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Selon les prévisions de l’Organisation des Nations Unies (ONU), la population mondiale 

devrait atteindre 9,7 Milliards de personnes d’ici 2050 et 11 Milliards d’ici 2100. Cette 

croissance démographique est liée à l’amélioration des niveaux de vie et aux progrès de la 

médecine réduisant ainsi la mortalité infantile et augmentant l’espérance de vie globale (ONU 

2019). Afin de permettre à tous d’accéder à une alimentation adéquate à l’horizon 2030 (défi 

« Faim Zéro »), l’ONU a mis en place des objectifs de développement durable. Ils visent 

notamment à assurer la sécurité alimentaire et promouvoir des systèmes de production 

alimentaire durables en doublant la productivité tout en assurant la viabilité de ces derniers 

(FAO 2015). L’aquaculture est le secteur de la production alimentaire qui se développe le plus 

vite (Pandiyan et al. 2013). Selon l’Organisation des Nations unies pour l’alimentation et 

l’agriculture (FAO), elle deviendra la source principale d’approvisionnement en poisson d’ici 

2030.  

Cependant, l’aquaculture connait les mêmes difficultés que les élevages d’animaux 

terrestres. Depuis la fin du XIXe siècle, lors de la révolution agricole et industrielle, les 

exploitations se sont développées afin de répondre à la demande mondiale croissante avec 

des élevages intensifs d’animaux. Ce type de production intensive favorise la dissémination 

des infections bactériennes. Cela a entrainé l’utilisation massive d’antibiotiques de manière 

préventive et métaphylactique, c’est-à-dire le traitement d’un groupe d’individus lorsque 

seulement l’un d’entre eux est infecté (Serrano et Nations 2005 ; Cabello 2006 ; 

Shamsuzzaman 2012 ; Gao et al. 2012 ; Rico et al. 2013 ; Song et al. 2016). Les antibiotiques 

ont été utilisés non seulement pour inhiber la croissance de bactéries pathogènes (Sapkota et 

al. 2008) mais également pour favoriser la croissance des animaux (Li et al. 2020).  

Ce recours aux antibiotiques est très controversé parce qu’il a largement participé à 

l’apparition d’antibiorésistances. En effet, la présence quasi permanente d’antibiotiques tels 

que l’oxytetracycline ou le florfenicol au sein des élevages aquacoles crée une pression de 

sélection sur les bactéries présentes (Lulijwa et al. 2020). Que ces bactéries soient pathogènes 

ou non, cette pression permet aux souches résistantes à l’antibiotique de survivre et de se 

développer.  

Pour limiter les répercussions de l’antibiorésistance, des efforts de prévention et des 

interdictions d’utilisation sont imposés par la législation européenne depuis 2006 tels que le 
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règlement européen interdisant l’utilisation d’antibiotiques additifs, pour des effets facteurs 

de croissance, dans l’alimentation des animaux de production (CIDRAP 2021). 

Malheureusement, tous les pays ne portent pas le même niveau d’attention à ce problème 

environnemental et de santé publique. Beaucoup utilisent toujours les antibiotiques de 

manière abusive tels que les Etats Unis où 80% des antibiotiques sont destinés aux animaux  

(OMS 2017). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l’organisation mondiale de la santé 

animale (OIE) et l’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation (FAO) ont présenté une 

approche multisectorielle, « Un monde, une santé », afin de réunir les professionnels de 

compétences multiples dans la lutte contre les zoonoses et les résistances aux antibiotiques. 

Afin de diminuer le risque d’apparition de nouvelles souches résistantes, 

multirésistantes, voire pan-résistantes qui sont de plus en plus difficiles à éradiquer, il est 

urgent de proposer des alternatives à l’utilisation d’antibiotiques (ONU 2021).  

Parmi les alternatives possibles, la vaccination est un moyen de prévention permettant de 

diminuer l’utilisation d’antibiotiques. Elle permet de réduire le risque infectieux, comme dans 

le cas de la pneumonie ou de la méningite causées par Streptococcus pneumoniae chez 

l’Homme (Weiser et al. 2018 ; Feldman et Anderson 2020) ou encore de la septicémie 

hémorragique en pisciculture causée par la bactérie Aeromonas salmonicida (Vanden Bergh 

et Frey 2014 ; Vasquez et al. 2020). Toutefois, dans le cas de l’aquaculture, plusieurs freins à 

l’essor de la vaccination sont identifiés, notamment son coût financier dans un contexte de 

marché considéré comme limité et aux réglementations strictes (Conseil consultatif de 

l’aquaculture, 2018).  

Il est également possible de sélectionner génétiquement des animaux afin d’exploiter 

les lignées plus résistantes aux défis environnementaux tels que le risque infectieux. Ce 

moyen, appelé « amélioration génétique », permet de développer des espèces résistantes aux 

maladies et ainsi limiter l’utilisation d’antibiotiques (FAO 2019). Cependant, l’homogénéité 

génétique d’un élevage fait courir un risque de mortalité importante en cas d’apparition d’une 

bactérie pathogène. 

Une autre des alternatives est l’utilisation de probiotiques, aussi bien en agriculture 

qu’en aquaculture, afin de protéger et favoriser la croissance des élevages tout en limitant 

l’utilisation d’antibiotiques. Les probiotiques sont définis comme des compléments 

alimentaires composés d’organismes vivants ayant une action bénéfique pour l’hôte en 
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améliorant l’équilibre du microbiote intestinal (Fuller 1989 ; Verschuere et al. 2000). 

L’aquaculture piscicole et conchylicole peut être développée par l’utilisation de probiotiques 

dans une alimentation améliorée. Ils facilitent la digestion par action enzymatique, inhibent 

les pathogènes, améliorent la réponse immunitaire et peuvent également jouer le rôle 

d’agent(s) antimutagène(s) et anticarcinogène(s) (Pandiyan et al. 2013). 

La recherche de nouveaux microorganismes probiotiques adaptés pour l’aquaculture, telles 

que les bactéries ouvre donc des voies de développement importantes. L’environnement est 

une source naturelle de souches et de composés d’intérêt, notamment le milieu marin qui 

reste un réservoir sous-exploré (Moran 2015). En effet, l’eau de mer est contient environ 1.104 

UFC/mL (Zweifel et Hagstrom 1995). Des organismes filtreurs, tels que les bivalves, ont une 

capacité de filtration d’environ 10L/h ce qui en fait des agents biologiques naturels pouvant 

alors sélectionner des bactéries d’intérêt. 

Dans ce contexte, le Laboratoire de Biotechnologie et Chimie Marines (LBCM) des 

Universités de Bretagne Occidentale (UBO) et de Bretagne Sud (UBS), s’attache à la sélection 

et la caractérisation de bactéries d’intérêt isolées d’organismes marins tels que les bivalves ou 

les échinodermes. En 2007 et 2013, l’équipe du LBCM a réalisé un criblage de bactéries actives 

isolées à partir d’hémolymphe d’huîtres creuses Crassostrea gigas et d’huîtres plates Ostrea 

edulis (Defer et al. 2013 ; Desriac et al. 2014). Cinq souches bactériennes du genre 

Pseudoalteromonas ont été sélectionnées pour leurs activités anti-bactériennes puissantes 

contre les bactéries pathogènes notamment du genre Vibrio. Les nouveaux composés 

bioactifs responsables de l’activité ont été purifiés, caractérisés et nommés altérines (Desriac 

et al. 2020). L’utilisation de la souche Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 et des altérines 

est protégée par le brevet US9956262B2 (Desriac et al. 2018). 
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Figure 1. Structure chimique des altérines (Desriac et al. 2020).  

Arg, arginine ; β-HO dab, acide β-hydroxydiaminobutyrique ; Dab, acide diaminobutyrique ; Dhb, 

déhydrobutyrine ; Leu, leucine. 

 

Les altérines sont une famille de cyclolipopeptides amphiphiles (Figure 1). Ils sont 

composés d’un cycle heptapeptidique dont la séquence est Dab(βHO)-Dhb-Dab-Leu-Arg-

Dab(βHO)-Dab(βHO). Cette partie peptidique est hydrophile et cationique grâce aux charges 

positives des résidus d’acide diaminobutyrique (Dab), arginine (Arg) ou d’acide β-

hydroxydiaminobutyrique (Dab(βHO)). La partie lipophile est constituée par la chaîne 

hydrocarbonée portée par le premier résidu d’acide aminé du cycle, Dab(βHO).  

La composition en résidus d’acides aminés et la structure cyclique associées à la présence 

d’une chaîne hydrocarbonée semblent désigner une voie de biosynthèse non ribosomale. Le 

travail de thèse présenté dans ce manuscrit fait suite aux travaux menés par Florie Desriac et 

Clément Offret. Il a pour objectif l’étude de la diversité chimique des altérines antibiotiques 

ainsi que l’identification de la voie de biosynthèse de ces peptides produits par des souches 

du genre Pseudoalteromonas.  
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Cette thèse a fait appel à plusieurs disciplines telles que la microbiologie, la génomique et la 

transcriptomique ainsi que des méthodes d’ingénierie génétique, de biochimie et de chimie 

analytique.  

Ce manuscrit expose différents axes de ces recherches : 

 L’étude bibliographique permettant de situer le contexte de l’étude sur les souches 

bactériennes actives, les altérines et leur voie de biosynthèse.  

 La diversité chimique des altérines antibiotiques produites par les souches de 

Pseudoalteromonas.  

 La caractérisation des souches de Pseudoalteromonas productrices d’altérines et 

l’analyse de leurs génomes.  

 La description de la voie de biosynthèse des altérines chez les souches de 

Pseudoalteromonas.  

 Les voies de biosynthèse de métabolites secondaires chez le genre 

Pseudoalteromonas.  

 Une discussion générale et une conclusion. 
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Les peptides antimicrobiens (PAM) constituent un arsenal chimique de défense de 

l’hôte. Ubiquitaires dans la nature, ils ont en effet été décrits tout au long de l’évolution. Ils 

sont produits de manière constitutive ou en réponse à la présence d’un pathogène par un 

stimulus infectieux ou inflammatoire impliquant une réponse de l’immunité innée (Hancock 

2001 ; Cunliffe et Mahida 2004 ; Bowdish et al. 2005 ; Brown et Hancock 2006). Les PAM 

permettent aux organismes de lutter contre des agents pathogènes tels que les virus 

(Skalickova et al. 2015), les champignons ou les bactéries mais ont également des activités 

antibiofilm (de la Fuente-Núñez et al. 2016), anticancer (Hoskin et Ramamoorthy 2008) ou des 

activités immunomodulatrices (Hilchie et al. 2013 ; Mansour et al. 2014). Ils peuvent être actifs 

contre des pathogènes résistants aux antibiotiques conventionnels ce qui en fait une piste 

d’alternative aux antibiotiques communément utilisés.  

 

Les PAM sont regroupés en 4 grands groupes structuraux : hélices α, brins β, boucles 

et structures plus complexes  (Hancock 1997c ; Wang 2017). L’organisation en hélices α est la 

forme la plus commune des PAM naturels représentant 58% des PAM de structure connue au 

sein de la base de données Antimicrobial Peptide Database (APD3) (Wang et al. 2016), 

regroupant notamment les cecropines et les magainines (Haney et al. 2017 ; Sun et al. 2018 ; 

Boparai et Sharma 2019). En 2017, Wang proposa une nouvelle classification des peptides 

basée sur leur structure (Tableau 1) :  

Tableau 1. Classes de peptides antimicrobiens (Wang 2017). 

Classes Nombre 

de PAM 

Taille moyenne 

en acides aminés 

Charge nette Exemples 

L (Linéaire) 1513 22 +2,25 Magainines 

S (Connexions sur chaînes 

latérales) 

985 38 +3,99 Lantibiotiques 

(ex. nisine) 

P (Connexions chaîne 

principale et latérale) 

23 15 +0,09 Daptomycine, 

colistine 

O (Circulaire) 197 30 +1,02 Cyclotides 

 

Les PAM sont recensés dans les différentes bases de données généralistes telles que 

Antimicrobial Peptide Database (APD) (Wang et Wang 2004 ; Wang et al. 2016), Database of 
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Antimicrobial Activity and Structure of Peptides (DBAASP) (Gogoladze et al. 2014 ; Pirtskhalava 

et al. 2021), Data repository of antimicrobial peptides (DRAMP) (Fan et al. 2016 ; Kang et al. 

2019), Yet Another Database of Antimicrobial Peptides (YADAMP) (Piotto et al. 2012), 

Collection of Anti-Microbial Peptides (CAMP) (Thomas et al. 2010 ; Waghu et al. 2014) ou 

Linking Antimicrobial Peptides (LAMP) (Zhao et al. 2013). Certaines bases de données sont 

plus spécialisées et classent les peptides selon certaines caractéristiques telles que l’origine 

(PlantPepDB (Das et al. 2020)), l’activité (Biofilm-active antimicrobial peptides (BaAMPs) (Di 

Luca et al. 2015)) ou la structure (Defensins knowledgebase (Seebah et al. 2007) ou encore  

leur mode de biosynthèse (NORINE (Flissi et al. 2020)). En effet, les PAM peuvent également 

être scindés en 2 catégories en fonction de leur voie de biosynthèse : ribosomale ou non 

ribosomale. La majorité des peptides antimicrobiens naturels sont produits par voie 

ribosomale sous forme de pro-peptides immatures aboutissant à une forme active de peptide 

mature. 

 

Les microorganismes sont, à l’heure actuelle, la plus grande source de PAM naturels 

(Martin et al. 1995 ; Hancock 1997c ; Wang et Wang 2004) (Tableau 2). Le premier PAM 

caractérisé, la nisine, a été isolé d’une bactérie lactoccoque lactique (Mattick et Hirsch 1947).  

Tableau 2. Liste de quelques peptides antimicrobiens isolés de microorganismes.  

+ = Gram positif, - = Gram négatif. (Boparai et Sharma 2019) 

Peptides Sources Nb AA Bactéries 

sensibles 

Références 

Alamethicine Trichoderma viride 20 Gram +  (Su et al. 2018) 

Altérine Pseudoalteromonas 

rhizosphaerae hCg-6 

7  Gram -  (Desriac et al. 2020) 

Carnobacteriocine 

B2 

Carnobacterium 

piscicola 

48  Gram +/-  (Hammi et al. 2016) 

Carnobacteriocine 

BM1 

Carnobacterium 

piscicola LV17B 

43 Gram +/-  (Tulini et al. 2014) 

Circularine A Clostridium beijerinckii 

ATCC 25752 

69 Gram +/-  (Perez et al. 2016) 

Daptomycine Streptomyces 

roseosporus 

13 Gram +  (Heidary et al. 2018) 

Divercine V41 Carnobacterium 

divergens V41 

43 Gram +  (Brillet-Viel et al. 

2016) 
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Enterocine Enterococcus 70 Gram +/-  (Ben Braïek et al. 

2018) 

Enterocine P Enterococcus faecium 

P13 

44 Gram +  (Le et al. 2014) 

Ericine S Bacillus subtilis 32 Gram +  (Sharma et al. 2018) 

Gassericine A LactoBacillus gasseri 

LA39 

58 Gram +/-  (Maldonado-

Barragán et al. 2016) 

Gramicidine A Bacillus brevis 15 Gram +/-  (Muhammad et al. 

2016) 

Hominicine Staphylococcus hominis 

MBBL 2-9 

21 Gram +/-  (Ebrahimipour et al. 

2014) 

Leucocine A Leuconostoc 

pseudomesenteroides 

37 Gram +/-  (Chen et al. 2018) 

Lichenine Bacillus licheniformis 12 Gram +/-  (Gupta et al. 2018) 

Listeriocine 743A Listeria innocua 743 43 Gram +  (Wan et al. 2013) 

Mesentericine 

Y105 

Leuconostoc 

mesenteroides 

37 Gram +  (Arakawa et al. 

2016) 

Microcine J25 Escherichia coli AY25 21 Gram -  (Zhao et al. 2016) 

Nisine Lactococcus lactis 34 Gram +  (Mills et al. 2017) 

Pediocine PA-1 Pediococcus acidilactici 

PAC-1.0 

44 Gram +  (Araújo et al. 2016) 

Planosporicine Planomonospora alba 24 Gram +/-  (Raja et Gajalakshmi 

2017) 

Plantaricine A LactoBacillus plantarum 26 Gram +/-  (Jiang et al. 2018) 

Plantaricine ASM1 LactoBacillus plantarum 

A-1 

43 Gram +  (Wang et al. 2018) 

Plantaricine C19 LactoBacillus plantarum 

C19 

37 Gram +  (Wang et al. 2018) 

Polymyxine B Paenibacillus 10 Gram -  (Li et Velkov 2019) 

Pyrularia thionin Pyrularia pubera 47 Gram +/-  (Guzmán-Rodríguez 

et al. 2015) 

Streptine 1 Bacillus subtilis A1/3 23 Gram +  (Bosma et al. 2011) 

Subtiline Bacillus subtilis 32 Gram +  (Singh et al. 2017) 

Subtilosine A Bacillus subtilis 35 Gram +/-  (Venturina et al. 

2016) 

 

Les peptides non ribosomaux sont moins nombreux que les autres types de PAM. Néanmoins, 

ils constituent les exemples les plus probants en terme d’applications thérapeutiques. En 
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effet, la colistine (Colimycine®) ou la daptomycine (Cubicine®) sont utilisées en médecine 

humaine pour lutter contre les infections par des bactéries à Gram positif et Gram négatif 

respectivement. 

Ces deux antibiotiques peptidiques sont des lipopeptides constitués d’une partie peptidique 

associée à une chaîne hydrocarbonée. Ce type de lipopeptides est classiquement synthétisé 

par des bactéries du genre Bacillus et Pseudomonas mais peut également être produit par 

d’autres bactéries, des champignons ou des levures.  

Cette revue de la littérature est consacrée aux lipopeptides bactériens non ribosomaux ; les 

cyclolipopeptides de la famille des polymyxines seront particulièrement détaillés du fait de 

leurs homologies structurales et fonctionnelles avec les altérines étudiées au cours de cette 

thèse. 

1. Structures des lipopeptides 

De manière générale, les lipopeptides sont composés de 4 à 25 résidus d’acides aminés. 

Selon la base de données NORINE qui regroupe les peptides non ribosomiques, 314 

lipopeptides bactériens sont à ce jour, en Octobre 2021, recensés et regroupés en 37 familles. 

Parmi celles-ci, 5 familles regroupent 85 lipopeptides cycliques bactériens alors que les autres 

familles peuvent être de structure doublement cyclique, partiellement cyclique, ramifiée ou 

encore linéaire (Tableau 3 et Figure 2).  
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Tableau 3. Exemples de familles de lipopeptides linéaires non ribosomaux, NORINE database, 

https://bioinfo.lifl.fr/norine/. 

Familles de peptides Genre Masse (Da) Nb AA Isoformes Référence 

Amphibactines  Vibrio 858 4 8  (Martinez et al. 2003) 

Apramides Lyngbya 978 7 7  (Luesch et al. 2000) 

Aquachelines Halomonas 1065 7 4  (Martinez et al. 2003) 

Carmabines Lyngbya 703 4 2  (Hooper et al. 1998) 

Corrugatine Pseudomonas 1033 8 1  (Risse et al. 1998) 

Syringafactines Pseudomonas 1082 8 10  (Berti et al. 2007) 

Tolaasin Pseudomonas 2004 18 1  (Bassarello et al. 2004) 

 

 

Figure 2. Exemple de structure de lipopeptide linéaire, Pubchem. 

Amphibactine S. Orn, ornithine; Ser, serine. 

 

Les cyclolipopeptides (CLP) sont des oligopeptides cycliques portant une chaîne 

hydrocarbonée. Les CLP ont des structures variées avec des chaînes hydrocarbonées de 6 à 18 

carbones, saturées ou non, hydroxylées ou non, méthylées ou non. La partie peptidique est 

variable, allant de 2 à 25 résidus d’acides aminés, de configuration L ou D. Par ailleurs, des 

résidus d’acides aminés non protéinogéniques sont fréquemment retrouvés dans les CLP. Ces 
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structures originales leur permettent d’éviter une dégradation par les protéases de 

l’environnement (Moffatt et al. 2019).  

La base NORINE recense 113 CLP qui peuvent être regroupés en 8 familles (Tableau 4). 

Tableau 4. Liste des familles de lipopeptides cycliques non ribosomaux, NORINE. 

Famille de peptides Genre Masse (Da) Nb AA Référence 

Beauverolides Beauveria 529 3  (Kuzma et al. 2001) 

Iturines Bacillus 1029 7  (Besson et al. 1990) 

Jessenipeptine Pseudomonas 1905 19  (Arp et al. 2018) 

Kulomo opunalide Philinopsis 716 5  (Nakao et al. 1998) 

Plusbacines Pseudomonas 1130 8  (Shoji et al. 1992) 

Serrawettines Serratia 514 2  (Sunaga et al. 2004) 

Surfactines Bacillus 1008 7  (Arima et al. 1968) 

Tripropeptines Lysobacter 1126 8  (Hashizume et al. 2004) 

 

Les altérines sont des CLP de masse moléculaire entre 926 et 982 Da. Leur structure a été 

déterminée par des analyses RMN à spectre 2D homonucléaire et hétéronucléaire. Elles sont 

composées d’un cycle de 7 résidus d’acides aminés de séquence : Dab(βHO)-Dhb-Dab-Leu-

Arg-Dab(βHO)-Dab(βHO) portant une chaîne hydrocarbonée allant de 8 à 12 carbones avec ou 

sans insaturation ou hydroxylation (Figure 1) (Desriac et al. 2020).  

Cette structure est très proche des ogipeptines produites par la souche Pseudoalteromonas 

sp. SANK 71903 (Hirota-Takahata et al. 2017 ; Kozuma et al. 2017). Cette famille de CLP 

regroupe 4 ogipeptines allant de 955 à 1009 Da dont les structures diffèrent par la longueur 

(10 à 14 carbones) et la présence d’insaturation ou non sur la chaîne hydrocarbonée (Figure 

3). Les altérines ont la même séquence peptidique que les ogipeptines mais diffèrent par la 

stéréoisomérie du résidu Dhb d’insaturation Z chez les ogipeptines et E chez les altérines 

(Desriac et al. 2020). 
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Figure 3. Structure des ogipeptines (Hirota-Takahata et al. 2017).  

Arg, arginine ; β-HO dab, acide β-hydroxydiaminobutyrique ; Dab, acide diaminobutyrique ; Dhb, 

déhydrobutyrine ; Leu, leucine. 

 

D’autres cyclolipopeptides sont dit partiellement cycliques lorsqu’une partie des résidus 

d’acides aminés sont externes au macrocycle peptidique tels que chez les polymyxines et la 

daptomycine. 

La famille des polymyxines comprend 7 groupes, notés A, B, C, D, E, M et P  (Stansly et 

Brownlee 1949 ; Martin et al. 2003 ; Niu et al. 2013). Les polymyxines A, C et D ne sont pas 

utilisées en médecine humaine à cause de leur néphrotoxicité et leur neurotoxicité (Loho et 

Dharmayanti 2015). La colistine, du groupe des polymyxines E, est un peptide utilisé pour le 

traitement des infections par des bactéries à Gram négatif. Elle a été découverte à la fin des 
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années 40 et elle est produite par Paenibacillus polymyxa var. colistinus (Ainsworth et al. 1947 

; Henriksen et al. 2007 ; Naghmouchi et al. 2011 ; Park et al. 2012).  

Les polymyxines B et E (Colistine) ne sont utilisées qu’en dernier recours pour traiter les 

infections par des bactéries à Gram négatif multirésistantes telles que Pseudomonas 

aeruginosa ou Acinetobacter baumannii  (Falagas et Kasiakou 2005). Les polymyxines sont des 

lipopeptides cycliques d’environ 1,2 kDa, synthétisés par voie non ribosomale chez plusieurs 

bactéries du genre Paenibacillus. Elles sont constituées d’un cycle de 7 résidus d’acides aminés 

Dab-Dab-Leu-Leu-Dab-Dab-Thr ainsi que d’un tripeptide de connexion Dab-Thr-Dab et d’une 

chaîne hydrocarbonée au niveau N terminal du tripeptide (Figure 4) (Katz et Demain 1977).  

 

 

Figure 4. Structure peptidique de (A) la polymyxine B et de (B) la polymyxine E ou colistine, PubChem.  

Dab, acide diaminobutyrique ; Thr, threonine ; Phe, phenylalanine ; Leu, leucine. 

 

Le peptide est composé d’acides aminés D- et L-. Les résidus d’acides aminés du cycle peuvent 

varier d’une polymyxine à une autre, notamment le résidu en position 6 qui peut être une D-

Phenylalanine (Polymyxine B) ou une D-Leucine (Colistine) (Figure 4). Cinq des résidus ont une 

fonction amine libre donnant le caractère cationique à la molécule. Cette partie peptidique 
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est hydrophile et la chaîne hydrocarbonée est hydrophobe, ce qui confère le caractère 

amphiphile nécessaire à l’activité biologique du peptide. 

Par comparaison, la daptomycine est un CLP proche des polymyxines, de 1,6 kDa composé de 

13 résidus d’acides aminés dont 10 forment le cycle peptidique selon l’enchainement Thr-Kyn-

Glu-Ser-Gly-Asp-Ala-Asp-Orn-Gly (Figure 5). Trois autres acides aminés sont liés au cycle sur le 

premier résidu du cycle (Thr) : Asp-Asn-Trp. Enfin, une chaîne hydrocarbonée C10:0 est reliée 

à la partie peptidique par le tripeptide de connexion. Cette structure et la composition en 

acides aminés confèrent à la daptomycine une charge globale négative participant à l’activité 

biologique de la molécule contre les bactéries à Gram positif (Tedesco et Rybak 2004). 

Elle est naturellement produite par Streptomyces roseosporus. Elle est utilisée dans le 

traitement d’infections cutanées, d’endocardites et autres infections causées par des 

bactéries à Gram positif dont les pathogènes multirésistants tels que Staphylococcus aureus 

résistants à la méthiciline (MRSA) ou à la vancomycine (VRSA). 

 

 

Figure 5. Structure chimique de la daptomycine, PubChem.  

Trp, tryptophane ; Asn, asparagine ; Asp, acide aspartique ; Gly, glycine ; Orn, ornithine ; Ser, serine ; Me-Glu, 

acide glutamique-4-methylene ; Kyn, acide kynurenique. 
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2. Activités des lipopeptides et mécanismes d’action 

Les lipopeptides produits par genre Bacillus (les surfactines, les iturines et les fengycines) 

comptent parmi les plus étudiés (Zhao et al. 2017). C’est également le cas des lipopeptides du 

genre Pseudomonas qui sont comptés à plus de 100 lipopeptides réunis en 14 familles 

 

2.1. Activités anti-fongiques 

Les activités anti-fongiques et modes d’actions des lipopeptides contre les champignons 

et levures pathogènes sont nombreux et parmis les plus décrites  (Ongena et Jacques 2008 ; 

Geudens et Martins 2018).  

Les iturines dont les bacillomycines (Bacillus vallismortis) et les mycosubtilines (Bacillus 

subtilis), les fengycines mais également les plipastatines (Bacillus subtilis) ou les surfactines 

(Bacillus subtilis) dont les pumilacidines (Bacillus pumilus) présentent des activités anti-

fongiques contre, par exemple, Aspergillus flavus qui produit des aflatoxines hepatotoxiques 

et Colletotichum gleosporioides responsable de l’anthracnose chez les fruits tropicaux 

(Venkateswerlu 1981 ; Robens et Richard 1992 ; Volpon et al. 2000 ; Wang et al. 2008 ; 

Mohammadipour et al. 2009 ; Melo et al. 2009 ; Zhao et al. 2010, 2014 ; Béchet et al. 2012, 

2013 ; Siddiqui et Ali 2014 ; Pathak et Keharia 2014). La micafungine et la caspofungine sont, 

quant à elles, utilisées chez l’Homme pour traiter les infections fongiques telles que celles 

causées par Aspergillus ou Candida. Pseudomonas est également un genre bactérien connu 

pour sa biosynthèse de lipopeptides ayant des activités antifongiques comme les sclerosines 

ou les lokisines  (Berry et al. 2012 ; Gu et al. 2020). 

L’iturine A, produite par Bacillus subtilis, cible en premier lieu les membranes en augmentant 

la perméabilité aux ions par formation de pores (Han et al. 2015). Elle peut créer des agrégats 

avec les surfactines ce qui augmenterait l’activité anti-fongique des iturines (Cazorla et al. 

2007). Les iturines pourraient avoir une action fongicide par des interactions avec des 

composants intracellulaires tels que les cholestérols et les bicouches phospholipidiques 

(Zhang et al. 2013). 

Les lipopeptides sont fongicides grâce à la formation de pores dans les membranes, l’induction 

d’apoptose ou encore la perturbation de mécanismes cellulaires (Cho et al. 2009 ; Qi et al. 

2010 ; Ajesh et al. 2013 ; Tang et al. 2014 ; Mnif et Ghribi 2015 ; González-Jaramillo et al. 2017). 
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2.2. Activités anti-bactériennes 

L’activité anti-bactérienne est l’activité biologique la plus fréquemment décrite pour les 

lipopeptides. Les lipopeptides interagissent avec les LPS des membranes des bactéries à Gram 

négatif en déplaçant des cations divalents (Mg2+ et Ca2+) (Powers et Hancock 2003) ou avec 

les acides lipoteichoïques des peptidoglycanes de membranes de bactéries à Gram positif 

(Canepari et Boaretti 1996). Ces interactions électrostatiques sont suivies d’interactions 

hydrophobes avec les parties lipidiques des membranes. 

Les lipopeptides sont caractérisés par leur structure amphiphile (Jenssen et al. 2006 ; 

Bahar et al. 2015) et portent pour la grande majorité une charge globale positive (charge nette 

entre +2 et +9), leur permettant d’interagir à la fois avec les composants lipidiques et les 

groupements phosphates des membranes bactériennes. La combinaison de leur structure 

cationique et amphiphile leur permet de perturber la membrane cytoplasmique bactérienne, 

entrainant la mort cellulaire par choc osmotique. En effet, les PAM peuvent déstabiliser la 

membrane et/ou créer des pores et/ou traverser la membrane vers le compartiment intra-

cellulaire (Brogden 2005). 

Des lipopeptides anioniques telle que la daptomycine ont été également décrits. La 

daptomycine cible les bactéries à Gram positif par interaction avec le phosphatidylglycerol des 

membranes et crée une dépolarisation membranaire rapide lors de son insertion calcium-

dépendante dans la membrane. Cette dépolarisation entraine une fuite de potassium, de 

magnésium et d’ATP intracellulaires (Figure 6) (Ho et al. 2008 ; Hobbs et al. 2008 ; Muraih et 

al. 2012).  

 

Figure 6. Mode d'action de la daptomycine sur une membrane de bactérie Gram positif (Heidary et al. 2018). 
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Les polymyxines sont actives contre les bactéries à Gram négatif. Etant des polypeptides 

cationiques, elles interagissent avec les LPS chargés négativement par des liaisons 

électrostatiques fortes. Les LPS sont constitués d’un antigène O, un lipide A et de 

polysaccharides chargés négativement. Les LPS sont stabilisés par les cations divalents tels que 

le calcium et le magnésium (Figure 7).  

 

 

Figure 7. Structure d'un LPS bactérien (Galdiero et al. 2012) 

 

Les charges positives, portées par les Dab des polymyxines, entrent en compétition avec les 

cations divalents de la membrane pour interagir avec les groupements phosphates des lipides 

A chargés négativement. Les cations divalents Ca2+ et Mg2+ stabilisent la membrane externe 

par leur action de pont entre les LPS. Par conséquent la polymyxine déplaçant ces derniers, 

elle diminue la stabilité membranaire (Figure 8).  

Les chaînes hydrocarbonées de la polymyxine intéragissent avec les chaînes hydrocarbonées 

des lipides A des LPS par des interactions hydrophobes, ce qui renforce l’attachement du 

peptide à la membrane bactérienne. Cette liaison perturbe la structure de la membrane 

entrainant une perte de stabilité (Clausell et al. 2007). Par la suite, la polymyxine s’insère dans 
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la bicouche lipidique de la membrane interne, entre les têtes hydrophiles et les chaînes 

hydrocarbonées, et perturbe la membrane (Hancock 1997a, 1997b, 2001 ; Hancock et Lehrer 

1998 ; Hancock et Chapple 1999). La perméabilité cellulaire est augmentée ce qui aboutit à 

une fuite du contenu intracellulaire et la mort de la bactérie cible (Falagas et Kasiakou 2005). 

 

Figure 8. Mode d'action des polymyxines sur la membrane externe des bactéries à Gram négatif (Li et Velkov 

2019). 

Les polymyxines peuvent avoir une activité anti-bactérienne par l’inhibition de la respiration 

bactérienne. Elles inhibent l’activité de l’oxydoréductase menaquinone-NADH2 (NDH-2) au 

sein de la membrane interne chez Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter 

baumannii (Li et Velkov 2019). 
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Les altérines sont également des cyclolipopeptides amphiphiles cationiques. Leur activité 

a été identifiée comme dépendant de leur capacité à intéragir et à se lier aux LPS des 

membranes des bactéries à Gram négatif. Une perturbation de la membrane et une 

dépolarisation cellulaire sont observées lorsque les altérines sont mises en contact d’une 

bactérie telle que Vibrio tasmaniensis. Le mode d’action des altérines semble donc très proche 

de celui des polymyxines (Desriac et al. 2020). 

2.3. Activités anti-tumorales 

Certains lipopeptides montrent des activités anti-tumorales en tuant ou limitant 

l’invasion des cellules cancéreuses. En effet, il a été montré que les surfactines limitent la 

progession des lignées cellulaires d’un carcinome humain (Kim et al. 2007 ; Cao et al. 2010 ; 

Park et al. 2013). Les iturines ont montré une inhibition de la prolifération de cellules 

cancéreuses telles que les cellules d’adenocarcinome pulmonaires (MDA-MB-231) et les 

cellules tumorales mammaires (MCF-7) ainsi qu’une induction de l’apoptose par inhibition de 

voies métaboliques et enzymatiques (Dey et al. 2015).  

 

2.4. Activités anti-inflammatoires 

Des activités anti-inflammatoires sont retrouvées chez les surfactines. Ces 

cyclolipopeptides inhibent un ensemble de proteines impliquées dans les mécanismes 

d’inflammation telle que la Phospholipase A2 cytosolique (PLA2). La PLA2 est impliquée dans 

la libération de facteurs d’inflammation de type protaglandine et leukotriène (Kim et al. 1998). 

Les voies de signalisation Toll Like Receptor 4 (TLR4) et Nuclear Factor-Kappa B (NF-κB) 

impliquées dans le processus inflammatoire lors de l’activation des macrophages par les LPS, 

sont également atténuées (Mnif et Ghribi 2015 ; Zhang et al. 2015). 

 

2.5. Activités anti-virales 

Les lipopeptides de Bacillus subtilis tels que les surfactines et les fengycines ont été 

décrits comme ayant un effet inactivateur des virus enveloppés tels la « pseudo-rage » de type 

Herpès qui est responsable de la maladie d’Aujeszky, semblable à la rage. Elles ont également 

un effet sur le parvovirus porcin qui engendre la Parvovirose au sein des élevages ou encore 
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le paramyxovirus de la maladie de Newcastle et le birnavirus de la bursite infectieuse. Ces 

virus touchent les oiseaux en général et les élevages aviaires (Huang et al. 2006). En revanche, 

le processus infectieux et la réplication des virus n’ont été affectés que que dans le cas du 

paramyxovirus et du birnavirus. L’action de ces lipopeptides est supposée cibler les capsules 

virales et la morphogénèse. 

Les lipopeptides ont des activités anti-virales en ciblant généralement l’enveloppe des virus 

ou en limitant l’interaction virus-hôte par intégration du lipopeptide à l’enveloppe virale 

(Robinson et al. 1998 ; Sitaram et Nagaraj 1999 ; Bastian et Schäfer 2001 ; Belaid et al. 2002 ; 

Horne et al. 2005). La surfactine est capable d’inactiver les enveloppes virales de l’Herpès 

virus, du virus Zika, du virus Chikungunya ou encore celle du virus Ebola (Raaijmakers et al. 

2006). La surfactine a également un effet inhibiteur d’infection aux particules de coronavirus 

(CoV) par deux mécanismes déterminés in vivo : la destruction de la membrane virale ainsi 

que l’inhibition de la fusion entre la cellule hôte et la cellule virale (Johnson et al. 2019). 

La longueur de la chaîne hydrocarbonée est déterminante pour l’activité anti-virale des 

surfactines contre les virus à enveloppe tels que le virus de l’immunodéficience humaine ou 

les coronavirus: plus l’hydrophobicité de la chaîne augmente, plus la capacité anti-virale 

augmente (Kracht et al. 1999). En effet, la chaîne hydrocarbonée permet au peptide de 

s’insérer dans la bicouche lipidique des enveloppes virales entrainant leur désintégration et 

empêchant l’adsorption et la pénétration des virus lors du processus infectieux. 

 

3. Applications des lipopeptides 

Du fait de leurs activités biologiques et de leurs structures particulières (faible poids 

moléculaire), les lipopeptides trouvent de nombreuses applications dans différents secteurs 

industriels (Zhao et al. 2017) tels que : 

- Le domaine pharmaceutique 

Un usage des lipopeptides comme vecteurs naturels de composés médicamenteux est une 

alternative aux méthodes d’encapsulation synthétique (Gudiña et al. 2013). 

Les lipopeptides ont des applications dans le domaine du biomédical pour le traitement 

d’infections fongiques et virales mais principalement bactériennes (Rodrigues et al. 2006). Des 

activités anti-bactériennes contre des bactéries multirésistantes ont été décrites pour la 



Etude bibliographique 

43 
 

surfactine active contre Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus 

(Das et al. 2008 ; Meena et al. 2020).  

La daptomycine (Cubicin®), la teicoplanine (Targocid®) ou encore la dalbavancine (Xydalba®) 

et telavancine (Vibativ®) sont utilisées contre les bactéries à Gram positif telles que 

Streptococcus pneumoniae dans le cas de pneumonie ou Staphyloccocus aureus.  

La colistine (Colimycine®) et la polymyxine B (Polydexa®) sont utilisées dans le traitement 

d’infections par des bactéries à Gram négatif comme dans le cas de septicémie, infection 

abdominale ou pulmonaires causées par Pseudomonas aeruginosa ou Acinetobacter 

baumannnii (Ho et al. 2010). Dans le traitement contre des souches « Multi Drugs Resistant », 

les praticiens reviennent à l’utilisation d’antibiotiques tels que la colistine qui avaient peu à 

peu été remisés au profit de molécules moins toxiques (Li et Nation 2006 ; Antoniadou et al. 

2007 ; Boucher et al. 2009 ; Michalopoulos et Karatza 2010). La colistine est alors de nouveau 

utilisée lorsqu’aucun autre antibiotique disponible n’est efficace contre une infection par une 

bactérie à Gram négatif MDR, malgré sa néphrotoxicité avérée (Biswas et al. 2012 ; Martis et 

al. 2014 ; Ordooei Javan et al. 2015).  

- le domaine cosmétique 

Les lipopeptides, d’origine microbienne, sont utilisés dans le domaine cosmétique. La 

surfactine possède des propriétés de surface permettant de diminuer la tension de surface 

conférant ses propriétés émulsifiantes et stabilisatrices ainsi qu’une faible toxicité 

(Kanlayavattanakul et Lourith 2010). 

- le secteur agroalimentaire 

Ils peuvent être utilisés dans le domaine agroalimentaire (Nitschke et Costa 2007). Les 

lipopeptides composés d’un cycle sont plus propices à la valorisation en tant que 

conservateurs alimentaires grâce à leur structure cyclique qui les rend moins sensibles aux 

protéases (Stein 2005 ; Mandal et al. 2013). Leurs propriétés antiadhésives et 

antimicrobiennes sont utilisées comme émulsifiants, agent de texture et de stabilité (Mandal 

et al. 2013).  
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4. Relation structure-activité des polymyxines 

Les différentes études des relations structure-activité (SAR) des polymlyxines ont révelé 

des élements de structure indispensables à l’activité contre les bactéries à Gram négatif 

(Velkov et al. 2010). Ces études de relation structure-activité ont été menées dans l’objectif 

d’améliorer ces antibiotiques aussi bien du point de vue de l’efficacité anti-bactérienne que 

du point de vue de leur toxicité.  

 

4.1. Structure peptidique 

4.1.1. Résidus Dab 

Les Dab présents dans le cycle des polymyxines jouent un rôle important dans les 

premières interactions polymyxine-LPS grâce à leurs charges positives. La suppression de ces 

charges par sulfomethylation entraine la perte de l’activité de la polymyxine (Barnett et al. 

1964). La distribution spatiale de ces charges positives importe également pour les 

interactions électrostatiques avec les lipides A des LPS (Velkov et al. 2010). 

 

4.1.2. Motifs peptidiques hydrophobes 

La polymyxine est un composé amphiphile qui possède des zones hydrophiles et 

hydrophobes. Le caractère hydrophobe est porté par la chaîne hydrocarbonée mais 

également par les résidus D-Phe et L-Leu du cycle peptidique. Ils permettent l’insertion dans 

la membrane externe ainsi que la stabilisation du complexe peptide-LPS par des interactions 

hydrophobes au même titre que la chaîne hydrocarbonée. Malgré une conservation 

importante de ces résidus dans les polymyxines naturelles, ils ne sont pas indispensables à 

l’activité antimicrobienne tant que le caractère hydrophobe est conservé (Velkov et al. 2010). 

 

4.1.3. Tripeptide de connexion 

Le cycle heptapeptidique de la polymyxine est relié à la chaîne hydrocarbonée par un 

tripeptide Dab-Thr-Dab dit de connexion. La perte de ce tripeptide de connexion entraîne la 

perte de l’activité antimicrobienne de la polymyxine. Les deux charges positives portées par 

les résidus Dab joueraient un rôle dans l’interaction avec le LPS. Seule la modification du résidu 
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Dab N-terminal n’entraine pas la perte totale d’activité, bien qu’elle soit réduite d’un facteur 

2 (Kanazawa et al. 2009). 

 

4.2. Autres éléments de structure 

4.2.1. Chaîne hydrocarbonée 

La chaîne hydrocarbonée permet l’insertion du peptide dans la membrane externe et sa 

perturbation. La libération de la chaîne hydrocarbonée est réalisée par protéolyse à l’aide de 

protéases telles que la papaïne ou la ficine. La perte de l’acide gras entraine la perte de 

l’activité antimicrobienne mais les interactions avec la membrane externe sont maintenues. 

De plus, la toxicité chez la souris est réduite. La chaîne hydrocarbonée est donc un élément 

important pour permettre l’activité antimicrobienne de la polymyxine mais elle est également 

à considérer pour envisager de réduire la toxicité de l’antibiotique (Vaara et Vaara 1983 ; 

Velkov et al. 2010).  

 

4.2.2. Structure cyclique 

Le rôle de la structure cyclique des polymyxines a été évalué par la synthèse de polymyxine 

linéaire. Le cycle peptidique est décrit comme participant à la perméabilisation de la 

membrane externe des bactéries à Gram négatif. L’analyse de l’activité anti-Gram négatif de 

polymyxines linéarisées a confirmé le rôle crucial de la structure cyclique des polymyxines. 

Des analogues linéaires de polymyxines ont montré que la perte de la structure cyclique 

entraine la perte totale d’activité antimicrobienne. Ces résultats soulignent le caractère crucial 

de cette configuration cyclique dans l’activité de perméabilisation de la membrane (Vaara 

1991).  

 

4.2.3. Multipeptides 

Le brevet, déposé par Griffin et Judice, décrit l’invention de multipeptides composés de 2 

à 10 peptides liés par des liaisons covalentes (Griffin et Judice 2002). Ces multipeptides sont 

constitués de polymyxines, circuline (Murray et Tetrault 1949) ou octapeptines (Abou Fayad 
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et al. 2018). Ces multimères peptidiques permettent une fixation sur plusieurs lipides A des 

LPS, renforçant les interactions et l’activité antibiotique. 

 

5. Mécanismes de résistance 

5.1. Antibiorésistances 

L’utilisation d’un antibiotique se traduit par l’élimination des bactéries sensibles et par 

voie de conséquence permet le développement de bactéries résistantes. Cette pression de 

sélection, résultant généralement d’un mauvais usage des antibiotiques, a favorisé 

l’apparition et le développement de l’antibiorésistance.  

Les résistances aux antibiotiques peuvent être innées, lorsqu’elles sont dues à des gènes 

faisant partie du core-génome de l’organisme ou elles peuvent être acquises, lorsque les gènes 

conférant la résistance sont introduits dans un organisme sensible. 



Etude bibliographique 

47 
 

 

Figure 9. Résistances innées et acquises chez une bactérie à Gram négatif (Hobson et al. 2021). 

Les résistances résultent de :  

- l’acquisition d’un gène codant une enzyme inhibant l’action de l’antibiotique,  

- l’imperméabilisation de sa membrane par une modification de la composition 

chimique ou de l’épaisseur de cette dernière, comme par exemple, avec la protéine 

OmpF d’E.coli (Figure 9A),  

- l’utilisation de pompes à efflux comme les fluoroquinolones chez S.aureus (Figure 9B),  

- la modification ou dégradation chimique de l’antibiotique lui-même pour en limiter 

l’accumulation par l’activation d’une voie métabolique alternative ou la surexpression 

d’enzymes dédiées, telle que la méthylase pour l’erythromycine chez les 

staphylocoques (Figure 9D).  
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- la modification ou la réduction de l’expression des cibles de l’antibiotique, telle que la 

protéine Penicillin-binding protein 2B des pneumocoques pour l’interaction avec la 

pénicilline (Figure 9C) (Tenover 2006 ; Yelin et Kishony 2018 ; Hobson et al. 2021).  

 

D’un point de vue génomique, les résistances peuvent apparaître grâce à des mutations de 

type SNP (Single Nucleotide Polymorphism) en amont ou au sein du gène, entrainant une 

modification de l’expression ou une altération de la cible de l’antibiotique ou de la protéine 

conférant la résistance (Figure 9E). Il est aussi possible de modifier l’expression d’un gène 

participant à la résistance par l’acquisition d’un promoteur ou en générant plusieurs copies 

du gène d’intérêt (Hiramatsu et al. 2001 ; Ameyama et al. 2002 ; Weigel et al. 2003 ; Toprak 

et al. 2011 ; Palmer et Kishony 2014 ; Chevereau et al. 2015 ; Liu et al. 2016 ; Zampieri et al. 

2017). 

Les transferts de gènes de résistance peuvent être verticaux, c’est-à-dire transmis avec le 

patrimoine génétique à la descendance ou bien horizontaux, par transformation, conjugaison 

ou transduction et l’acquisition d’un plasmide de résistance ou recombinaison génétique. De 

plus, contrairement aux mutations, il est de plus en plus fréquent que les résistances portées 

par les plasmides soient multiples (MDR). Les praticiens peuvent également faire face à des 

impasses thérapeutiques causées par des bactéries PanDrug Resistant (PDR) pour lesquelles 

aucun antibiotique n’est efficace.  

Malgré l’observation de ce phénomène, l’utilisation d’antibiotiques s’est développée, 

parfois de manière abusive, entrainant l’augmentation des résistances et l’apparition de 

nouvelles souches MDR. Les résistances se sont donc propagées dans l’environnement  

(Rhodes et al. 2000 ; Miranda et Zemelman 2002a, 2002b ; Petersen et al. 2002). En effet, les 

souches multiresistantes de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ou Klebsiella 

pneumoniae ont développé des résistances aux cephalosporines, quinolones et 

carbapenèmes (Loho et Dharmayanti 2015).  
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5.2. Résistance aux lipopeptides 

Des résistances acquises aux lipopeptides sont décrites chez les bactéries. 

Des bactéries à Gram positif telles que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et des 

Enterococcus ont acquis des gènes de résistance à la daptomycine. Ces gènes codent des 

cardiolipides synthases qui participent à la diminution de la sensibilité à la daptomycine (Tran 

et al. 2015). 

Des résistances aux surfactines ont été décrites chez Bacillus subtilis impliquant le gène yerP. 

La séquence protéique de YerP est similaire aux protéines de la famille des RND (Resistance-

Nodulation-Division) telle que les systèmes AcrA/B chez Escherichia coli. Ces protéines de type 

RND sont des pompes à efflux impliquées dans les résistances, voire multi-résistances, à un 

grand nombre de composés par l’export des composés antibiotiques (Tsuge et al. 2001 ; Coyne 

et al. 2010). 

 

5.3. Résistance aux polymyxines 

A l’heure actuelle, les résistances aux polymyxines rapportées restent faibles du fait de 

leur utilisation limitée. Cependant, des bactéries à Gram négatif ont pu développer des 

résistances par plusieurs types de mécanismes liés à des modifications post-traductionnelles 

(Figure 10).  

 

Figure 10. Mécanismes de résistance aux polymyxines (Moffatt et al. 2019). 
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Tous ces mécanismes ont pour but de diminuer les interactions Polymyxine-LPS et donc 

l’action bactéricide des polymyxines. 

 

5.3.1. Modifications des LPS 

Le mécanisme principal de résistance est basé sur l’altération de la structure des LPS, cibles 

des polymyxines. Cette altération est déclenchée par plusieurs facteurs de l’environnement 

cellulaire tels que de faibles concentrations en Mg2+ et de fortes concentrations en Fe3+. Le 

LPS est modifié par la substitution des groupements phosphates des lipides A. Lorsque ces 

derniers sont substitués, les LPS perdent leur charge négative ce qui diminue l’interaction avec 

les polymyxines (Salmonella enterica, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa…). Plusieurs 

composés sont capables de substituer le groupement phosphate des LPS : la 

phosphoéthanolamine, le 4-amino-4-deoxy-L-arabinose ou la galactosamine.  

 

5.3.1.1. La Phosphoéthanolamine (pEtN) 

L’addition de pEtN au LPS est catalysé par l’intermédiaire d’une enzyme, la 

phosphoéthanolamine transférase (EptA). Cette enzyme permet la fixation de pEtN à l’acide 

3-deoxy-d-manno-octulosonique (Kdo) du lipide A. Cette réaction libère également du 

diacylglycérol (Figure 11). Ce dernier est recyclé par la diacylglycérol kinase (DgkA) synthétisée 

par le gène dgkA co-régulé avec eptA. 
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Figure 11. Fixation de pEtN au lipide A d'un LPS (Reynolds et al. 2005). 

L’expression du gène eptA dépend du système à deux composants (TCS) PmrA/PmrB. PmrB 

est la protéine « senseur » (ou histidine kinase) qui perçoit des signaux tels que la présence 

de lipopeptides cycliques, un pH acide, la présence d’Al3+ et Zn2+ ou encore une forte 

concentration en Fe3+. Elle permet la phosphorylation du « response regulator », PmrA, qui, a 

son tour, induit la transcription du gène eptA pour finalement aboutir à l’addition de pEtN sur 

le lipide A.  

Le TCS PhoP/PhoQ inhibe la transcription du gène eptB lorsque la concentration en Mg2+ est 

faible ou même en présence de cylolipopeptides et ne permet donc pas la production de 

protéine EptB pour l’addition de pEtN au lipide A. En revanche, l’activation de PhoQ permet la 

phosphorylation de PhoP qui active la transcription du gène pmrD, servant de signal pour la 

phosphorylation de pmrA précédemment présenté (Jeannot et al. 2017) (Figure 12).  
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Figure 12. Mécanisme de résistance aux polymyxines chez la bactérie Klebsiella pneumoniae (Jeannot et al. 

2017) 

 

5.3.1.2. Le 4-amino-4-deoxy-L-Arabinose (L-Ara4N) 

Les systèmes présentés précédemment sont également responsables de la biosynthèse de 

L-Ara4N via l’activation de l’expression de l’opéron arnBCADTEF. Lorsque le L-Ara4N est 

produit, il se fixe sur les lipides A des LPS et augmente les charges positives, ce qui empêche 

les interactions avec les polymyxines et rend la souche résistante à ces dernières (Figure 13).  

La transcription de l’opéron arnBCADTEF est initiée par le TCS PmrA/PmrB en présence de 

Zn2+, Al3+, d’un pH acide ou présence de peptides cycliques. Chez Klebsiella pneumoniae, cet 

opéron peut être activé par les TCS PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ.  

Des mécanismes moléculaires plus complexes ont été décrits chez Pseudomonas aeruginosa 

avec plusieurs TCS impliqués. Le système ColR/ColS, en présence de Zn2+, active la 

transcription d’eptA mais inhibe celle de l’operon arnBCADTEF. Le système PmrA/PmrB est 

activé à la fois par les signaux environnementaux tels que de faibles taux de MgCl2 ou de CaCl2 

(0,02mM (McPhee et al. 2006)) et par le TCS PhoP/PhoQ. La présence de polymyxine induit 

l’expression du TCS ParR/ParS et l’expression de l’opéron arnBCADTEF pour l’addition de L-

Ara4N aux LPS (Jeannot et al. 2017).  
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Figure 13. Structure d'un lipide A lié à un L-Ara4N (bleu) (Breazeale et al. 2003). 

 

5.3.1.3. La galactosamine 

Chez Acinetobacter baumannii, l’addition de pEtN aux LPS a été observée par l’expression 

des gènes pmrCAB suite à l’activation du TCS PmrA/PmrB. Ce dernier est également 

responsable de l’expression du gène naxD qui code une déacétylase convertissant le N-

acetylgalactosamine en galactosamine (Chin et al. 2015). Ce dernier se fixe ensuite sur le lipide 

A rendant les LPS chargés positivement.  

 

5.3.2. Perte des lipopolysaccharides 

La perte des LPS est également un moyen de limiter l’action des polymyxines sur les 

membranes des bactéries à Gram négatif. Cette absence de LPS est due à une mutation des 

gènes lpxA, lpxC et lpxD impliqués dans la biosynthèse des lipides A (Raetz et al. 2009 ; Moffatt 

et al. 2010).  Ces mutations entrainent l’inhibition de la synthèse de lipides A et donc de LPS, 

ce qui diminue les interactions avec la polymyxine et rend la bactérie moins sensible à 

l’antibiotique. En revanche, une perte des LPS entraine une perméabilité membranaire qui 
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rend les bactéries plus sensibles aux antibiotiques autres que les polymyxines (Moffatt et al. 

2010). 

 

5.3.3. Autres systèmes de résistance aux polymyxines 

D’autres mécanismes plus rares sont décrits, comme la biosynthèse d’une capsule 

polysaccharidique en présence de polymyxine B chez Klebsiella pneumoniae, des systèmes de 

pompes à efflux tels que MtrCDE chez Neisseria meningitidis, Vibrio chloerae et Yersinia 

enterocolitica. De plus, bien qu’elles soient naturellement insensibles aux polymyxines du fait 

de l’absence de LPS, les souches de Paenibacillus polymyxa peuvent inactiver les polymyxines 

par une sérine protéase (colistinase) (Moffatt et al. 2019). 

La résistance à la polymyxine peut être médiée par la présence d’un plasmide. Ce type de 

résistance est appelé MCR (Mobilizable Colistin Resistance) qui permet l’expression du 

système de biosynthèse de la protéine MCR-1 de la famille des phosphoéthanolamine 

transférases pour la modification des lipides A par addition de pEtN (Liu et al. 2016). 

La résistance des bactéries à Gram négatif est donc médiée par différents facteurs selon le 

mécanisme employé. La composition en ions du milieu de culture déclenche des voies de 

transcription permettant la résistance, notamment un faible taux de Mg2+, la présence d’Al3+, 

de Zn2+ ou encore une forte concentration en Fe3+. La présence de lipopeptides antimicrobiens 

tels que la polymyxine ou encore de faibles pH permettent l’expression de voies de résistance 

aux peptides cationiques antimicrobiens.  

 

6. Biosynthèse et régulation 

Au sein du monde microbien, les métabolites sont produits selon des voies spécifiques 

faisant intervenir des groupes de gènes appelés Biosynthetic Gene Cluster (BGC).  

Les lipopeptides sont synthétisés par voie non ribosomale faisant intervenir un mécanisme 

enzymatique de biosynthèse qui n’est pas directement lié au ribosome (Huang et al. 2014). 

Une large variété de métabolites est issue de voies de biosynthèse ne dépendant pas des 

ribosomes. Les premières voies décrites furent les voies de biosynthèse de la gramycidine S et 
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de la tyrocidine en 1971. Des antibiotiques tels que la pénicilline, la cyclosporine, les 

polymyxines ou encore la daptomycine sont synthétisés par voie non ribosomale.  

Les enzymes généralement impliquées dans cette biosynthèse sont des Non Ribosomal 

Peptide Synthétases (NRPS) de grande taille (>100kDa) (Lipmann et al. 1971). Les BGC sont 

constitués de gènes codant la ou les NRPS et sont généralement accompagnés de gènes 

accessoires qui participent à la biosynthèse et parfois de gènes régulateurs.  

L’assemblage par voie non ribosomale est un mécanisme coûteux en terme d’énergie pour 

l’organisme producteur. Il semblerait que ce coût soit contre-balancé par les bénéfices 

apportés par les métabolites secondaires produits aussi bien pour la croissance que pour la 

survie de l’hôte. 

 

6.1. Non Ribosomal Peptide Synthetases 

Beaucoup de systèmes non ribosomaux font intervenir des Non Ribosomal Peptide 

Synthetases (NRPS), formant des systèmes multienzymatiques complexes.  

Les protéines NRPS ont une organisation modulaire. Chaque module permet la prise en charge 

d’un résidu d’acide aminé spécifique. Le premier module de la chaîne d’assemblage est appelé 

module d’initiation, le module final est appelé module de terminaison et sont séparés par « n 

» modules d’élongation (Figure 14).  

 

Figure 14. Principe d'assemblage des peptides non ribosomaux par les synthétases NRPS. 

 

Chacun des modules est divisé en 3 domaines qui catalysent une réaction définie dans la 

sélection et l’assemblage des monomères. 
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Le domaine d’adénylation (A) est présent au sein de tous les modules. Ce domaine est 

constitué d’environ 550 résidus d’acides aminés dont un site actif de 8 à 10 résidus appelé 

«binding pocket» ou «code de Stachelhaus», signature d’un résidu spécifique à sélectionner 

(Conti 1997 ; Stachelhaus et al. 1999). Les séquences peptidiques des domaines A des NRPS 

ont entre 30 et 60% d’identité ce qui permet généralement d’identifier le site actif qui varie 

d’un domaine à l’autre (Turgay et al. 1992).  

La séquence putative identifiée d’un site actif permet alors de suspecter voire de prédire 

l’acide aminé qui sera sélectionné et intégré à la chaîne peptidique. Le domaine d’adénylation 

réalise une réaction en deux étapes permettant (i) la sélection et (ii) l’activation du résidu 

spécifique. Premièrement, l’enzyme catalyse la formation d’aminoacyl-adénylate (acide 

aminé – O – AMP) par l’intermédiaire de Mg2+ et d’ATP libérant du pyrophosphate (PPi). 

L’acide aminé est alors activé. Deuxièmement, l’aminoacyl-adénylate est lié par une fonction 

thioester résultant d’une attaque nucléophile du complexe libre thiol du domaine PCP 

(domaine Peptidyl Carrier Protein). Le résidu est alors lié à l’enzyme multimérique (Figure 15A) 

(Weber et Marahiel 2001 ; Sieber et Marahiel 2005 ; Marahiel 2009).  

Le domaine Peptidyl Carrier Protein (PCP), d’environ 100 résidus d’acides aminés, est 

présent dans tous les modules. Il est également appelé domaine de thiolation (T) et n’est pas 

doté d’activité catalytique autonome. 

Il agit comme fixateur et transporteur du résidu sélectionné au module de condensation 

suivant. Le domaine PCP inactif (Apo-PCP) est activé (Holo-PCP ou ppan-PCP) par une 

phosphopantéthéine transférase qui transfère le cofacteur phosphopantéthéine (ppan) sur 

l’apo-PCP. Sous sa forme active, il joue le rôle d’articulation du mécanisme d’assemblage de 

la chaîne peptidique par le transfert de l’acide aminé activé sur le groupement thiol du 

cofacteur ppan lié au PCP grâce au domaine A, comme présenté précédemment. Le domaine 

PCP lié à un domaine A forment le module d’initiation de synthèse non ribosomale (Figure 

15B).  

Le domaine de condensation (C) est présent au sein de tous les modules (C-A-PCP) sauf 

dans le module d’initiation (A-PCP) à l’exception des modules d’initiation des synthétase de 

lipopeptides qui possèdent un domaine C pour la prise en charge de l’acide gras. Il est 

constitué d’environ 450 résidus d’acides aminés et réalise la liaison de deux résidus, 

entrainant l’assemblage de la chaîne peptidique. La condensation est réalisée par attaque 
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nucléophile qui permet la formation d’une liaison peptidique entre deux acides aminés. Cette 

formation se fait grâce à un site donneur et un site accepteur au sein du domaine C entrainant 

le transfert de l’acide aminé sur le peptide en cours de formation (Figure 15C) (Weber et 

Marahiel 2001 ; Marahiel 2009). Il intègre principalement des résidus de conformation L 

(Bloudoff et Schmeing 2017). Le domaine de condensation peut être de type LCL (forme la plus 

répandue des domaines C). Il condense deux monomères de configuration L par formation 

d’une liaison peptidique entre ces derniers. Il peut également former une liaison peptidique 

entre le résidu du module précédent de forme D et un autre monomère de forme L, celui étant 

noté domaine DCL (Rausch et al. 2007). 

 

Figure 15. Différentes réactions catalysées par les domaines des NRPS (Sieber et Marahiel 2005). 

(A) Sélection et activation d’un résidu par le domaine d’adénylation. (B) Formation d’une liaison covalente 

entre le résidu active précédemment le groupement thiol du domaine PCP. (C) Elongation de la chaîne 

peptidique par le domaine de condensation. 

 

Les domaines de condensation peuvent avoir des fonctions plus élargies. C’est notamment le 

cas des domaines « C starter » pour la liaison d’une chaîne hydrocarbonée sur le premier 
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résidu d’acide aminé (Clugston et al. 2003 ; Sieber et Marahiel 2005 ; Balibar et al. 2005 ; 

Rausch et al. 2007). Ce mécanisme d’addition d’un acide gras a été décrit chez 

Paraburkholderia rhizoxinica, producteur des cyclolipopeptides rhizomides (Figure 16) (Zhong 

et al. 2021). 

 

Figure 16. (A) Prise en charge d’une chaîne hydrocarbonée par un domaine Cstarter module NRPS. (B) Exemple 

chez la rhizomide A (Zhong et al. 2021). 

Un domaine d’hétérocyclisation (Cy) permet la cyclisation d’un monomere au sein de la chaine 

peptidique. Pour la première étape de la réaction de cyclisation, le domaine Cy initie une 

attaque nucléophile d’un acide aminé lié au PCP accepteur sur un thioester d’un acide aminé 

donneur. La seconde étape est une attaque nucléophile du groupement thiol sur le carbone 

α-carbonyl de l’acide aminé donneur.  

Le domaine d’épimérisation/condensation (E/C) d’environ 450 résidus d’acides aminés 

permet l’épimérisation du carbone α d’un acide aminé de configuration L lié au domaine PCP 

en configuration D. Il existe également des domaines d’épimérisation (E) qui n’ont pas la 
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fonction de condensation des monomères à la suite de l’épimérisation. Les domaines E sont 

plus fréquents que les domaines E/C. 

D’autres types de modifications peuvent être apportées telles que la méthylation, 

l’halogénation ou encore la multimérisation du composé final (Tableau 5) (Bloudoff et 

Schmeing 2017). 

 

Tableau 5. Domaines spécifiques pour l’incorporation de résidus spécifiques ou la modification des monomères 

au cours de l’assemblage par les mega-enzymes NRPS.  

Domaine Fonction Composé Référence 

N-Méthylation 

(NM) 

Ajout d’un groupement méthyle 

sur l’azote de l’acide aminé 

précédant. 

Cyclosporine  (Lawen et Zocher 1990) 

Formylation (F) Ajout d’un groupement aldéhyde 

sur la groupement amine d’un 

résidu d’acide aminé, 

généralement sur le module 

d’initiation. 

Gramycidine  (Schoenafinger et al. 2006) 

Oxydation (Ox) Oxydation d’oxazoline en oxazole 

ou de thiazoline en thiazole suite 

à une cyclisation. 

Epothilone et 

bleomycine 

 (Schneider et al. 2003) 

Réduction (Rn) Réaction inverse à l’oxydation 

suite à une cyclisation. 

Pyocheline  (Reimmann et al. 2001) 

 

La libération du peptide final se fait par l’intermédiaire d’un domaine thioesterase (TE) 

présent dans le dernier module dit de terminaison et est constitué d’environ 280 résidus 

d’acides aminés. La catalyse de la libération est réalisée, dans un premier temps, par transfert 

du couple peptide-S-PCP du module de terminaison sur le site actif du domaine TE. Dans un 

deuxième temps, une hydrolyse ou une cyclisation permet la libération du peptide.  

L’assemblage d’acides aminés par ces mega-enzymes peut être de 3 types : linéaire, itératif 

ou non linéaire. Dans le cas d’une NRPS linéaire, les modules sont utilisés une fois et dans 

l’ordre d’assemblage comme dans le cas de la polymyxine E (Tambadou et al. 2015). 



Etude bibliographique 

60 
 

Dans le cas d’une NRPS itérative, les modules peuvent être réutilisés au cours de l’assemblage. 

C’est le cas de l’enterobactine où 2 modules sont utilisés 3 fois pour former ce peptide 

composé de 6 résidus d’acides aminés (Mootz et al. 2002). 

 

6.2. Peptides issus des voies non ribosomales 

Les systèmes NRPS sont capables de produire des composés de nature peptidique très 

variés. Ils peuvent incorporer des acides aminés usuels, des acides aminés non-

protéogéniques, des acides gras ou encore des sucres. Les peptides peuvent être composés 

de 2 à 26 monomères comme les dysamides (2 résidus) (Fu et al. 1998) mais la plupart 

possèdent 7 ou 8 monomères (19% des peptides non ribosomaux recensés au sein de la base 

NORINE en septembre 2021) (Figure 17). 

 

Figure 17. Distribution de peptides non ribosomaux recensés sur la base de données NORINE en fonction de 

leur taille (nombre de monomères). 

Sur la base NORINE, environ 26% des peptides non ribosomaux sont des lipopeptides, dont la 

majorité possède des activités antibiotiques (44%). 

Grâce aux outils de prédiction et à la détermination des structures des mega-enzymes NRPS, 

il est possible de donner une première hypothèse de structure du peptide non ribosomique 

synthétisé. 
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7. Prédiction des métabolites peptidiques 

La découverte de nouveaux composés bioactifs naturels résulte, historiquement, d’une 

approche dite fonctionnelle ou bio-guidée. Des stratégies alternatives combinant des 

approches génomique et métabolomique se développent. 

L’approche bio-guidée consiste à purifier, en recherchant l’activité biologique ciblée dans 

les différentes fractions chromatographiques, puis à caractériser structurallement les 

composés bioactifs par spectrométrie de masse ou résonance magnétique nucléaire (RMN) 

(Wang 2017). Une telle approche a été utilisée avec succès pour les altérines (Desriac et al. 

2020). Néanmoins, les risques d’échec sont nombreux (perte d’activité biologique, pureté ou 

quantité insuffisante pour la caractérisation structurale par RMN). 

Ces méthodes étant risquées et chronophages, la recherche de nouveaux PAM s’oriente 

maintenant vers la prédiction par bioinformatique ainsi que par la génomique et la 

protéomique (Li et al. 2007 ; Yang et al. 2012 ; Coquet et al. 2016). Pour réaliser une étude 

génomique de la biosynthèse de métabolites secondaires, les génomes bactériens sont 

d’abord séquencés et assemblés. Les méthodes de séquençage des génomes sont de plus en 

plus perfectionnées, rapides et de moins en moins coûteuses. Depuis 2005, l’ère du 

séquençage haut débit permet à beaucoup de laboratoires d’accéder aux génomes complets 

des organismes étudiés et, par conséquent, aux BGC. Il existe, à l’heure actuelle, un grand 

nombre de méthodes de WGS adaptées à la taille du génome et à la profondeur de 

séquençage souhaitée (Tableau 6). 
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Tableau 6. Exemples des méthodes de séquençage haut débit et leurs utilisations (Bertelli et Greub 2013). 

Technologie Méthode Plateforme Longueur 

(pb) 

Débit 

(Gb/h) 

Utilisation 

Sanger Terminateurs 

marqués 

ABI 3730XL 850 ND De novo et 

métagénomique 

454 (Roche) Pyroséquençage GS FLX 400-700 0,04 De novo et 

métagénomique 

Solexa 

(Illumina) 

Terminateurs 

réversibles 

HiSeq/MiSeq 36-250 2,9/0,2 Re-séquençage 

SOLiD (ABI) Ligature 5500XL 75 1 Re-séquençage 

Heliscope 

(Helicos) 

Terminateurs 

virtuels 

tSMS 25-55 1 Re-séquençage 

Ion Torrent 

(Life tech.) 

Semi-

conducteur 

PGM 100-200 0,2 Re-séquençage 

PacBio (Pacific 

Bioscience) 

Single molecule, 

Real-time 

(SMRT) 

PacBioRS 250-10000 0,1 Structure 

génomique et 

metagénomique 

Nanopore Courant ionique MinIon 10000-50000 ND Structure 

génomique et 

de novo 

 

En revanche, la rapidité d’exécution entraine des erreurs dans les séquences génomiques qui 

peuvent perturber l’assemblage des fragments séquencés en un génome complet. 

Ces erreurs de séquençage peuvent aussi influencer les annotations des gènes et l’attribution 

de fonctions. En effet, si la séquence du gène contient des erreurs, l’analyse des similarités de 

séquences avec les bases de données peut alors être faussée et donner un résultat 

approximatif ou erroné.  
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Une fois les génomes assemblés, ils sont annotés de façon automatique puis manuelle afin 

d’attribuer des fonctions précises à chacun des gènes d’intérêt (Figure 18).  

 

 

Figure 18. Approche de "genome-mining" pour l'identification de bactéries productrices de métabolites 

secondaires valorisables ainsi que leurs clusters de gènes de biosynthèse. 

 

Des outils spécifiques ont été développés afin de détecter des gènes ou groupes de gènes 

impliqués dans la biosynthèse de ces composés. Les prédictions sont basées sur les génomes 

séquencés ainsi que sur les protéines référencées dans les bases de données. L’analyse de 

séquences de gènes facilite l’identification de synthétases et leurs gènes environnants en les 

comparant avec l’outil BLAST (Altschul et al. 1990). Cette analyse est réalisée grâce à plusieurs 

outils tels que Bagel4 (de Jong et al. 2010), PRISM4 (Skinnider et al. 2015), AntiSMASH (Blin et 

al. 2021), RiPPMiner et RiPPMiner-genome (Agrawal et al. 2017, 2021), SeMPI2.0 (Zierep et 

al. 2020), NRPS predictor (Rausch et al. 2005 ; Röttig et al. 2011), PKS/NRPS analysis 

(Bachmann et Ravel 2009), NRPSsp (Prieto et al. 2012)… Ils identifient des BGC de métabolites 

au sein de génomes analysés tels que les systèmes PKS, NRPS, RiPP... 
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Dans le cas des NRPS, des logiciels tels que PKS/NRPS analysis ou NRPS predictor permettent 

ensuite d’identifier l’organisation des domaines et de détecter les sites actifs des domaines 

d’adénylation. Ces outils identifient les 8 à 10 résidus d’acides aminés qui forment la « binding 

pocket », signature spécifique du monomère sélectionné et pris en charge par la ou les méga-

enzyme(s) NRPS. 

D’un système NRPS à l’autre, les structures protéiques sont très similaires et des modules 

identiques sont retrouvés chez différentes NRPS. La répartition et l’enchainement de ces 

modules donnent lieu à des séquences peptidiques variées (Baltz 2021). 

 

Malheureusement la méthode de « genome-mining » est limitée par l’implémentation 

des bases de données puisque les algorithmes de prédiction sont fondés sur les données 

disponibles dans les bases. Les outils de prédiction sont fondés sur des méthodes d’analyse 

de bases de données différentes. Ainsi, pour obtenir une prédiction la plus significative 

possible, plusieurs de ces outils sont généralement utilisés en parallèle.  

 

Sur la base des prédictions liées à l’analyse des synthétases, les PAM peuvent ensuite être 

prédits d’un point de vue structural. 

La plateforme NORINE est spécialisée dans l’analyse des peptides non ribosomiques (Flissi et 

al. 2020). A ce jour, elle inclut une base de données de 1740 peptides non ribosomaux dont 

314 lipopeptides regroupant leurs structures mais également les annotations associées telles 

que l’organisme producteur, les références bibliographiques et l’activité biologique du 

peptide (Figure 19).  
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Figure 19. Données de structure et fonctions biologiques de lipopeptides de la base de données NORINE.  

A) Structures des lipopeptides ; B) Activités biologiques des lipopeptides ; C) Répartition du nombre de résidus 

d'acides aminés des lipopeptides. 

 

Cette plateforme permet donc d’associer la séquence peptidique à une famille de peptides 

connue. Il est également possible d’envisager la fonction biologique du peptide par similarité 

de séquence avec les autres peptides de la base de données référencés, comme par exemple, 

des activités antimicrobiennes, anti-tumorales ou encore biosurfactants.  

Tous ces outils sont des éléments de prédiction de plus en plus fiables qui servent à 

prédire le panel de métabolites secondaires produits par un organisme. Il est donc possible de 

découvrir de nouveaux composés par cette méthode de recherche, complétée par de l’analyse 

expérimentale telle que la chromatographie et la spectrométrie pour l’isolement et 

l’identification de composés bioactifs tels que les PAM.  

De plus, les prédictions pour les découvertes de nouveaux composés ainsi que l’identification 

du cluster de biosynthèse doivent être complétées par de l’analyse phénotypique. Par 
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exemple, le système de biosynthèse des empedopeptines a été identifié et confirmé chez une 

bactérie du genre Massilia (Ho et al. 2021). Cette identification est le fruit d’une approche 

multi-omique intégrée avec une étude génomique, métabolomique et phénotypique. 

Les prédictions bioinformatiques sont une première étape dans l’identification des 

métabolites secondaires produits par les organismes mais doivent être complétées par des 

approches bioguidées et omiques. 
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Chapitre 1 – Diversité chimique des 

altérines 
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1. Introduction 

De manière générale, les familles de lipopeptides sont composées de plusieurs isoformes 

dont la structure varie au niveau d’un ou plusieurs résidus d’acides aminés ou encore au 

niveau de la chaîne hydrocarbonée (longueur et/ou insaturation). Ainsi, la famille des 

kurstakines, produite par des bactéries du genre Bacillus, est composée de 7 isoformes dont 

la chaîne hydrocarbonée varie en longueur (de 11 à 14 carbones avec la présence éventuelle 

d’une hydroxylation en C3’ (Béchet et al. 2012)). La famille des iturines est composée d’une 

douzaine de membres dont les bacillomycines et les mycosubtilines. Les iturines peuvent avoir 

des enchainements d’acides aminés variables ainsi qu’une chaîne hydrocarbonée allant de 

C13:0-NH2(C3’) à C17:0-NH2(C3’). La famille des polymyxines, produites par des bactéries du 

genre Paenibacillus, est constituée de plus de 15 isoformes dont la structure varie au niveau 

des résidus d’acides aminés. Plusieurs variations sont possibles telles qu’un résidu D-Ser au 

lieu d’un résidu L-Dab sur le 3e acide aminé du tripeptide, le résidu D-Phe peut être remplacé 

par un résidu D-Leu en 6e position dans le cycle, le résidu L-Leu peut être remplacée par un 

résidu L-Thr ou encore le dernier résidu L-Thr remplacé par un résidu L-Leu (Kadar et al. 2013). 

La famille des altérines a été précédemment caractérisée après purification des principaux 

cyclolipopeptides produits par les souches Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42. Leur 

structure a été élucidée par RMN révélant un cycle heptapeptidique portant une chaîne 

hydrocarbonée (Desriac et al. 2020). Cette étude a permis d’identifier, en premier lieu, 7 

isoformes allant de 926 Da à 982 Da. A la différence des souches Pseudoalteromonas hCg-6 et 

hCg-42 isolées de l’hémolymphe d’huître creuse, Crassostrea gigas, les souches de 

Pseudoaltreomonas hOe-66, hOe-124 et hOe-125 ont été isolées de l’hémolymphe d’huître 

plate, Ostrea edulis. La production des principales altérines a été détectée dans leur 

surnageant de culture. Nous avons analysé les profils de production des 5 souches de 

Pseudoalteromonas par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute 

résolution (LC-HRMS) (collaboration avec le Laboratoire Littoral environnement et sociétés 

(LIENSs)). Cette technique permet la caractérisation des produits minoritaires et ainsi 

d’accéder à l’ensemble de la chimiodiversité des alterines. 
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Les résultats de cette étude ont été décrits dans l’article « Alterins, a new family of marine 

antibacterial cyclolipopeptides », soumis le 28.07.2021 et actuellement en révision dans le 

journal « International Journal of Antimicrobial Agents ». 
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2. Altérines, une nouvelle famille de cyclolipopeptides marins 

antibactériens 

 

Alterins, a new family of marine antibacterial 

cyclolipopeptides. 
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Highlights 

 New family of antimicrobial cyclolipopeptides  

 The marine genus Pseudoalteromonas as producer of high chemodiversity of alterins  

 Investigation of alterin structure using UPLC-HRMS 

 

Abstract  

Five strains of Pseudoalteromonas, isolated from oyster hemolymph, exhibited antibacterial 

activity against several Gram-negative bacteria. Bioactive compounds were identified in their 

cell-free supernatant and characterized as alterins, which are cyclolipopeptides composed of 

an heptapeptidic ring connected to a fatty acid chain. Using UPLC-HRMS, we describe here 37 
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structural analogs differing from each other by one or more amino acid residue(s), the length 

of the fatty acid chain, its hydroxylation and the presence of unsaturation. 

 

1. Introduction 

The genus Pseudoalteromonas is one of the main marine bacterial groups gathering many 

bioactive metabolite-producing species (1). This genus is well-known to be associated with 

marine organisms (2). One of its ecological significance is its capability to produce 

antimicrobial compounds and so it may contribute to host defense (3, 4). As filter feeders, 

marine bivalves are particularly exposed to microorganisms and exhibit high concentrations 

of cultivable microbiota in hemolymph (5, 6). In this way, marine bivalves can be considered 

as natural agents of selection. From hemolymph of two oyster species, Crassostrea gigas and 

Ostrea edulis, five Pseudoalteromonas strains were isolated exhibiting potent antimicrobial 

activity. All strains were shown to produce cyclolipopeptides named alterins (7). Alterins 

contained an heptapeptidic cycle linked to a hydrocarbon tail via an amido bond. This cycle is 

composed of 2 proteinogenic amino acid residues (Leu4 and Arg5) and 5 exotic ones (Dhb2, 

Dab3 and 3 Dab(ß-OH)1,6,7). The latter is quite uncommon since it has only been described so 

far in 2 antibiotic peptide families, alterins (7) and odilorhabdins (8), which are linear peptides 

produced by a Non-Ribosomal Peptide Synthetase of the nematode-symbiotic bacterium 

Xenorhabdus nematophila (8). The alterin members differ from each other by the hydrocarbon 

tail length, the number of unsaturation(s) on the C5 and the hydroxylation or not on the C3. 

To date, the alterin family is made of 8 members, characterized from the strains hCg using 

purification and NMR analysis. In this paper, in order to have a complete overview of the 

alterin chemodiversity within Pseudoalteromonas strains, we used a much more sensitive 

methodology consisting in a UPLC – HRMS approach. 

 

2. Material and methods 

2.1. Crude extract production 

The Pseudoalteromonas alterin production was investigated from the 5 strains called hCg-

6 (JX912482), hCg-42 (JX912481) and hOe-66T (MT271987), hOe-124 (MT271988) and hOe-

125 (MT271989), according to the procedure developed by Desriac et al. (2020). Briefly, the 
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five producing strains were grown for 40 hours at 18°C under shaking (150 rpm) in a specific 

medium (7). The cell-free culture supernatants (100 ml) were subjected to C18 solid-phase 

extraction column (SPE, C18 2G UPTI-clean cartridges, Interchim, France). Elutions were 

performed using acetonitrile:water (60:40; v/v). After freeze-drying, extracts were 

resuspended in acetonitrile:water (80:20; v/v; 2ml). Alterin concentrations were measured 

using the BCA method (BCA Protein Assay Kit, ThermoScientific, USA) (Table 1). 

2.2. Liquid chromatography and Mass spectrometry analysis 

The chemical diversity of alterins resulting from hCg and hOe strains crude extracts was 

explored using an Acquity UPLC H-Class coupled to a Xevo G2 S Q-TOF mass spectrometer 

equipped with an electrospray ionization (ESI) source (Waters, Manchester, United Kingdom). 

Alterin abundances were normalized using a synthetic cyclolipopeptide as internal standard 

(Heptanoyl-Dab-Leu-Pro-cyclo-(Lys-Ser-Tyr-Lys-Leu) trifluoroacetate salt, Bachem, 

Switzerland). 

3. Results  

3.1. Antibacterial activity from crude extracts 

At equal bacterial density (i.e. 109 CFU/mL), the alterin concentration was higher in the hOe 

extracts than in the hCg ones (Table 1). The antibiotic activity against Gram-negative bacteria 

was higher using alterin extracts produced by hCg strains than hOe ones (Table 1). Vibrio 

tapetis CECT 4600 displayed a higher resistance to alterins than the other tested strains (Table 

1). 

Table 1. MIC (µg/mL) of crude extracts obtained from the five Pseudoalteromonas supernatants, hCg-6, hCg-42, 

hOe-66, hOe-124 and hOe-125. Concentrations of crude extracts were obtained using BCA method, and were 

normalized as concentration produced by 109 CFU/mL of each strains. ND: Not Determined. 

Producing 

strains 

Crude extracts  

(µg/mL for 109 CFU/mL) 

E. coli ATCC 

25922 

V. harveyi 

ORM4 

V. pectinicida 

CIP 105190 

V. splendidus 

LGP32 

V. tapetis 

CECT 4600 

hCg-6 112.4 6.25 1.58 1.58 1.58 >50 

hCg-42 276.3 6.25 1.58 1.58 1.58 >50 

hOe-66 365.6 25 3.13 3.13 3.13 >50 

hOe-124 557.2 25 3.13 6.25 6.25 >50 

hOe-125 492.7 25 3.13 6.25 3.13 >50 

Polymyxin B / 1.5 50 100 ND ND 
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3.2. Pseudoalteromonas hOe strains as alterins producers 

RP-UPLC-MS analysis allowed us to compare crude extracts from the five Pseudoalteromonas 

strains (Figure 1). Similarities were observed between crude extracts from hOe and hCg 

strains, in terms of retention time and m/z. Indeed, m/z were the same for peaks with the 

highest intensity (i.e. 464, 486, 471, 478 and 491), between the five chromatograms, as well 

as for the retention times, revealing that hOe crude extracts have also contained alterins. 

Based on LC analysis, the resulting extracts were composed of at least 96% of alterins. 

Nevertheless, differences in both intensity and diversity appeared between the all five crude 

extracts, suggesting that the five strains produced a high diversity of alterin analogs.

 

Figure 1. Base peak intensity chromatogram obtained from crude extracts of the five strains Pseudoalteromonas 

hCg-6 (A), hCg-42 (B), hOe-66 (C), hOe-124 (D) and hOe-125 (E). Time retention and m/z were indicated for most 

intense peaks (> 5% of intensity). 
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3.3. Structural diversity of alterins  

From the five crude extracts, more than 55 alterins or alterin-like structures were identified 

and among them 37 structures have been elucidated by LC-MS/MS (Figure 2A). The alterin 

members ranged from 453 Da to 998 Da with structural differences detected both on the 

peptidic cycle and the fatty acid chain. As an example, “Alt_998-1” means Alterin of 998 Da, 

first isoform. 

The amino acid residues within the cycle are the same in all alterins, except residues 1 and 3. 

Most structures carry a Dab(ß-OH)1 and Dab3 (68%) but a few alterins were found, mainly from 

hOe strains, with the combinations Dab(ß-OH)1–Dab(ß-OH)3 or Dab1–Dab3 (Figure 2B).  

Regarding the fatty acid chain, the length varied from a C8 to a C13. The most abundant alterin 

(around 40%) found in hCg strains crude extract was the Alt_980-1 with a C12:1 fatty acid 

chain while the most abundant alterin member (around 30%) for hOe exhibits a shorter 

chained-alterin, the C8:0 Alt_926-2. The Alt_954-3, a C10:0 alterin was also produced in high 

proportions by the both hCg and hOe crude extracts (37% and 28%, respectively). 

The C13 chain was observed only on the Alt_994-2 isoform, exclusively produced by hCg 

strains. Overall, hCg strains produced mainly alterins with long fatty acid chains (>C10) while 

hOe strains produced alterins with shorter fatty acid chains (<C10).  

Interestingly, 3 tripeptides were also detected in the crude extracts, the Alt_453, Alt_471 and 

Alt_481. They all carried the Dab(ß-OH)1-Dhb2-Dab3 combination with a fatty acid (C10 or 

C12). 



Chapitre 1 – Diversité chimique des altérines 

77 
 

 

Figure 2. Representation of the chemodiversity of alterins produced by the five strains Pseudoalteromonas hCg-

6, hCg-42, hOe-66, hOe-124 and hOe-125. A. Heatmap illustrating the relative abundances of alterins identified 

in the crude extract from each strain, ordered by the fatty acid length (C8, C9, C10, C11, C12 and C13, in green 

shade), the amino acid 1 and 3 (Dab(ßHO), blue; Dab, orange) and the unsaturation (red, with; transparent, 

without). B. General structure of alterins with amino acid residues identifications.  

 

3.4. Alterins richness from Pseudoalteromonas strains   

Based on alterin diversity from the crude extracts of the 5 strains, strains hCg-6 and hOe-66 

exhibited the highest diversity, with 24 different alterins (Figure 3), while hOe-124 strain 

produced only 16 different alterins. A total of eight alterins were common to the five strains, 

representing from 32% to 89% of the total crude extracts. All 6 hCg-specific alterins carried 

unsaturation and/or hydroxylations on the fatty acid chain (Alt_994-2, Alt_998, Alt_994-1, 

Alt_964, Alt_984 and Alt_952-3) while alterins specific to hOe strains had peptidic cycles with 

either Dab1-Dab3 or Dab(ßHO)1-Dab(ßHO)3 combinations (Alt_942-2, Alt_910-1, Alt_956-3 and 

Alt_970-3). 
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Figure 3. Venn representation brought information on the number of alterins produced by each strain and those 

shared between them.  

 

4. Discussion  

In summary, a total of at least 37 alterin peptides were produced and identified from 5 

different Pseudoalteromonas strains. Few other major genera are studied for their ability to 

produce antimicrobial cyclolipopeptides, such as Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces or 

Paenibacillus, respectively producing Surfactin, Pseudofactin, Daptomycin and Polymyxin (9).  

To date, Pseudoalteromonas genus is still poorly investigated, with only 2 studies reported the 

production of cyclolipopeptides (7, 9). As genus Pseudoalteromonas is exclusively found in the 

marine environment (10), alterins are considered as the first marine family of 

cyclolipopeptides. 

Combining the structure diversity and bioactivity differences of alterin extracts, it seems that 

the fatty acid chains length is involved in the activity of alterins against Gram-negative 

bacteria, as described for polymyxins (11). Additionally, to the best of our knowledge, none 

has reported the biosynthesis of the partial cyclolipopetide so far, i.e. the 3 tripeptides, 

suggesting that the alterin biosynthesis may result from a sequential biosynthesis mechanism. 

Overall, structure-activity investigations need to be conducted to identify the key structural 

features governing antibacterial activity and consider their application to treat, for instance, 

infectious diseases. 
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3. Conclusion 

Les souches de Pseudoalteromonas hCg-6, hCg-42, hOe-66, hOe-124 et hOe-125 

produisent un grand nombre d’isoformes d’altérines à environ 20 mg/L d’altérines totales 

dans les surnageants. Il apparait que la famille des altérines regroupe plus d’une cinquantaine 

d’isoformes dont 37 ont été structurallement caractérisés. Les différences structurales sont 

identifiées au niveau de l’hydroxylation ou non des résidus Dab1 et Dab3 du cycle en Dab(βHO). 

La chaîne hydrocarbonée est également variable. Des altérines ont été identifiées avec une 

chaîne hydrocarbonée allant de C8:0 à C13:0. De plus, certaines altérines présentent une 

hydroxylation en C3’ et/ou une insaturation en C5’. Il apparait que les souches hCg produisent 

plus d’altérines à chaînes longues, notamment la forme C12 alors que les souches hOe 

produisent plus de chaînes courtes C8. La forme Dab(βHO)1 et Dab3 est la plus fréquente et 

les insaturations sur la chaîne hydrocarbonée sont plus présentes chez les altérines à chaîne 

longue. 

Néanmoins cette étude n’a pas permis de d’élucider l’impact de ces modifications structurales 

sur l’activité biologique. Seule l’activité anti-bactérienne des 5 extraits a été définie. Il apparait 

que l’activité anti-bactérienne la plus importante est détectée avec les extraits des souches 

hCg-6 et hCg-42. L’augmentation de la longueur de la chaîne hydrocarbonée semble par 

conséquent améliorer l’activité anti-bactérienne. Ces résultats sont en accord avec ceux 

obtenus par Desriac et al. En revanche, les effets de l’hydroxylation des chaînes latérales des 

résidus Dab en position 1 et 3 sur l’activité restent à définir. 

La synthèse peptidique en phase solide a été envisagée pour établir les relations 

structure/activité des altérines. Néanmoins, le résidu Dab(βHO) n’étant pas disponible dans le 

commerce, elle n’a pas été réalisée à ce jour. Ce dernier a pourtant été utilisé pour la synthèse 

d’analogues des odilorhabdines, des peptides linéaires de 10 résidus d’acides aminés dont 2 

résidus Dab(βHO) (Pantel et al. 2018 ; Sarciaux et al. 2018).  

Les odilorhabdines sont des peptides non ribosomaux antibactériens contenant 2 résidus 

Dab(βHO) (Pantel et al. 2018). L’étude de la relation structure-activité a révélé que la 

substitution de ces résidus par différents monomères se traduisent par une réduction 

importante de l’activité. En revanche, la substitution du résidu Dab(βHO) en position 3 par un 

résidu Ala aboutit à un peptide 4 fois plus actif. 
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1. Introduction 

Les bactéries associées aux organismes marins ont un fort potentiel de biosynthèse de 

composés actifs (Amiri Moghaddam et al. 2021). Le criblage de bactéries actives isolées 

d’huîtres creuses et plates a permis d’identifier, entre-autre, 5 souches du genre 

Pseudoalteromonas. Ces dernières présentent une activité contre les bactéries à Gram négatif. 

Les composés actifs ont alors été caractérisés et dénommés altérines (Desriac et al. 2020). Les 

profils de production des 5 souches étant différents, nous avons entrepris le séquençage des 

génomes des souches productrices pour identifier la voie de biosynthèse des alterines.  

Les trois souches Pseudoalteromonas sp. hOe-66, hOe-124 et hOe-125 sont génétiquement 

proches avec des génomes de 4.64 Mb, contenant environ 2300 CDS et 4203 familles de gènes 

en commun soit 98% (Figure 20).  

 

 

Figure 20. Diagramme de Venn des familles de gènes des souches Pseudoalteromonas sp. hOe-66, hOe-124 et 

hOe-125 

Lors de l’étude des génomes des souches de Pseudoalteromonas, nous avons observé que les 

trois souches Pseudoalteromonas hOe-66, hOe-124, hOe-125 ne présentaient pas de 

correspondance avec une espèce de Pseudoalteromonas décrite, ANI <97% (Average 

Nucleotide Identity) indiquant que les souches hOe-66, hOe-124 et hOe-125 constituaient les 

réprésentants d’une nouvelle espèce du genre Pseudoalteromonas. Nous avons donc 
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entrepris la caractérisation des souches. Compte tenu de leur origine, nous avons proposé de 

de nommer cette nouvelle espèce Pseudoalteromonas ostreae.  

L’article intitulé « Pseudoalteromonas ostreae sp. nov., a new bacterial species harboured by 

the flat oyster Ostrea edulis » a été accepté le 13.09.2021 dans le journal « International 

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology », DOI 10.1099/ijsem.0.005070.  

2. Description et caractérisation de la nouvelle espèce 

Pseudoalteromonas ostreae 
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3. Conclusion 

L’étude des génomes des 5 souches de Pseudoalteromonas productrices d’altérines a révélé, 

sur la base des données de séquençage que les souches Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 

appartiennent à l’espèce Pseudoalteromonas rhizosphaerae. Les souches hOe-66, hOe-124 et 

hOe-125 sont proches des espèces Pseudoalteromonas rhizosphaerae et Pseudoalteromonas 

neustonica. Les analyses ANI (<93% de l’espèce la plus proche) ont permis de conclure que les 

3 souches appartenaient à une nouvelle espèce du genre Pseudoalteromonas.  

 

La nouvelle espèce a été décrite sous le nom de Pseudoalteromonas ostreae. La souche type 

de cette espèce est Pseudoalteromonas ostreae hOe-66T. Cette dernière été déposée en 

collections : CECT30303T et CIP111911T. De plus, le génome de la souche type hOe-66T et les 

séquences 16S des 3 souches sont disponibles sur NCBI GenBank (Tableau 7). 

Tableau 7. Numéros d’accession des séquences ARNr 16S et draft des génomes des souches de 

Pseudoalteromonas ostreae. ND, Non déposé. 

Souche ARNr 16S Génome 

Pseudoalteromonas ostreae hOe-66T MT271987 JAGPYN01 

Pseudoalteromonas ostreae hOe-124 MT271988 ND 

Pseudoalteromonas ostreae hOe-125 MT271989 ND 

 

L’espèce ostreae s’ajoute aux 53 espèces de Pseudoalteromonas. De plus, cette nouvelle 

description enrichit les données disponibles sur le genre Pseudoalteromonas aussi bien pour 

les analyses génomiques que pour les données phénotypiques du genre. 
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1. Introduction 

Le genre Pseudoalteromonas est moins décrit que d’autres genres bactériens tel que le 

genre Bacillus pour son potentiel biotechnologique (Offret et al. 2016 ; Chau et al. 2021). Les 

souches de Pseudoalteromonas hCg et hOe produisent la famille des altérines. La structure 

cyclique et amphiphile ainsi que la présence de monomères non protéogéniques dans les 

altérines laisse suspecter un mode de biosynthèse non ribosomal.  

Nous avons dressé un inventaire du potentiel de biosynthèse de métabolites d’intérêt chez le 

genre bactérien Pseudoalteromonas. Cette analyse a été réalisée sur la base des données de 

génomes disponibles dans les bases de données publiques. La plateforme AntiSMASH a été 

majoritairement utilisée ainsi que d’autres outils d’analyse tels que l’outils PKS/NRPS de 

l’université de Maryland et la base de données ClusterMine 360. 

La recherche s’est particulièrement concentrée sur la détection de clusters de 

biosynthèse de peptides antibactériens a été particulièrement focalisée sur les systèmes de 

biosynthèse non ribosomaux et plus spécifiquement les gènes codant des protéines NRPS. Ces 

systèmes permettent la biosynthèse de peptides dont la composition en résidus d’acides 

aminés ne se limite pas à l’intégration d’acides aminés protéinogénique. 

Grâce aux outils bioinformatiques disponibles, les séquences spécifiques des sites actifs des 

domaines A des NRPS ont été analysées. Il apparait que plus de 50 % des monomères ne 

peuvent être prédits ce qui suggère une grande chimiodiversité des peptides produits et 

souligne le potentiel de production de composés originaux par les bactéries du genre 

Pseudoalteromonas. 

Ces travaux ont fait l’objet d’un manuscrit qui a été soumis au journal Marine drugs le 1er 

octobre 2021. 
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2. Etude des systèmes Non Ribosomal Peptide Synthetases au sein 

du genre Pseudoalteromonas 

 

Genomic exploration of NRPS systems among the 

Pseudoalteromonas genus. 
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Abstract 

Pseudoalteromonas are known as strong metabolite producers and their ecological 

significance is therefore suspected. However, bioactive compounds produced by this bacterial 

genus are rarely linked to their biosynthesis pathways. Here we analyzed the available 

Pseudoalteromonas genomes for Biosynthetic Gene Cluster (BGCs) diversity especially the 

Non Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS) clusters using various bioinformatics tools such as 

gene annotation (MaGe), BGCs analysis tools (AntiSMASH) and binding pockets prediction 

tools (NRPS prediction tool from Maryland University). A comparison with the Bacillus genus 

was also performed. This exploration was conducted with 105 Pseudoalteromonas strains and 

more than 502 BGCs of which ¼ were NRPS clusters. An average of 5 NRPS systems per strain 

was detected. These BGCs have a variable modules distribution and binding pockets diversity. 

About 50% of the adenylation active sites were not predicted assuming a wide diversity of 

unusual monomers incorporated into the final product. These results highlight the under—

explored metabolite biosynthesis in the Pseudoalteromonas genus for the biotechnological 

mining of original compounds. 
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1. Introduction 

The bacterial genus Pseudoalteromonas is part of the Pseudoalteromonadaceae family 

within the Alteromonadal order and the Gammaproterobacteria class [1]. These bacteria are 

Gram negative rods, more or less curved, measuring around 2µm and non-spore-forming 

bacteria. Most of the strains carry a lateral flagellum, polar or bipolar [2]. They are strictly 

aerobic or facultative anaerobic [3] and have a chemoheterotophic metabolism. 

The genus Pseudoalteromonas is described for its interactions with marine eukaryotic 

organ-isms [4]. It is known to produce bioactive compounds exhibiting a large spectrum of 

activity and is therefore suspected to play an important ecological role [4–6]. Numerous 

bioactivities are often described as antibacterial [6–15], algicidal [16–19], anti-viral [12] et 

antibiofilm [5,20–23] activities, especially by the pigmented strains of Pseudoalteromonas 

[4,24]. Many bioactive compounds are isolated and characterized within the 

Pseudoalteromonas genus such as koromycin [25], thiomarinol [26], L-amino acid oxidase [6], 

ogipeptins [27] or alterins [15]. This bacterial genus is a source of highly interesting bioactive 

compounds whose biosynthetic systems are still little-known. To date only five studies 

suspects the biosynthetic pathway linked to a specific bioactive compound, from 

Pseudoalteromonas strains [28–32]. Moreover, only two studies on one Pseudoalteromonas 

strain experimentally linked a bioactive com-pound to a biosynthesis pathway. Indeed, the 

genome of the thiomarinol producer Pseudoalteromonas sp. SANK 73390, had been 

sequenced. Several genes similar to NRPS close to Streptomyces were identified; involved in 

the production of holomycin or even Photorabdus and Yersinia producing related metabolites 

[33]. The same year, the specific cluster of Pseudoalteromonas sp. SANK73390 was studied. It 

revealed a 97 kb plasmid carrying the NRPS et PKS genes involved in the thiomarinol 

biosynthesis [26]. 

Several kinds of biosynthesis pathways of bioactive compounds metabolites are de-scribed 

within the genus Pseudoalteromonas. They are gathered into different categories such as 

bacteriocins which are defence peptides [34,35], siderophores which are ion chelator pep-

tides [36–38], arylpolyenes, a yellow pigment protecting bacteria from oxidative stress [39], 

ladderans playing a role in membrane diffusion in the anammox catabolism [40], phospho-



Chapitre 3 – NRPS chez le genre Pseudoalteromonas 

105 
 

nates or phosphonic acids act as enzyme inhibitors [41], resorsinols, lantipeptides which are 

part of the Ribosomally synthetized and post-transcriptionally modified peptides (RiPPs) as 

well as lantibiotics [42,43] and thiopeptides which are macrocyclic peptides mainly known for 

their antibacterial properties [44,45]. 

Other clusters encode enzymes for the biosynthesis of « non-ribosomal » compounds such as 

acyl amino acids, homoserine lactones, polyketide synthases (PKS, Biosynthesis of 

antibacterial polyketides) [46], indoles, non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs) and 

hybrid systems associating at least 2 types of biosynthesis clusters. 

Here, based on the public genomic data, we investigate the Pseudoalteromonas genomes for 

BGC. Thereafter, we focus on the NRPS. They were analysed using various bioinformatics tools. 

Our results show that most of the adenylation active sites were not predicted assuming a wide 

diversity of unusual monomers incorporated into the final peptide. Therefore, these data 

highlight the biotechnological potential of non ribosomal biosynthetic clusters within the 

genus Pseudoalteromonas. 

 

2. Results and discussion 

2.1. Biosynthetic Gene Clusters annotation 

By now, as a general overview, 4093 Pseudoalteromonas strains are registered in the 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) database (Taxonomy ID: 53246). The 

genus exhibit 53 species described and 488 genome assemblies available on NCBI. The Taxa 

tool of AntiSMASH was first used to select genomes from the 25,236 available bacterial 

genomes belonging to Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, 

Pseudoalteromonadaceae and finally to the Pseudoalteromonas genus. It resulted in 105 

Pseudoalteromonas genomes of which 48 were attributed to 33 different Pseudoalteromonas 

species. A total of 502 BGCs were extracted from the 105 genomes and analyzed. The 

Pseudoalteromonas genomes carried from 1 to 75 BGCs, for an average of 5BGCs. A wide 

diversity of BGCs types were identified such as arylpolyene (APE), bacteriocin, siderophore, 

homo-serine lactone, indole, lanthipeptide, phosphonate, non ribosomal peptide synthetase 

(NRPS), NRPS fragments, betalactone, polybrominated diphenyl ethers (PBDE), polyketide 

synthase (PKS), resorcinol, thiopeptide, long-chain alkylphenol (LAP) and ectoine. Also, several 

hybrid BGCs were identified such as NRPS-PKS, bacteriocin-NRPS, betalactone-NRPS-PKS, 
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ladderane-NRPS, lanthipeptide-NRPS... Within the 502 identified BGCs, bacteriocin and NRPS 

are the main found BGC as each one represents 32% of the total predicted BGCs, followed by 

arylpolyene BGCs (Figure 1).  

 

In order to investigate diversity of the putative NRPs produced by Pseudoalteromonas 

NRPS, we investigate the “binding pocket” in the adenylation domain of NRPS identified in 

Pseudoalteromonas genomes. These binding pockets are made of a 8 to 10 amino acid residue 

sequence in the adenylation domain and responsible of the monomer selection. In some 

cases, it is possible to predict this selection by the known Stachelhaus code [47,48].  

To compare with a well-known genus for NRP production, the same analyses were conducted 

with the Bacillus genus which is much more represented since 31,435 Bacillus strains and 

5,857 genome assemblies are registered in the NCBI database (Taxonomy ID : 1386). On the 

AntiSMASH Db, 1210 genomes of Bacillus within 108 species were available and over 12,561 

BGCs were analyzed. A few were found within the Bacillus genus but not in the 

Pseudoalteromonas genus such as linaridin, lanthidin, cyclodipeptide synthase (CDPS). The 

BGCs analysis reveal a larger diversity of cluster types mainly due to the much larger number 

of sequenced Bacillus genomes. In september 2021, 5,857 Bacillus genome assemblies were 

available versus 488 genome assemblies available for Pseudoalteromonas on NCBI. The BGC 

diversity related to the number of analyzed species reveal that Pseudoalteromonas genus 

already show a high diversity despite the lower number of studied strains compared to Bacillus 

genus (Figure 1A). 
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Figure 1. A : Ratio of BGC types diversity related to studied species and strains of Bacillus and 

Pseudoalteromonas. Ratio were calculated by divided the number of BGCs types with the number of 

genus corresponding species or strains studied. B : Radar plot of absolut BGCs reprartition (%) within 

the two genus Bacillus and Pseudoalteromonas. Legend : PKS, Polyketide Synthase; NRPS, Non 

Ribosomal Peptide Synthetase; Ripp, Ribosomally synthesized and post-translationally modified 

peptides; Lap, Linear azol(in)e-co ntaining peptides; Pbde, Polybrominated diphenyl ethers; 

Hserlactone, Homoserine lactone; fgmt, fragment. 

 

The major BGC types within the Pseudoalteromonas genus were NRPS and bacteriocins, 

representing two-thirds of the analyzed clusters, followed by hybrid systems and terpene 

BGCs (Figure 1B). 

While considering all the predicted NRPS, the Pseudoalteromonas and Bacillus genera would 

respectively carry 36% and 33% of NRPS clusters, which tend to show that Pseudoalteromonas 

strains could be a prolific source of original compounds, at least, as much as Bacillus. 

Thanks to the BGCs analysis, 51% of Bacillus BGCs predicted were associated to known BGCs 

registered on MiBIG database out of only 35% for the Pseudoalteromonas genus. 

Pseudoalteromonas BGCs registered show a mean size of 32,351 bp, a few are on contig edges 

due to genome quality and chosen sequencing methods. Only 117 BGCs out of 502 (23%) 

showed from 40% to 100% similarities with described BGCs. Nine BGCs from 

Pseudoalteromonas luteoviolacea Hl1, Pseudoalteromonas phenolica KCTC12086, 

Pseudoalteromonas flavipulchra JG1, Pseudoalteromonas piscicida DE2-B, 



Chapitre 3 – NRPS chez le genre Pseudoalteromonas 

108 
 

Pseudoalteromonas rubra T7, Pseudoalteromonas sp. JW3 and Pseudoalteromonas sp. 

Bsw20308, exhibited a 100% identity with 6 known BGC (Table 1).  

 

Table 1. List of described BGCs with 100% similarities with Pseudoalteromonas BGCs 

Compound BGC nb Organisms References 

rhizomide BGC0001758 Paraburkholderia rhizoxinica [49] 

pentabromopseudilin BGC0000891 Pseudoalteromonas luteovioalcea [50 – 52] 

1-heptadecene BGC0001164 Cyanothece sp.  [53] 

xenematide BGC0001825 Xenorhabdus nematophila [54] 

nostamid BGC0001479 Nostoc punctiforme [55,56] 

alterochromids BGC0000299 Pseudoalteromonas piscicida [57] 

 

The identified MiBIG BGCs were described from Pseudoalteromonas strains but also other 

genera such as Duganella or Teredinibacter. The most frequently associated are 

desferrioxamin, a feric chelator from Pantoea agglomerans (BGC0001572) [58,59] with 75% 

similarities and violacein, an antimicrobial pigment, for most of the Pseudoalteromonas 

luteoviolacea with 80% similarities, described as BGC0000831 from Duganella sp. B2 [60,61]. 

Also, the thiomarinol metabolite, produced by the strain Pseudoalteromonas sp. SANK73390, 

was the only bioactive compound from Pseudoalteromonas genus described in the 

ClusterMine360 Db (Genbank : FN689524.1).  

 

2.2. Pseudoalteromonas NRPS dissection 

The predicted biosynthetic potential of Pseudoalteromonas strains was then analyzed 

based on their NRPS regions [6]. NRPS are the major secondary metabolite cluster among 

whole bacteria, archea and fungi organisms as it represents ¼ of BGCs on AntiSMASH 

database. 

As described in the material and methods, data were sorted out, half of the predicted NRPS 

BGCs were considered as full NRPS systems (39 out of 71 BGCs), it concerned 14 

Pseudoalteromonas strains (Figure 2). Region size ranged from 6,388 bp to 15,9374 bp, the 

average was around 58 kb and the whole NRPS genes size within a BGC around 23 kb, which 
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means that the NRPS genes represent 40% of an whole NRPS BGC size. NRPS BGCs could carry 

from 1 to 7 NRPS genes carrying 2 to 17 adenylation domains per NRPS system.   

 

Figure 2. Sankey plot of studied Pseudoalteromonas strains NRPS systems and the corresponding 

number of adenylation domains. 

 

Each adenylation domain was then analyzed using the Prediction tool of the Maryland Uni-

versity. Interestingly, the first amino acid residue (D) of the active site is highly conserved 

within the Stachelhaus sequences (Figure 3A) as well as the 6th (G) and last ones (V), to a less-

er extent.  
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Figure 3. A, Graphical representation of Pseudoalteromonas NRPS binding pockets multiple sequence 

alignment. Sequence alignment realized with 267 active site sequences; negatively charged amino 

acids are identified in red and positively charged amino acids identified in red and positively charged 

amino acids identified in blue. B, Graphical representation of the predicted monomers selected by 

Pseudoalteromonas binding pockets. Ukn, Unknown; G, Glycin; S, Serine; T, Threonin; V, Valine; F, 

Phenylalanine; K, Lysine; C, Cysteine; L, Leucine; D, Aspartic acid; N, Asparagine; W, Tryptophane; P, 

Proline; HPG, 4-Hydroxyphenylglycine; E, Glutamic acid; Orn, Ornithine; Y, Tyrosine; I, Isoleucine; R, 

Arginine; Bmt, (E)-2-Butenyl-4-methyl-threonine. 

 

From the Stachelhaus code, selected residues were predicted (Figure 3B). Most of the 

binding pockets could not get any known attributed monomer. It represents ¼ of the 

adenylation domains analyzed and this means that the ¼ of selected residues are unusual 

amino acids. The main monomers predicted were Glycine, Serine, Threonine and Valine which 

represent, each, 9% of the predicted selected monomers. From these analyses, the peptidic 

metabolite sequence could be reconstituted and none of them was recurrent.  

 

3. Conclusion 

Bioactive secondary metabolites from the Pseudoalteromonas genus are mainly described 

regarding their bioactivity and structural feature. In order to get new insight into their bio-

synthesis pathways, we conducted a bioinformatic investigation of available Pseudoalter-

omonas genomes. It revealed that, despite a low number of available sequenced genomes, 

Pseudoalteromonas strains carry a high number of NRPS clusters compared to the genus 
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Bacillus. The genus of interest also exhibits a wide diversity of binding pocket sequences, 

which illustrate a high potential genus for the biosynthesis of original bioactive compounds.  

The bioinformatics tools are supposed to predict and determine the putative structure of the 

natural metabolite from an NRPS systems for instance, by analyzing modules and active sites 

sequences. However, when systems like NRPS are identified, genomic data and structure 

prediction do not allow the reliable attribution of the cluster to the final product without 

experimental proof despite the strong bioinformatics analysis tools available. 

Results are based on available public data, which represent a little part of currently isolated 

and studied Pseudoalteromonas strains. Also, it is important to remind that the data gathered 

and analyzed in this study were treated with filters applied to minimize automatic prediction 

errors. Considering this part of the genus, results shown in this study, as the BGC types 

diversity and the uncommon binding sites. It would finally be interesting to emphasize the 

genus by harnessing its biosynthesis pathways and bioactive metabolites. The 

Pseudoalteromonas genus potential remains to be explored. 

To conclude, the chemodiversity of bioactive products from the genus Pseudoalteromonas 

could only be the tip of the natural product iceberg. 

 

4. Material and methods 

The analysis of BGCs within the Pseudoalteromonas genus was possible thanks to the 

Antibiotics & Secondary Metabolites Analysis Shell (AntiSMASH) v6.0 (updated on PythonV3 

in 2019) [62]. This web-based tool is a database of Secondary metabolites clusters which gives 

the overview of BGCs predictions and annotations for strains of interest, not limited to 

NRPS/PKS structures [63]. The plateform gathers the genomic data of archae, bacteria and 

eukaryota from genomes in NCBI RefSeq annotated as “complete genome”, “Chromosome” 

and some “Draft genome” based on their FastANI scores [64]. BGCs are identified by seeking 

the conserved core-enzymes in genomic data from their Hidden Markov Models (HMM) profils 

in Pfam [65], SMART [66], BAGEL [67,68] and also the HMM profils in AntiSMASH. The clusters 

delimitation to include genes involved in the metabolite biosynthesis is not well defined for 

bacteria genomes compared to fungi genomes for whom the CASSIS algorithm allows co-

regulated genes detection. Then, the “region” term is sometimes used instead of the 

cluster/BGC terms because of this detection limitation. 
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The ClusterMine360 database [69] gathered microbial clusters, NRPS/PKS biosynthetic 

pathways and compounds and was used to identify described clusters and their structures. 

Pseudoalteromonas genome sequences were analyzed throught the AntiSMASH database. 

NRPS regions identified were then manually curated and sorted out to exclude non 

representative regions such as NRPS fragments, hybrids and NRPS with missing domains or 

only one complete module. 

Detected NRPS regions similarities were determined by sequence alignments of the whole 

biosynthetic region with BGCs manually curated and deposited in the MiBIG Database [70]. 

Genes of the region of interest are, then, analyzed against core-enzymes HMM profiles.  

Active sites sequences of the adenylation domains were analysed using the PKS/NRPS Analysis 

tool (v1.1) from Maryland University [71]. This tool allowed the detection of the binding 

pockets of the adenylation domain within the NRPS sequences and to highlight the amino 

acids playing a role in this active site. Thanks to the Stachelhaus code [48], the PKS/NRPS 

Analysis tool could also predict the monomer specificity of a binding pocket. 

All the recorded binding pocket sequences were aligned and represented on a sequence logo 

to highlight conservation sites by multiple sequence alignment on WebLogo v3.7.4 [72,73]. 
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3. Conclusion 

Suite à l’étude génomique du genre Pseudoalteromonas, un fort potentiel de biosynthèse 

de composés originaux a été décrit.  

Les annotations automatiques des génomes et prédictions en découlant révèlent déjà une 

grande diversité de systèmes de biosynthèse de métabolites secondaires. Les systèmes non 

ribosomaux tels que les NRPS sont proportionnellement au moins aussi importants que chez 

le genre Bacillus.  

L’analyse approfondie des systèmes NRPS du genre Pseudoalteromonas a permis 

d’extraire les binding pockets des domaines d’adénylation. La comparaison des séquences 

permettant la prédiction des monomères pris en charge a révélé des motifs peu fréquents. Il 

apparait, en effet, que 25% des séquences des binding pockets des domaines d’adénylation 

des NRPS putatives sont absentes des bases de données étudiées. Environ 30 séquences 

différentes de binding pockets ne sont pas attribuées à un résidu connu. Ces résultats 

suggérent la prise en charge de monomères originaux dont la séquence de la binding pocket 

n’est pas encore décrite dans les bases de données. Malgré le peu de génomes disponibles, 

ces données confortent l’intérêt porté au genre Pseudoalteromonas qui apparait comme une 

source de NRPS originaux encore sous-explorée. 

Les BGC identifiés chez ce genre bactérien ne sont pas nécessairement exprimés de 

manière constitutive. C’est pourquoi ces identifications bioinformatiques sont souvent 

complétées par des méthodes de culturomique. En effet, les métabolites secondaires étant 

produits selon les conditions physiologiques et environnementales particulières, il est 

nécessaire d’explorer la diversité chimique en faisant varier ces dernières. Ainsi, l’approche 

« OSMAC » (One Strain, MAny Compounds) permet de tester des conditions de culture variées 

telles que les éléments nutritifs du milieu de culture, le pH, la salinité ou encore l’agitation 

(Romano et al. 2018). Les conditions de co-culture pour induire la production des métabolites 

sont également un paramètre important à explorer. 
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1. Introduction 

La souche Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 a été choisie comme souche modèle 

pour l’étude du mécanisme de production des altérines. Le génome de cette souche a été 

complètement assemblé suite à un séquençage PacBio par la méthode SMRT.  

La structure originale des altérines suggère une biosynthèse non ribosomale impliquant des 

NRPS. Des outils tels que la plateforme MaGe ou le logiciel NRPS predictor ont été utilisés pour 

identifier les gènes impliqués dans la biosynthèse des altérines chez Pseudoalteromonas 

rhizosphaerae hCg-6. La régulation de la production d’altérine a été étudiée grâce à l’analyse 

du phénotype de la souche dans différents milieux de culture induisant ou non la production 

d’altérines. 

Une analyse RNAseq a permis d’observer le transcriptome de Pseudoalteromonas 

rhizosphaerae hCg-6 en condition de production ou absence de production d’altérines. Cette 

étude a été réalisée afin d’identifier les gènes transcrits dans les deux conditions de manière 

globale et d’élucider le mécanisme de biosynthèse et de régulation de la production des 

altérines. 

Les altérines étant produites par d’autres bactéries du genre Pseudoalteromonas, les 

synténies ont été analysées afin de confirmer les gènes impliqués ainsi que définir les bornes 

du cluster de biosynthèse. Les génomes de souches productrices d’altérines 

Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-42, Pseudoalteromonas ostreae hOe-66, hOe-124 et 

hOe-125 ont été déposés sur MaGe pour l’analyse des synténies. Suite à la recherche de 

synténie, la souche Pseudoalteromonas sp. HM-SA03 a été identifiée comme possédant une 

organisation similaire au cluster putatif de biosynthèse des altérines. Cette souche a été 

découverte et étudiée par l’équipe de Brett Neilan à l’université de Newcastle en Australie. 

Une collaboration a donc été initiée avec cette équipe afin d’enrichir les recherches sur les 

altérines. 

 

La voie de biosynthèse des altérines a été présentée dans l’article en préparation à suivre. 
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2. Biosynthèse des altérines chez Pseudoalteromonas 

rhizosphaerae hCg-6 

 

Alterins biosynthetic gene cluster identification from 
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Abstract 

Marine organisms host wide diversity of associated microbiota in which bacteria play a 

significant role in holobiont health. Pseudoalteromonas strains showing antimicrobial activity 

were isolated for oysters hemolymph for their production of antibacterial cyclolipopeptides, 

called alterins. The aim of this study was to identify the alterin biosynthesis pathway and 

production profile. Using various bioinformatic tools, we explored the genome of the alterin-

producing strain, Pseudoalteromonas hCg-6. The genome-mining allowed the identification of 

the Biosynthetic Gene Cluster (BGC). Moreover, we shown that this BGC is involved in the 

alterin production in several bacterial strains within the Pseudoalteromonas genus. The 

responsible cluster is an 30kb BGC with two main nrps genes and associated biosynthetic 

genes. We performed a differential analysis of the transcriptome of the strain cultured in 

alterin-producing versus in non alterin-producing conditions. The nrpsA and nrpsB gene 

transcripts were amazingly equal, whatever was the culture condition. However, the upstream 

genes of the two nrps genes, involved in the monomer biosynthesis were significantly 
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upregulated. We concluded that the alterin production depends on the monomer availability 

rather than the nrps expression.  

Keywords: Pseudoalteromonas; alterin; Non Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS); antibiotic; 

transcriptome 

 

1. Introduction 

The strain Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 was isolated in the hemolymph of 

healthy Crassostera gigas oyster. Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 has been selected 

thanks to its strong activity against Gram negative bacteria (Defer et al., 2013; Desriac et al., 

2014). This antibacterial activity results from the production of a new family of 

cyclolipopeptides named alterin (Desriac et al., 2020).  

Theses peptides range from 926Da to 982Da. They exhibit a ring of 7 amino acid residues of 

which Dehydrobutyrin (Dhb), Diaminobutyric acid (Dab), 2 rare hydroxylated Dab called 

Dab(βHO). This peptidic cycle carries a lipid acyl chain ranging from 8 to 13 carbons with or 

without hydroxylation on C3 and/or unsaturation on C5 (Desriac et al., 2020). As polymyxins 

would do, alterins interact with lipid A of LPS from Gram negative bacteria membrane thanks 

to their cationic profil (Desriac et al., 2020; Li and Velkov, 2019; Nikaido, 2003). When alterins 

interact with LPS, it leads to membrane permeabilization and depolarization and finally to the 

cell death (Desriac et al., 2020). 

Due to the unusual structure of alterin family, a Non-Ribosomal Peptide Synthetase 

(NRPS) was suspected to be responsible of alterin biosynthesis. In this study, we explored the 

Pseudoalteromonas genome for BGC identification. Using various bioinformatic tools, we 

identified a putative biosynthetic pathway. In order to get new insight into the regulation of 

alterin production, we investigated the hCg-6 transcriptome in alterin-producing or non 

alterin-producing culture conditions. Finally, we showed that three species of 

Pseudoalteromonas are able to produce alterins. Two of them are closely related to 

Pseudoalteromonas rhizosphaerae and Pseudoalteromonas ostreae while the third one is 

taxonomically much more distant. 
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2. Materials and Methods  

2.1. Bacteria cultivation 

Marine bacterial strains Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6, Pseudoalteromonas 

rhizosphaerae CECT 9079T, Pseudoalteromonas sp. HM-SA03, Vibrio tapetis CECT 4600T and 

Vibrio harveyi ORM4 were grown in Marine Broth media (MB, 2216E Difco) or Tryptone Soya 

Broth supplemented with 1.5% NaCl (TSBNaCl, Biokar) at 18°C with agitation at 100 rpm, usually 

during 48h. For some analysis, they were sometimes cultivated at 30°C. The strains Escherichia 

coli SBS 363 and Escherichia coli ATCC25922T were grown in Luria Bertani media (LB, Dutscher) 

at 37°C with agitation at 100rpm, usually for 24h. 

For the alterins production, Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 was cultivated in an 

optimized salted synthetic medium (Desriac et al., 2020) at 18°C, 100rpm for 72h. 

 

2.2. Antimicrobial profile 

The bioactive potential of the strains Pseudoalteromonas hCg-6 was assessed through 

microbiological analyses. Pseudoalteromonas strain was grown in MB and TSBNaCl, at 18°C or 

30°C to assess the antibacterial profile. Once the strains grew in each culture conditions, 1ml 

of each culture was centrifuged (6000x g for 5 min at 4°C) and the supernatant was inactivated 

5min at 100°C before being tested against target bacteria. To test the activity of these 

supernatants, marine agar plates (MA) were inoculated on the surface with the target bacteria 

at 1.106 UFC/mL and 20µl of supernatants were dropped in agar holes of 0.5 cm. Plates were 

then incubated at the target bacteria growth temperature during 24h for E. coli or 48h for 

marine strains, Vibrio harveyi ORM4, Vibrio tapetis CECT 4600T. After the incubation time, 

growth inhibition could be observed around the agar holes.  

Also, cell-free supernatants from both media were pre-purified with Solid Phase Extraction 

C18 (SPE, C18 2G UPTI-clean cartridges, Interchim, France), eluted in 60% acetonitrile and 

concentrated by lyophilization and then analyzed by UPLC-MS/MS to link the bioactivity to the 

detection of alterins or not in the crude extract.  
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2.3. Genome mining 

2.3.1. DNA extraction and whole genome sequencing 

 From a 48h culture in MB, the genomic DNA was extracted using the Monarch Total 

Genomic DNA Extraction kit (NewEngland Biolabs, Massachusetts, USA) according to the 

supplier recommendations. Genomic DNA was quantified with the dsDNA High Sensitivity 

assay kit using the Qubit 4 fluorometer (Invitrogen, California, USA) and the gDNA quality 

checked through a 260/280nm spectrum.  

The 16S rRNA sequence was amplified according to Weisburg et al. (Weisburg et al., 1991) and 

then sequenced thanks to the Sanger method (Eurofins GATC, Cologne, Germany).  

The whole genome was also sequenced thanks to the InView de novo Genome 2.0 method 

(Pacific Biosciences). The de novo assembly performed by the PacBio platform.  

An PyANI v.0.2.11 was used for the average nucleotide identity (ANI) values (Pritchard et al., 

2015) and Genome to Genome Distances (GGDC) web server (Meier-Kolthoff et al., 2013) 

were used for in silico DNA-DNA hybridization (isDDH) (Goris et al., 2007) to identify the 

species of hCg-6. 

The genome assembly, was uploaded on the RAST webserver (Overbeek et al., 2014) and 

MaGe plateform in order to predict and annotate genes function (Microbial Genome 

Annotation and Analysis platform, MicroScope, Genoscope, (Vallenet et al., 2013)). 

 

2.3.2. Biosynthetic Gene Clusters 

Regarding the interesting antimicrobial potential of alterins, the biosynthesis pathway has 

been first investigated using bioinformatic tools. Due to the unusual amino acids residue 

composition of the alterins, the research has been focusing on Biosynthetic Gene Clusters 

(BGCs) called Non Ribosomal Peptide synthetase (NRPS) which are known to be involved in 

non ribosomal peptide (NRP) biosynthesis. The Antibiotics & Secondary Metabolites Analysis 

Shell (AntiSMASH) platform v6.0.0. (Blin et al., 2021) was used to predict secondary metabolite 

biosynthesis regions such as NRPS, Polyketide synthase (PKS), Siderophore…  

These analyses are based on the FastANI similarities with genomes annotated as “Complete 

genomes”, “Chromosome” and some “Draft genomes” in NCBI Refseq (Blin et al., 2017). BGCs 

are identified by the research of conserved core-enzymes (Blin et al., 2019) based on the 
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Hidden Markov Model (HMM) in Pfam data base (Finn et al., 2016), SMART (Letunic and Bork, 

2018), BAGEL (de Jong et al., 2010), (Yadav et al., 2009). 

NRPS BGC sequences were extracted and analysed. The module and domain organisation was 

determined on AntiSMASH and NRPS/PKS prediction tool (Bachmann and Ravel, 2009). The 

latter also allowed the binding pocket sequences extraction and the prediction of amino acid 

residues specific to each adenylation domain. Condensation domains were analysed using 

NaPDos (Ziemert et al., 2012). 

 

2.4. Transcriptomic analysis 

The transcriptome was analyzed on RNA from hCg-6 cultures in MB and TSBNaCl conditions to 

observe the differentially expressed genes (DEG).  

Total RNA were extracted from 5 biological replicates for each conditions using the Monarch 

total RNA extraction kit (NewEngland Biolabs, Massachusetts, USA). The quality was verified 

by a 260/280 spectrum with a Nanophotometer N60 (Implen, Germany) and the quantification 

done by using Qubit 4 fluorometer and RNA HS assay kit according to manufacturer 

recommendations (Invitrogen, California, USA). The RNAseq experiment was performed by 

GenomeQuebec center (GenomeQuebec, Montreal, Canada). The RNA quality was verified 

with absorbance ratio and the RIN (bioanalyser) before the ribodepletion and Illumina cDNA 

library constitution. Stranded libraries were quantified using the Quant-iT™ PicoGreen® 

dsDNA Assay Kit (Life Technologies) and the Kapa Illumina GA with Revised Primers-SYBR Fast 

Universal kit (Kapa Biosystems). Average size fragment was determined using a LabChip GX 

(PerkinElmer) instrument. The sequencing of cDNA was achieved with the NovaSeq 6000 

plateform to a depth of 25M reads and 100bp paired-end reads were generated. Data were 

processed on Galaxy (Europe and ABiMS). The raw data quality was checked using FASTQC 

tool (v0.11.8) and trimmed by the Trimmomatic tool (v0.38.0). Reads were then mapped to 

the reference genome using the Bowtie2 tool (v2.3.2.2). The mapping rate was evaluated for 

each read using the HTseq tool and finaly, the DEG assessed using the DESeq2 tool (Love et 

al., 2014) and the False Discovery Rate controlled with the adjusted P values according to 

Benjamini and Hochberg method (Benjamini and Hochberg, 1995). Identified DEGs were 

sorted out, keeping data with a FDR cut-off < 0.05. 



Chapitre 4 – Biosynthèse des altérines 

130 
 

The ten DEGs of interest were selected to validate the RNAseq data by Reverse Transcription 

and fluorescence-based quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR). The 

corresponding cDNA were synthetized from extracted RNA by reverse transcription (RT) using 

the High-Capacity cDNA RT kit (Applied Biosystems, California, USA) according to the 

manufacturer recommendations. The fluorescence based qPCR reactions were realized using 

the FastStart Essential DNA Green Master (Roche applied science, Penzberg, Germany) 

following the manufacturers recommendations and a CFX96 Touch Deep Well Real-Time PCR 

System (BioRad, California, USA). The 16S and rpoB genes were used as internal reference 

genes for normalization. Data were processed with the CFX Maestro software (Biorad, 

California, USA) and the relative transcription of target genes was calculated using the 2^-

DDCq. 

The transcriptomic results of the alterin cluster were confirmed by RT-qPCR (Reverse 

Transcription quantitative PCR). The same RNA samples were used and converted into 

corresponding cDNA following the manufacturer’s instructions (High Capacity cDNA RT kit, 

AppliedBiosystems, Massachusetts, USA). DNA were quantified with a Qubit 4 fluorometer. 

The qPCR reactions were performed using the FastStart Essential DNA Green Master (Roche, 

Switzerland) and primers were purchased from Eurogentec (Table S1.2). Transcription levels 

were measured by the 2^-ΔΔCq comparison with reference genes (16S and rpoB). 

 

3. Results 

3.1. Genomic analysis 

The 16S partial sequence of Pseudoalteromonas hCg-6 (1384pb) was deposited in the 

GenBank data library with the accession number MT271987.1. From the 16S RNA analysis, the 

strain hCg-6 is closely related to the Pseudoalteromonas rhizosphaerae and 

Pseudoalteromonas neustonica species (Figure 1). 
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Figure 1. Neighbor-joining tree (Saitou and Nei, 1987) with the sum of branch length = 0.52482707 shown. The 

percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 

replicates) are shown next to the branches (Felsenstein, 1985). The evolutionary distances were computed using 

the Maximum Composite Likelihood method (Tamura et al., 2004) and are in the units of the number of base 

substitutions per site. This analysis involved 58 nucleotide sequences. All ambiguous positions were removed for 

each sequence pair (pairwise deletion option). There were a total of 1377 positions in the final dataset. 

Evolutionary analyses were conducted in MEGA X (Kumar et al., 2018). 

 

The strain hCg-6 has a genome of 5,5Mb gathering 2 chromosomes of 4,4 and 1Mb, a 94kb 

plasmid, a total of 5085 CDS and a mean of 41% GC bases. The genome clustering tool was 

used to compute a tree based on the genomic similarities using the Average Nucleotide 

Identity (ANI). The strain hCg-6 is clustered with the reference strain P. rhizosphaerae RA15. 

The ANI and Genome to genome distance (GGDC) revealed that the strain hCg-6 belongs to 
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the rhizosphaerae species (75,7% score GGDC and 97% score ANI), thus called 

Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6. It shares 3508 gene families (7161 genes) with the 

reference strain Pseudoalteromonas rhizosphaerae RA15 and has 1321 specific gene families. 

From the fasta sequence of the hCg-6 genome and through the AntiSMAH tool, 7 regions of 

BGCs were predicted, all within the 1st chromosome. They are involved in the biosynthesis of 

non ribosomal peptides (NRPs), ribosomally synthesised and post-translationally modified 

peptide products (RiPPs), siderophores or T1PKS-NRPS hybrids (Table 1). 

Table 1. Secondary metabolites biosynthetic regions detected within the Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-

6 genome. 

Region Type From To Adenylation 
Most similar known 

cluster 
Similarity 

Region 1 RiPP-Like.1 675,451 685,93 /   

Region 2 T1PKS-NRPS.1 919,241 990,82 7   

Region 3 NRPS.1 2,245,619 2,308,980 7 Odilorhabdins NRP 13% 

Region 4 RiPP-Like.2 3,721,948 3,732,889 /   

Region 5 Siderophore.1 3,548,143 3,560,545 / Desferrioxamine E 75% 

Region 6 NRPS.2 66 42,997 2   

Region 7 NRPS.3 128,554 216,224 15   

  

As previously described, alterins are made of a macrocylic peptidic ring made of 7 amino-acids 

residues. The alterin molecular masses are around 1 kDa. After an initial analysis based on the 

molecular weight of the predicted biosynthetic products, we eliminated regions 1 and 4 and 

regions 5, 6 and 7. Indeed, the former are predicted to be involved in RiPPs biosynthesis and 

their resulting products would have a molecular weight above 90 kDa. The latter are putative 

NRPS and exhibit a number of adenylation domains incompatible with alterin production. 

Therefore, our investigations focused on Region 2 and 3. 

Thanks to bioinformatic analysis, the suspected PKS-NRPS.1 (region 2) was analysed using the 

Maryland University NRPS/PKS prediction tool. The resulting predicted sequence (PK-Mal-Gly-

Asp-Asn-Asn-Thr-Leu) exhibit no significant homology with alterin structure. Therefore, we 

focused on the last region to be investigated, region 3. This region is an 30kb BGC with two 

main nrps genes (a2039 and a2040) and associated biosynthetic genes. Since a2039 (9570pb) 

and a2040 (13788pb) may encode NRPS, we named them nrpsA and nrpsB, respectively. They 

respectively code proteins of 3189 and 4595 amino acids residues. 

The AntiSMASH analysis allowed to preview the NRPS modules organization with 3 modules 

in the NRPS A and 4 modules in the NRPS B, each composed of a condensation, adenylation 
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and thioesterase domains. This organization predict a 7 amino acid residues peptidic structure 

(Figure 2). Each domain and module were analysed by combining bioinformatics tools such as 

(i) the Maryland University NRPS/PKS prediction tool, (ii) the Natural Product Domain Seeker 

web-based tool (NaPDoS, (Ziemert et al., 2012)) and (iii) finally, a research of published work 

in literature. 

Based on the Stachelhaus code, the adenylation binding pockets sequences analysis resulted 

in the following sequence: X1-Thr2-X3-Leu4-Arg5-X6-X7 (X = No correspondences, superscript 

numbers indicate the position of the residue within the peptidic sequence) (Figure 2). Using 

NaPDoS, the 3rd C domain was identified as Modify Amino Acid (ModAA) which could be 

responsible for Thr dehydration into Dhb as already reported (Ortega and van der Donk, 2016). 

The first C domain is identified as Cstart on NaPDoS allowing allow to hire a lipid chain on the 

corresponding amino acid (Huang et al., 2014; Qian et al., 2012). The other C domains were 

predicted as LCL, which confirm that the correponding modules select a L-amino acid residue. 

The TE domain at the end of the chain is capable of cyclisation of the final molecule (Miller 

and Gulick, 2016). 

 

Figure 2. BGC organization for alterin production within and binding pocket predictions 
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In order to define the unpredicted amino acid, we explored the various NRPS known to date. 

It appeared that the binding pockets in first and third modules are described for the Dab 

selection (Kem et al., 2015; Schalk and Guillon, 2013) while the adenylation domains of the 

two last modules have recently been described to select of Dab(βHO) (Pantel et al., 2018). This 

genomic analysis resulted in the identification of the putative NRPS involved in alterin 

biosynthesis. 

 Thus, we investigated the environment of these two nrps genes (Figure 2). As part of 

the 5 upstream genes, a2045 is identified with 52% as 2-oxoglutarate 4-aminotransferase (E.C. 

number : 2.6.1.76, KEGG : R06977) and a2042 is identified with 37.5% as aspartokinase (E.C. 

number : 2.7.2.4, KEGG : R00480). Both are identified in the KEGG Glycine, serine and 

threonine metabolic pathway (MAP00260) which is involved in the diaminobutyric acid 

biosynthesis. The a2043 and a2044 genes were analysed using UniProtKB/Swiss-Prot, TrEMBL 

database and finally BLASTp on the NCBI website. All of them agreed on homologies with JmjC 

domain-containing protein (Dunwell et al., 2001). It is supposed that these two genes play a 

role in the hydroxylation of Dab, leading to the biosynthesis of the rare monomer Dab(βHO). 

Moreover, the a2043 and a2045 genes exhibited homologies with CDS presents in the 

odilorhabdin NRPS cluster (Pantel et al., 2018), with respectively 55%Id-96%Cov and 47%Id-

97%Cov which also carry two Dab(βHO) supporting the implication of these 2 genes in the Dab 

and Dab(βHO) biosynthesis.  

 

The first up-stream gene, a2041, before the nrps A (a2040), is annotated as ATP Binding 

Cassette transporter (ABC transporter), especially, cyclic peptide transporter with 51% 

similarities. 

The three genes downstream the nrps B (a2039), a2036, a2037 and a2038 exhibit similarities 

with respectively a diacylglycerol kinase (dgkA), an acid phosphatase and a 

phosphoethanolamine transferase (eptA).  

Based on the bioinformatics results, the region 3 seems to be the BGC involved in alterin 

production.  
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3.2. Alterin production from Pseudoalteromonas hCg-6 

3.2.1. Culture conditions for alterin production 

Our objective was to define the culture conditions for alterin production. We therefore 

investigated various culture media and conditions. For each culture condition, the cell-free 

culture supernatant was collected, assayed for antibacterial activity and subjected to C-18 

solid phase extraction and LC-MS analysis according to (Desriac et al., 2020; Offret et al., Under 

review). At 18 °C, the antimicrobial activity was detected and correlated to alterin production 

(Figure S1) in Marine Broth. The alterin production was estimated at around 200 µg/mL of SPE 

crude extract in MB. On the contrary, the cell-free culture supernatant of Pseudoalteromonas 

hCg-6 grown in TSBNaCl exhibited no antibacterial activity and the C18-SPE extract, no alterin 

(Figure S1).  

 

3.2.2. Transcriptomic analysis  

Since the alterin production differs depending on the cultivation media, a 

transcriptomic study was led in order to identify all the differentially expressed genes (DEG) 

involved in alterin biosynthesis.  

Around 98% reads were mapped on the hCg-6 genome assembly. From this, 4983 genomic 

objects were detected and a total of 4190 genes were significantly differentially expressed 

(84%). Almost half of them were up-regulated in MB compared to TSBNaCl whereas the other 

half was down-regulated (FDR cut-off < 0.05) (Figure 3). 

 

Figure 3. Representation of DEGs repartition with the normalized count number and the Log2 

FoldChange 
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Within the 4190 DEG, a few were attributed to metabolic pathways (33%) and ¾ of them were 

down-regulated in MB compared to TSBNaCl. The most represented MicroCycle categories 

were fatty acids and lipids biosynthesis, cofactors biosynthesis, nucleosides and nucleotides 

biosynthesis and amino acids biosynthesis. The latter was more up-regulated than down-

regulated in MB compared to TSBNaCl.  

The two nrps genes (a2039 and a2040) were not significantly differentially expressed in MB 

compared to TSBNaCl despite the difference of alterin production in these 2 conditions. 

However, these two biosynthetic genes are still highly transcripted in both conditions with an 

average of 1.2.104 normalized read counts.  

In order to validate the implication of the identified NPRS system into the alterins biosynthesis, 

their relative expression was also assessed by RT-qPCR to correlate with RNA-seq results. The 

10 genes of the NRPS cluster were studied, the 3 downstream genes (a2036, a2037 and 

a2038), the 2 nrps (a2039 and a2040) and the 5 upstream genes (a2042, a2043, a2044 and 

a2045) (Figure 4). 

 

Figure 4. Transcript level of genes within the alterins cluster and validation by RT-qPCR. A, Relative 

expression of genes from hCg-6 cultivated in MB compared to hCg-6 cultivated in TSBNaCl (Log2(FC)). 

Upstream genes are significantly up-regulated in MB compared to TSBNaCl (with a Log2(FC) 

ranging from -1.87 to 3.45). Since these genes are supposed to be involved in the Dab and 

Dab(βHO) monomer biosynthesis, their up-regulation in MB strongly suggests that the alterin 

production depends on monomers availability more than nrps transcription. The 3 

downstream genes are, conversely, down-regulated in MB compared to TSBNaCl.  
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3.3. Synteny 

In order to explore the Pseudoalteromonas genus for alterin BGCs, the synteny with other 

strains was evaluated thanks to AntiSMASH (Blin et al., 2019), NCBI, the webserver BAGEL4 

(de Jong et al., 2010), PRISM 4.4.5 (Skinnider et al., 2020, 2015), SeMPI 2.0 (Zierep et al., 2020) 

and MaGe (Microbial Genome Annotation and Analysis Plateform, Genoscope, (Vallenet et al., 

2019)).  

As expected the very closely related strain, Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-42 and 

three Pseudoalteromonas ostreae hOe-66, hOe-124 and hOe-125 were highlighted. All of 

these strains are known to produce alterins (Desriac et al., 2020; Offret et al., Under review). 

They carry the same BGC organisation with 100% identity. The closely related type strain P. 

rhizopshaerae RA15 genome shows a poorer cluster diversity with 4 BGCs (Figure 5). Also, the 

alterin BGC was not identified within its genome. We were unable to detect any alterin 

production in its cell-free supernatant whatever the methods (biological assay and LC/MS 

analysis of SPE extract) and culture medium used (MB and TSBNaCl). Therefore, we conclude 

that the RA15 strain is not able to produce alterins. 

 

Figure 5. A. Heatmap representation of BGCs identified by AntiSMASH within several alterin-producing 

Pseudoalteromonas genomes, except the P. rhizosphaerae type strain RA15. Light grey, BGCs found 

within the strains; Dark grey, hypothetical alterin BGC. B. Binding pocket sequences alignment of 

alterins NRPS system with MEGAX and MUSCLE (Edgar, 2004; Kumar et al., 2018). Binding pockets 

numbered from 1 to 7 as module organization. X, undetermined. 
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The alterin BGC was surprisingly detected in another strain Pseudoalteromonas strain, called 

Pseudoalteromonas sp. HM-SA03. The strain was isolated in Australia from the salivary gland 

of the toxic blue-ring octopus Hapalochlaena maculosa (Chau et al., 2013; Kalaitzis et al., 2016) 

and is distant from the hCg and hOe strains in the 16S phylogenetic tree (Figure 1). The BGC 

of the HM-SA03 strain exhibits a high degree of homology (80%) with the BGC 3 of the hCg-6 

strain. The same CDS organization was recovered. We therefore explored the alterin 

production by cultivating the HM-SA03 strain in MB and TSBNaCl, the alterin-producing and –

non producing media, respectively. The cell-free supernatants were subjected to antibacterial 

assay and LC/MS analysis after SPE extraction. As expected we detected antibacterial activity 

against the Gram negative bacteria assayed when the HM-SA03 strain was grown in MB but 

not in TSBNaCl. Also, alterins were identified within the supernatant of HM-SA03 grown in MB 

(Supplementary material). Hence, the presence of the same BGC in the HMSA-03, hCg and 

hOe strains and the alterin production thus strongly enforce the identification of this BCG as 

responsible for alterin biosynthesis. 

The other common BGCs within the alterin-producing strains (RiPP1 and PKS-NRPS 1) were 

eliminated since their final product molecular weight are incompatible with alterin.  

 

4. Discussion 

The strain Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 isolated from pacific oyster 

hemolymph is known to produce a set of antibacterial peptides called alterins (Defer et al., 

2013; Desriac et al., 2014). Alterins are a family of cyclolipopeptides made of a heptapeptidic 

cycle linked via an amino bond to a hydrocarbon tail. Using a bio-guided strategy, 7 different 

alterins were structurally and functionally characterized (Desriac et al., 2020). As in many 

lipopeptides, the hydrocarbon tail varies in length (from 8 and up to 12 Carbons), unsaturation 

and hydroxylation. The unusual amino acid monomers in the peptidic cycle are Dab, Dab(βHO) 

and Dhb. The mechanism of action of these alterins is similar to the polymyxin B activity thanks 

to the cationic profile and the lipid chain (Desriac et al., 2020; Li and Velkov, 2019). 

Four more strains of Pseudoalteromonas named hCg-42 and hOe-66, hOe-124 and 

hOe-125 are also known to produce alterins. The latter belong to a new species named 

Pseudoalteromonas ostreae (Cuny et al., 2021). Another Pseudoalteromonas sp. SANK 71903 
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was described for the production of 4 different ogipeptins, closely related cyclolipopeptides 

but differed by the stereochemistry of the Dhb residue (Desriac et al., 2020; Hirota-Takahata 

et al., 2017; Kozuma et al., 2017). One member of the alterin family also exhibits a longer 

unsaturated hydrocarbon tail (C14) than those of oyster-sourced alterin-producing 

Pseudoalteromonas.  

The alterin chemodiversity was recently investigated in the oyster sourced 

Pseudoalteromonas strains (Offret et al., Under review). At least 37 isoforms were identified 

with structure variations on the fatty acyl chain ranging from 8 to 13 carbons and sometimes 

unsaturation or hydroxylation. It was noticed that hOe strains produced shorter fatty acyl 

chain alterins whereas hCg longer fatty acyl chains, up to 13 carbons. In a more original way, 

the amino acid residues in position 1 and 3 are either Dab or Dab(βHO) while in position 6 and 

7 they are constantly Dab(βHO). 

Thanks to the genome sequencing of the genome of hCg-6, we investigated the 

biosynthesis pathway of alterins. Several BGCs were identified by genome mining. Due to the 

original structure and amino acid residues composition of alterins, we sought for a NRPS 

system with 7 adenylation domains, able to assemble original peptides as alterins. Indeed, this 

kind of systems were demonstrated to be responsible for the production of original bioactive 

peptides (Felnagle et al., 2008; Pantel et al., 2018; Tambadou et al., 2015). Genome mining of 

alterin producers revealed a common NRPS cluster composed of 2 main nrps genes of which 

modules distribution and binding pockets predictions correspond to the resulting alterin 

products. Despite the detection of activity and alterins in the MB condition but not in the 

TSBNaCl condition, the transcription levels of the 2 nrps genes were identical in both media. 

The combination of the chemodiversity of alterins with genome mining results raises 

questions about the non-ribosomal assembly mechanism. Indeed, alterins diversity showed 

that the 1st residue is largely Dab(βHO) and also but to a lesser extent for Dab at position 3 

although the binding pockets should select a Dab residue. By contrast the Dab(βHO) in 

position 6 and 7 are extremely conserved. Two upstream genes, a2043 and a2044, are 

suspected to play a role in the Dab hydroxylation, allowing the strain to add these rare 

residues to the alterin peptide. Even more, the odilhorabdins BGC carry 2 upstream genes with 

50% homologies with the latters of the alterins BGC, suspected to be involved in the Dab(βHO) 

biosynthesis. Therefore, we suspected (i) a low selectivity of the adenylation domain in 
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module 1 and 3 may result in such structures and/or (ii) a Dab side chain hydroxylation of the 

once the peptidic chain completed. Heterologous production of the putative hydroxylase 

encoded by genes a2043 and a2044 has been initiated in order to validate one or the other 

hypothesis. Whatever it might be, this Dab(βHO) residue is one of the rarest amino-acid 

residue known to date. The hydroxylation function of the genes a2043 and a2044 needs to be 

investigated in order to clarify the Dab(βHO) natural biosynthesis and maybe develop its 

bioproduction. The transcriptomic results suggest that the alterin biosynthesis is enhanced by 

the upstream genes and so, their transcription allows the addition of specific residues by NRPS 

proteins of which nrps genes are constitutive.  

Finally, the alterin BGC and/or alterin production is recovered in taxonomically distant 

strains, Pseudoalteromonas sp. HM-SA03 and Pseudoalteromonas sp. SANK 71903. This large 

distribution of alterin BGC is, however, rare since none of the 74 Pseudoalteromonas genomes 

queried exhibited such a BGC. The ecological advantages resulting from alterin production 

may justify its high energetic cost.  
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3. Conclusion 

Les altérines sont produites par plusieurs souches du genre Pseudoalteromonas, telles que 

les hCg et hOe. Le séquençage des génomes de ces dernières a révélé qu’elles possèdent 

toutes un même cluster de gènes d’environ 30 kb (>98% de similarité). Il est composé de deux 

gènes majoritaires permettant la synthèse de deux protéines NRPS ainsi que des gènes 

associés et essentiels à la biosynthèse des altérines fonctionnelles.  

Une étude in silico des deux gènes majoritaires nrps a permis de prédire les monomères 

assemblés. Les prédictions de spécificité des modules des NRPS ont révélé la séquence 

peptidique Dab-Dhb-Dab-Leu-Arg-Dab(βHO)-Dab(βHO) correspondant à la structure 

peptidique des altérines.  

Les gènes environnants présentent des similarités de séquence avec des gènes pouvant jouer 

un rôle dans la biosynthèse des altérines. En amont des deux nrps, les gènes codent des 

protéines impliquées dans la voie métabolique des monomères Dab, de potentielles 

hydroxylases des Dab en Dab(βHO) et un transporteur de peptides cyclique.  

De plus, l’étude du phénotype d’activité et de production a permis de mettre en avant un 

mécanisme de production d’altérines milieu dépendant. En effet, les altérines sont détectées 

dans les surnageants la souche Pseudoalteromonas hCg-6 lorsque cultivée en MB mais ne sont 

pas détectées en TSBNaCl. Ainsi, l’étude du transcriptome de la souche dans ces deux conditions 

a révélé une modification du niveau transcriptionnel des gènes en amont et en aval des deux 

NRPS lorsque la souche est cultivée dans l’une ou l’autre des conditions. En revanche, 

l’expression des deux nrps n’est pas modifiée dans ces deux conditions de culture. 

A l’heure actuelle, le mécanisme de résistance de la souche à ses propres PAM reste inconnu 

et nécessite des recherches plus approfondies. En effet, bien que les gènes présentant des 

homologies de séquence avec des gènes impliqués dans la résistance aux polymyxines soient 

surexprimés en milieu TSBNaCl, les bactéries apparaissent sensibles aux altérines et aux 

polymyxines. Le signal de régulation de la production des altérines est également à identifier 

sur la base des résultats obtenus de cultures dans différents milieux. 
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Dans le contexte de croissance démographique et d’augmentation des besoins 

alimentaires, il est nécessaire de fournir un effort sur la production alimentaire notamment 

en aquaculture qui deviendra la source principale de produits de la mer dans un proche avenir. 

Malheureusement, la production de masse et l’industrialisation sont étroitement liées à 

l’utilisation d’antibiotiques pour améliorer les taux de production et limiter les risques 

infectieux, et ce, malgré leur rôle ou implication dans l’apparition d’antibiorésistance.  

Les bactéries marines restent une source de nouveaux composés actifs sous-explorée, 

tels que les lipopeptides antimicrobiens. Elles participeraient donc au renouvellement de 

l’arsenal thérapeutique et à la lutte contre les bactéries multi-résistantes (MDR) (Epand et 

Epand 2011).  

Cette thèse s’est inscrite dans l’étude de bactéries marines du genre Pseudoalteromonas et 

de leurs activités anti-bactériennes. Il s’agit des souches bactériennes Pseudoalteromonas 

rhizosphaerae hCg-6 et hCg-42, isolées de l’hémolymphe d’huîtres creuses Crassostrea gigas 

ainsi que les souches Pseudoalteromonas ostreae hOe-66, hOe-124 et hOe-125 isolées 

d’hémolymphe d’huîtres plates Ostrea edulis. Ces 5 souches produisent des cyclolipopeptides 

antibactériens appelés altérines (Desriac et al. 2020). Les travaux menés se sont attachés à 

caractériser les souches productrices au niveau génomique et à élucider la diversité 

moléculaire des altérines ainsi que leur voie de biosynthèse. 

Les trois souches isolées de l’hémolymphe d’huîtres plates, nommées hOe-66, hOe-

124 et hOe-125 présentent des génotypes et phénotypes similaires bien qu’elles aient été 

isolées de 3 animaux différents. D’un point de vue phylogénétique, ces souches sont proches 

des espèces Pseudoalteromonas rhizosphaerae, Pseudoalteromonas prydzensis et 

Pseudoalteromonas neustonica. Les analyses génomiques ont montré que ces souches étaient 

les représentantes d’une nouvelle espèce que nous avons nommée Pseudoalteromonas 

ostreae au regard de leur origine, l’hémolymphe d’Ostrea edulis. La souche type, 

Pseudoalteromonas ostreae hOe-66T, a été déposée en collections de microorganismes sous 

les identifiants CECT 30303T et CIP 111911T et vient s’ajouter aux 53 espèces de 

Pseudoalteromonas décrites. Cette nouvelle espece de Pseudoalteromonas a fait l’objet d’un 

article scientifique dans le journal « International Journal of Systematic and Evolutionary 

Microbiology ».  
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Les souches de l’espèce Pseudalteromonas ostreae produisent des composés antibiotiques 

appelés altérines. Ces cyclolipopeptides ont été initialement isolés à partir des surnageants de 

culture des souches Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 (Desriac et al. 2020). Nous avons 

établi la chimiodiversité des altérines des 5 souches en utilisant une technique de 

caractérisation structurale plus sensible (UPLC-HRMS/MS) que celle utilisée par Desriac et al., 

2020. Il apparait que les altérines constituent une grande famille de lipopeptides composée, 

a minima, de 37 structures différentes d’altérines. Les différences structurales sont observées 

à deux principaux niveaux : 

- la chaîne hydrocarbonée plus ou moins longue (de 8 à 13 C), saturée ou non et 

hydroxylée ou non 

- le cycle heptapeptidique où les Dab en position 1 et 3 du cycle peuvent être hydroxylés 

ou non 

Par ailleurs, des lipotripeptides Dab-Dhb-Dab ont été détectés dans les surnageants de 

culture. La présence de ces tripeptides pourrait résulter d’une biosynthèse partielle ou de la 

dégradation partielle des alterines.  

Si la stratégie mise en place dans ces travaux a abouti à la caractérisation d’un grand nombre 

de structures d’altérines, elle n’a pas permis de définir l’activité biologique des peptides 

caractérisés et donc de préciser les relations structure-activité de ces derniers. Il semble que 

les extraits des souches hCg-6 et hCg-42 soient plus riches en altérines à chaînes 

hydrocarbonées en C10 et C12 et soient plus actifs contre les souches à Gram negatif que les 

extraits des souches hOe-66, hOe-124 et hOe-125 plus riches en altérines à chaines 

hydrocarbonées en C8 et C10. Ces résultats sont en accord avec Desriac et al., 2020. En 

revanche, l’impact des hydroxylations des résidus Dab en position 1 et 3 sur l’activité 

biologique n’a pu être mesuré.  

Pour pouvoir étudier les relations structure-activité des altérines, il faudrait être en 

mesure de modifier le peptide naturel afin d’observer le rôle de chaque élément de structure 

sur l’activité anti-bactérienne. A l’heure actuelle, la quantité de peptides produite par les 

bactéries reste limitée : de l’ordre de 20 mg/L de culture en Marine Broth. Il est donc 

nécessaire d’envisager d’autres stratégies de production telles que des conditions de culture 

différentes favorisant la production, la synthèse peptidique en phase solide ou la production 
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en système hétérologue. La première va être explorée mais est aléatoire et chronophage 

puisqu’elle implique une étape de purification. La seconde et la troisième approches sont 

actuellement inaccessibles dans la mesure où le monomère Dab(βHO) n’est pas 

commercialement disponible et les constructions génétiques restent à l’état d’ébauches. 

Néanmoins, l’une ou l’autre de ces approches permettraient d’établir le rôle des principaux 

motifs structuraux dans l’activité des altérines et de tenter d’élaborer des analogues 

structuraux plus actifs. 

 

L’objectif principal de la thèse était d’identifier les gènes de biosynthèse des altérines 

dans les génomes des souches de Pseudoalteromonas productrices. La structure des altérines 

étant cyclique, lipidique et portant des résidus non protéogéniques, l’hypothèse d’une 

biosynthèse par une voie autre que la voie ribosomale classique a été émise. Grâce aux 

données des génomes séquencés, il a été possible d’identifier plusieurs groupes de gènes dont 

un commun aux cinq souches productrices. Ce dernier est un sytème NRPS composé de 2 

mega enzymes. La première, nommée NRPS A, est composée de 3 modules et la seconde, 

nommée NRPS B, de 4 modules correspondant par conséquent à un système NRPS linéaire 

pour la biosynthèse d’un peptide de 7 résidus d’acides aminés. Les prédictions 

bioinformatiques de prise en charge d’acides aminés correspondent à la séquence peptidique 

des altérines avec, de plus, un domaine Cstarter pour la prise en charge d’une chaîne 

hydrocarbonée sur le 1er résidu d’acide aminé. Les gènes environnants ont également été 

étudiés. Les cinq gènes en amont des nrps ont été identifiés comme codant un transporteur 

de peptides cycliques (a2041), des gènes codant des enzymes impliquées dans la biosynthèse 

des monomères Dab (a2042 et a2045) et des gènes codant des enzymes que nous suspectons 

être responsables de l’hydroxylation des Dab en Dab(βHO) (a2043 et a2044). En aval des nrps, 

des gènes apparentés à des gènes de résistance à la polymyxine (environ 36% d’homologie) 

ont été détectés.  

Cette thèse a permis d’identifier et valider le système NRPS responsable de la biosynthèse des 

altérines chez les 5 souches de Pseudoalteromonas issues de l’huître ainsi que chez une autre 

souche de Pseudoalteromonas isolée de la pieuvre Hapalochlaena maculosa en Australie 

(Defer et al. 2013 ; Chau et al. 2013 ; Desriac et al. 2013 ; Kalaitzis et al. 2016).  
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Les identifications réalisées par analyse génomique ont été reliées aux observations 

phénotypiques. L’activité anti-bactérienne et les altérines ont été observées lorsque les 

souches sont cultivées dans du milieu Marine Broth mais pas lorsqu’elles sont cultivées en 

milieu Tryptone Soja enrichie en NaCl.  

Sur la base de ces observations, les analyses du transcriptome de la souche hCg-6 cultivée en 

MB et TSBNaCl ont permis d’observer l’expression globale des gènes dans ces deux conditions. 

Il apparait que les gènes nrps sont exprimés à des niveaux équivalents dans les deux conditions 

de culture. En revanche, les gènes impliqués dans la biosynthèse des monomères en amont 

des nrps sont surexprimés en MB où l’activité est détectée. Ces résultats ont été confirmés 

par RT-qPCR. Nous émettons donc l’hypothèse que la régulation de la biosynthèse des 

altérines dépend de la disponibilité en monomère plutôt que de l’expression des nrps A et 

nrps B.  

L’identification des signaux environnementaux et des mécanismes de régulation de la 

transcription des gènes du BGC des altérines pourrait faciliter la mise au point d’un milieu 

optimal de production des alterines. 

Des expérimentations en biologie moléculaire ont été initiées pour compléter et pour 

renforcer les travaux présentés dans ce manuscrit et font partie des perspectives. Ainsi, afin 

de vérifier la spécificité des modules prédite par bioinformatique, les modules ont été 

individuellement amplifiés par PCR, insérés dans le vecteur pRSET incluant un tag histidine et 

une résistance à l’ampicilline. Ces constructions ont été clonées chez E.coli BL21 DE3. 

L’expression hétérologue des modules recombinants a été suivie d’une purification sur 

colonne d’interaction grâce au tag histidine porté par la protéine recombinante. Le test de 

spécificité d’un module, vis-à-vis des résidus, reste à être réalisé selon la méthode basée sur 

la consommation d’ATP du module d’NRPS avec un résidu spécifique, en présence de vert de 

malachite (McQuade et al. 2009).  

De la même manière, la fonction d’hydroxylation des gènes putatifs en amont des nrps devra 

être vérifiée par production hétérologue des protéines correspondantes. L’activité catalytique 

d’hydroxylation du monomère Dab devra être contrôlée. 

L’expression hétérologue du système NRPS des altérines est une autre solution pour induire 

la production d’altérines chez un autre organisme tel qu’une souche bactérienne résistante 

aux polymyxines ou la levure. Au vu de la taille du cluster nrps, supérieure à 30 kb, 
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l’expérimentation nécessite la méthode d’assemblage de type Gibson ou HiFi assembly 

(Thomas et al. 2015). Cette méthode est basée sur l’amplification de la région en plusieurs 

fragments qui seront ensuite réassemblés par homologie de séquence et insérés dans un 

vecteur. Enfin, le système hétérologue sera exprimé chez un hôte.  

De plus, le mécanisme d’immunité des souches à leurs propres composés reste à être identifié. 

En effet, les souches de Pseudoalteromonas sont des bactéries à Gram négatif produisant des 

composés actifs contre les bactéries à Gram négatif. Par conséquent un mécanisme 

d’immunité est indispensable pour la souche productrice. 

Nous avons observé que les gènes a2038, a2037 et a2036, en aval des nrps, présentant des 

homologies de séquence avec des gènes impliqués dans les phénomènes de résistance aux 

polymyxines, étaient surexprimés en TSBNaCl. Dans ce milieu, la souche hCg-6 ne produit pas 

d’altérines et est sensible à ces dernières. Les gènes a2038, a2037 et a2036 ne semblent donc 

pas impliqués dans l’immunité de la souche à ces propres altérines et aux polymyxines. Il est 

donc nécessaire de poursuivre l’annotation experte des génomes afin d’identifier le 

mécanisme d’immunité des souches productrices.  

Nous avons constaté l’absence du gène mcr dans le génome de la souche hCg-6, décrit chez 

certaines souches résistantes aux polymyxines (Liu et al. 2016 ; Gallardo et al. 2020). Nous 

suspectons que des plasmides porteurs des gènes mcr n’aient pas été extraits et par 

conséquent séquencés. Un tel mécanisme de résistance mcr expliquerait, de surcroît, la sous-

expression des gènes précédemment mentionnés puisqu’ils sont décrits comme inhibiteurs 

du système impliquant les phosphoéthanolamine transférases. 

Ce travail de doctorat m’a permis d’ouvrir 3 perspectives principales qui consistent à élucider : 

- les relations structure-activité des altérines aux niveau de la partie peptidique. Pour ce 

faire, surmonter l’absence du monomère Dab(βHO) est incontournable. 

- les mécanismes de régulation de la production d’altérines 

- les mécanismes d’immunité des souches productrices à leurs propres 

cyclolipopeptides. 
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Annexe 1. Table S1.1: Genome statistics of Pseudoalteromonas ostreae hOe-66T. 

 

Attribute Value 

Sequencing metrics 

No. of total reads 2,656,022 

Mean coverage (×) 123.9 

Accession no. 

WGS GenBank JAGPYN01 

SRA PRJNA718511 

16S rRNA  MT271987 

Genomic data 

Genome size (bp)a 4,643,030 

G+C content (%)a 40.28 

No. of chromosomes and plasmidsa 0 

No. of contigsa 101 

N50 (bp)a 181,424 

L50 (bp)a 10 

No. of CDSb 4293 

No. of tRNAsb 91 

No. of rRNAsb 3 

No. of RNAsb 121 

CRISPR repeatsc 5 

Protein coding density (%)b 88.61 
a Data from Quast v5.0.0 [15]  
b Data from the Microscope platform v3.15.2 [20]  
c Data from CRISPRCasFinder v4.2.19 [32]  
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Annexe 2. Table S1.2: Primer sequences ordered from Eurogentec. Primer for RT-qPCR 

designed for Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6. 

 

Primer Sequence (5' --> 3') 

q_16S_F ACTGAGACACGGCCCAGACT 

q_16S_R TGCAATATTCCCCACTGCTG 

q_rpoB_F CACGTAACTCACTATGGTCGCG 

q_rpoB_R TGGACCCTCAGGAGTCTCGAT 

q_a2036_F TGTTTACTTGCATGGGATACCG 

q_a2036_R TTCGTTTGTTCACTTGGAGCA 

q_a2037_F TGGATCTGATTGGCGACCTT 

q_a2037_R TGCATGACCACTCACACCATT 

q_a2038_F GGTACGGGTTTAGCGCGAAT 

q_a2038_R TCCTTGTGCTGAGCAACGTG 

q_a2039_F CTTGCTTGGAAATGGGCTGA 

q_a2039_R TGGCCCGTAAGCATTGTATAAA 

q_a2040_F AATTGGCGGACACGCGTTA 

q_a2040_R GAGGCGATATGGTGCACAGTAA 

q_a2041_F CAAAGCGAGTACTTGCCACCA 

q_a2041_R GCCCCCCTATTTTCTCCAAAT 

q_a2042_F TTAGTAGCGCATTCCCCCAC 

q_a2042_R GTTGATTTGCTGTTTCCCAGC 

q_a2043_F TTGGTCTCGTTTTGCACAGTT 

q_a2043_R GGCGTAACACTATTTTTCGCG 

q_a2044_F CCGGTTGCAAGTGAAGGTGA 

q_a2044_R TGGAAATTGATCAGTGGTCGG 

q_a2045_F TGTTTGGTCACCGGGAGAAG 

q_a2045_R GCCAAGTTGTTGCCTCGAAA 
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Annexe 3. Figure S1: UPLC/MS chromatograms of Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-6 

and Pseudoalteromonas sp. HM-SA03 with the same alterin production profile for both strains 

in MB. 



 

  

 

 

 

Titre : Biosynthèse et régulation de l’expression des altérines, une famille de peptides antibiotiques 
produits par des bactéries marines du genre Pseudoalteromonas 

Mots clés : Altérines ; antibiotiques ; NRPS ; PAM ; Pseudoalteromonas 

 

Résumé : L’exploration des propriétés anti-
bactériennes du microbiote hémolymphatique des 
animaux marins a conduit à l’isolement de différentes 
souches de Pseudaolteromonas. Deux d’entre elles, 
isolées de l’hémolymphe d’huître creuse et nommée 
hCg-6 et hCg-42, produisent une famille de peptides 
antibactériens nommés altérines. Les altérines sont 
composées d’un cycle heptapeptidique cationique 
contenant des résidus d’acides aminés exotiques, lié à 
une chaîne hydrocarbonée. 

Dans le cadre de cette thèse, les travaux ont porté sur 
la caractérisation de la chimiodiversité des altérines et 
de leur mécanisme de biosynthèse. 

Nous avons mené une étude par UPLC-MS de la 
structure des altérines produites par les souches hCg-
6 et hCg-42 ainsi que par des souches isolées de 
l’hémolymphe d’huître plate, nommées hOe-66, hOe-
124 et hOe-125. Cette étude a revélé que la famille des 
altérines est composé a minima de 37 isoformes 
présentant des modifications au niveau de certains 
résidus d’acides aminés ainsi que sur la chaîne 
hydrocarbonée. Nous avons entamé une analyse des 

génomes des 5 souches qui a révélé que les souches 
Pseudoalteromonas hOe appartiennent à une nouvelle 
espèce de Pseudoalteromonas. Compte tenu de 
l’origine de ces bactéries, nous avons nommé cette 
nouvelle espèce Pseudoalteromonas ostreae. 

Pour élucider les voies de biosynthèse et de régulation 
de l’expression des altérines nous avons combiné des 
analyses génomiques, transcriptomiques et 
culturomiques. La voie de biosynthèse des alterines est 
non ribosomale et implique un BGC de 30 kb contenant 
(i) 2 gènes codant des Non Ribosomal Peptide 
Synthétases (NRPS), (ii) des gènes environnants 
codant des enzymes de biosynthèse des monomères 
non proteogéniques et un transporteur de peptide 
cyclique et (iii) des gènes homologues à ceux décrits 
dans les mécanismes de résistance aux polymyxines. 
L’étude du transcriptome a révélé que la production 
d’altérines est dépendante de la disponibilité en résidus 
d’acides aminés originaux. 

Ce travail de thèse ouvre des perspectives de 
recherches sur l’immunité des souches à leurs propres 
altérines.

 

Title : Biosynthesis and regulation of alterins expression, an antibiotic peptide family produced by marine 
Pseudoalteromonas bacteria 

Keywords : Alterins ; antibiotics ; NRPS ; AMP ; Pseudoalteromonas 

 

Abstract : The exploration of antibacterial properties 
from hemolymph of marins animals leaded to the 
isolation of several Pseudoalteromonas strains. Two of 
them were isolated from Crassostrea gigas 
hemolymph, called hCg-6 and hCg-42 and produce an 
antibacterial peptide family called alterins. These 
alterins are composed of a cationic heptapeptidic cycle 
with uncommon residues and a fatty acyl chain. 

As part of this PhD, the work focused on alterins 
chemodiversity characterization and their biosynthesis 
mechanism.  

We led a study through UPLC-MS method on alterins 
produced by the 2 strains hCg-6 and hCg-42 and also 
3 other Pseudoalteromonas strains isolated from 
Ostrea edulis hemolymph, called hOe-66, hOe-124 and 
hOe-125. It revealed a family of at least 37 isoforms with 
modifications on specific residues and the fatty acyl 
chain. The genomic analysis of the 5 strains allowed the 

identification of a new Pseudoalteromonas species for 
the 3 hOe strains, called Pseudoalteromonas ostreae. 

In order to elucidate the alterins biosynthesis pathway 
et the regulation mechanisms, we combined genomic, 
transcriptomic and culturomic methods. The 
biosynthesis pathway of alterins is a non-ribosomal 
pathway and involve a 30 kb BGC composed of (i) 2 
genes coding Non Ribosomal Peptide Synthetase 
(NRPS), (ii) genes coding a peptide cyclic transporter 
and enzymes for the biosynthesis of non proteogenic 
residues and (iii) genes sharing homologies with genes 
involved in the polymyxins resistance. The 
transcriptomic study revealed that the alterin production 
depends on the availability of unusual residues. 

This thesis opens research perspectives on strain 
immunity to their own alterins. 


