation de l’ensemble des sidérophores sécrétés par S. 
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apiospermum ; il est aussi le synthon de base pour leur biosynthèse chez les champignons. La 

fusarinine est aussi le synthon de base d’un grand nombre d’autres sidérophores (Figure 

82) [5, 175]. De plus, à notre connaissance, aucune synthèse de la fusarinine n’est rapportée 

dans la littérature. 
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Figure 81 : Etude rétrosynthétique de l’acide dimérumique 
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Figure 82 : Autres sidérophores ayant la fusarinine comme synthon de base ; A) 

asperchrome B1, B) coprogène, C) N,N’,N’’-Triacetylfusarinine C 

III. Synthèse de la fusarinine 

La voie de synthèse choisie est la voie B (Figure 79) car elle permet potentiellement 

d’obtenir un grand nombre d’analogues par modification de l’une des dernières étapes. 

III.1. Synthèse de la partie acide 3-déshydroxymévalonique 

La synthèse de l’acide (βZ)-3-deshydroxymévalonique se déroule en quatre étapes dont 

deux mettent en jeu des réactifs de type organométallique selon la méthode de Hollowood et 

Coll. [289]. L’alcool présent sur le but-3-yn-1-ol doit être protégé par un groupement stable 

en milieu fortement basique. Quatre groupements protecteurs ont été sélectionnés : 
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tertiobutyldiméthylsilanyle, tertiobutyldiphénylsilanyle, tetrahydropyranyle et 

paratoluènesulfonyle, trois d’entre eux sont disponibles commercialement [290, 291]. Seul le 

3-butyn-1-ol possédant la protection tertiobutyldiphénylsilanyle ne l’est pas. 

III.1.1. Formation du 5-(alkyloxy)pent-2-ynate d’alkyle 

Lorsque les molécules protégées ne sont pas disponibles commercialement, la 

protection sur le groupement alcool est alors introduite initialement (Figure 83) [292].  
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30  31d (99%) 

Figure 83 : Formation du 4-(t-buthyldiphénylsilanyloxy)but-1-yne [292] 

La première étape consiste à déprotoner l’hydrogène de la fonction alcyne « vrai » par 

une base forte (LDA) et de faire réagir le carbanion formé sur un chloroformate de l’alkyle 

correspondant pour former le 5-(alkyloxy)pent-2-ynate d’alkyle [289, 293]. Les rendements 

obtenus pour la formation des esters 32 sont variables et compris entre 4% (32e) et 95% (32g) 

(Figure 84) [293]. 
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31a : R= TBDMS 
31b : R= THP 
31c : R= Tosyl 
31d : R= TBDPS 
 

 32a :  R= TBDMS, R’=Me (94%) 
32b :  R= TBDMS, R’=Et (95%) 
32c :  R= TBDMS, R’=Fm (38%) 
32d :  R= THP, R’=Me (62%) 
32e :  R= Tosyl, R’=Me (4%) 
32f :  R= TBDPS, R’=Me (83%) 

Figure 84 : Mécanisme de formation du 5-(alkyloxy)pent-2-ynate d’alkyle 

Dans le cas de 32a-d,f les rendements non quantitatifs sont dus à une réaction 

incomplète, le réactif 31a-b,d restant toujours présent en fin de synthèse et pouvant être 

recyclé. Dans le cas de l’utilisation du produit 31c, le produit 32e est bien obtenu, mais 

d’autres produits de dégradation sont également détectés ; la RMN des mélanges obtenus 

indique la perte du groupement paratoluénesulfonique. Ce groupement protecteur est aussi 

utilisé comme groupement activateur de la fonction alcool pour effectuer des réactions de 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

127 

 

substitution nucléophile. Une fois formée, la molécule 32e a pu réagir avec les nucléophiles 

présents dans la réaction et ainsi former un grand nombre de sous-produits. 

III.1.2. Formation du (2Z)-5-(alkyloxy)-3-(phénylthio)-pent-2-

ènate d’alkyle 

La seconde étape consiste en une addition [1+4] de type Michaël du thiophénole sur la 

triple liaison (Figure 85) [289]. 
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 33a : R= TBDMS, R’=Me (84%) 
33b : R= TBDMS, R’=Et (54%) 
33c : R= TBDMS, R’=Fm (88%) 
33d : R= THP, R’=Me (84%) 
33f : R= TBDPS, R’=Me (58%) 

34a : R= TBDMS, R’=Me (11%) 
34b : R= TBDMS, R’=Et (9%) 
 
 
34f : R= TBDMS, R’=Me (12%) 

Figure 85 : Formation du (2Z)-5-(alkyloxy)-3-(phénylthio)-pent-2-ènate d’alkyle 

Le méthanolate de sodium (généralement 5-10% en mol) est le catalyseur lors de cette 

réaction. Le thiophénol réagit avec le méthanolate de sodium pour former du thiophénolate de 

sodium. Celui-ci réagit en position 3, sur la triple liaison, pour ainsi former deux 

intermédiaires carbanioniques (Figure 86). Les alcènes 33 (Z) et 34 (E) sont alors obtenus par 

réaction de ces intermédiaires en présence de méthanol, régénèrant le méthanolate de sodium. 

Lors de cette réaction, la gêne stérique engendrée entre le groupement ester et le 

groupement O-(alkyl)-éthyloxy induit une orientation de façon privilégiée de la configuration 

Z, ester qui est plus thermodynamiquement stable (Figure 87). L’exemple de l’ester 33c 

démontre ce phénomène, car l’ester de configuration E n’est jamais observé lors de la 

réaction. La forte interaction stérique provoquée par la présence des groupements 

fluorénylméthyle (Fm) et tertiobutyldiméthylsylanyloxyéthyle empêche la formation de 

l’alcène de configuration E. 
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Figure 86 : Mécanisme de formation des deux isomères du 5-(alkyloxy)-3-(phénylthio)-

pent-2-ènate d’alkyle 
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Figure 87 : Gène stérique provoqué par les différents groupements substituant de 

l’alcène chez le 5-(t-buthyldiméthylsilanyloxy)-3-(phénylthio)-pent-2-ènate de 

fluorénylméthyle 

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire du proton (1H-RMN) permet de 

confirmer la stéréochimie des molécules 33. La méthode de choix met en jeu les effets NOE 

(séquence NOESY) qui révèlent les atomes d’hydrogènes proches dans l’espace par couplage 

dipolaire. Ainsi des corrélations spécifiques existent pour l’ester 33, corrélations qui 

n’existent pas pour l’ester 34. Le spectre NOESY de la molécule 33a (Figure 89) montre bien 

les corrélations caractéristiques de la configuration Z de la double liaison. De plus, le proton 

en 2 du produit 33 est plus déblindé que celui de la molécule 34, cette constatation est 

compatible avec les données empiriques [294]. 
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Figure 88 : Corrélations NOE caractéristiques de la configuration de la double liaison 

du 5-(t-butyldiméthylsinalyloxy)-3-(phénylthio)-pent-2-ènate d’alkyle 

 

Figure 89 : Spectre NOESY du (2Z)-5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-(phénylthio)pent-

2-ènoate de méthyle (33a) 

Dans le cas de l’ester 33d des monocristaux ont été obtenus à partir du produit purifié et 

une analyse par rayons X a été effectuée (Figure 90). Le cristal ainsi obtenu est de structure 

triclinique (a=9.971(2) Å, b=10.170(2) Å, c=10.536(2) Å, α=9β.64(β)°, く=117.10(β)°, 

け=11β.68(β)°, V=844.99(16γ8) Å3, Z=2). La structure a ainsi été élucidée et confirme la 

géométrie de la double liaison C3-C4 qui est bien de configuration Z. 
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Figure 90 : Structure du (2Z) 5-(tétrahydropyranyloxy)-3-(phénylthio)pent-2-ènoate de 

méthyle (33d) 

 

III.1.3. Formation du (2E)-5-(alkyloxy)-3-méthylpent-2-ènate 

d’alkyle 

La troisième étape consiste en la substitution du groupement phénylthio par un 

groupement méthyle afin d’obtenir l’ester de l’acide (2Z)-3-deshydroxymévalonique. Cette 

étape utilise la réaction d’un organocuprate (bromure de méthyle cuprate) préparé in situ 

(réaction du bromure de méthyle magnésien avec du iodure cuivreux) [289]. Cette réaction 

conduit aux esters 35a et b avec des rendements respectifs de 92% et 75% (Figure 91). Avec 

l’exemple de l’ester 35c aucune substitution n’a lieu dans les conditions classiques ; une 

augmentation de la température jusqu’au reflux, ou une augmentation du nombre d’équivalent 

de bromure de méthyle cuprate, ne permet pas l’apparition de l’ester 35c. Le fort 

encombrement stérique et donc la faible accessibilité de la double liaison de l’ester 33c peut 

expliquer ce phénomène (Figure 87). Le meilleur rendement (quantitatif) est obtenu avec 

l’ester 35e qui possède une protection de l’alcool terminal de type tertiobutyldiphénylsilanyle. 

Le spectre 1H-RMN NOESY de la molécule 35a (Figure 93) montre également les 

corrélations caractéristiques de la configuration E de la double liaison (Figure 92). La 

stéréochimie de la molécule 33 est donc conservée. 
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33a : R= TBDMS, R’=Me 
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33d : R= THP, R’=Me 
33f : R= TBDPS, R’=Me 

 35a : R= TBDMS, R’=Me (92%) 
35b : R= TBDMS, R’=Et (75%) 
35c : R= TBDMS, R’=Fm (0%) 
35d : R= THP, R’=Me (52%) 
35e : R= TBDPS, R’=Me (99%) 

Figure 91 : Formation du (2E) 5-(alkyloxy)-3-méthylpent-2-ènate d’alkyle 

 

 
35a 

Figure 92 : Corrélations NOE caractéristiques de la configuration de la double liaison 

du 5-(t-butyldiméthylsinalyloxy)-3-méthylpent-2-ènate d’alkyle 

 

 

Figure 93 : Spectre 1H-RMN NOESY de la molécule (2E) 5-(ter-

butyldiméthylsilanyloxy)-3-méthylpent-2-enoate de méthyle 
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D’après la litérature, l’autre configuration (Z) d’esters de type 35 a été observée via 

l’utilisation d’un organocuprate différent [295, 296]. 

Nous avons vérifié ces faits expérimentaux en utilisant le diméthylcuprate de lithium 

(formé in situ à partir de méthyllithium et de iodure cuivreux). Ceci a conduit à la formation 

d’un mélange difficile à séparer par les méthodes chromatographiques classiques (Figure 94). 

La configuration de la double liaison de l’ester 36 a été vérifiée par 1H-RMN. 

O

O

O

Si

O

OOSi

O

O

O

Si

1) Me2CuLi, THF, -78°C

2) H2O, -78°C
+

Z E  
31a  36 (26%) 35b (10%) 

Figure 94 : Formation du (2Z) 5-(ter-buthyldiméthylsylaniloxy)-3-méthylpent-2-ènate 

d’éthyle 

Le mécanisme réactionnel est alors différent et permet d’orienter la réaction en direction 

de l’isomère Z (Figure 95) [297]. Dans un premier temps, l’approche de l’organocuprate se 

fait en parallèle de la triple liaison. Les deux substituants de l’alcyne sont repoussés du même 

côté de la molécule. Ensuite l’hydrolyse de la réaction permet de la stopper et conduit à l’ester 

36 de configuration Z qui est cinétiquement favorisé. La forte gêne stérique provoquée par la 

présence des deux substituants de la triple liaison induit une inversion de la configuration de 

celle-ci expliquant la formation de l’ester 35b thermodynamiquement favorisé. 

L’étude du mécanisme de cette réaction permet de penser que l’on pourrait agir soit sur 

le niveau de température de réaction, soit sur le temps de réaction pour orienter celle-ci. 

III.1.4. Formation de l’acide (2E) 5-(alkyloxy)-3-méthylpent-2-

ènoïque 

L’hydrolyse basique de l’ester 35 permet d’obtenir l’acide 37 (Figure 96). D’après la 

littérature, elle peut être effectuée par différentes bases en présence de groupements TBDMS 

ou TBDPS (hydroxyde de potassium [298, 299] et hydroxyde de lithium [300, 301]). 

Dans le cas de l’ester 35, l’hydrolyse en présence d’hydroxyde de potassium ne permet 

pas d’obtenir des rendements satisfaisants aussi bien pour l’ester méthylique que pour l’ester 

éthylique. Par contre l’utilisation d’hydroxyle de lithium permet une réaction quantitative 

aboutissant à l’acide 37 avec deux protections : tertiobutyldiméthylsilanyle, 

tertiobutyldiphénylsilanyle. 
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Figure 95 : Mécanisme de formation du (2Z) 5-(ter-butyldiméthylsylaniloxy)-3-

méthylpent-2-ènate d’éthyle [297] 
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Figure 96 : Formation de l’acide (2E) 5-(alkyloxy)-3-méthylpent-2-ènoïque 

 

III.1.5. Conclusion 

La synthèse de l’acide 37 est déjà publiée soit sous forme d’acide ou d’acide activé 

(Figure 97) : 

 en 3 étapes avec un rendement de 0,5% via une réaction de Reformatsky [247], 

 en 3 étapes à partir du but-3-yn-1-ol avec un rendement de 22% [302] ou de 

65% [302, 303], 

 en 6 étapes par une réaction de Wittig avec un rendement de 38% [301]. 
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Figure 97 : Exemples de synthèses de l’acide (2E) 5-(alkyloxy)-3-méthylpent-2-ènoïque 

préalablement publiées [247, 301-303] 

 

 

En conclusion, notre stratégie de synthèse de l'acide 37, permet son obtention en 4 

étapes pour 37a et en 5 étapes pour 37b avec des rendements respectifs de 73% et 47% 

(Figure 98). Lors de ces étapes la purification des isomères Z et E de l’ester 33 ne pose pas de 

difficultés, ce qui permet d’obtenir l’isomère E de la molécule finale 37. 
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De plus, l’utilisation d’un autre organocuprate sur la molécule 32 permet d’envisager la 

formation de l’isomère Z de l’ester 37. 

Parmi les quatre protections de la fonction alcool choisie au début de l’étude, deux 

(tetrahydropyranyle et paratoluènesulfonyle) affaiblissent les rendements sur plusieurs étapes 

de la réaction, elles ont donc été écartées. 
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Figure 98 : Synthèse de l’acide (2E) 5-(alkyloxy)-3-méthylpent-2-ènoïque 

 

III.2. Synthèse de la partie N-hydroxyornithine 

III.2.1. Par réaction de Mitsunobu 

Afin d’obtenir l’alcool primaire pouvant être engagé dans une réaction de Mitsunobu, 

plusieurs étapes de protection à partir de l’acide glutamique doivent être effectuées (Figure 

99). 
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Figure 99 : Stratégie de formation de l’acide glutamique protégé 

 

Les trois protections de l’acide glutamique doivent être choisies de telle sorte que [290, 

291, 304, 305] : 

 R1 et R3 différencient les deux fonctions esters pour permettre la réduction de 

l’ester, en position  en alcool primaire, 

 R2 et R3 doivent permettre une déprotection simultanée pour libérer les 

fonctions acide et amine du groupe acide -aminé. 

Le premier critère peut être possible via la présence d’un ester tertiobutylique et 

méthylique respectivement en position 1 et 5 de l’acide glutamique. La réduction prioritaire 

de l’ester méthylique peut s’effectuer en présence d’hydrure de diisobutylaluminium 

(DIBAL) [306] ou du borohydrure de sodium [307]. Ainsi, les acides en position 1 et 5 seront 

transformés en esters tertiobutylique et méthylique.  

De plus, l’estérification de la position 5 peut être effectuée sélectivement sans estérifier 

la position 1 en présence d’acide tetrafluoroborique [308]. 

Le second critère demande alors une protection qui sera éliminée dans les mêmes 

conditions que l’ester tertiobutylique. Le choix de la protection de l’amine s’oriente vers le 

groupement tertiobutyloxycarbonyle (Boc) [290, 291, 308, 309]. 
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III.2.1.1. Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(méthyloxycarbonyl)-butanoate de t-butyle 

L’acide glutamique 43 est entièrement protégé et conduit en 3 étapes à 46 (Figure 100). 
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Figure 100 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(méthyloxycarbonyl)-

butanoate de t-butyle en 3 étapes 

 

L’estérification sélective de l’acide en position 5 de l’acide glutamique 43 s’effectue 

selon la méthode d’Albert et coll. [310] en présence d’acide tetrafluoroborique. Cet acide, en 

plus de catalyser la réaction d’estérification, permet de masquer la fonction acide proche de la 

fonction amine (Figure 101) et permet ainsi d’estérifier de façon sélective la position 5. 

L’ajout de sulfate de sodium dans le milieu permet de déplacer l’équilibre de formation de 

l’ester vers sa formation en piégeant l’eau qui se forme lors de la réaction et ainsi améliorer le 

rendement de la réaction. L’ester 44 est obtenu avec un rendement de 92%. 
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Figure 101 : Mécanisme de formation de l’acide (2S) 2-amino-5-(méthyloxycarbonyl)-

butanoïque 

 

La protection de la fonction amine de l’ester 44 est effectuée dans des conditions 

classiques [311] en présence de di-ter-butyldicarbonate. L’ester 45 est obtenu avec un 

rendement de 89%. 
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L’estérification par le ter-butanol de la fonction acide résiduelle s’effectue à 

température ambiante en activant l’acide par ajout de dicyclohexylcarbodiimide. Le 

rendement peut encore être amélioré en présence de diméthylaminopyridine comme 

catalyseur (Figure 102) [307]. L’ester ter-butylique 46 est obtenu à partir de l’ester 45 avec un 

rendement de 82%. 

L’acide aminé protégé 46 est donc obtenu en 3 étapes à partir de l’acide glutamique 

avec un rendement global de 71%. 
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Figure 102 : Mécanisme de formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(méthyloxycarbonyl)-butanoate de t-butyle 
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III.2.1.2. Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

hydroxypentanoate de t-butyle 

Afin d’obtenir la fonction hydroxylamine, l’ester en position 5 de l’acide aminé 46 doit 

être réduit en alcool. Cette réduction est effectuée en présence de borohydrure de 

sodium [265] dans un mélange eau et alcool isopropylique (1:4) et permet d’obtenir l’alcool 

47 avec un rendement de 98% (Figure 103). La réaction doit être suivie très régulièrement 

afin d’éviter que l’ester en position 1 ne soit également réduit, formant le diol 48. 
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Figure 103 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-hydroxybutanoate de t-

butyle 

 

III.2.1.3. Formation du (2S) N5-(benzyloxycarbonyl)-O-(t-

butyloxycarbonyl)-2-(t-butyloxycarbonyl amino)-5-

(hydroxylamino)-pentanoate de t-butyle 

L’alcool 47 obtenu doit être transformé en hydroxylamine protégée 51. Pour cette étape 

la réaction de Mitsunobu  a été choisie [258, 267-269, 312]. 

Les protections de l’hydroxylamine doivent être choisies de telle sorte que : 

 l’ensemble des protections doivent être de type « alkyloxycarbonyle » pour 

permettre la réaction de Mitsunobu [264] car elles stabilisent la charge négative 

de l’azote nucléophile apparaissant lors de cette étape (Figure 106). 

 il serait intéressant que la protection sur l’oxygène soit éliminée simultanément 

avec les dernières protections tertiobutyloxycarbonyles, 

 la déprotection de l’azote de l’hydroxylamine après la réaction de Mitsunobu, 

doit respecter les protections déjà présentes sur l’alcool 47, ainsi elle ne doit pas 

s’effectuer en milieu acide. 
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Le groupement tertiobutyloxycarbonyle a été choisi pour protéger l’oxygène [269, 313], 

et le groupement benzyloxycarbonyle pour l’azote. La réactivité de l’hydroxylamine se faisant 

en priorité sur l’azote [264, 269], la protection benzyloxycarbonyle s’effectue en premier à 

l’aide du chlorure de benzylchloroformate [310] ; le produit 49 est ainsi isolé avec un 

rendement de 93%. La seconde protection sur l’oxygène de 49 est introduite en présence de 

di-ter-butyldicarbonate [265] pour conduire au produit 50 avec un rendement de 87%.  

50 est obtenu avec un rendement de 81% à partir du chlorhydrate d’hydroxylamine 

(Figure 104). 
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Figure 104 : Mécanisme de formation de la N-benzyloxycarbonyl-O-(t-

butyloxycarbonyl)-hydroxylamine 

 

La réaction de Mitsunobu [265, 269] entre l’alcool 48 et la molécule 50 conduit à 

l’intermédiaire 51 (Figure 106). Le produit 51 est obtenu avec un rendement de 47% (Figure 

105). 
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Figure 105 : Formation du (2S) N5-(benzyloxycarbonyl)-O-(t-butyloxycarbonyl)-2-(t-

butyloxycarbonylamino)-5-(hydroxylamino)pentanoate de t-butyle 
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Figure 106 : Mécanisme de la réaction de Mitsunobu [314-316] 

 

III.2.1.4. Formation du (2S) O-(t-butyloxycarbonyl)-2-(t-

butyloxycarbonyl amino)-5-(hydroxylamino)-pentanoate de t-

butyle 

Afin d’obtenir la N-oxyornithine 52, la protection benzyloxycarbamate de la molécule 

51 doit être éliminée, la méthode de choix est l’hydrogénation catalytique sur charbon 

palladié [280, 315, 317, 318]. 

51 est inerte lors de l’utilisation de charbon paladié à 5%. Le produit obtenu après 

hydrogénation sur charbon palladié 10% n’est pas le produit souhaité. Le spectre RMN du 

carbone et du proton montre la perte de l’une des trois fonctions tertiobutyliques. 

Afin de déterminer la position du groupement perdu, une analyse par ESI+-MS a été 

effectuée, donnant une masse de m/z = 289 (C14H28N2O4+H+) ; ainsi la molécule obtenue est 

l’ornithine protégée 53 (Figure 107). Le groupement contenant une partie tertiobutylique est 

celui porté par l’oxygène de la fonction hydroxylamine terminale. La perte de ce groupement 

s’effectue avec le départ de l’oxygène porté sur l’hydroxylamine formant alors l’amine 

terminale de l’ornithine protégée 53.  
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Figure 107 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(hydroxylamino)pentanoate de t-butyle 

Des cas de rupture de la liaison N-O ont été reportés lors d’hydrogénation 

d’hydroxylamine [258, 282], indiquant une hydrogénation de la liaison dans certains cas. 

Ainsi, le mécanisme d’obtention du produit 53 doit se faire probablement en deux étapes 

(Figure 108). La première correspond à l’hydrogénation de la protection « benzylcarbamate » 

pour former le produit 52. Ensuite, une seconde étape d’hydrogénation a lieu par coupure de 

la liaison N-O de l’hydroxylamine pour conduire à 53. 

NH

N
H

O

O
O

O

O

O

O

 

N

N
H

O

O
O

O

O

O

O

O

O
NH

2

N
H

O

O
O

O

O

OH O
 

H2 H2

 
51  52  53 

Figure 108 : Mécanisme de formation de l’ornithine protégée 53 à partir de 51 

Pour pallier à la rupture de la liaison N-O, il est possible dans certains cas de réaliser la 

réaction de formation de l’hydroxamate directement à la suite de l’hydrogénation par 

l’utilisation de l’anhydride acétique comme solvant de l’hydrogénation [318]. Ainsi l’azote 

déprotégé de la molécule 52 pourrait être directement acétylé. Cette procédure n’est pas 

applicable dans notre cas, car l’acide 37 possède une double liaison qui peut être hydrogénée 

au cours de la réaction. 
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III.2.1.5. Conclusion 

Cette stratégie de formation de la fonction hydroxylamine, ne conduit pas à la molécule 

52 souhaitée (Figure 109). Lors de la dernière étape d’hydrogénation appliquée à 51, le 

produit attendu issu de la déprotection de l’azote de l’hydroxylamine se forme, mais la 

réaction continue et aboutit à la formation de l’amine 53 avec un rendement de 32% à partir 

de l’acide glutamique. 

Une solution pour obtenir l’hydroxylamine 52 pourrait être en première intention un 

contrôle strict de la quantité d’hydrogène ajouté lors de la dernière étape. Cependant, une 

autre solution serait de modifier le choix de la protection de l’azote vers d’autres protections 

de type carbamate ne s’éliminant pas par hydrogénation. Il existe alors plusieurs choix 

possibles décrits dans la littérature [269] : allylcarbamate [267, 278], 

trichloroethylcarbamate [267, 268], triméthylsyliléthylcarbamate. 
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Figure 109 : Résumé de la formation de l’ornithine protégée 53 à partir d’acide 

glutamique 

 

III.2.2. Par oxydation directe de l’amine terminale 

Une seconde méthode doit permettre de synthétiser l’hydroxylamine nécessaire à la 

formation de la fusarinine, par oxydation directe de l’amine terminale de l’ornithine [290, 

291]. Pour ce faire, l’ornithine doit être protégée. La fonction acide sera transformée en 

fonction ester tertiobutylique et l’amine en position 2 sera protégée par le groupement 

tertiobutylcarbamate. Ces deux protections pouvant ensuite être éliminées dans les mêmes 

conditions [290, 291, 311]. 
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III.2.2.1. Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

aminopentanoate de t-butyle 

Le synthon de départ utilisé est l’acide (βS) β-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-

butyloxycarbonylamino)-pentanoïque 54. Il est disponible commercialement. Les deux 

fonctions amines présentes sur l’ornithine sont alors faciles à différencier. 54 peut également 

être obtenu en deux étapes à partir de l’ornithine avec un rendement de 6β% (Figure 

110) [319, 320]. 
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Figure 110 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-

butyloxycarbonylamino)pentanoïque [319] 

L’ornithine 53, protégée en 1 par une fonction ester tertiobuthilique et en 2 par un 

groupement boc peut être obtenue en deux étapes à partir de l’ornithine 54 (Figure 111). La 

première consiste en la protection de l’acide carboxylique par une fonction ester 

tertiobutylique afin d’obtenir la molécule 55. L’hydrogénation de cette dernière aboutit à 

l’amine primaire 53.  
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Figure 111 : Stratégie d’obtention du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

aminopentanoate de t-butyle 

Plusieurs tentatives d’estérification de l’acide carboxylique 54 par le tertiobutanol ou 

par le tertiobutanoate de potassium, en présence de DCC et de DMAP [321, 322] ont été 

effectuées sans succès (Figure 112). L’utilisation de ditertiobuthylacétale de 

diméthylformamide [323-325], réactif commercial, qui a permis la formation de l’ester 55 

avec un rendement de 42% après 3 heures de reflux. L’optimisation du rendement de la 

réaction n’a pu être réalisée ni en chauffant à une température plus élevée, ni en augmentant la 
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durée de la réaction. En effet, un second produit est systématiquement formé lors de la 

réaction, il s’agit de l’ester méthylique 56 (rendement de 55%). L’utilisation de la technique 

micro-ondes n’a pas permis d’améliorer le rendement de la réaction, ni de diminuer la 

quantité d’ester 56 formé, cependant le temps de réaction est réduit à 10 minutes. 
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 Conditions   
 t-BuOH, DCC, DMAP, CHCl3, Tamb 0%  
 t-BuOH, DCC, DMAP, CHCl3, reflux 0%  
 t-BuOK, DCC, DMAP, CHCl3, Tamb 0%  
 DMF-DBA, Toluène, Reflux, 3h 42% 55% 
 DMF-DBA, Toluène, MW, 10min 45% 55% 

Figure 112 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-

butyloxycarbonylamino)pentanoate de t-butyle 

 

D’autres solutions pour effectuer cette estérification peuvent être apportées par 

l’utilisation de N,N’-diisopropyl-O-(t-butyl)-isourée en présence de tertiobutanol en chauffant 

à 50°C. Cette méthodologie permet, à partir d’un réactif non commercial, d’obtenir un 

rendement presque quantitatif [292, 326]. 

L’ester 55 est alors hydrogéné ce qui permet la libération de la fonction amine terminale 

et l’obtention du produit 53 avec un rendement de 99% (Figure 113) [314]. 
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Figure 113 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-aminopentanoate de t-

butyle 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

146 

 

III.2.2.2. Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(benzoyloxyamino)pentanoate de t-butyle 

L’oxydation de la molécule 53 doit permettre l’obtention de la N-oxyornithine 59. 

D’après la littérature, les meilleurs réactifs utilisés pour l’oxydation d’amide en 

hydroxylamine sont le peroxyde de dibenzoyle [282-285] ou l’acide 

metachloroperoxybenzoïque [286]. L’utilisation du peroxyde de dibenzoyle est préférée car il 

a déjà été appliqué à l’oxydation de la fonction amine terminale d’acide aminé : lysine 

(C6) [285, 327], ornithine (C5) [282]. Cette oxydation se fait en milieu biphasique 

eau/dichlorométhane, initialement en présence de Na2CO3 [285, 286, 328]. Lors de 

l’oxydation de l’amine en hydroxylamine 58, un produit secondaire de la réaction 

correspondant à l’amide 57 se forme (Figure 114). La formation de ce produit secondaire est 

particulièrement influencée par le pH de la phase aqueuse. L’utilisation d’un pH à 10,5 

permet de limiter la formation de ce sous produit (rendement inférieur à 15%) [283, 327, 329, 

330]. La formation de l’amide 57 peut encore être diminuée par l’utilisation d’un solvant 

polaire aprotique, tel que le diméthylformamide, et en contrôlant la présence d’ions H+ grâce 

à l’apport dans le milieu d’hydrogénophosphate dipotassique [284].  
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Figure 114 : Mécanisme d’oxydation et d’acylation d’une amine par le peroxyde de 

dibenzoyle [331] 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

147 

 

Nous avons appliqué le protocole de Berman et coll. [284] et avons toujours observé un 

mélange comme précédemment. Pour ce type de réaction, l’eau est un constituant essentiel 

permettant de stabiliser le peroxyde de dibenzoyle. Considérant que l’absence d’eau pourrait 

être cruciale dans ce type de réaction, plusieurs méthodes ont été entreprises pour contrôler ce 

paramètre : ajout de sulfate de sodium ou de tamis moléculaire dans le milieu, filtration sur 

sulfate de magnésium du mélange DMF/BPO. Le suivi des différents essais de réaction 

(Figure 115) montre que l’eau doit être éliminée en amont de la réaction et que toute trace 

dans le milieu provoque la formation de l’impureté 57. 

 

 

 

 57 

 58 

 

 53 

 

Figure 115 : CCM de comparaison des différentes méthodes de séchage du BPO au 

cours de la réaction (silice, 2:98 méthanol/dichlorométhane, révélation par de la 

ninhydrine) ; 1) pas de séchage, 2) ajout de sulfate de sodium dans le milieu, 3) ajout de 

tamis moléculaire dans le milieu, 4) filtration du mélange DMF/BPO sur sulfate de 

magnésium 

 

Ainsi, dans ces conditions, l’oxydation de l’amine 53 conduit à l’hydroxylamine 59 

avec un rendement de 47% (Figure 116). Il faut noter qu’il reste lors de la réaction du produit 

de départ 53 pouvant être recyclé. 
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Figure 116 : Formation du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(phénylcarbonyloxyamino)-pentanoate de t-butyle 

 

III.2.3. Conclusion 

La seconde stratégie d’obtention de la partie oxyornithine, permet d’isoler la N2-(ter-

buthyloxycarbonyl)-N5-(phénylcarbonyloxy)-O-(ter-buthyl)-ornithine 59 avec un rendement 

de 21% à partir de la N2-(ter-buthyloxycarbonyl)-N5-(benzyloxycarbonyl)-ornithine 54 

(Figure 117). 
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Figure 117 : Synthèse de la N5-oxyornithine 

Le rendement permettant d’obtenir cette molécule reste faible, et plusieurs stratégies 

pourraient permettre de l’améliorer en modifiant les différentes étapes. Ce pourrait être le cas 

lors de la première étape en utilisant le N,N’-diisopropyl-O-t-buthylisouré en présence de 

tertiobutanol en chauffant à 50°C [292, 326]. Selon la littérature, la troisième étape pourrait 

être optimisée [283, 284, 327, 329, 330]. 

III.3. Synthèse de la fusarinine protégée 

La structure fusarinine peut être obtenue grâce à un couplage peptidique entre la N5-

oxyornithine 59 et l’acide desydroxymévalonique 37. La littérature fournit plusieurs 

hypothèses pour effectuer ce couplage. Dans tous les cas, l’acide 37 doit être activé [332]. Il 

est possible de transformer l’acide en chlorure d’acyle via l’utilisation de chlorure de thionyle 
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ou le chlorure d’oxalyle [333]. Une seconde solution consiste en l’activation par la méthode 

des carbodiimides tels que le dicyclohexylcarbodiimide ou le 1-(3-diméthylaminopropyl)-3-

éthylcarbodiimide [327]. 

Ces deux stratégies ont été tentées afin d’obtenir la fusarinine protégée 60. Seule 

l’activation de l’acide 37b par du chlorure de thionyle a conduit au produit souhaité 60 avec 

un rendement de 4,2% (Figure 118). 

O

O

N
H

boc

Bu

O

O

N
H

O tbdps

OH

O

O tbdps

O

O

O

N

boc

Bu

O

O

N
HSOCl

2

iPr
2
EtNt

+

t

 
59 37b  60 (4,3%) 

Figure 118 : synthèse de la fusarinine protégée 

La méthode de spectrométrie de masse par ionisation négative en électrospray a mis en 

évidence un ion moléculaire [M+Cl]- de m/z=793 correspondant à 60. Un pic de 

fragmentation m/z=537 est également noté (Figure 119). 
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Figure 119 : Fragmentation par spectrométrie de masse obtenue par ionisation négative 

en électrospray de la molécule 60 

Pour obtenir la fusarinine 62, deux étapes restent à réaliser (Figure 120). Une première 

étape pourrait consister en la déprotection du groupement benzoyle sur la fonction 

hydroxamate via l’utilisation d’ammoniac méthanolique [282-285]. La seconde pourrait 

consister en une déprotection simultanée en milieu acide des trois dernières protections. 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

150 

 

O

tbdps

O

O

O

N

boc
Bu

O

O

NH

NH
3

MeOH

O

tbdps

O

O

O

N

boc
Bu

OH

NH

OH

O

OH

O

N
OH

NH
2

t t

[acide]

 
60  61  62 

Figure 120 : Déprotection de la fusarinine 

 

IV. Conclusions 

Pour la première fois, un précurseur de la fusarinine a été synthétisé avec un rendement 

de 2%. Notre prochain objectif consistera à augmenter le rendement global de notre synthèse. 

Ceci ouvre la voie à la synthèse d’un grand nombre de nouvelles molécules comme, par 

exemple, les deux sidérophores sécrétés par S. apiospermum (l’acide dimérumique ou le N -

méthyl coprogène B) ou un grand nombre d’autres sidérophores de type asperchrome, 

coprogène ou fusarinine (Figure 122) [175]. 

De plus, la fusarinine protégée 60 obtenue permet d’imaginer plusieurs stratégies de 

déprotection permettant de fonctionnaliser ultérieurement la molécule (Figure 121). Ainsi un 

grand nombre de molécules peut être imaginé à partir de ce squelette de base. 
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Figure 121 : Spécificité des protections de la fusarinine 60 
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Figure 122 : Autres sidérophores ayant la fusarinine comme synthon de base ; A) 

asperchrome B1, B) coprogène, C) N,N’,N’’-Triacetylfusarinine C [5] 

 

V. Matériel et méthodes 

L'ensemble des réactifs et des solvants a été fourni par Acros, Aldrich, Avocado, Carlo 

Erba, Fluka, Lancaster et VWR. L'ensemble des réactions a été suivi par Chromatographie sur 

Couche Mince Merck SilicaGel 60F254 (0,25 mm) en plaque aluminium. Les produits obtenus 

ont été purifiés par chromatographie sur colonne de gel de silice Chromagel 60ACC (40-63 

nm) de chez Carlo Erba. Les points de fusion ont été déterminés par un Electrothermal 8100 

et sont reportés sans correction. Les spectres infrarouges ont été effectués sur plaque KBr ou 

par ATR à l'aide d'un Bruker Vector 22 à transformée de Fourier. Les spectres RMN 1H et 13C 
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ont été effectués dans le chloroforme ou l’eau deutériées [334].  sur un Jeol GSX 270WB. Les 

analyses 2D ont été effectuées sur un Bruker 500 MHz. Les spectres de masse ont été réalisés 

par la Plateforme Intégrée d’Analyse Moléculaire (PIAM). 

V.1. Synthèse du 4-(t-butyldiphénylsilanyloxy)but-1-yne (31d) 

O Si

  

La procédure de Nicolaou et coll. a été utilisée [264]. Dans 35ml de dichlorométhane, 

1,75 ml de but-3-yn-1-ol (23,1 mmol), 2,51 g d’imidazole (γ7,0 mmol) et 0,22g de 

paradiméthylaminopyridine (1,79 mmol) sont ajoutés, puis le tout est agité. Ensuite 5 ml de 

chlorure de tertiobutyldiphénylsilanyle (19,0 mmol) sont ajoutés à 0°C et la réaction est 

laissée agitée γ0 minutes. La réaction est ensuite stoppée par l’ajout de β5 ml d’une solution 

d’acide chlorhydrique 1 N puis agitée 30 minutes. Le produit de la réaction est alors extrait 

par 3 fois avec 50 ml de dichlorométhane et la phase organique est lavée par 3 fois avec 20 ml 

d’une solution de chlorure de sodium saturée. La phase organique est alors séchée avec du 

sulfate de sodium anhydre et évaporée pour obtenir 5,514 g de l’éther 31d (18,9 mmol, 99%). 

RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,72(d, 4H), 7,4(m, 6H), 3,82(t, 2H, 7Hz), 2,48(t+d, 2H, 

7Hz+3Hz), 2,0(t, 1H, 3Hz) ; 13C (CDCl3) (ppm) 135,5(CH arom.), 133,6(C quat. arom.), 

129,7(CH arom.), 127,7(CH arom.), 81,5(C quat. alcyne), 69,3(CH alcyne), 62,4(CH2), 

26,8(CH3), 22,6(CH2), 19,2(C quat.) ; Mass (ESI+) m/z=331,0[M+Na]+. 

V.2. Synthèse du 5-(t-butyldiméthylsilanyloxy)pent-2-ynate de 

méthyle (32a) 

OO

O

Si

  

Dans un ballon de 100 ml préalablement séché, 1 ml de diisopropylamine (7,11 mmol) 

sèche est ajouté à 26 ml de tétrahydrofurane sec à -75°C. Ensuite 5,6 ml d’une solution de n-

butyllitium 2 M (11,2 mmol) dans du cyclohexane sont ajoutés. Le mélange est ensuite agité à 
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0°C pendant 10 minutes. A -75°C, 1,9 ml de 4-(ter-butyldimethylsilanyloxy)-1-butyne 

(9,20 mmol) est ajouté au mélange qui est ensuite agité pendant 30 minutes. Puis 2,3 ml de 

chloroformate de méthyle (29,77 mmol) sont ajoutés, et le mélange est agité à température 

ambiante pendant une nuit. Le mélange est ensuite suspendu dans 50 ml de diéthyléther, puis 

filtré sur verre fritté. Le filtrat est évaporé. Le produit est enfin purifié par chromatographie 

sur silice dans une colonne avec 86 g de silice ; l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de 

pétrole 40-65°C. 2,09 g de produit 32a sont obtenus (8,66 mmol, 94%). RMN 1H (CDCl3) 

(ppm) 3,77(t, 2H, 7Hz), 3,75(s, 3H), 2,54(t, 2H, 7Hz), 0,89(s, 9H), 0,07(s, 6H) ; 13C (CDCl3) 

(ppm) 154,2(C=O), 86,9(C quat.), 73,8(C quat.), 59,8(CH2), 52,67(CH3), 22,8(CH3), 

22,7(CH2), 19,0(C quat.), -5,3(CH3) ; Mass (ESI+) m/z=265,1 [M+Na]+ ; IR (ATR, cm-1) 

ββ44(C≡C), 1717(C=O), 1β51(Si-CH3), 1075(Si-O). 

V.3. Synthèse du 5-(t-butyldiméthylsilanyloxy)pent-2-ynate 

d’éthyle (32b) 

OO

O

Si

  

Dans un ballon de 100 ml préalablement séché, 3,83 ml de diisopropylamine 

(27,2 mmol) sèche sont ajoutés à 70 ml de tétrahydrofurane sec à -75°C. Ensuite 12,9 ml 

d’une solution de n-butyllitium 2 M (25,8 mmol) dans du cyclohexane sont ajoutés. Le 

mélange est ensuite agité à 0°C pendant 10 minutes. A -75°C, 5 ml de 4-(ter-

butyldimethylsilanyloxy)-1-butyne (24,2 mmol) sont ajoutés au mélange qui est ensuite agité 

pendant 30 minutes. Puis 7 ml de chloroformate d’éthyle (7γ,β1 mmol) sont ajoutés, et le 

mélange est agité à température ambiante pendant une nuit. Le mélange est enfin suspendu 

dans 200 ml de diéthyléther, puis filtré sur verre fritté. Le filtrat est évaporé. 8,96 g de produit 

32b sont obtenus (35,0 mmol, 95%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 4,14(q, 2H), 3,73(t, 2H), 

1,25(t, 3H), 0,85(s, 9H), 0,04(s, 6H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 153,5(C=O), 86,2(C quat.), 74,0(C 

quat.) 61,8(CH2), 60,7(CH2), 25,8(CH3), 23,1(CH2), 18,3(C quat.), 14,0(CH3), -5,4(CH3) ; 

Mass (ESI+) m/z = 279,0[M+Na]+. 
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V.4. Synthèse du 5-(t-butyldiméthylsilanyloxy)pent-2-ynate de 

fluorényle (32c) 

OO

O

Si

  

Dans un ballon préalablement séché, 0,25 ml de diisopropylamine (1,78 mmol) sèche 

est ajouté à 6,5 ml de tétrahydrofurane sec à -75°C. Ensuite 1,27 ml d’une solution de n-

butyllitium 2,2 M (2,79 mmol) dans du cyclohexane est ajouté. Le mélange est ensuite agité à 

0°C pendant 10 minutes. A -75°C, 0,5 ml de 4-(ter-butyldimethylsilanyloxy)-1-butyne 

(2,42 mmol) est ajouté au mélange qui est ensuite agité pendant 30 minutes. Puis 1,925 g de 

chloroformate de 9-fluorenyle (7,44 mmol) est ajouté, et le mélange est agité à température 

ambiante pendant une nuit. Le mélange est ensuite suspendu dans 50 ml de diéthyléther, puis 

filtré sur verre fritté. Le filtrat est évaporé. Le produit est enfin purifié par chromatographie 

sur silice dans une colonne de silice (×30) ; l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de 

pétrole 40-65°C. 0,376 g de produit 32c est obtenu (0,925 mmol, 38%). RMN 1H (CDCl3) 

(ppm) 7,77(d, 2H, 7,6Hz), 7,63(d, 2H, 7,3Hz), 7,42(t+d, 2H, 7,3Hz+1,3Hz), 7,33(t+d, 2H, 

7,6Hz+1,3Hz), 4,43(d, 2H, 7,6Hz), 4,29(t, 1H, 7,6Hz), 3,84(t, 2H, 6,6Hz), 2,62(t, 2H, 6,6Hz), 

0,93(s, 9H), 0,12(s, 6H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 152,6(C=O), 143,5(C quat. arom.), 141,3(C 

quat. arom.), 127,9(CH arom.), 127,2(CH arom.), 125,1(CH arom.), 120,0(CH arom.), 87,4(C 

quat. alcyne), 73,9(C quat. alcyne), 67,7(CH2), 60,7(CH2), 46,5(CH), 25,8(CH3), 23,3(CH2), 

18,3(C quat.), -5,3(CH3). 

V.5. Synthèse du 5-(tetrahydropyranyloxy)pent-2-ynate de 

méthyle (32d) 

OO

O O
*

 

Dans un ballon de 100 ml préalablement séché, 2,5 ml de diisopropylamine 

(17,78 mmol) sèche sont ajoutés à 55 ml de tétrahydrofurane sec à -75°C. Ensuite 12,7 ml 
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d’une solution de n-butyllitium 2,2 M (27,94 mmol) dans du cyclohexane sont ajoutés. Le 

mélange est ensuite agité à 0°C pendant 10 minutes. A -75°C, 3,6 ml de 4-

(tetrahydropyranyloxy)-1-butyne (22,97 mmol) sont ajoutés au mélange qui est ensuite agité 

pendant 30 minutes. Puis 5,75 ml de chloroformate de méthyle (74,42 mmol) sont ajoutés, et 

le mélange est agité à température ambiante pendant une nuit. Le mélange est ensuite 

suspendu dans 100 ml de diéthyléther, puis filtré sur verre fritté. Le filtrat est évaporé. Le 

produit est enfin purifié par chromatographie sur silice dans une colonne de silice (×30) ; 

l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de pétrole 40-65°C. 3,011 g de produit 32d sont 

obtenus (14,2 mmol, 62%). RMN 1H (ppm) 4,59(t, 1H, 3,5Hz), 3,8(m, 2H),3,70(s, 3H), 

3,55(m, 1H), 3,45(m, 1H), 2,59(t, 2H, 6,7hz), 1,8-1,4(m, 6H) ; 13C (CDCl3) 

(ppm) 153,8(C=O), 98,6(CH), 86,5(C quat.), 73,4(C quat.), 64,3(CH2), 62,0(CH2), 

52,1(CH3), 30,328(CH2), 25,2(CH2), 20,1(CH2), 19,1(CH2) ; Mass (EI) m/z = 210,9[M-H]-. 

V.6. Synthèse du 5-(p-toluènesolfonyloxy)pent-2-ynate de 

méthyle (32e) 

OO

O

S

O O

 

Dans un ballon de 100 ml préalablement séché, 2,5 ml de diisopropylamine 

(17,78 mmol) sèche sont ajoutés à 55 ml de tétrahydrofurane sec à -75°C. Ensuite 12,7 ml 

d’une solution de n-butyllitium 2,2 M (27,9 mmol) dans du cyclohexane sont ajoutés. Le 

mélange est ensuite agité à 0°C pendant 30 minutes. A -75°C, 4,9 ml de 4-

(paratoluènesolfonyloxy)-1-butyne (27,7 mmol) sont ajoutés au mélange qui est ensuite agité 

pendant 30 minutes. Puis 5,75 ml de chloroformate de méthyle (74,42 mmol) sont ajoutés, et 

le mélange est agité à température ambiante pendant une nuit. Le mélange est ensuite 

suspendu dans 100 ml de diéthyléther, puis filtré sur verre fritté. Le filtrat est évaporé. Le 

produit est enfin purifié par chromatographie sur silice dans une colonne de silice (×30) ; 

l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de pétrole 40-65°C. 0,291 g de produit 32e est 

obtenu (1,03 mmol, 4%). RMN 1H (ppm)7,7(d, 2H, 8Hz), 7,3(d, 2H, 8Hz), 4,1(t, 2H, 7Hz), 

3,7(s, 3H), 2,7(t, 2H, 7Hz), 2,4(s, 3H); 13C (CDCl3) (ppm) 15γ,5(C=O), 145,β(C arom., 

quat.), 132,6(C arom., quat.), 130,0(CH arom.), 128,0(CH arom.), 83,0(C quat.), 74,5(C 
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quat.), 66,1(CH2), 52,7(CH3), 21,6(CH3), 19,7(CH2) ; Mass (ESI+) m/z = 283,0[M+H]+, 

m/z = 305,0[M+Na]+. 

V.7. Synthèse du 5-(t-butyldiphénylsilanyloxy)pent-2-ynate de 

méthyle (32f) 

OO

O

Si

 

Dans un ballon de 100 ml préalablement séché, 2,0 ml de diisopropylamine 

(14,22 mmol) sèche sont ajoutés à 50 ml de tétrahydrofurane sec à -75°C. Ensuite 9,6 ml 

d’une solution de n-butyllitium 2 M (19,2 mmol) dans du cyclohexane sont ajoutés. Le 

mélange est ensuite agité à 0°C pendant 30 minutes. A -75°C, 3,00 g de l’alcyne 31d  

(9,72 mmol) sont ajoutés au mélange qui est ensuite agité pendant 30 minutes. Puis 4,56 ml de 

chloroformate de méthyle (59,5 mmol) sont ajoutés, et le mélange est agité à température 

ambiante pour une nuit. Le mélange est ensuite suspendu dans 100 ml de diéthyléther, puis 

filtré sur verre fritté. Le filtrat est évaporé. Le produit est enfin purifié par chromatographie 

sur silice dans une colonne de silice (×20) ; l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de 

pétrole 40-65°C. 2,972 g de produit 32f sont obtenus (8,11 mmol, 83%). RMN 1H (ppm) 

7,7(m, 4H), 7,4(m, 6H), 3,8(t, 2H, 7Hz), 3,7(s, 3H), 2,6(t, 2H, 7Hz), 1,1(S, 9H) ; 13C (CDCl3) 

(ppm) 153,2(C=O), 135,5(CH arom.), 133,5(C quat. arom.), 129,6(CH arom.), 127,6(CH 

arom.), 88,8(C quat. alcyne), 75,8(C quat. alcyne), 61,8(CH2), 50,8(CH3), 26,8(CH3), 

19,1(CH2), 18,9(C quat.) ; Mass (ESI+) m/z= [M+Na]+ ; Mass (ESI+) m/z = 405,1[M+K]+. 
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V.8. Synthèse du (2Z) 5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-

(phénylthio)pent-2-ènoate de méthyle (33a) et du (2E) 5-

(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-(phénylthio)pent-2-ènoate 

de méthyle (34a) 

S

O Si

O

O

 

 
S

O Si

O

O

 
33a  34a 

Dans un ballon de 50 ml, 1,0337 g de 32a (4,27 mmol) et 550 µl de thiophénol 

(5,38 mmol) sont ajoutés à 10 ml de méthanol. Après avoir agité pendant quelques minutes le 

mélange, 200 µl de méthanolate de sodium fraîchement préparé y sont ajoutés. L’agitation est 

laissée pendant toute la nuit à température ambiante. Le solvant est ensuite évaporé sous vide, 

et le solide obtenu est suspendu dans du diéthyléther. La suspension est ensuite filtrée sur 

coton puis évaporée. Le produit est enfin purifié par chromatographie sur silice dans une 

colonne avec 165 g de silice ; l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de pétrole 40-65°C. 

1,21 g de produit 33a est obtenu (3,60 mmol, 84%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,5(m, 2H), 

7,3(m, 3H), 5,899(s, 1H), 3,71(s, 3H), 3,507(t, 2H), 2,325(t, 2H), 0,782(s, 9H), 0,091(s, 6H) ; 

Mass (ESI+) m/z=353,23 [M+H]+, m/z=726,5[2M+Na]+ ; IR (ATR, cm-1) 3060 (=C-H), 

1703(C=O), 1581(C=C), 1254(Si-CH3), 1091-(Si-O). 

De plus 0,15 g de produit 34a est obtenu (0,460 mmol, 10%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 

7,5-7,2(m, 5H), 5,188(s, 1H), 3,917(t, 2H), 3,597(s, 3H), 3,112(t, 2H), 0,930(s, 9H), 0,107(s, 

6H). 
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V.9. Synthèse du (2Z) 5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-

(phénylthio)pent-2-ènoate d’éthyle (33b) et du (2E) 5-(ter-

butyldiméthylsilanyloxy)-3-(phénylthio)pent-2-ènoate 

d’éthyle (34b) 

S

O Si

O

O

 

 
S

O Si

O

O

 
33b  34b 

Dans un ballon de 50 ml, 0,8866 g de 32b (3,46 mmol) et 410 µl de thiophénol 

(4,01 mmol) sont ajoutés à 10 ml de méthanol. Après avoir agité pendant quelques minutes le 

mélange, 17 mg de sodium (0,739 mmol) y sont ajoutés. L’agitation est laissée pendant toute 

la nuit à température ambiante. Le solvant est ensuite évaporé sous vide, et le solide obtenu 

est suspendu dans du diéthyléther. La suspension est ensuite filtrée sur coton puis évaporée. 

Le produit est enfin purifié par chromatographie sur colonne de silice ; l’éluant utilisé est 1:10 

diéthyléther/éther de pétrole 40-65°C. 0,650 g de produit 33b est obtenu (1,86 mmol, 54%). 

RMN 1H (CDCl3)  7,6-7,3(m, 5H), 5,91(s, 1H), 4,23(q, 2H, 7Hz), 3,54(t, 2H, 7Hz), 2,35(t, 

2H, 7Hz), 1,30(t, 3H, 7Hz), 0,82(s, 9H), 0,06(s, 6H)  ; 13C (CDCl3) (ppm) 165,9(C=O), 

157,3(C quat), 135,6(CH arom.), 130,8(C quat. arom.), 129,7(CH arom.), 129,1(CH arom.), 

113,5(CH alcène), 61,8(CH2), 59,9(CH2), 39,5(CH2), 25,8(CH3), 18,2(C quat.), 14,4(CH3), -

5,3(CH3). 

De plus, 0,110 g de produit 34b est obtenu (0,314 mmol, 9%). RMN 1H (CDCl3) 

(ppm) 7,5-7,2(m, 5H), 5,2(s, 1H), 4,1(q, 2H, 8,5Hz), 3,9(t, 2H, 6,7Hz), 3,1(t, 2H, 6,7Hz), 

1,2(t, 3H, 8,5Hz), 0,9(s, 9H), 0,1(s, 6H). 

V.10. Synthèse du (2Z) 5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-

(phénylthio)pent-2-ènoate de fluorènyle (33c) 

S

O Si

O

O
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Dans un ballon de 50 ml, 0,364 g de 32c (0,896 mmol) et 1,15 ml de thiophénol 

(0,00401 mol) sont ajoutés à 10 ml de méthanol. Après avoir agité pendant quelques minutes 

le mélange, 200 µl de méthanolate de sodium fraîchement préparé y sont ajoutés. L’agitation 

est laissée pendant toute la nuit à température ambiante. Le solvant est ensuite évaporé sous 

vide, et le solide obtenu est suspendu dans du diéthyléther. La suspension est ensuite filtrée 

sur coton puis évaporée. Le produit est enfin purifié par chromatographie sur colonne de 

silice ; l’éluant utilisé est 1:10 diéthyléther/éther de pétrole 40-65°C. 0,409 g de produit 33c 

est obtenu (0,791 mmol, 88%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,8(d, 2H), 7,7(d, 2H), 7,6(m, 2H), 

7,4-7,3(m, 7H), 6,1(s, 1H), 4,5(d, 2H, 7,6Hz), 4,3(t, 1H, 7,6Hz), 3,6(t, 2H, 6,6Hz), 2,4(t, 2H, 

6,6Hz) ; 13C (CDCl3) (ppm) 165,9(C=O), 158,7(C quat.), 144,0(C quat. arom.), 141,3(C 

quat. arom.), 135,7(CH arom.), 130,8(C quat. arom.), 129,3(CH arom.), 127,6(CH arom.), 

127,0(CH arom.), 125,1(CH arom.), 119,9(CH arom.), 113,1(CH alcène), 66,0(CH2), 

61,7(CH2), 46,7(CH), 39,5(CH2), 25,8(CH3), 18,1(C quat.), -5,1(CH3). 

V.11. Synthèse du (2Z) 5-(tetrahydropyranyloxy)-3-

(phénylthio)pent-2-ènoate de méthyle (33d) 

S

O

O

O

O
*

  

Dans un ballon de 100 ml, 3,011 g de 32d (14,19 mmol) et 1,83 ml de thiophénol 

(17,82 mmol) sont ajoutés à 30 ml de méthanol. Après avoir agité pendant quelques minutes 

le mélange à 0°C, 700 µl de méthanolate de sodium fraîchement préparé y sont ajoutés. 

L’agitation est laissée pendant toute la nuit à température ambiante. Le solvant est ensuite 

évaporé sous vide, et le solide obtenu est suspendu dans du diéthyléther. La suspension est 

ensuite filtrée sur verre fritté, puis le filtrat est évaporé. Le produit est enfin purifié par 

chromatographie sur colonne de silice ; l’éluant utilisé est 1:10 diéthyléther/éther de pétrole 

40-65°C. 3,819 g de produit 33d sont obtenus (11,84 mmol, 84%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 

7,5(m, 2H), 7,4(m, 3H), 5,9(s, 1H), 4,4(t, 1H, 3,9Hz), 3,8(s, 3H), 3,6(m, 2H),3,4(m, 2H), 

2,4(t, 2H, 6,6hz), 1,8-1,4(m, 6H)  ; 13C (CDCl3) (ppm) 166,4(C=O), 157,9(C quat.), 

135,8(CH arom.), 130,7(C quat. arom.), 129,8(C arom.), 129,1(C arom.), 112,9(CH alcène), 

98,0(CH), 65,7(CH2), 62,1(CH2), 51,1(CH3), 36,6(CH2), 30,4(CH2), 25,3(CH2), 19,3(CH2). 
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V.12. Synthèse du (2Z) 5-(ter-butyldiphénylsilanyloxy)-3-

(phénylthio)pent-2-ènoate de méthyle (33f) et du (2E) 5-(ter-

butyldiphénylsilanyloxy)-3-(phénylthio)pent-2-ènoate de 

méthyle (34f) 

S

O

O

O

Si

 

 

S

O Si

O

O

 
33f  34f 

Dans un ballon de 50 ml, 1,059 g de 32f (2,89 mmol) et 550 µl de thiophénol 

(3,67 mmol) sont ajoutés à 7 ml de méthanol. Après avoir agité pendant quelques minutes le 

mélange à 0°C, 20 mg de sodium y sont ajoutés. L’agitation est laissée pendant toute la nuit à 

température ambiante. Le solvant est ensuite évaporé sous vide, et le solide obtenu est 

suspendu dans du diéthyléther. La suspension est ensuite filtrée sur coton puis évaporée. Le 

produit est enfin purifié par chromatographie sur silice dans une colonne avec 80 g de silice ; 

l’éluant utilisé est (1:10) diéthyléther/éther de pétrole 40-65°C. 808 mg de produit 33f sont 

obtenus (1,69 mmol, 58%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,6(m, 4H), 7,4-7,3(m, 11H), 6,00(s, 

1H), 3,79(s, 3H), 3,61(t, 2H, 6,4Hz), 2,43(t, 2H, 6,4Hz), 1,04(s, 9H) ; Mass (ESI+) 

m/z=477,13 [M+H]+, m/z=974,5[2M+Na]+. 

De plus 168 mg de produit 34f sont obtenus (0,352 mmol, 12%). RMN 1H (CDCl3) 

(ppm) 7,7(m, 4H),7,5-7,3(m, 11H), 5,21(s, 1H), 3,96(t, 2H, 6,4Hz), 3,57(s, 3H), 3,22(t, 2H, 

6,4Hz), 1,10(s, 9H) ; Mass (ESI+) m/z = 477,0[M+H]+, m/z = 499,1[M+Na]+. 

V.13. Synthèse du (2E) 5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-

méthylpent-2-ènoate de méthyle (35a)  

O Si

O

O

  

Dans un ballon de 100 ml sous azote, 2,11 g d’iodure cuivreux (11,1 mmol) sont ajoutés 

à 27 ml de tétrahydrofurane sec. Ensuite, à -75°C, 6 ml d’une solution de bromure de 
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méthylmagnésien 1,4 M dans du toluène/tétrahydrofurane (8,4 mmol) sont ajoutés au 

mélange, avant de le laisser pendant 10 minutes à 0°C, une coloration jaune apparaît alors 

dans le ballon. Une fois revenu à -75°C, 1,8286 g de 33a (5,19 mmol) est ajouté. La réaction 

est finalement agitée à 0°C pendant 1 heure, avant d’être filtrée sur un verre fritté et évaporée. 

Le tout est ensuite suspendu dans du diéthyléther, puis filtré sur coton, avant d’être évaporé. 

1,31 g de produit 35a est obtenu (5,06 mmol, 92%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 5,74(d, 1H, 

1,1Hz), 3,80(t, 2H, 6,3Hz), 3,73(s, 3H), 2,40(t, 2H, 6,3Hz), 2,24(d, 3H, 1,1Hz), 0,94(s, 9H), 

0,092(s, 6H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 167,0(C=O), 157,4(C quat. alcène), 116,6(CH alcène), 

61,2(CH2), 50,9(CH3), 44,0(CH2), 25,8(CH3), 19,2(C quat.), 18,2(CH3), -5,4(CH3). 

V.14. Synthèse du (2E) 5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-

méthylpent-2-ènoate d’éthyle (35b) 

O Si

O

O

 

Dans un ballon de 100 ml sous azote, 3,0 g d’iodure cuivreux (15,8 mmol) sont ajoutés 

à 48 ml de tétrahydrofurane sec. Ensuite, à -75°C, 10 ml d’une solution de bromure de 

méthylmagnésien 1,4 M dans du toluène/tétrahydrofurane (14 mmol) sont ajoutés au mélange, 

avant de le laisser pendant 10 minutes à 0°C, une coloration jaune apparaît alors dans le 

ballon. Une fois revenu à -75°C, 1,5010 g de 33b (4,01 mmol) est ajouté. La réaction est 

finalement agitée à 0°C pendant 1 heure, avant d’être filtrée sur un verre fritté et évaporée. Le 

tout est ensuite suspendu dans du diéthyléther, puis filtré sur coton, avant d’être évaporé. 

Ainsi, 0,8174 g de produit 35b est obtenu (3,00 mmol, 75%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 

5,67(d, 1H), 4,13(q, 2H, 7,1Hz), 3,74(t, 2H, 6,4Hz), 2,34(t, 2H, 6,4Hz), 2,18(s, 3H), 1,26(t, 

3H, 7,1Hz), 0,88(s, 9H), 0,044(s, 6H). 

V.15. Synthèse du (2E) 5-(tetrahydropyranyloxy)-3-

méthylpent-2-ènoate de méthyle (35d) 

O

O

O

O
*
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Dans un ballon de 250 ml sous azote, 15,1 g d’iodure cuivreux (79,5 mmol) sont ajoutés 

à 110 ml de tétrahydrofurane sec. Ensuite, à -75°C, 20 ml d’une solution de bromure de 

méthylmagnésien 3 M dans du diethyléther (60 mmol) sont ajoutés au mélange, avant de le 

laisser pendant 10 minutes à 0°C, une coloration jaune apparaît alors dans le ballon. Une fois 

celui-ci revenu à -75°C, 3,206 g de 33d (9,94 mmol) sont ajoutés. La réaction est finalement 

agitée à 0°C pendant 1 heure, avant d’être filtrée sur un verre fritté et évaporée. Le tout est 

ensuite suspendu dans du diéthyléther, puis filtré sur coton, avant d’être évaporé. Ainsi, 

1,177 g de produit 35d est obtenu (5,16 mmol, 52%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 5,63(s, 1H), 

4,45(m, 1H), 3,73(m, 1H), 3,66(t, 2H, 6,4Hz), 3,57(s, 3H), 3,40(m, 1H), 2,30(t, 2H, 6,4Hz), 

2,09(s, 3H), 1,8-1,3(m, 6H). 

V.16. Synthèse du (2E) 5-(ter-butyldiphénylsilanyloxy)-3-

méthylpent-2-ènoate de méthyle (35e) 

O

O

O

Si

  

Dans un ballon de 50 ml sous azote, 1,0 g d’iodure cuivreux (5,3 mmol) est ajouté à 

12,5 ml de tétrahydrofurane sec. Ensuite, à -75°C, 1,3 ml d’une solution de bromure de 

méthylmagnésien 3 M dans du diethyléther (3,9 mmol) est ajouté au mélange, avant de le 

laisser pendant 10 minutes à 0°C, une coloration jaune apparaît alors dans le ballon. Une fois 

revenu à -75°C, 1,549 g de 33f (3,249 mmol) est ajouté. La réaction est finalement agitée à 

0°C pendant 1 heure, avant d’être filtrée sur un verre fritté et évaporée. Le tout est ensuite 

suspendu dans du diéthyléther, puis filtré sur coton, avant d’être évaporé. Ainsi, 1,βγ0 g de 

produit 35e est obtenu (3,215 mmol, 99%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,68(m, 4H), 7,43(m, 

6H), 5,74(d, 1H, 1,3Hz), 3,84(t, 2H, 6,6Hz), 3,73(s, 3H), 2,41(t, 2H, 6,6Hz), 2,17(d, 3H, 

1,3Hz), 1,11(s, 9H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 166,9(C=O), 156,9(C quat. alcène), 135,5(C arom.), 

133,6(C quat. arom.), 129,6(C arom.), 127,6(C arom.), 117,0(CH alcène), 61,9(CH2), 

50,7(CH3), 43,7(CH2), 26,8(CH3), 19,1(CH3), 18,9(C quat.) ; Mass (ESI+) 

m/z = 405,1[M+Na]+. 
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V.17. Synthèse du (2Z) 5-(ter-butyldiméthylsilanyloxy)-3-

méthylpent-2-ènoate d’éthyle (36) 

O

O O Si

 

Dans un ballon de 100 ml sous atmosphère d'azote, 750 mg d’iodure cuivreux 

(7,06 mmol) sont ajoutés à 20 ml de tétrahydrofurane sec à -78°C. Ensuite, 5,4 ml de 

méthyllithium 1,6M dans du diéthyléther (8,64 mmol) sont ajoutés dans le ballon qui est agité 

pendant une heure. Puis, 1,005 g de l’ester 32b (3,919 mmol) est ajouté rapidement à l’aide 

d’environ 5 ml de tétrahydrofurane sec. Après dix minutes, 2 ml d’eau sont ajoutés, puis le 

milieu est ramené à température ambiante. Ensuite, 100 ml de diéthyléther sont ajoutés au 

mélange réactionnel qui est filtré sur verre fritté. Le filtrat est ensuite lavé à deux reprises par 

100 ml d’eau distillée puis séché avec du sulfate de sodium. Une fois séché, le produit est 

purifié par chromatographie sur colonne de silice ; l’éluant utilisé est 4:96 

diéthyléther/cyclohexane. Ainsi, 0,2742 g de produit 36 est obtenu (1,006 mmol, 26%). RMN 
1H (CDCl3) (ppm) 5,71(s, 1H), 4,14(q, 2H, 7,1Hz), 3,78(t, 2H, 6,4Hz), 2,84(t, 2H, 6,4Hz), 

1,95(d, 3H, 1,1Hz), 1,29(t, 3H, 7,1Hz), 0,88(s, 9H), 0,05(s, 6H). 

De plus 0,1180 mg de produit 35b est obtenu (0,378 mmol, 10%). 

V.18. Synthèse de l’acide (2E) 5-( ter-

butyldiméthylsilanyloxy)-3-méthylpent-2-ènoïque (37a) 

O Si

OH

O

 

V.18.1. Par de l’hydroxyde de potassium 

Dans un ballon de 10 ml, 0,72 ml d’une solution (β5% d’éthanol) d’hydroxyde de 

potassium à 0,7111 M (0,51 mmol) est ajouté à 0,1306 g de l’ester 35a (0,506 mmol). 

Ensuite, de l’éthanol est ajouté goutte à goutte (0,75 ml) jusqu'à dissolution complète de 

l’ester 35a. Après quelques minutes d’agitation, le milieu réactionnel est neutralisé par une 

solution d’acide chlorhydrique de pH 5, puis l’acide 37a est extrait à trois reprises par 20 ml 
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d’acétate d’éthyle. Après séchage de la phase organique par du sulfate de sodium et 

évaporation du solvant à pression réduite, 0,0464 g de l’acide 37a est obtenu (0,1902 mmol, 

38%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 5,72(s, 1H), 3,77(t, 2H, 6,4Hz), 2,38(t, 2H, 6,4Hz), 2,20(s, 

3H), 0,89(s, 9H), 0,06(s, 6H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 171,3(C=O), 160,2(C quat. alcène), 

116,4(CH alcène), 61,1(CH2), 44,2(CH2), 25,9(CH3), 19,5(CH3), 18,3(C quat.), -5,3(CH3). 

V.18.2. Par de l’hydroxyde de lithium 

Dans un ballon de 25 ml, 20 mg de l’ester 35a (0,078 mmol) sont dissous dans 2,6 ml 

de tertiobuthanol puis 1,12 ml d’une solution d’hydroxyde de lithium β M (2,24 mmol) y est 

ajouté. Le mélange est agité pendant une nuit à 35°C, puis 12 ml d’acétate d’éthyle et 6 ml 

d’une solution de KH2PO4 et NaHSO4 (KH2PO4 à 0,92 M, NaHSO4 0,08 M, saturé en NaCl) 

sont ajoutés dans le milieu réactionnel. Ensuite l’acide 37a est extrait par de l’acétate d’éthyle 

par 2 fois. Après séchage de la phase organique par du sulfate de sodium et évaporation du 

solvant à pression réduite, 0,0190 g de l’acide 37a est obtenu (0,078 mmol, 100%). Dans le 

cas ou la réaction n’était pas totale, l’ensemble des étapes est à nouveau effectué sur l’extrait. 

V.19. Synthèse de l’acide (2E) 5-(ter-butyldiphénylsilanyloxy)-

3-méthylpent-2-ènoïque (37b) 

O

OH

O

Si

 

Dans un ballon de 500 ml, 568 mg de l’ester 35e (1,484 mmol) sont dissous dans 

264 ml de tertiobuthanol puis 55 ml d’une solution d’hydroxyde de lithium β M (110 mmol) y 

sont ajoutés. Le mélange est agité pendant une nuit à reflux (dans le cas où la réaction n’est 

pas finie, de la solution d’hydroxyde de lithium est ajoutée), puis le milieu réactionnel est 

mélangé à 500 ml d’acétate d’éthyle. Ensuite, γ50 ml d’une solution de KH2PO4 et NaHSO4 

(KH2PO4 à 0,92 M, NaHSO4 0,08 M, saturé en NaCl) sont ajoutés dans le milieu réactionnel. 

Ensuite l’acide 37b est extrait par de l’acétate d’éthyle par β fois. Après séchage de la phase 

organique par du sulfate de sodium et évaporation du solvant à pression réduite, 0,560 g de 

l’acide 37b est obtenu (1,52 mmol, 100%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,65(d, 4H), 7,4(m, 



Chapitre 3: 
La synthèse de sidérophores 

165 

 

6H), 5,73(s, 1H), 3,80(t, 2H, 6,3Hz), 2,42(t, 2H, 6,3Hz), 2,13(s, 3H), 1,06(s, 9H) ; 13C 

(CDCl3) (ppm) 171,2(C=O), 159,9(C quat. alcène), 135,6(CH arom.), 133,6(C arom. quat.), 

129,7(CH arom.), 127,7(CH arom.), 116,8(CH alcène), 61,8(CH2), 44,0(CH2), 26,8(CH3), 

19,3(C quat.), 19,2(CH3). 

V.20. Synthèse de l’acide (2E) 5-hydroxy-3-méthylpent-2-

ènoïque (38) 

OH

OH

O

 

Dans un ballon de 10 ml, 2,49 ml d’une solution (β5% d’éthanol) d’hydroxyde de 

potassium à 0,1001 M (2,49 mmol) sont ajoutés à 0,1083 g de l’ester 35a (0,419 mmol). 

Ensuite, de l’éthanol est ajouté goutte à goutte (1 ml) jusqu'à dissolution complète de l’ester 

35a. Après quelques minutes d’agitation, le milieu réactionnel est neutralisé par une solution 

d’acide chlorhydrique de pH 5, puis l’acide 38 est extrait à trois reprises par 20 ml d’acétate 

d’éthyle. Après séchage de la phase organique par du sulfate de sodium et évaporation du 

solvant à pression réduite, 0,0227 g de l’acide 38 est obtenu (0,1746 mmol, 42%). RMN 1H 

(CDCl3) (ppm) 5,76(s, 1H), 3,82(t, 2H, 6,4Hz), 2,44(t, 2H, 6,4Hz), 2,21(s, 3H). 

V.21. Synthèse de l’acide (2S) 2-amino-5-

(méthyloxycarbonyl)-butanoïque (44) 

O

O

NH
2

OH

O  

Dans un ballon de β50ml, 10,18g d’acide glutamique (68,8 mmol) ainsi que 11,31 g de 

sulfate de sodium sont ajoutés. Après l’ajout de 118 ml de méthanol, le mélange réactionnel 

est agité puis 18,8 ml d’une solution d’acide tétrafluoroborique dans de l’éther à 54% 

(136 mmol) sont ajoutés. Le tout est laissé agité pendant une nuit à température ambiante 

avant d’être filtré puis neutralisé par β0 ml de diéthylamine. Après évaporation, la solution est 

suspendue dans de l’acétate d’éthyle puis filtrée. Après séchage, 10,β4 g de produit 44 

(63,2 mmol, 92%) sont obtenus. RMN 1H (D2O) (ppm) 3,75(t, 1H), 3,67(s, 3H), 3,54(t, 2H), 
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2,12(t, 2H) 13C (D2O, étalon : dioxane) (ppm) 175,8(C=O), 174,4(C=O), 54,5(CH), 

53,0(CH3), 30,3(CH2), 26,1(CH2). Mass (ESI+) m/z = 162,3[M+H]+, (IE+, exact) 

m/z = 130,0508[M-CH3O]+ ; [α]D (MeOH) = +4,7. 

V.22. Synthèse de l’acide (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(méthyloxycarbonyl)-butanoique (45) 

O

O

NH

OH

O

O

O

 

Dans un ballon de 150 ml, 5,1035 g de l’acide aminé 44 (0,0317 mol) sont dissous dans 

20 ml d’eau pendant γ0 min à 0°C. Ensuite, 35 ml de 1,4-dioxane sont ajoutés au mélange 

avant d’agiter pendant β0 min supplémentaires. Dans le milieu réactionnel, 7,669γ g de di-t-

buthyldicarbonate (0,0351 mol) et 2,49 g d’hyrogenocarbonate de sodium (0,0361 mol) sont 

ajoutés, avant d’agiter pendant 4 h à 50°C. l’eau et le 1,4-dioxane sont ensuite évaporés sous 

vide, et le mélange est dissous dans 250 ml d’une solution d’hydrogénosulfate de potassium à 

5%. Le produit 45 est alors extrait par de l’éther. La phase acqueuse est neutralisée jusqu'à 

pH 2-3 par de la soude à 1% avant que le produit 45 soit à nouveau extrait par de l’acétate 

d’éthyle. Après avoir été séchées par du sulfate de sodium, les deux phases organiques sont 

rassemblées et évaporées sous vide pour aboutir à 6,1045 g de l’acide amine 45 (0,0281 mol, 

89%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 8,54(s, 1H), 6,66(d, 0,4H, 7,1Hz), 5,22(d, 0,6H, 7,1Hz), 

4,35(m, 1H), 3,69(s, 3H), 2,48(m, 2H), 2,25(m, 1H), 2,05(m, 1H), 1,47(s, 9H) ; 13C (CDCl3) 

(ppm) 175,8(C=O), 173,4(C=O), 155,5(C=O), 80,4(C quat.), 52,8(CH), 30,1(CH2), 

28,3(CH3), 27,4(CH2) ; Mass (ESI+) m/z = 284,0 [M+Na]+ ; [α]D (MeOH) = -10,0. 
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V.23. Synthèse du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(méthyloxycarbonyl)-butanoate de t-butyle (46) 

O

O

NH

O

O

O

O

 

Dans un ballon de 250 ml, 6,8 g de l’acide-aminé 45 (0,028 mol), 5,9 g de N,N-

dicyclohexylcarbodiimide (0,029 mol) et 0,319 g de p-(diméthylamino)-pyridine 

(0,00261 mol) sont mélangés dans 2,8 ml de t-buthanol (0,0295 mol) et 100 ml de 

chloroforme pendant une nuit à température ambiante. Le mélange est ensuite lavé par de 

l’eau, par une solution d’acide acétique à pH 5, puis de nouveau par de l’eau. La phase 

organique est séchée avec du sulfate de sodium puis évaporée sous vide donnant 7,95 g de 

l’ester 46 (0,029 mol, 89%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 5,05(d, 1H, 7,1Hz), 4,20(m, 1H), 

3,68(s, 3H), 2,39(m, 2H), 2,2-1,8(m, 2H), 1,47(s, 9H), 1,44(s, 9H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 

173,2(C=O), 171,2(C=O), 155,2(C=O), 82,1(C quat.), 79,7(C quat.), 53,3(CH), 51,7(CH3), 

30,1(CH2), 28,3(CH3), 28,1(CH2), 28,0(CH3). Mass (ESI+) m/z = 317,9[M+H]+ ; [α]D 

(MeOH) = -7,0. 

V.24. Synthèse du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

hydroxypentanoate de t-butyle (47) 

OH

NH

O

O

O

O

 

Dans un ballon de 100 ml, 7,95 g de l’ester 46 (0,029 mol) sont dissous dans 45 ml de 

1:4 eau/isopropanol. Ensuite, 1,88 g de borohydrure de sodium (0,0549 mol) est ajouté dans le 

mélange, qui est agité pendant 1 journée (en contrôlant régulièrement la réaction). À la  

disparition complète de l’ester 46, 50 ml d’eau sont ajoutés au mélange et l’alcool 47 est 

extrait par γ fois par de l’acétate d’éthyle. La phase organique est ensuite séchée par du 
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sulfate de sodium puis évaporée pour aboutir à 7,14 g de l’alcool 47 (0,029, 98%). RMN 1H 

(CDCl3) (ppm) 5,24(d, 1H, 8,5Hz), 4,12(m, 1H), 3,59(t, 2H, 6,0Hz), 1,9-1,5(m, 4H), 1,41(s, 

9H), 1,39(s, 9H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 171,8(C=O), 155,4(C=O), 81,75(C quat.), 79,6(C 

quat.), 61,8(CH2), 53,6(CH), 28,3(CH2), 28,23(CH3), 28,17(CH2), 27,9(CH3) ; [α]D 

(MeOH) = -1,9. 

V.25. Synthèse du N-(benzyloxycarbonyl)-hydroxylamine (49) 

O

O

N
H

OH

 

La procédure de Frankel et coll. a été utilisée [264]. Dans un erlenmeyer, 8,54 g 

d’hydroxylamine hydrochlorique (1β4,70 mmol) et 13,07 g d’hydrogénocarbonate de sodium 

(155,57 mmol) sont ajoutés à 170 ml d’eau. Ensuite, 4,4 ml de chloroformate de benzyle 

(30 ;82 mmol) préalablement dilués dans 30 ml de dichlorométhane sont ajoutés à la solution. 

Le mélange biphasique est alors agité une nuit. La N-(benzyloxycarbonyl)-hydroxylamine 49 

est ensuite extrait par du dichlorométhane. L’évaporation sous vide permet d’obtenir 4,7615 g 

(28,51 mmol, 9γ%) d’hydroxylamine 49. RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,36(s, 5H), 5,18(s, 2H) ; 

13C (CDCl3) (ppm) 158,9(C=O), 135,4(C arom. Quat.), 128,6(CH arom.), 128,5(CH arom.), 

128,3(CH arom.), 67,9(CH2) ; Mass (ESI+) m/z = 190,2[M+Na]+. 

V.26. Synthèse du N-benzyloxycarbonyl-O-(t-

butyloxycarbonyl)-hydroxylamine (50) 

O

O

N
H

O O

O

 

Dans un ballon à 0°C, 20 ml d’eau et β8 ml de 1,4-dioxane sont ajoutés à 4,7 g de 

l’hydroxylamine 49 (28,1 mmol), la solution est alors agitée pendant 30 minutes. Ensuite, 

6,25 g de di-t-butyldicarbonate (28,6 mmol) et 2 g de hydrogénocarbonate de sodium 

(23,2 mmol) sont introduits dans le ballon avant de chauffer le mélange sous agitation à 50°C 

pendant 4 h. Après évaporation sous vide le mélange est dissous dans 100 ml d’une solution 

de hydrogénosulfate de potassium à 5%. Une extraction par 3 fois par 50 ml de diéthyléther 

est effectuée, puis la phase aqueuse est neutralisée avec une solution de HCl 10% jusqu’à 
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l’obtention d’un pH de β-γ. Une seconde extraction est réalisée par γ fois par 50ml d’acétate 

d’éthyle. Les deux phases organiques sont ensuite rassemblées puis évaporées sous vide pour 

obtenir 6,5044 g d’hydroxylamine protégée 50 (24,36 mmol, 87%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 

7,91(s, 1H), 7,36(s, 5H), 5,21(s, 2H), 1,51(s, 9H). 

V.27. Synthèse du (2S) N5-(benzyloxycarbonyl)-O-(t-

butyloxycarbonyl)-2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(hydroxylamino)-pentanoate de t-butyle (51) 

N

NH

O

O

O

O

O

O

O

O

O

 

Dans un ballon, 33 ml de tétrahydrofurane préalablement séchés sont ajoutés à 0,9928g 

de l’alcool 47 (3,435 mmol), 1,0464 g de triphénylphosphine (3,989 mmol) et 1,13768 g 

d’hydroxylamine 50 (5,176 mmol). Le mélange est ensuite mis sous azote, et agité à 0°C. 

Enfin 0,6 ml de diéthylazodicarboxylate (3,8 mmol) est ajouté et la réaction est laissée sous 

agitation pendant une nuit. Le contenu de la réaction est ensuite évaporé sous vide, puis le 

produit attendu 51 est purifié par chromatographie sur silice (×50) avec un mélange d’acétate 

d’éthyle et d’hexane (15:85) comme éluant. Ainsi, 0,87β9 g de produit 51 est obtenu 

(1,626 mmol, 47%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,33(S, 5H), 5,18(s, 2H), 5,00(d, 1H, 8,1Hz), 

4,16(m, 1H), 3,68(t, 2H, 5,0Hz), 1,68(m, 4H), 1,48(s, 9H), 1,46(s, 9H), 1,44(s, 9H) ; 13C 

(CDCl3) (ppm) 171,6(C=O), 155,5(C=O), 152,2(C=O), 135,6(C quat. arom.), 128,4(CH 

arom.), 128,2(CH arom.), 127,9(CH arom.), 85,2(C quat.), 81,8(C quat.), 79,6(C quat.), 

68,1(CH2), 53,7(CH), 49,9(CH2), 29,9(CH2), 28,3(CH3), 27,9(CH3), 27,5(CH3), 23,0(CH2) ; 

Mass (ESI+) m/z=561,3[M+Na]+. 
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V.28. Synthèse du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-

butyloxycarbonylamino)-pentanoate de t-butyle (55) et du 

(2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-

butyloxycarbonylamino)-pentanoate de méthyle (56) 

N
H

NH

O

O

O

O

O

O

 

 
N
H

NH

O

O

O

O

O

O

 
55  56 

V.28.1. Par chauffage à reflux 

Dans un ballon, 13,5 ml de toluène sont ajoutés à 2,541 g d’acide (βS) β-(t-

buthyloxycarbonylamino)-5-(t-buthyloxycarbonylamino)pentanoïque (6,934 mmol). Le 

mélange est ensuite chauffé à reflux. Une fois le reflux atteint, 4 ml de di-ter-buthylacétale de 

diméthylformamide 90% (15,01 mmol) sont ajoutés et le chauffage est maintenu pendant 3h. 

Le toluène est ensuite évaporé sous vide, et le produit est purifié par chromatographie sur 

silice (×γ0), l’éluant utilisé est un mélange acétate d’éthyle cyclohexane β:8. Après 

évaporation de l’éluant, 1,β14 g de l’ester tertiobutylique 55 est obtenu (2,873 mmol, 42%). 

RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,32(s, 5H), 5,14(d, 1H), 5,07(s, 2H), 4,16(m, 1H), 3,19(m, 2H), 

1,78(m, 1H), 1,60(m, 1H+2H), 1,45(s, 9H), 1,43(s, 9H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 171,58(C=O), 

156,4(C=O), 155,3(C=O), 136,7(C arom. quat.), 128,5(CH arom.), 128,04(CH arom.), 

128,02(CH arom.), 82,0(C quat.), 79,7(C quat.), 66,7(CH2), 53,3(CH), 40,5(CH2)30,3(CH2), 

28,3(CH3), 28,0(CH3), 25,8(CH2) ; Mass (ESI+) m/z = 422,9[M+H]+, m/z = 445,1[M+Na]+ ; 

[α]D (MeOH) = -19,2. 

De plus, 1,452 g de l’ester méthylique 56 (3,817 mmol, 55%) est obtenu. RMN 1H 

(CDCl3) (ppm) 7,33(s, 5H), 5,16(d, 1H), 5,07(s, 2H), 5,03(m, 1H), 4,28(m, 1H), 3,72(s, 3H), 

3,19(m, 2H), 1,81(m, 1H), 1,59(m, 1H+2H), 1,43(s, 9H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 173,0(C=O), 

156,4(C=O), 155,3(C=O), 136,6(C arom. quat.), 128,5(CH arom.), 128,06(CH arom.), 

128,04(CH arom.), 80,1(C quat.), 66,7(CH2), 53,2(CH), 52,3(CH3), 40,6(CH2), 30,1(CH2), 

28,3(CH3), 26,0(CH2) ; Mass (ESI+) m/z = 403,2[M+Na]+ ; [α]D (MeOH) = -7,6. 
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V.28.2. Par micro-ondes 

Dans de la verrerie adéquate, 10,7 ml de toluène sont ajoutés à 2,1507 g d’acide (βS) β-

(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-butyloxycarbonylamino)pentanoïque (5,869 mmol), puis 

3,4 ml de di-ter-buthylacétale de diméthylformamide 90% (12,8 mmol) sont ajoutés. La 

réaction est alors chauffée pendant 10 minutes à 160°C par microondes (Biotage© Pathfinder, 

Absorption level: High, Pre-stirring: 20, Initial power: 0, Dynamic deflector optimization: 

On). Le toluène est ensuite évaporé sous vide, et le produit est purifié par chromatographie sur 

silice (×γ0), l’éluant utilisé est un mélange acétate d’éthyle cyclohexane β:8. Après 

évaporation de l’éluant, 1,1ββ g de l’ester tertiobutylique 55 est obtenu (2,655 mmol, 45%), 

ainsi que 1,225 g de l’ester méthylique 56 (3,219 mmol, 55%). 

V.29. Synthèse du (2S) 5-amino-2-(t-butyloxycarbonylamino)-

pentanoate de t-butyle (52) 

NH
2

NH

O

O

O

O

 

V.29.1. À partir du (2S) N5-(benzyloxycarbonyl)-O-(t-

butyloxycarbonyl)-2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(hydroxylamino)-pentanoate de t-butyle (51) 

Dans un ballon de 25 ml, 2 ml de méthanol sont ajoutés à 55,3 mg de l’acide aminé 51 

(0,103 mmol) et 17,2 mg de paladium supporté sur charbon à 10%. De l’hydrogène est 

introduit pendant l’agitation vigoureuse du mélange jusqu'à disparition totale de l’acide aminé 

51. Le milieu est ensuite filtré sur célite®. Le méthanol est enfin évaporé sous vide pour 

obtenir 29,5 mg de l’amine 52 (0,102 mmol, 99%). RMN 1H (CDCl3) (ppm) 8,1(m, 2H), 

5,42(d, 1H, 6,7Hz), 4,11(m, 1H), 3,05(m, 2H), 2,0-1,6(m, 4H), 1,47(s, 9H), 1,43(s, 9H) ; 13C 

(CDCl3) (ppm) 171,8(C=O), 155,4(C=O), 81,7(C quat.), 79,6(C quat.), 53,8(CH), 

41,5(CH2), 30,2(CH2), 28,8(CH2), 28,3(CH3), 28,0(CH3) ; Mass (ESI+) m/z=289,2[M+H]+. 
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V.29.2. À partir du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-(t-

butyloxycarbonylamino)-pentanoate de t-butyle (55) 

Dans un ballon de 250 ml, 100 ml de méthanol sont ajoutés à 1,214 g de l’acide aminé 

55 (2,873 mmol) et 300 mg de paladium supporté sur charbon à 10%. De l’hydrogène est 

introduit pendant l’agitation vigoureuse du mélange jusqu'à disparition totale de l’acide aminé 

55. Le milieu est ensuite filtré sur célite®. Le méthanol est enfin évaporé sous vide pour 

obtenir 0,8274 g de l’amine 52 (2,839 mmol, 99%). [α]D (MeOH) = -21,4. 

V.30. Synthèse du (2S) 2-(t-butyloxycarbonylamino)-5-

(phénylcarbonyloxyamino)-aminopentanoate de t-butyle 

(59) 

O

O

N
H

N
H

O

O O

O

 

Dans un ballon de 25 ml préalablement séché, 0,5 ml de DMF sec est ajouté à 0,424 g 

de l’amine 52 (1,47 mmol), 0,32 g de K2HPO4 (2,0 mmol). Ensuite, 0,489 g de peroxyde de 

dibenzoyle stabilisé par β5% d’eau est suspendu à β,5 ml de DMF sec, puis est ajouté par 

filtration à travers des cartouches contenant du sulfate de sodium dans le mélange réactionnel. 

Le mélange est agité sous azote pendant 1h30 avant ajout de 10 ml d’eau désionisée. 

L’hydroxylamine 59 est extrait par β fois avec de l’acétate d’éthyle, puis la phase aqueuse est 

à nouveau extraite par β fois avec de l’acétate d’éthyle après ajout de 5 ml d’une solution 

saturée en hydrogénocarbonate de sodium. Les phases organiques sont réunies puis séchées 

avec du sulfate de magnésium, avant d’être évaporées. L’hydroxylamine est purifiée par 

chromatographie sur gel de silice (×50) avec comme éluant un mélange 2:98 

méthanol/dichlorométhane. Ainsi 0,243 g de l’hydroxylamine est obtenu (0,690 mmol, 47%). 

RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,81(d, 2H, Hz), 7,44(m, 3H), 6,72(m, 1H), 5,20(d, 1H, Hz), 

4,21(m, 1H), 3,55(m, 2H), 1,9-1,6(m, 4H), 1,47(s, 9H), 1,45(s, 9H) ; 13C (CDCl3) (ppm) 

171,6(C=O), 167,5(C=O), 157,9(C=O), 134,6(C arom. quat.), 131,3(C arom.), 128,5(C 

arom.), 127,0(C arom.), 82,2(C quat.), 79,9(C quat.), 53,3(CH), 39,3(CH2), 30,8(CH2), 

28,3(CH3), 28,0(CH3), 25,2(CH2) ; [α]D (MeOH) = -18,4. 
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V.31. Synthèse du (2S, 1’E) 2-[(5’-(ter-

butyldiphénylsilanyloxy)-3’-méthylbut-1’-ènylcarbonyl)-(t-

butyloxycarbonyl)-amino]-5-(phénylcarbonyloxyamino)-

aminopentanoate de t-butyle (60) 
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Dans un ballon de 10 ml, 13 mg de l’acide 37b (0,035 mmol) sont dissous dans 0,5 ml 

de dichlorométhane. Avant d’être chauffés à reflux pendant 2 h, 18,6 µl de 

diisopropylethylamine (0,105 mmol), puis 11,7 µl de chlorure de thionyl (0,158 mmol) sont 

ajoutés. Ensuite le solvant ainsi que le chlorure de tionyl sont évaporés sous vide, formant 

ainsi le chlorure d’acyl de l’acide 37b. Celui-ci est repris dans 0,3 ml de dichlorométhane. 

Puis 18 mg de l’hydroxylamine 59 (0,051 mmol) préalablement dissous dans 2 ml de 

dichlorométhane sont ajoutés au milieu réactionnel. Après 1 h de reflux, le milieu réactionnel 

est lavé avec de l’eau ultra-pure, puis séché avec du sulfate de magnésium, avant d’être 

évaporé sous vide. Le produit 60 est alors purifié par chromatographie sur couche mince avec 

comme éluant 2:8 diéthyléther/éther de pétrole 45-60°C. De cette façon, 1,2 mg de la 

fusarinine protégée 60 (0,0015 mmol, 4,3%) est obtenu. RMN 1H (CDCl3) (ppm) 7,71(m, 

3H), 7,64(m, 4H), 7,40(m, 8H), 5,74(s, 1H), 5,36(s, 1H), 4,16(m, 1H), 3,80(t, 2H, 6,4Hz), 

2,89(m, 2H), 2,39(t, 2H, 6,3Hz), 2,12(s, 3H), 1,9-1,6(m, 4H), 1,26(s, 18H), 1,05(s, 9H) ; Mass 

(ESI-) m/z=793,41[M+Cl]-, m/z= 537,13[ion fils]. 

 

  



 

174 

 

 

Conclusion 
 

  



 

175 

 

Conclusion 

Scedosporium apiospermum est un pathogène opportuniste fongique émergent [4] 

particulièrement impliqué dans la mucoviscidose [3]. Les difficultés de son traitement par les 

antifongiques utilisés en thérapeutique [25] en font une cible privilégiée pour la recherche de 

nouvelles molécules. Peu d’informations existent sur ce pathogène et ses interactions avec 

l’hôte [76-78]. Notre travail a consisté en l’étude du métabolisme du fer chez S. apiospermum 

et plus particulièrement a permis l’identification de deux sidérophores chez ce champignon. 

Nous avons montré que grâce à ces sidérophores [65], S. apiospermum était capable de 

soustraire le fer contenu dans les protéines d’hôte telles que ferritine et transferrine. 

Une étude préliminaire des conditions de production de ces sidérophores par le 

champignon, a montré que leur sécrétion était optimale dans un milieu de culture déplété en 

fer (concentration inférieure à 0,1µM), de pH basique (8), après γ jours d’incubation à γ7°C. 

Disposant de ces sidérophores en quantités suffisantes, une séparation et une 

identification ont été entreprises. Après extraction liquide/liquide [175] à partir de filtrat de 

culture puis une analyse par RP-CLHP-UV/MSn [201], deux sidérophores sécrétés par  

S. apiospermum ont été identifiés : l’acide dimérumique et le N -méthyl coprogène B (Figure 

123). Ces deux sidérophores sont de type hydroxamate, ce qui confirme les résultats obtenus 

lors des tests généraux de caractérisation effectués sur le milieu de culture. Ces sidérophores 

ont également été identifiés chez d’autres champignons tels que H. capsulatum [172]. Ces 

résultats sont en accord avec les résultats trouvés dans la littérature : les champignons 

produiraient uniquement des sidérophores de type hydroxamate [5], à l’exception des 

zygomycètes chez qui des sidérophores de type acide -hydroxycarboxylique ont été 

décrits [73]. 
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Figure 123 : Structure de l’acide dimérumique (A) et du N -méthyl coprogène B (B) 

Afin de finaliser l’identification de ces sidérophores et d’étudier leurs propriétés 

physicochimiques, leur synthèse a été entreprise. Notre choix s’est porté sur la synthèse du 
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monomère fusarinine précurseur de l’acide dimérumique et du N -méthyl coprogène B. La 

synthèse de la fusarinine protégée 60  a été effectuée avec un rendement global de 2% (Figure 

124). Elle permettra, outre d’acceder aux sidérophores de  

S. apiospermum, d’envisager la synthèse d’autre type de sidérophores appartenant aux 

familles des asperchromes, des coprogènes et des fusarinines, retrouvés chez divers 

champignons  du genre Aspergillus ou Histoplasma [5, 69, 168, 172]. 

L’étude de la production en sidérophore a été étendue à plusieurs souches de S. 

apiospermum. Nous avons observé que la capacité de production de ces molécules dépend de 

l’origine des souches. Les isolats cliniques d’origine pulmonaires semblent avoir une 

production en N -méthyl coprogène B plus importante que celle des souches d’origine 

environnementale. Cette distinction entre les isolats cliniques et les souches 

environnementales a également été observée par de Hoog et coll., en s’appuyant sur d’autres 

critères écologiques et physiologiques [225]. 

Afin d’approfondir cette étude, une méthode d’extraction des sidérophores plus rapide 

et plus efficace a été mise au point. Cette méthode piège les sidérophores à l’aide d’une résine 

Amberlite XAD-4 [197]. Elle s’avère à la fois facile à mettre en jeu et d’un meilleur 

rendement comparé à la méthode d’extraction liquide/liquide. 

L’extraction sur résine Amberlite XAD-4 suivie de l’analyse par RP-CLHP-UV/MSn a 

été appliquée à d’autres champignons impliqués dans la mucoviscidose. Ce protocol a permis 

la détection de ferrichrysine chez A. flavus, d’acide dimérumique, de ferrichrysine et de 

coprogène chez A. terreus, de N,N’,N’’-triacétylfusarinine C chez A. fumigatus et de  

N -méthyl coprogène B chez S. aurantiacum (Figure 125). Ces résultats appuyé des données 

de la littérature, montrent que le N -méthyl coprogène B est un marqueur spécifique de la 

présence pulmonaire du complexe d’espèces S. apiospermum dans le cas de patients 

mucoviscidosiques.  
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Figure 124 : Synthèse de la fusarinine protégée 60 
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Figure 125 : Sidérophores détectés dans le genre Aspergillus : A) ferrichrysine, B) 

N,N’,N’’-triacétylfusarinine C, C) coprogène 

 

Fort de ces résultats, la recherche de sidérophores a été appliquée aux expectorations de 

malades atteints de mucoviscidose [216] et présentant une colonisation respiratoire. L’analyse 

a montré que le N -méthyl coprogène B est détecté dans trois des cinq expectorations 

positives à S. apiospermum. Ce résultat montre l’interêt du N -méthyl coprogène B comme 

marqueur spécifique des infections fongiques pulmonaires à S. apiospermum chez les malades 

atteints de la mucoviscidose. Cette méthode est non invasive et permet un diagnostic plus 

précoce qu’une analyse sérologique ou qu’un examen mycologique des expectorations. 

Cependant, afin d’augmenter la sensibilité de la détection des sidérophores une mise au point 

de notre technique doit être opérée. 

 

A la vue de ces résultats des questions demeurent sur l’implication des sidérophores 

dans la colonisation fongique pulmonaire et leurs interactions avec l’hôte [8, 220, 224, 335]. 

Certaines de ces questions pourraient être résolues par l’utilisation de molécules de synthèse. 

En particulier, il serait possible de clarifier l’interaction entre ces sidérophores et les protéines 

de stockage et de transport du fer de l’hôte, ou avec certaines protéines, telles que la 

lipocaline,  connues pour pieger certaines structures de type hydroxamates [335, 336]. De 

plus, l’utilisation de sidérophores conjugués à des traceurs (fluorophores par exemple [337]) 
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permettraient de mieux appréhender les mécanismes d’acquisition du fer chez ce pathogène. 

Ces molécules pourraient également être utilisées pour étudier ces mécanismes d’acquisition 

chez d’autres pathogènes. 

L’outil d’analyse rapide des sidérophores que constitue l’utilisation de résine Amberlite 

XAD-4 suivie d’une analyse RP-CLHP-UV/MSn, pourrait être mis à profit pour l’étude de 

l’interaction hôte pathogène, afin de relier précisément la capacité des souches à produire des 

sidérophores à leur pouvoir pathogène dans des modèles animaux [54]. 

Plusieurs travaux montrent la disparition du pouvoir pathogène des microorganismes en 

l’absence de production de sidérophores [9, 85-87]. Notre méthode de détection des 

sidérophores pourrait être utilisée comme test quantitatif simple et rapide dans la recherche de 

molécules capables d’inhiber la production de sidérophores par les champignons. Ces 

molécules pourraient ensuite être utilisées dans le traitement de patients atteints d’infections 

dues à S. apiospermum [335, 338]. 

D’autres stratégies thérapeutiques pourraient bénéficier des connaissances des 

mécanismes d’acquisition du fer chez S. apiospermum. Ainsi, l’utilisation de conjugués 

sidérophores-antifongiques pourrait mettre à profit la stratégie dite du « Cheval de 

Troie » [92] qui permet au médicament de pénétrer dans le champignon et ainsi de 

potentialiser le traitement de l’infection. Pour ce faire, la synthèse du vecteur type 

« sidérophore », de structure identique ou proche de ceux de S. apiospermum, s’avère 

nécessaire. Sur ces sidérophores ou analogues seront conjugués des molécules antifongiques, 

qui seraient alors testés sur des modèles murins de scédosporioses respiratoires 

expérimentales. Ceci permettrait l’utilisation de nouveaux principes actifs complétant 

l’arsenal thérapeutique en direction de S. apiospermum. 
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Annexe 4 Table des valeurs critiques du test de Student 

Degré de liberté 
Risque d'erreur 

0,50 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01 0,005 0,002 0,001 0,0001 

1 1,000 3,078 6,314 12,706 31,281 63,657 127,32 318,31 636,62 6366,2 

2 0,816 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925 14,089 22,327 34,599 99,992 

3 0,765 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841 7,453 10,215 12,924 28,000 

4 0,741 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 5,598 7,173 8,610 15,544 

5 0,727 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 4,773 5,893 6,869 11,178 

6 0,718 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 4,317 5,208 5,959 9,082 

7 0,711 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 4,029 4,785 5,408 7,885 

8 0,706 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 3,833 4,501 5,041 7,120 

9 0,703 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 3,690 4,297 4,781 6,594 

10 0,700 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 3,581 4,144 4,587 6,211 

11 0,697 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 3,497 4,025 4,437 5,921 

12 0,695 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 3,428 3,930 4,318 5,694 

13 0,694 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 3,372 3,852 4,221 5,513 

14 0,692 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977 3,326 3,787 4,140 5,363 

15 0,691 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 3,286 3,733 4,073 5,239 

16 0,690 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921 3,252 3,686 4,015 5,134 

17 0,689 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,222 3,646 3,965 5,044 

18 0,688 1,330 1,734 2,101 2,552 2,878 3,197 3,610 3,922 4,966 

19 0,688 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,174 3,579 3,883 4,897 

20 0,687 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,153 3,552 3,850 4,837 

21 0,686 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,135 3,527 3,819 4,784 

22 0,686 1,321 1,717 2,074 2,508 2,819 3,119 3,505 3,792 4,736 

23 0,685 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,104 3,485 3,768 4,693 

24 0,685 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,091 3,467 3,745 4,654 

25 0,684 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,078 3,450 3,725 4,619 

30 0,683 1,310 1,697 2,042 2,457 2,750 3,030 3,385 3,646 4,482 

35 0,682 1,306 1,690 2,030 2,438 2,724 2,996 3,340 3,591 4,389 

40 0,681 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 2,971 3,307 3,551 4,321 

45 0,680 1,301 1,679 2,014 2,412 2,690 2,952 3,281 3,520 4,269 

50 0,679 1,299 1,676 2,009 2,403 2,678 2,937 3,261 3,496 4,228 

60 0,679 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 2,915 3,232 3,460 4,169 

70 0,678 1,294 1,667 1,994 2,381 2,648 2,899 3,211 3,435 4,127 

80 0,678 1,292 1,664 1,990 2,374 2,639 2,887 3,195 3,416 4,096 

90 0,677 1,291 1,662 1,987 2,368 2,632 2,878 3,183 3,402 4,072 

100 0,677 1,290 1,660 1,984 2,364 2,626 2,871 3,174 3,390 4,053 

150 0,676 1,287 1,655 1,976 2,351 2,609 2,849 3,145 3,357 3,998 

200 0,676 1,286 1,653 1,972 2,345 2,601 2,839 3,131 3,340 3,970 

300 0,675 1,284 1,650 1,968 2,339 2,592 2,828 3,118 3,323 3,944 

500 0,675 1,283 1,648 1,965 2,334 2,586 2,820 3,107 3,310 3,922 

1000 0,675 1,282 1,646 1,962 2,330 2,581 2,813 3,098 3,300 3,906 

infini 0,674 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576 2,807 3,090 3,291 3,891 
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