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RESUME 

Le développement de nouveaux antibiotiques, motivé par la résistance 

bactérienne, possède un grand intérêt pour les peptides antimicrobiens (AMPs) ayant 

un mécanisme d 'action basé sur la perturbation membranaire. L 'objectif de ce projet 

était d ' approfondir nos connaissances sur le mécanisme d ' action de la caérine 1.1 et de 

l' auréine 1.2, deux AMPs extraits de la peau de grenouilles australiennes et très actifs 

contre les bactéries. Pour ce faire , la résonance magnétique nucléaire de l' état solide 

(RMN-ÉS) in vivo a été employée car elle tient compte de tous les constituants de la 

paroi cellulaire . Dans un premier temps, nous avons réalisé le marquage des 

membranes d'E. coli (Gram-) et de B. subtilis (Gram+) avec l' utilisation de l' acide 

palmitique deutéré PA-d31 afin de les étudier par RMN-2H. Nos résultats montrent que 

le profil lipidique d'E. coli marquée est similaire à celui d'E. coli sauvage avec l'ajout 

de I'OA au PA-d31, mais cet ajout n ' est pas nécessaire dans le cas de B. subtilis. Le 

taux de marquage de ~ 70% pour les deux bactéries procure un bon rapport signal sur 

bruit lors des analyses de RMN-2H . Nous avons par la suite exploré l ' application de la 

rotation à l' angle magique (MAS, magic angle spinning) en RMN-ÉS . En plus de 

permettre un gain en temps pendant l'analyse et un gain en sensibilité, les informations 

dynamiques extraites par le calcul des moments spectraux sont similaires à celles 

obtenues en mode statique. Les expériences de RMN- ÉS-2H en MAS réalisées sur les 

deux bactéries, en absence et en présence des AMPs, montrent que la caérine 1.1 et 

l' auréine 1.2 provoquent le désordre des membranes bactériennes. Contrairement à 

l' observation de cet effet à la concentration minimale inhibitrice (CMI) des peptides 

chezE. coli, une concentration supérieure à la CM1 est nécessaire pour B. subtilis . Ce 

résultat semble indiquer que les acides téichoïques du peptidoglycane (PGN) 
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interagissent avec les AMPs et entravent leur accès aux membranes lipidiques. Dans le 

but à long terme de vérifier cette hypothèse, nous avons étudié les bactéries intactes 

par RMN-13C afin de les caractériser dans un premier temps et identifier les signaux 

des constituants du PGN. Cependant, la complexité des spectres entiers empêchent une 

attribution complète . Nous avons donc tenté d ' effacer les signaux des lipides afin de 

simplifier les spectres. Pour ce faire , des lipides totaux et des lipides polaires, 

hydrolysés et non, ainsi que les acides palmitique et oléique , tous non marqués, ont été 

ajoutés dans le milieu de culture des bactéries en présence du glycérol- 13C3. Cette 

méthode a contribué à la diminution de l' intensité de tous les pics des lipides avec un 

meilleur taux d ' effaçage dans le cas des acides gras par rapport aux lipides totaux. 

L 'étape d ' hydrolyse des lipides est donc nécessaire. De plus, cette méthode d ' effaçage 

nous a permis d ' observer un meilleur taux d 'effaçage dans le cas de B. subtilis , et ceci 

peut être dû à la différence des parois cellulaires d'E. coli (Gram-) et B. subtilis 

(Gram+). 

Mots clés : peptides antimicrobiens, bactérie à Gram négatif, bactérie à Gram positif, 

rotation à l'angle magique, interaction membranaire , structure . 
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CHAPITRE I 

INTRODUCTION 

1 .1 Bactéries résistantes aux antibiotiques 

L ' utilisation des antibiotiques depuis plus de 70 ans a certainement joué un rôle 

important dans la médecine avec des millions de vies sauvées. La découverte de la 

pénicilline en 1928, les sulfamidés en 1932 et la gramicidine en 1939 a été 

révolutionnaire pour les traitements de maladies infectieuses telles que les méningites 

d 'origine bactérienne, les infections de la peau et les infections pulmonaires qui 

provoquent de nombreux décès (Bosch et Rosich, 2008 ; Fleming, 1929). Depuis, il y a 

eu une croissance de la recherche de nouvelles sources d'antibiotiques et leur utilisation 

estimée à 100,000 tonnes par année a induit 1 'émergence des souches bactériennes 

résistantes qui dominent les hôpitaux (Chang et al., 20 15) responsables de deux 

millions de maladies et 23 ,000 cas de décès en 2016, estimés par les centers of Disease 

Control and Prevention aux États Unis (Thayer, 2016). 

Ces centres avaient aussi montré en 2013 , que les bactéries à Gram-négatif (Gram-) 

multirésistantes représentent une proportion importante des menaces de résistance (par 

exemple, les entérobactéries , Acinetobacter et Pseudomonas) (Centres for disease 

control prevention, 2013). Parmi ces bactéries, on note l'apparition rapide d ' un 

Staphylococcus aureus résistant à la pénicilline. Peu de temps après fut la découverte 

de plusieurs S. aureus résistantes à la méthicilline (MRSA, Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus). Ces bactéries ainsi que les entérocoques résistants à la 

vancomycme (VRE, Vancomycin-Resistant Enterococci) sont inquiétantes. 



2 

De plus, les bactéries peuvent être également résistantes à plusieurs antibiotiques 

(MOR, multidrug-resistant). En 2008 , l'Organisation Mondiale de la Santé a estimé 

que 440 000 nouveaux cas de tuberculose MOR ont été contractés durant l'année, ce 

qui représente 3 ,6% des cas de tuberculose (World Health Organization , 201 0). 

Cette évolution des bactéries résistantes est en fait liée à leur capacité à développer 

différents mécanismes de résistance (Krasovec et Jerman, 2003) qui rendent la situation 

complexe. Ces mécanismes reposent sur la modification ou la surproduction de 

l' enzyme cible diminuant l ' effet de son inhibition sur la mort bactérienne, la 

dégradation et ou la modification chimique de 1 'antibiotique induisant son inactivation , 

la modification de la perméabilité membranaire et l' activation de pompes à efflux qui 

expulsent l ' antibiotique de la cellule bactérienne. Parallèlement à cette évolution rapide 

des bactéries résistantes , parmi les principales classes d ' antibiotiques illustrées dans le 

Tableau 1.1 seulement deux nouvelles classes d ' antibiotiques ont émergé depuis les 20 

dernières années. Il s ' agit des oxazolidinones (2000) et des lipopeptides (2003) 

destinés au traitement des infections à bactéries de Gram-positives (Gram+) (Butler et 

Cooper, 2011 ; Livermore et al. , 2011; Ziemska et al. , 2013). Ce tableau illustre 

quelques exemples des antibiotiques utilisés et montre que les pathogènes sont capables 

de développer différents mécanismes de résistance afin d ' altérer une variété de cibles. 

Par exemple, les bactéries peuvent excréter les oxazolidinones par le système d ' efflux 

cellulaire afin de diminuer leur concentration intracellulaire. 

Ces faits expliquent l' intérêt de développer de nouveaux agents ayant de nouveaux 

mécanismes d ' action qui engendrent un minimum de résistance. À cet égard , les 

peptides antimicrobiens naturels ayant pour mécanisme d ' action la perturbation des 

membranes représentent des bon candidats pour le développement de nouveaux 

antibiotiques avec un phénomène de résistance moindre (Epand et Epand , 20 Il). 
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Tableau 1.1 Illustration des principales classes d ' antibiotiques et des modes de 

résistance adoptés par les pathogènes. (Davies et Da vies, 201 0) . 

Classes Exemples Cibles Modes de résistance 

d 'antibiotiques 

Oxazolidinones Linezolid Traduction Efflux, cible altérée 

Lipopeptides Daptomycine Membrane cellulaire Cible altérée 

P-lactames Pénici llines, Biosynthèse Hydrolyse. eftlux, cible altérée 

Céphalosporin , pept idoglycane 

Monobactames 

Am inoglycos ides Gentamicine. Traduction Phosphorylation, acétylation. 

Streptomycine, nucléotidylation. eftlux, cible 

Spectinomycine altérée 

Glycopept ides V ancomycine, Biosynthèse Reprogrammation de la 

Teicoplanine pept idoglycane biosynthèse du peptidoglycane 

Marcolides Erythromycine, Traduction Hydrolyse. glyco lisation , 

Azithromicine phosphorylation, efflu x, cible 

altérée 

Lincosamides C lindamycine Traduction Nucléotidylation. efflux, c ible 

altérée 

Strepto gram ines Synercid Traduction C-0 lyase. acétylation. ef'flux, 

cible altérée 

Phénicols Chloramphénicol Traduction Acétylation, e ffiux , c ible 

altérée 

Quinolones Ciprofloxac in e Réplication ADN Acétylation, effiux , cible 

altérée 

Pyrimidirnes Trirnéthropine Synthèse ADN Efflux. cible altérée 

Su lfonamides Sulfaméthoxazole Synthèse ADN Efflux. cible altérée 

Rifamycines Rifampine Transcription Ribosylation, eftlux, cible 

altérée 

Peptides cationiques Colistin Membrane cellulaire Cible altérée. efflux 
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1 .2 Peptides antimicrobiens 

1.2.1 Caractéristiques des peptides antimicrobiens naturels 

Les peptides antimicrobiens (AMP, antimicrobial p eptides ) naturels sont 

retrouvés abondamment dans la nature dans tous les organismes vivants : 

champignons, plantes, oiseaux mammifères, crustacés, amphibiens et bactéries 

(Con lon et Sonnevend , 201 0; Leippe, 1999; Mar6ti et al. , 2011; Rajanbabu et Chen, 

20 Il). Ce sont de peptides multifonctionnels qui représentent des agents de défense 

contre un large spectre de pathogènes (Fehri et al. , 2007 ; Hadley et Hancock, 201 0; 

Hancock et Diamond, 2000 ; Hancock et Scott, 2000 ; Jenssen et al. , 2006) . En effet ils 

présentent des activités antivirales, antibactériennes, antifongiques , antiparasitaires et 

anticancéreuses. De plus, par rapport aux antibiotiques courants , ils développent moins 

de résistance chez les agents pathogènes compte tenu de leur rapidité à les neutraliser 

(Had ley et Hancock, 201 0). Ces facteurs font en sorte que le domaine de la recherche 

sur les AMPs a pris énormément d ' ampleur et le nombre de peptides naturels identifiés 

ne cesse d ' augmenter (Wang et al. , 2009). 

1.2.2 Structure des AMPs 

Les peptides antimicrobiens comportent en moyenne entre 20 et 50 acides 

aminés, dépassant rarement 5 kDa. La présence de résidus d'acides aminés arginine et 

lysine chargés positivement confere aux AMPs un caractère cationique variant 

généralement entre +2 et +9. Ils possèdent également un pourcentage allant jusqu 'à 50 

%d 'acides aminés hydrophobes (Apponyi et al., 2004). Les peptides antimicrobiens 

adoptent une structure amphiphile en présence d 'une membrane. Ce caractère ainsi que 

les charges positives seraient en grande partie responsables de leur activité 

antimicrobienne (Powers et Hancock, 2003). 

Selon leur charge globale , leur composition et leur structure (secondaire et tertiaire, la 

présence de ponts disulfure) (Boman, 1995; Gennaro et Zanetti , 2000; Shai , 2002), les 
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AMP peuvent se regrouper sous cinq grandes classes. Les peptides an ioniques (e.g. les 

dermicid ines), les peptides comportant des résidus cystéine formant des ponts d isulfure 

(e.g. les défensines), les peptides riches en acides aminés spécifiques tels que les 

indolicidines riches en tryptophane et les drosocines riches en proline et en arginine 

(Jacobson et al. , 2007), les peptides dérivés de protéines plus grandes (e.g. casocidine) 

et les peptides cationiques linéaires comportant des hélices a (e.g. magainine) . Le 

Tableau 1.2 présente quelques exemples d ' AMPs de chaque classe. En général , les 

AMPs peuvent adopter quatre types de structures secondaires : l' hélice a , le feuillet~ , 

le coude et la pelote déroulée (Atindehou, 2012; Jenssen et al., 2006). Ce sont ces 

structures secondaires (Figure 1.1) qui déterminent l' interaction des AMPs avec les 

membranes des pathogènes (Atindehou, 20 12). 
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Tableau 1.2 Classification des AMPs en fonction de leur structure 

Classes des AMPs Séquence primaire Charge Références 
nette à pH 7 

An ioniques 

- Dermicidine DCD-1 L SSLLEKGLDGAKKA VGGLGK -1.9 (Paulmann 
(humain) LGKDAVEDLESGKGAVHDV et al. , 20 12) 

KDVLDSVlrNH2 
- Maximine H5 ILGPVLGLVSDTLDDVLG!lr -3 (Lai et al. , 

(amphibien) NH2 2002) 
Comportants des résidus cystéine 
formant des ponts dissulfures 

- P- défensine 1 (humain) DHYNCVSSGGQCLYSACPIFT +3.7 (Wang, G., 
K1QGTCYRGKAKCCK-NH2 20 10) 

Dérivés de protéines plus grandes 

- Casocidine-1 (casé in e KTKLTEEEKNRLNFLKKJSQR +7.1 (Zucht et a l. , 
bovine) YQKFALPQYLKTVYQHQK- 1995) 

NH2 
- BHP (hémoglobine FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSA +2.3 

bovine) QVKGHGAK-NH2 
Riches en acides aminés 
spécifiques 

- Indolicidines (insecte) ILPWKWPWWPWRR-NH2 +3 (Hsu et al. , 
2005) 

Cationiques linéaires comportants 
des hélices a 

- Magainine-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIM +3 (Matsuzaki 
(amphibien) NS-NH2 et al., 1997) 

- Caérine 1.1 (amphibien) GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVI + 1.3 (Gehman et 
AEHlrNH2 al. , 2008) 

- Auréine 1.2 (amphibien) GLFDIIKKJAESF-NHz + 1 (Gehman et 
a/. , 2008) 



Figure 1.1 

Helice a (magainine 2) Feuillet~ (defensine 1) 

Pelote déeroulée (indolicidine) Coude (gramicidine) 

Structure secondaire de quelques AMPs représentant les quatre 

types de repliement de base (Peters et al. , 201 0) 

1.2.3 Mécanisme d ' action des AMPs 

7 

En fonction de leurs cibles et de leurs activités, les modes d'action des peptides 

peuvent se résumer en deux groupes : les mécanismes de déstabilisation membranaire 

et les mécanismes intracellulaires (Figure 1.2). Les peptides qui sont capables de 

pénétrer à l'intérieur de la cellule inhibent la synthèse de la paroi cellulaire, l'activité 

de certains enzymes, ainsi que celle de certaines proteines, de 1 'ADN et 1 'ARN 

(Brogden, 2005; Jenssen et al. , 2006; Peters et al., 2010). À titre d'exemple, il a été 

démontré que les histatines inhibent 1 ' activité enzymatique (Brogden , 2005). 

Cependant, la plupart des AMPs agissent sur la membrane pathogène (Michel, 201 0) . 

Trois modèles d 'inse11ion et de pennéabi 1 isation membranaire ont été proposés. Ils sont 

illustrés sur la Figure 1.2, mais ils seront détaillés dans la section 1.5. Il est impo11ant 

de noter que dans le cas des AMPs à activité membranaire , le pathogène, en absence 
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de cible spécifique, devient moms apte à développer de la résistance (Hoskin et 

Ramamo011hy, 2008). 

(A) 

Figure 1.2 

(3) 

Illustration des mécanismes d'action des AMPs (Peters et al., 2010) 
avec permission. 

(A) Pe1turbation de l' intégrité membranaire: (1) Fonnation de tapis , (2) Fonnation de 
pores toroïdaux par l' alignement des séquences hydrophobes, et (3) la formation des 
pores en douves . (B) Inhibition de la synthèse d ' ADN. (C) Bloquage de la synthèse 
d' ARN. (0) Inhibition des enzymes qui assurent la synthèse des protéines . 
(E) Inhibition de l'activité ribosomale et la synthèse protéique. (F) Bloquage des 
protéines chaperonnes nécessaires pour le repliement des protéines. (G) Bloquage de 
la voie mitochondriale par la fonnation d'espèces réactives de 1 'oxygène (ROS) ou 
déstabilisation de l'intégrité par efflux d' ATP et de NADH. 

1 .3 Caérine 1.1 et auréine 1.2 

Les secrétions de peau de grenouilles australiennes sont 1iches en peptides 

antimicrobiens (Boland et Separovic, 2006) . Dans ce projet, on s ' intéresse à la 

caérine 1.1 et l'auréine 1.2 produites par des grenouilles arboricoles du genre Litoria. 
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1.3.1 Structure 

La caérine 1.1 composée de 25 acides aminés (GLLSVLGSV AKHVLPHVVP 

VIAEHL-NH2) et l'auréine 1.2 composée de 13 acides aminés (GLFDIIKKIAESF­

NH2) possèdent des ressemblances structurales (Tableau 1 .2). Elles sont cationiques 

avec des charges nettes de + 1 (auréine 1 .2) et +4 (caérine 1.1 ). Elles possèdent une 

section N-terminale constituée de glycine et leucine et d ' une section C-terminale 

essentielle pour l' activité antimicrobienne (Boland et Separovic, 2006 ; Rozek et al., 

1 998). L ' auréine 1.2 contient des résidus de lysine aux positions 7 et 8, mais la 

caérine 1.1 contient des complexes lysine-histidine aux positions 1 1 et 12 . Leurs 

structures obtenues dans un mélange d ' eau : 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE) utilisé pour 

mimer l' environnement hydrophobe des membranes sont montrées à la Figure 1.3. 

Figure 1.3 

, 

-4 . . :-.;..\ 
·'t.,,l\1'' 

1\l\1\1 

Structures de la caérine 1.1 (en haut) et de l' auréine 1.2 (en bas) 

dans eau : TFE. (Apponyi et al. , 2004). 
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On peut voir que contrairement à leur structure aléatoire en solution aqueuse, les deux 

peptides se réorganisent en hélice a dans un environnement membranaire (Boland et 

Separovic, 2006; Pukala et al. , 2004). La caérine 1.1 s ' organise en deux hélices 

séparées par une région flexible initiée par une proline (Pro 15) (Wegener et al. , 2001 ; 

Wong et al. , 1997). Cette région est importante pour l' activité antimicrobienne car il a 

été démontré que les pralines facilitent l' orientation des zones hydrophiles et 

hydrophobes par rapport à la membrane (Boland et Separovic, 2006 ; Pukala et al., 

2004) . 

1 .3.2 Activité antimicrobienne 

L 'auréine 1.2 et la caérine 1.1 sont parmi les peptides les plus actifs contre les 

bactéries , les champignons et les cellules cancéreuses (Kamysz et al. , 2006; Rozek et 

al. , 2000 ; Wegener et al. , 1999). Les travaux menés par Apponyi et al. afin de mesurer 

la concentration minimale inhibitrice de ces peptides contre de nombreuses souches 

bactériennes montrent que les deux peptides sont actifs contre plusieurs espèces de 

bactéries Gram- et spécifiquement contre les Gram+ (Apponyi et al. , 2004). Cette 

activité antimicrobienne résulte principalement de l' interaction des peptides avec la 

membrane bactérienne. À titre d ' exemple, la perturbation des membranes par l' auréine 

1.2 a été mise en évidence par des marqueurs fluorescents incorporés dans la membrane 

(Ambroggio et al. , 2005 ; Lee et al. , 2010). 

En ce qui concerne leur mécanisme d 'action , plusieurs études et particulièrement celles 

du groupe de Separovic en Australie (Fernandez et al. , 2012 ; Femandez et al. , 2013) 

suggèrent que 1' interaction de 1 ' auréine 1 .2 se fait à la surface membranaire et que cette 

interaction provoque la lyse membranaire, ce qui est compatible avec le mécanisme en 

tapis. Ceci a été appuyé par plusieurs techniques telles que la microscopie à force 

atomique avec laquelle il a été observé que la surface membranaire devenait plus 

rugueuse avec l' interaction de l' auréine 1.2 et que celle-ci n ' est pas capable de former 

des pores même à des concentrations qui provoquent sa lyse (Fernandez et al. , 2012) . 



Il 

De plus, des analyses par résonance magnétique nucléaire du phosphore (RMN-31P) et 

du deutérium e H) ont montré plus d 'effet lipidique de l' auréine 1.2 sur la région 

supérieure de la chaîne acyle que sur la région inférieure (Fernandez et al. , 20 12) 

indiquant qu 'elle reste à la surface de la bicouche. 

En ce qui concerne la caérine 1.1 , des analyses en RMN-31P ont montré que son 

interaction avec les membranes provoque le désordre au niveau inférieur des chaînes 

acyle et au niveau des têtes polaires des lipides mais qu 'elle provoque de l'ordre dans 

la région supérieure de la chaîne acyle, ce qui suggère une interaction de la caérine 1.1 

avec toutes les régions des phospholipides due à son insertion dans la bicouche 

membranaire (Fernandez etal. , 2013 ; Marcotte et al., 2003). De plus, ces résultats ont 

montré une formation d ' un mélange de lipides en phases fluide et gel (Fernandez et al. , 

2013), révélant une déformation de la bicouche et suggèrant que la caérine 1.1 agit par 

le modèle des pores toroïdaux et non celui des douves de tonneaux. Ces deux modèles 

seront détaillés dans la section 1.5. 

Ces travaux ont été la source d ' une hypothèse générale sur la relation de la taille 

des peptides avec leur mécanisme d ' action. En effet, tout AMP composé de plus de 20 

acides aminés est capable d ' internaliser la bicouche lipidique en formant des pores 

transmembranaires alors que les peptides composés de moins de 20 acides aminés 

possèdent en général un mécanisme semblable aux détergents, nommé en tapis . 

Cependant, certains peptides plus courts que 20 acides aminés ne possèdent pas un 

mécanisme d ' action semblable aux détergents, soit le mécanisme en tapis tel que les 

peptides 14-mères forment des pores toroïdaux transitoires (Ouellet et al., 2007). Il 

est important de souligner que ces travaux ont été réalisées avec des bicouches 

phospholipidiques, composées généralement par DMPC (dimyristoylphosphatidylcho 

line) ou de DMPC/DMPG (dimyristoylphosphatidylglycérol) (Boland et Separovic, 

2006; Femandez et al., 2012 ; Femandez et al., 2013). Ces membranes modèles sont 

plus détaillées dans ce qui suit. 
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1 .4 Bactéries 

1.4.1 Membranes/parois bactériennes 

Les membranes bactériennes sont caractérisées par une structure complexe à 

plusieurs couches qui protègent les organismes de l' environnement hostile et permet 

aux éléments nutritifS de pénétrer dans la cellule. Tel que présenté dans la Figure 1.4 , 

les enveloppes cellulaires des bactéries se séparent en deux groupes, Gram+ et Gram-, 

selon la structure de leurs membranes. Elles sont toutes les deux composées d ' une 

membrane plasmique interne, mais different par leurs parois. L ' un des constituants 

commun de la paroi est le peptidoglycane qui fonne un réseau autour de la membrane 

plasmique. Le peptidoglycane schématisé dans la Figure 1.5 est formé par des chaînes 

répétitives composées d ' une partie glucidique composée de N-Acétyl-Giucosamine 

(NAG) et d ' acide N-Acétyl-Muramique (NAM) reliés par des liaisons osidiques p 1-4 

et d ' une partie peptidique où chaque NAM est lié à un tétrapeptide (Vollmer, 2008). 

Dans ce projet on s ' intéresse à Esche rie hia coli (Gram-) et à Bacillus subtilis (Gram+), 

deux modèles avec lesquels il est intéressant d ' étudier in vivo les interactions des AMPs 

afin de mieux comprendre leurs mécanismes d ' action. 



Antigène 0 
PAC 

Escllerichia coli (Gram-) Baci/lus subtilis (Gram+) 

Figure 1.4 Enveloppes des bactéries à Gram- et 
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LPS : lipopolysaccharides, ME: membrane externe, PGN :peptidoglycane, OMP : 

protéine de la membrane externe (Outer membrane protein), PAC: protéine attachée 

de façon covalente, TA : acide téichoique, L TA : acide lipotéichoique . 

Figure 1.5 
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Schématisation de la structure du peptidoglycane. 
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1.4.1.1 Escherichia coli 

Comme exemple représentatif des bactéries à Gram -, on s ' intéresse à l'étude 

d'Escherichia coli (E. coli), une bactérie présente dans la flore intestinale de l' homme 

et d ' autres mammifères. Certaines souches d'E. coli sont pathogènes et causent des 

infections intra et extra- intestinales (Bélanger et al., 20 Il). La paroi d ' E. coli 

représentée à la Figure 1.4 est composée de deux bicouches lipidiques séparées par un 

espace périplasmique constitué d 'une fine couche de peptidoglycane. Des lipoprotéines 

dites « de Braun » relient le peptidoglycane à la membrane externe. La bicouche 

externe d' E. coli est constituée de glycolipides et principalement de 

lipopolysaccharides (LPS) chargés négativement (Kamio et Nikaido , 1976). Une 

moitié des LPS correspond à une partie lipidique hydrophobe, appelée le lipide A et 

responsable du pouvoir toxique, tandis que l'autre partie consiste en une chaîne 0 

spécifique qui correspond à un polysaccharide responsable de la reconnaissance 

antigénique et de l' antigénicité (Figure 1.6). Des protéines transmembranaires sont 

également associées à la membrane externe, telles que les porines (Raetz et al. , 2007). 

En ce qui concerne les phospholipides, E. coli est composée de trois principaux types 

de têtes polaires (Tableau 1 .3), soit la PE, la PG et la cardiolipine (CL) et de trois 

chaînes d ' acides gras (Cl6, Cl7, Cl8) (Esfahani et al., 1969). 
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Coeur 

Lipide A 

Figure 1.6 Structure de lipopolysaccharides d' E. coli. Kdo, 3-deoxy-D-manno­
oct-2-ulosonic acid ; Hep , L-glycero-D-manno-heptose; Glu, D-glucose; Gal , 

D- galactose; EtN, ethanolamine; P , phosphate (Ruiz et al. , 2009). 

Tableau 1.3 Composition phospholipidique d'E. coli et B. subtilis.(Bishop et al. , 

1967; Cie jan et al. , 1986; Esfahani et al., 1969) 

Bactéries % lipides totaux 

PE PG CL 

E. coli 75 20 5 

B. subtilis 34 60 6 
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1 .4.1.2 Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis (B. subtilis) représentative des bactéries de Gram(+) se trouve 

principalement dans le sol. Comme E. coli, elle est considérée non pathogène pour 

l' homme mais peut causer des intoxications alimentaires. La première différence entre 

les parois bactériennes à Gram- et Gram+, mise en évidence dans la Figure 1.4, 

correspond à l'absence de la membrane externe chez B. subtilis. De plus , le 

peptidoglycane est bien plus épais, d ' environ 50 nm chez B. subtilis (et pouvant aller 

jusqu ' à 80 nm dans d ' autres bactéries à Gram+), par rapport à quelques nanomètres 

chez les bactéries à Gram- (Hayhurst et al. , 2008). Le peptidoglycane est riche en deux 

types d 'acides téichoiques. Il existe des acides téichoiques liés de manière covalente 

au peptidoglycane par le biais de l' hydroxyle C6 du NAM (TA) et d ' autres ancrés à la 

membrane plasmique, appelés acides lipotéichoiques (L TA) (Percy et Gründling, 

2014). LesT A et les L TA (Figure 1.7) sont chargés négativement, et comme les LPS, 

peuvent être la cible des AMPs par interactions électrostatiques avec les acides aminés 

chargés positivement (Bucki et Janmey, 2006). 

Tel que montré dans le Tableau 1.3 , la membrane plasmique de B. subtilis contient de 

la PG, de laPE et de la CL, avec des chaînes acyles en C 15 , C 16 etC 17 (Bishop et al., 

1967; Clejan et al. , 1986). 
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Figure 1.7 Stmcture des acides téichoiques (TA) composés de GroP-ManNAc-

GleNAC et liés d ' une façon covalente au peptidoglycane (PGN) (a) et celle des acides 

lipotéichoiques (L TA) de B. subtilis , composés de TA liés à un diglycéride par une 

liaison ester (b) . R indique les acides gras. (Brown et al., 2013 ; Percy et Gründling, 

2014). 

1.4.2 Membranes modèles 

Comme mentionné dans la partie précédente, les membranes bactériennes 

possèdent une stmcture complexe. Afin d ' étudier les interactions des peptides avec la 

bicouche lipidique, mimer les bicouches lipidiques naturelles en modélisant par des 

systèmes plus simples est souvent nécessaire en pa11iculier en RMN. Les membranes 

naturelles étant principalement composées de phospholipides, ces derniers sont utilisés 

dans les membranes modèles. Les vésicules mutlilamellaires sont le plus souvent 

employées et elles sont représentées dans la Figure 1.8 qui illustre différentes 

organisations possibles des phospholipides en milieux aqueux . Appelées aussi 

liposomes, elles représentent un assemblage de plusieurs bicouches superposées. Par 

une technique d'extrusion , on obtient à pm1ir de ces liposomes des vésiculaires 

unilamellaires de taille unique. Tel que montré dans la Figure 1.9, les phospholipides 

les plus couramment employés pour mimer les membranes bactériennes sont la 

phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE) et la 

phosphatidylglycérol (PG). La PC et la PE po11ent à la fois une charge positive et 
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négative , il s sont donc des phospholipides zwitterioniques, et la PG con espond à des 

phospholipides anioniques abondants dans les membranes bactériennes. 

(A) (B) 

(C) 

••••• ··o·· • • • • • • • • • • • • •••••• 

Figure 1.8 Organisation des phospholipides en milieux aqueux. (A) Micelle, 

(B) Bicelle, (C) Vésicule unilamellaire et (D) Vés icule multilamellaire (coupe vue de 

dessus) . 
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0 

Phosphatidylcholine (PC) 

Phosphatidyléthanolamine (PE) 

0 0 OH 
Il 1 -o~o-P-o~H 

cf\ d-
Na• 

0 

Phosphatidylglycérol (PG) 

Figure 1.9 Phospholipides courants des membranes modèles bactériennes. 

D' autres systèmes de mélanges binaires de lipides ont été adaptés. Les membranes des 

bactéries étant généralement composées d ' un mélange de phospholipides saturés et 

insaturés , les phospholipides à chaînes palmitoyl-oléoyl (PO) présentés dans la 

Figure 1.6 possèdent une in saturation cis au milieu de la chaîne oléoyl ( 18 :1 cis-9) qui 

augmente la fluidité membranaire et assure la phase fluide des membranes , semblable 

à celle des bactéries. Les mélanges binaires qui miment les modèlesdes bactéries à 

Gram- et Gram+ sont présentés dans la Figure 1.1 O. 
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Figurei . IO Mélanges lipidiques courants des membranes modèles . (A) Modèle 

de bactérie Gram-. (B) Modèle de bactérie Gram+. 

1.5 Mécanisme d ' action membranaire des AMPs 

Le mécanisme d ' action membranaire des AMPs dépend de l' interaction des peptides 

avec la membrane pathogène. Cette attraction initiale se fait par 1 ' intermédiaire de 

liaisons électrostatiques entre le peptide cationique et les phospholipides chargés 

négativement chez les bactéries à Gram- et entre le peptide et les composants du 

peptidoglycane chez les bactéries à Gram+ (Jenssen et al. , 2006; Michel , 2010). 

Ensuite, les peptides se fixent sur les groupements phosphates des membranes externes. 

Cette interaction peptide/membrane provoque une modification de la structure 

membranaire et une déstabilisation des lipides qui aboutissent à la perméabilité 

membranaire . 

Trois modèles d 'insertion sont détaillés ci-dessous. 

1.5.1 Déstabilisation membranaire en tapis (carpet-like mechanism) 

Par interactions électrostatiques, les peptides s'assemblent à la surface de la 

membrane en formant un tapis (Shai et Oren, 2001 ). Ils sont en contact avec les têtes 

polaires des lipides mais ne s ' insèrent pas dans le cœur hydrophobe de la membrane 
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(Miche l, 2010). Il n 'est pas nécessaire que ces peptides adoptent une structure en 

hélice a, mais leur accumu lation jusqu 'à une concentration é levée sur toute la surface 

membranaire provoque sa rupture et sa dégradation en complexes micellaires (Shai, 

1999; Shai et Oren , 200 1). Ce mécanisme d 'action schématisé sur la Figure 1.11 a été 

décrit entre autres pour la magainine (Mor et al. , 1994) et pour la cathélicidine humaine 

LL-37 (Oren et al., 1999). 

Figure 1.11 Modèle de déstabilisation membranaire en tapis "carpet like". 
(Brogden, 2005), avec pennission. 

1 .5 .2 Le modèle des pores en douve de tonneaux (barrel stave mode!) 

Les douves de tonneaux exp liquent l 'organisation des peptides lors de la 

pem1éabilisation membranaire (Figure 1.12) (Miche l, 20 10). Dans ce modèle, les 

peptides antimicrobiens cationiques en hélice a changent de confom1ation en 

s'attachant à la surface membranaire. Ils pénètrent par leurs pôles hydrophobes en 
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repoussant les phospholipides grâce à leurs propriétés amphiphiles simi laires aux 

détergents, et la région hydrophile compose 1 ' intérieur du pore . La taille du pore dépend 

du nombre de monomères peptid igues , et la longueur des peptides doit être suffisante 

pour qu 'ils puissent traverser la bicouche lipidique (Andreu et al., 1992). Ceci 

provoque la fuite du contenu cytop lasmique et la mort des cell ules bacté1iennes. Le 

peptide antimicrobien alaméthicine est l' un des plus étudiés dans la compréhension de 

ce mécanisme d'action (Yeaman et Yount, 2003) . 

Figure 1.12 

-

A 

~ ~il ~ ~f~ ~ 
~ 

Modèle en douves de tonneaux "barrel stave ". (Brogden , 2005), 
avec permiSSIOn . 

1.5.3 Le modèle des pores toroïdau x (toro idal-pore) 

Ce modèle ressemble au précédent car les peptides induisent la lyse osmotique 

de la bactérie par la f01111ation de pores. Les peptides s'assemblent parallèlement à la 

surface de la membrane puis y sont insérés perpendiculairement (Jenssen et al., 2006 ; 

Yeaman et Yount, 2003 ). Contrairement à 1 ' insertion des peptides sans la défonnation 

de la bicouche lipidique au modèle en douve de tonneaux, dans ce modèle les lipides 

membranaires sont intercalés avec les peptides dans le canal transmembranaire 

(Miche l, 20 1 0). Ce type de pores transmembranaires présenté à la Figure 1.1 3 a été 

décrit pour la mélittine (Yang et al., 2001 ). 
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Figure 1.13 Modèle des pores toroïdaux. (Brogden , 2005), avec pem1ission. 

1 .6 Importance de 1 ' étude des interactions in vivo 

Tel que mentionné dans la section précédente, les membranes bactériennes sont 

un milieu très complexe et d'une grande variabilité. Les membranes modèles ne sont 

donc que des systèmes simplifiés loin de représenter la nature . De plus, la composition 

membranaire affecte l 'orientation , la confonnation et la dynamique des peptides. Par 

exemple, il a été montré que la MSI-78 possède plus d'effet en interaction avec les 

POPC qu'avec POPE dü à la différence de son o1ientation et sa confom1ation (Hallock 

etal., 2003; Janes, 1996), et que la pardaxine montre un mécanisme d 'action semblable 

aux détergents en interaction avec la POPC mais elle est capable de s'insérer entre les 

phospholipides de DMPC (Hallock et al., 2002). Étant donné que la composition 

lipidique affecte 1 ' effet du peptide, il est important d'étudier 1 'interaction des peptides 

avec des enveloppes bactériennes intactes . En effet, des études menées sur des 
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nanoparticules de fullerénol par Brisebois et al. ont montré une interaction 

préférentielle de ces NPs avec DPPG dans des membranes modèles de DPPC/DPPG 

(Brisebois et al. , 20 12). Cependant, Tardy-Laporte et al. (Tardy-Laporte et al. , 20 13) 

ont soulevé le rôle des LPS dans l'effet du fullerénol surE. coli. L 'absence de LPS 

dans les membranes modèles met en évidence l' importance des études in vivo . 

1.7 Marquage et étude des bactéries par RMN 

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est un ou ti 1 très pu issant 

utilisé dans de nombreuses branches de la chimie , de la biochimie et des sciences 

médicales. Dans ce projet, on l' exploite dans un premier temps pour étudier la 

perturbation des bicouches de phospholipides causée par les peptides antimicrobiens . 

Ensuite, on 1 'exploite afin de caractériser l' organisation lipidiques des membranes des 

bactéries entières. Plusieurs techniques tels que la spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourrier et la microscopie à force atomique ont été développées pour 

étudier les interactions et pour la caractérisation, mais la RMN présente l' avantage 

d 'être une technique non invasive qui donne des informations au niveau moléculaire. 

1.7 .1 RMN du deutérium pour 1 ' étude des membranes bactériennes 

La RMN du deutérium est utilisé depuis les années 70 avec des membranes 

modèles et naturelles (Davis et al. , 1977; Seelig, 1977; Seelig et Macdonald, 1987). Le 

2H très faiblement représenté naturellement (0 ,015%), l'enrichissement isotopique est 

nécessaire et les chaînes lipidiques peuvent être deutérées à une, plusieurs ou toutes les 

positions hydrogénées, et renseigne sur la dynamique et l' organisation des chaînes 

acyles au cœur des membranes. Ainsi, par RMN-2H, les divers mécanismes d ' action 

des AMPs (décrits dans la section 1.5) en interaction avec des membranes modèles 

composées de phospholipides ont été étudiés (Apponyi et al., 2004; Fernandez et al. , 

20 12; Femandez et al. , 2013 ; Sani et Separovic, 2016). 
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Afin d 'étudier in vivo ces mécanismes d ' action par RMN-2H, plusieurs stratégies de 

deutération spécifique des membranes bactériennes ont été développées. Dowhan et 

Bogdanov ont montré qu ' il est possible d ' intégrer les phospholipides deutérés entiers 

dans les membranes cellulaires (Dowhan et Bogdanov, 2002), par diffu sion des 

molécules exogènes, fusion de vésicules lipidiques avec les membranes cellulaires ou 

échange entre les phospholipides membranaires endogènes et les lipides exogènes. 

Ces méthodes conduisent cependant à de faibles taux de marquage. 

Des organismes mutés ont été utilisés pour le marquage tel que les mutants d ' E. coli 

(souches L51 et LAS) (Marcotte et Booth, 2014) qui sont auxotrophes en acides gras 

exogènes (AG) et donc capables d ' incorporer les acides gras deutérés tel que l'acide 

palmitique lors de leur biosynthèse (Davis et al. , 1979; Pius et al., 2011 ). Mais en 2013 , 

Tardy-Laporte et al. ont montré que le marquage d ' une souche sauvage d ' E. coli est 

possible par l' incorporation des acides gras exogènes deutérés (Tardy-Laporte et al. , 

2013), et ceci par leur ajout dans le milieu de culture. En raison du coût énergétique 

élevé de la biosynthèse des chaînes acyles, il est préférable pour les bactéries d 'utiliser 

les AG exogènes. Ces AG exogènes traversent la membrane d'E. coli à l' aide de la 

protéine fadL transporteuse d ' AG . À l' intérieur de la cellule, la quantité d ' AG est 

négligeable car la bactérie les utilise dans la production des phospholipides selon deux 

mécanismes illustrés à la Figure 1.14. Une proportion majeure des AG exogènes est 

convertie en acyle-CoA dans le cytoplasme. L ' acyle-CoA peut être dégradé par l' acyle­

CoA déshydrogénase via une ~-oxydation , ou incorporé à l' acide phosphatidique via 

la glycérol phosphate acyle transférase pour la synthèse de phospholipides (Byers et 

Shen, 2002; Jiang et al. , 201 0; Zhang et Rock, 2008). Le second mécanisme concerne 

les AG libres qui sont couplés à la protéine ACP (acy! carrier protein) et conduisent 

directement à la synthèse de la PE (Byers et Shen , 2002). Ces deux mécanismes 

assurent ainsi l' incorporation des AG exogènes deutérés da!ls les phospholipides sans 

leur élongation ou modification. Il est aussi important de noter que les AG exogènes 

n ' ont pas accès aux chaînes acyles intermédiaires synthétisées par ACP et impliquées 
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dans la b iosynthèse du lipide A (Byers, 1989 ; Byers et Shen, 2002). Ainsi, les LPS ne 

peuvent pas être deutérés selon cette méthode. 

fa dl 
,.------ Dégradation par P- oxydation 

.. Acyle-Co.-\ -

Membrane 

'-------.. Acide phosphatidique 
Glycérol-phosphate '-....._ 

acyle transférase .,• ~ 

------- PL 
PE 

Membrane 
Acyle-A CP 

exten1e in terne 

Figure 1.14 Schématisation des princ ipa les étapes d ' incorporati on des ac ides 

gras (AG) exogènes dans la biosynthèse des phospho lipides (PL) chezE. co li 

sauvage . 

Ce marquage présente l'avantage d 'atte indre un taux de marqu age important (70% ) 

tout en gardant la bactérie intacte (Tardy-Laporte et a l. , 201 3). Par a ill eurs, 

l ' incorporati on de l'acide palmitique deutéré PA-d31 a affecté le profil lipidique de la 

bacté ri e par rapport à la bac téri e non marquée avec 1 ' augmentation de la proporti on des 

acides gras saturés, qui affecte la fluidité memb ranaire . Ainsi, on s'est intéressé dans 

ce proj et à l'optimisation du marquage d 'E. coli . 

De plus, ce marqu age a été explo ité pour deutérer les phospholipides membranaires de 

B. subtilis sauvage et sera présenté au chapitre IV. Chez B. subtilis , la synthèse des 

LTAs se fait par la production des chaînes PGP (p olyc/ycerolphosphate) via l 'addition 

des rés idus GroP (glycéro lphosphate) en utilisan t les PG comme substrat (Percy et 

Gründling, 2014). Cependan t, vu que les LTAs représentent 6 -10 mol% dan s la bacté1ie 

(Koch et al. , 1984 ), et n 'utili sent qu 'une portion des PG , la proportion des L TAs 

deutérés do it éventuellement être négli geable. 



27 

1 .7 .2 RMN du carbone pour la caractérisation des bactéries 

Plusieurs études utilisant la RMN du 13C à l'état solide ont été menées sur des 

composants bactériens isolés, purifiés et lyophilisés , mais rares sont celles qui ont été 

menées sur la caractérisation des bactéries entières. En effet, les précédents travaux du 

groupe de Simorre ont été réalisés sur les peptidoglycanes de différentes bactéries à 

Gram- et Gram+ : E. coli, S aureus et B. subtilis, ou encore sur les acides téichoiques 

(Kern et al., 2010; Kem et al. , 2008). D'autres études se sont focalisées sur les 

lipopolysaccharides et ses constituants (Niedziela et al., 2006; Renault et al. , 2012). 

Mais en 2015 , des études de caractérisation de différentes algues entières ont été 

réalisées par Arnold et al. afin d ' identifiertous leurs constituants (Arnold et al. , 2015). 

En se basant sur le même objectif, 1 ' intérêt de ce projet est de montrer qu ' il est possible 

de caractériser des bactéries marquées, entières, et vivantes par des analyses en RMN. 

Pour ce faire, le protocole d 'enrichissement isotopique au 13C se base sur l' idée de 

fournir aux bactéries du glycérol marqué au 13C comme seule source de carbone dans 

leur milieu de croissance. Il sera détaillé au chapitre V. 

1.8 Objectifs 

L 'objectif général de ce travail était d 'étudier par RMN de 1 'ÉS, les interactions 

de peptides antimicrobiens avec des bactéries intactes afin de ratiner nos connaissances 

sur leur mécanisme d 'action au niveau moléculaire . Le premier objectif consistait à 

marquer, par incorporation d 'AG deutérés exogènes, les lipides membranaires d 'une 

souche sauvage d ' E. coli (Gram-) et de B. subtilis (Gram+), deux bactéries qui different 

par leurs constituants membranaires dans le but d 'étudier les interactions 

spécifiquement avec les membranes lipidiques. Pour ceci, nous avons exploité la 

RMN- ÉS du deutérium et la rotation à l'angle magique (MAS). Dans le prochain 

chapitre, les concepts théoriques de ces techniques ainsi que d ' autres méthodes 

utilisées dans ce projet seront évoquées. Ensuite , tel que mentionné précédemment, 

étant donné que des travaux antérieurs ont montré que l'ajout de l'acide palmitique 
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deutéré affecte la proportion des acides gras saturés vs insaturés dans la bactérie non 

marquée, nous avons optimisé le marquage des bactéries E. coli et nous avons 

caractérisé ses membranes par des expériences en MAS . Les résultats sont présentés 

dans le troisième chapitre. Une fois la méthode validée et compatible avec les études 

in vivo , les interactions membranaires de la caérine 1.1 et de l' auréine 1.2 ont été 

étudiées et ces résultats sont présentés au chapitre IV sous la forme d ' un article 

scientifique. 

Le second objectif de mon projet était d 'enrichir les bactéries E.coli et B.subtilis au 13C 

afin d ' identifier tous leurs constituants et éventuellement leur réponse lors de l' action 

des AMPs. La séquence utilisée est décrite dans le chapitre Il. Nous avons également 

développé une stratégie afin de simplifier les spectres et faciliter l' attribution spectrale . 

Pour ce faire , des lipides et des AGs "froids" (non enrichis en 13C) sont incorporés 

pendant la croissance des bactéries en présence du glycéroi- 13C3 afin d ' effacer les 

signaux des lipides. La méthodologie ainsi que les résultats de ce deuxième objectif 

sont présentés dans le chapitre V. 



CHAPITRE II 

ASPECTS THEORIQUES DES METHODES UTILISEES 

2 .1 RMN de l' état solide pour l'étude des bactéries 

I 1 existe plusieurs interactions entre le spin nucléaire et son environnement. JI 

s ' agit de l' effet Zeeman , l'anisotropie de déplacement chimique, le couplage scalaire, 

le couplage dipolaire et les interactions quadripolaires. Dans les molécules solides, les 

mouvements sont lents et plusieurs de ces interactions de nature sensorielle dépendent 

des différentes orientations et deviennent de nature tensorielle. Les interactions 

détaillées dans les sections qui suivent sont moyennées en solution deviennent 

dominantes. 

2.1 .1 Anisotropie de déplacement chimique 

Le déplacement chimique résulte du fait qu 'un noyau possède un champ 

magnétique Berf différent du champ magnétique externe Bo. La différence entre ces 

deux champs magnétiques est due aux charges en mouvement autour du noyau qui 

engendrent des petits champs magnétiques . On appelle ce phénomène l' effet écran du 

noyau dont la fréquence de résonance sera légèrement inférieure selon 1 ' équation 

suivante (Macomber, 1998) 
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w = rBo(l- a) (2.1) 

avec cr la constante d ' écran ou de blindage. 

Dans le cas d ' un solide, où les mouvements moléculaires sont restreints, chaque 

orientation possède une fréquence de résonance propre. Ceci se traduit par un spectre 

large contenant des pics pour chaque fréquence v de chacune des orientations possibles 

du noyau . Nous parlons ainsi d ' anisotropie de déplacement chimique (AOC) 

schématisée sur la Figure 2 .1 

Raies individuelles 

Figure 2 .1 Schématisation de l'anisotropie de déplacement chimique en 

RMN- ÉS et du spectre de poudre qui résulte de toutes les orientations possibles des 

nuages électroniques (Schmidt et Spiess, 1994), avec permission . 

La dépendance orientationnelle de la fréquence de résonance d 'un noyau donné est 

mise en évidence par l' équation 2 .2 de la fréquence de résonance pour un spin Yz dans 

un champ magnétique Bo (Lichter, 1987) 
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( {3) _ B [D· (j ( 3 cos 2{3-1 _ sin 
2

{3 cos 2 a)] 
W a, - Y 0 !S O + 2 rJ 2 

(2 .2) 

a et ~ décrivent l' orientation du tenseur d 'ADC dans le champ magnétique Bo, 

oiso représente le déplacement chimique isotrope (résonance centrale due à une 

moyenne de toutes les orientations), o l ' anisotropie de déplacement chimique et 11 le 

paramètre d ' asymétrie qui décrit la déformation du nuage électronique. 

2.1.2 Couplage dipolaire 

Le couplage dipolaire correspond à l' interaction entre deux ou plusieurs noyaux 

voisins à travers l 'espace. Cette interaction peut être le résultat d ' un couplage homo­

ou hétéronucléaire qui se traduit par une séparation de pics sur le spectre. Dans le cas 

de couplage hétéronucléaire, la fréquence se calcule comme suit(Pochapsky, 2007) : 

W = +~ ~0 hYAYB ( 3cos 
2
6-1) (2.3) 

D - 2 4rr r~8 2 

où YA et y 8 sont les rapports gyromagnétiques des deux noyaux couplés, r la distance 

qui les séparent et(} est l' angle entre le vecteur internucléaire et le champ magnétique 

externe Bo (Figure 2 .2) . Le symbole ± explique l'existence de deux pics séparés qui 

conduisent à l'éclatement dipolaire mentionné plus haut. 



Figure 2 .2 Schématisation du coup lage dipolaire entre deux moments 

magnétiques. 

32 

La fi·équence wD dépend ainsi de la distance entre les noyaux, et cette dépendance est 

largement exploitée par les expériences de RMN afin de déterminer la structure de 

molécules (Macomber, 1998). De plus, le tem1e (3cos 28-1) indique que wD dépend 

de l' orientation des noyaux par rapport à Bo, mais il est indépendant de la force de Bo. 

Dans les analyses de RMN, on a souvent recours au découplage pour annuler le 

couplage dipolaire qui est fort dans le cas du proton . Ayant un y très élevé, la 

contribution du 1H est importante (Équation 2.3). Ainsi , le découplage qui consiste à 

appliquer un champ de radiofréquences constant sur le 1H dans le cas de 1 'acquisition 

du 13C est nécessaire pour éviter le dédoublement des pics , avoir des raies plus fines et 

améliorer la résolution des spectres . Mais ceci n'est pas nécessaire dans le cas du 

deutérium (noyau de spin~ 1) puisque les interactions quadripolaires dominent le 

spectre(Levitt, 2008). 
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2.1.3 Interactions quadripolaires 

Tout noyau de spin :::: 1, comme le deutérium, est appelé noyau quadripolaire. 

Ces noyaux ont une distribution asymétrique de leurs charges qui crée le moment 

quadripolaire du noyau. Les grad ients de champ électrique (EFG pour Electric Field 

Gradient) sont générés par une distribution également asymétrique des électrons autour 

du noyau (Levitt, 2008). L' interaction de ces EFG avec le moment quadripolaire induit 

le couplage quadripolaire qui modifie l'énergie des états de spin tel qu ' illustré à la 

Figure 2.3. Ceci se traduit par le dédoublement de pics sur le spectre pour un spin 1. 

Un doublet apparait donc à vo ± Llv/2 et la distance entre ces doublets, LlVQ, est appelée 

écart à éclatement quadripolaire. 

Comme montré par l'équation 2.4(Macomber, 1998), cet écart quadripolaire renseigne 

sur l'orientation des liaisons C-D dans le cas des lipides deutérés dans des membranes 

modèles et dépend du paramètre d 'ordre Seo (Seelig et Macdonald, 1987). Ce dernier 

retléte l' angle existant entre le plan des liaisons C-D et le champ magnétique et refléte 

ainsi l'ordre des liaisons vu qu ' il dépend de la structure et de l'orientation de la chaîne 

acyle. 

(2.4) 

avec AQ la constante de couplage quadripolaire, Q le moment quadripolaire électrique 

du noyau , q la charge électrique et h la constante de Plank. 
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Dans le cas du 2H de spin 1, le spectre théorique d'une membrane marquée à une 

seu le position le long de la chaîne lipidique est illustré à la Figure 2.4. Ce spectre reflète 

la présence des deux transitions qui peuvent avoir lieu avec ce noyau qui présente trois 

états de spins ( -1 , 0, + 1 ), et illustre ainsi deux pics séparés par Llvo. 

Figure 2.3 
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Modification des niveaux énergétiques due aux interactions 

quadripo laires. Adapté de (Marcotte, 20 16) 
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Figure 2.4 Spectre RMN-2H statique de vésicules de phospholipides ayant une 

seule position deutérée le long de la chaîne acyle. Adapté de (Marcotte, 20 16). 

2.1.4 La rotation à l'angle magique 

La rotation à 1 'angle magique (magic-angle spinning, MAS) schématisée à la 

Figure 2.5 exploite la dépendance en 3cos2 8-J de l' ADC, de l' interaction dipolaire et 

quadripolaire (Équations 2.2, 2.3et 2.4). Ces interactions sont maximales pour 8=0° et 

nulles pour 8=54.7° (Peersen et Smith, 1993). Quand l'échantillon est orienté à cet 

angle magique et soumis à une rotation à très haute vitesse (> 5 kHz), il se produit un 

effet de moyenne des interactions, tel que démontré par les équations 2.2 et 2.3. Cet 

effet est optimal quand la vitesse de rotation est supérieure à la fréquence des 

interactions qui doivent être moyennées. On obtient ainsi des spectres de haute 

résolution avec des raies isotropes séparées par la fréquence de rotation . Cette 

technique pennet d ' améliorer la qualité des spectres avec un gain important en signal 

sur bruit et en résolution. 

Il a été suggéré depuis les années 80 que 1 'utilisation de la MAS en RMN-2H pennet 

d 'extraire des infonnations similaires à celles obtenus en statique (Ciayden , 1986). 

Cette technique a été peu utilisée dans l' étude des membranes biologiques (Giaubitz et 
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al., 1999). Ensuite, avec des expé1iences sur des membranes modèles composées de 

1 ,2-DPPC-d62, il a été démontré qu e les infonnati ons, y co mp1is la dynamique , en 

statique et en MAS sont conservées (Warnet et al., 201 6). Une fois ces expériences 

optimisées sur la DPPC (Warn et et al., 201 6), il a été intéressant de les appliquer sur 

des bactéries intactes . En effet, dans le cas de membranes bio logiques nature lles , en 

plus de l'augmentation en réso lution, la M AS présente l'avantage de réduire le temps 

d 'analyse et maintenir le caractère in vivo des expéri ences . Cet aspect sera discuté plus 

en détail au chapitre rn . 

Échantillon 

Figure 2.5 Schématisation du principe de la rotation à l' angle magique. 

2.2 RMN du deutérium pour l 'étude des membranes bactériennes 

2.2. 1 L 'écart qu adripo laire et moments spectraux pour l ' analyse des spectres de 
RMN-2H 

Dans le cas des systèmes lipidiques étudiés dans ce projet, il s sont composés de 

chaînes acyles complètement deutérées . Chaque position des deutéron s pour chacune 

des o1ientations dans le Bose traduit par un éca11 quadripo laire sur le spectre comme 

illustré dans le spectre des vés icules multil amellaires en phase fluide dans la Figure 2 .6 . 

En bout des chaînes acyles, les mouvements sont maximaux (Seo faible) (Équation 2.4) 
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et leur LlvQ est le plus petit, tandis que le plus grand éclatement coiTespond à la 

position des deutérons près de la tête polaire où les mouvements moléculaires sont 

restreints (Seo élevé) . 

Figure 2.6 
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Spectre RMN-2H statique de vésicules multilamellaires de 

phospholipides ayant des chaînes acyles entièrement deutérées. Adapté de Marcotte , 

2016. 

On peut donc extraire le paramètre d 'ordre Seo à pmtir de l'écart quadripolaire LlvQ. 

Mais dans le cas de lipides entièrement deutérées , extraire une valeur exacte de ce 

paramètre devient impossible avec la superposition de doublets ayant différents LlvQ . 

Contrairement à celui des systèmes lipidiques (Figure 2.6), le spectre de RMN-2H 

statique d'une bactérie intacte montre une forme avec des éca1ts quadripolaires moins 

bien définis (Figure 2.7). Ainsi , en 1979, Davis et al. ont développé une méthode 

d 'analyse par le calcul des moments spectraux (Davis et al., 1979), appliquée ensuite 

aux bactéries E. coli par (Pius et al. , 201 1) et (Tardy-Laporte et al., 20 13) 



Ces moments spectraux décrivent la forme du spectre (équation 2.5) avec f(w) 

correspondant à la forme de raies du spectre et w la fréquence de rotation . 

Figure 2.7 

100 75 50 25 0 -25 -50 -75 -100 
~v0(kHz) 

Spectre de RMN-2H de bactéries E. coli (BL21) intactes avec les 

phospholipides deutérés, analysées in vivo à 37 oc (Tardy-Laporte et al. , 2013). 

(2 .5)(Davis etal., 1979) 

où n est le nombre d 'ordre. 
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M, et M2 sont les les 1er et 2nd moments spectraux. Ils permettent d 'avo ir des 

informations concernant l'orientation et la dynamique des chaînes acyles 

membranaires comme illustré dans l' équation suivante (Davis et al., 1979): 

4 n n 
M = ....::...__::_g (Sn ) n S CD (2 .6) 

avec vQ l' écart quadripolaire moyen le long de la chaîne acyle. 



Dans le cas des expériences en MAS, une deuxième méthode de calcul de moments 

développée par Maricq et Waugh en 1979 (Maricq et Waugh , 1979) est utilisée 

(2 .7) 

avec AN l' aire de la Neme bande de rotation et Wr la fréquence de rotation. 

2.2.2 Séquence d ' impulsions d ' écho solide 
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Pour obtenir le maximum du signal de précession libre (FID), son acquisition 

dans un délai court est importante dans le cas du deutérium qui relaxe rapidement suite 

à son excitation. Dû aux limitations électroniques de l' appareil , les premiers points du 

FID d ' intensité maximale peuvent être ratés et le rapport signal sur bruit diminue, ce 

qui devient problématique. La séquence d 'écho quadripolaire (Davis et al. , 1976) 

corrige les effets du délai car elle assure une refocalisation totale de la magnétisation 

via une seconde impulsion (90°) et l' appareil a ainsi le temps de détecter le début du 

FID. 

Figure 2.8 
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Séquence d ' impulsions d 'écho quadripolaire où D1 est le délai 

entres les aquisitions et T le délai entre les impulsions. 
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2.2 .3 Séquence d ' impulsions d 'écho de Hahn 

Les spectres de RMN-2H en MAS sont obtenus par une séquence d ' impulsions 

d 'écho de Hahn modifiée (Bioom et al. , 1980 ; Clayden, 1986) avec une première 

impulsion de 45° au lieu de 90° afin d ' élargir le profil d 'excitation . Et par l'application 

d'une seconde impulsion de 180°, il est possible de refocaliser les spins déphasés (par 

perte de cohérence) et ainsi donner lieu à un signal maximal observable après un 

temps r. Le délai r entre les deux impulsions doit correspondre à un nombre "n" de 

périodes de rotor, où n est un nombre entier. 

45° 180° 

Dl q l ~A A .. ~v V" 
T T 

Figure 2 .9 Séquence d ' impulsions d 'écho de Hahn modifiée où o, est le délai 

entres les aquisitions et r le délai entre les impulsions. 

2.3 RMN- 13C pour l'étude des bactéries entières 

2.3 .1 Impulsion directe 

L ' impulsion directe (directe pulse, OP) est la plus simple séquence en RMN . Il 

s ' agit d'appliquer une impulsion de 90° sur le noyau d ' intérêt et faire directement 

l' acquisition du signal tel que montré sur la Figure 2.10. 



---------------------------------

Figure 2 .10 
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Séquence d ' impulsions avec excitation directe avec découplage 

hétéronucléaire. 

2.3.2 Le découplage 
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Dans cette étude, Je découplage consiste à appliquer un champ de 

radiofréquences constant sur Je 1H tel que montré sur la Figure 2.10 pendant 

1 ' acquisition du noyau 13C. Ceci élimine Je couplage hétéronuclaire 13C- 1H et il est 

important car la résolution du spectre en dépend. En effet, 1' intensité du signal répartie 

dans des multiplets se rassemble dans un seul pic, d ' où l' amélioration du rapport 

signal/bruit. 

2.3 .3 L ' effet NOE (Nuclear Overhauser e.ffect) 

Un découplage à faible puissance produit un effet NOE, une stratégie de 

transfert de polarisation du 1H au 13C qui permet d 'augmenter Je rapport signal sur bruit 

vu que la sensibilité du signal S dépend du y (Équation 2.8), et cette augmentation peut 

être de l'ordre d ' un facteur 3. Le NOE est une forme de relaxation nucléaire qui 

exploite le couplage dipolaire. Tel que montré sur la séquence de la Figure 2.11 , la 

saturation des 1H se fait avant les impulsions sur le carbone pour que 1 ' effet NOE puisse 

se mettre en place. 



(2.8) 

avec N nombre de noyaux (concentration), T la température, et Ile spin nucléaire. 

Figure 2. 1 1 
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Séquence d'impulsions avec excitation directe et découplage 

hétéronucléaire, employant 1 ' effet NOE. 

2.4 Détennination de la viabilité ce llulaire 
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Pendant les ana lyses de RMN-2H, les ce llules bactériennes sont privées de 

nutriments et d ' échanges gazeux. Ainsi, des tests de viabi lité après les expériences de 

RMN sont importants afin de vérifier la dégradation des cellules et le maintien du 

caractère in vivo des expériences. 

Le test de MTT (bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényi-2H­

tétrazolium), classiquement utilisé pour évaluer l'activité mitochondriale reflétant la 

viabi lité de cellu les eucaryotes , a été adapté aux bactéries (Wang, H. et al. , 201 0) . Le 

principe de ce test repose sur la conversion du MTT jaune et hydrosoluble en cristaux 

de fonnazan vio lets et insolubles dans 1 'eau par des succinates déshydrogénases (SDH) 

mitochond1iales chez les ce llules vivantes. Cette réaction est illustrée à la Figure 2. 1 O. 

La quantité de cristaux de fonnazan produits par les cellules à pa1tir du MTT et dissouts 

dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) est mesurée par spectrophotométrie à 550 nm. 



Cette quantité est directement proportionnelle à l'activité métabolique de 

l'échantillon cellulaire (Wang, H . etal. , 2010). 
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Figure 2 .12 Schématisation de la réaction de réduction MTT en cristaux de 

formazan . 

2.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice d ' AMP 
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Afin de pouvoir étudier l' interaction d 'AMP avec E. coli et B. subtilis, il est 

nécessaire de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d ' AMP à 

laquelle les bactéries doivent être exposées . La CMI est la plus faible concentration 

d'antimicrobiens qui permette d ' inhiber toute croissance visible d'un organisme après 

24h d'incubation dans un milieu de croissance spécifique. Cette concentration permet 

l' arrêt du développement de la souche mais non sa mort. 

Dans ce projet, les CMI de la caérine 1.1 et d ' auréine 1.2 ont été évaluées par la 

technique de micro-dilution en milieu liquide, sur microplaque (Yoshida etal., 2001). 

Cette méthode consiste à mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de 

concentrations décroissantes d ' antimicrobiens selon une progression binaire et 

l'évaluation des CMI se fait par la mesure des densités optiques de chacun des puits. 



Leur lecture se fait sous un lecteur d ' absorbance de microplaques à une longueur 

d'onde de 600 nm. 
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CHAPITRE III 

OPTlMISA TION DU MARQUAGE DES BACTÉRIES E. COLI ET ÉTUDE DE 
LEURS MEMBRANES EN MAS 

Ce chapitre porte sur un projet effectué en collaboration avec le Dr. Dror 

Warschawski du laboratoire de Biologie Physico-Chimique des Protéines 

Membranaires (IBPC, CNRS). Le projet consiste à explorer une nouvelle méthode 

d 'analyse en MAS sur des membranes modèles et des membranes bactériennes telle 

que celles de la souche BL21 d' E. coli . Un article soumis à Biochimica Biophysica 

Acta le 14 août 2015 et accepté le 18 septembre 2015 a été le fruit de ce projet et est 

présenté à l'Annexe A 1. Seules les expériences effectuées surE. coli et que j 'ai réalisé 

sont présentées ici. Plus en détail , j ' ai effectué les tests de viabilité et du profil lipidique 

et j 'ai réalisé les expériences de RMN avec Alexandre Arnold. Les données de RMN 

ont ensuite été traitées par Xavier Warnet. 

3 .1 Introduction et objectifs 

La RMN 2H est une technique intéressante dans l' étude des membranes 

lipidiques. Les premières applications sur des membranes bactériennes 

d 'Acholeplasma laidlawii enrichies en acide gras deutérés remontent aux années 70 

(Oidfield et al. , 1972; Oldfield et al. , 1971 ). De plus, à la fin des années 70, l' analyse 

des moments spectraux (section 2.2.2) a été introduite par (Bloom et al., 1978) afin de 

caractériser la membrane par la détermination d ' un paramètre d' ordre moyen. Cette 

méthode, qui permet d 'obtenir des informations structurales et dynamiques, a été 
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appliquée plus tard dans plusieurs études sur diverses membranes biologiques (Davis 

et al. , 1979; Pius et al. , 20 Il ; Tardy-Laporte et al. , 20 13). 

Le couplage de la rotation à l'angle magique remonte aussi à la fin des années 70 

(Ackerman et al. , 1979; Maricq et Waugh , 1979), et les études de Clayden (Ciayden , 

1986) ont montré que la MAS peut préserver les informations structurales et 

dynamiques contenues dans les spectres en statique . Depuis, l' analyse des bandes de 

rotation a été utilisée dans la caractérisation des membranes modèles . Des analyses de 

largeurs des bandes de rotation , des études de fluctuations critiques ainsi que des 

mesures de temps de relaxation ont été effectuées par la RMN du 2H avec MAS (Davis 

et al. , 2013 ; Radhakrishnan et McConnell , 2007 ; Veatch et al. , 2007) . La MAS n 'a 

pourtant pas été utilisée sur des cellules intactes. Ainsi , dans un premier temps, on s ' est 

intéressé, dans ce projet, à la comparaison des spectres statiques et en MAS à 5 et 10 

kHz obtenus sur des membranes modèles de DPPC-d62 à différentes températures 

(article en Annexe A 1 ). Les résultats obtenus ont montré que dans Je cas de la MAS à 

10kHz, il est possible d 'observer la transition de phase et que les valeurs de moments 

spectraux sont cohérentes avec des études précédentes (Davis et al. , 1979). Une fois 

les informations obtenues, 1 ' objectif de ce volet était d 'appliquer cette méthode sur des 

cellules intactes d ' E. coli sauvage. Cependant, avant d 'analyser ces membranes, tel que 

mentionné dans la section 1.7.1, notre objectif initial était d ' optimiser le marquage d ' E. 

coli. Pour ce faire , des cellules cultivées dans deux conditions différentes ont été 

analysées par GC-MS , et par RMN en statique et en MAS . 

3.2 Matériel et méthodes 

3.2.1 Matériel 

La dodécylphosphocoline (DPC) a été achetée d ' Avanti Polar Lipids 

(Aiabaster, AL, USA). L ' acide palmitique deutéré (P A-d31), 1 ' acide oléique (OA) , l' eau 

sans deutérium (deuterium depleted water), et le 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphényltetrazolium bromide (MTT) proviennent de Sigma Aldrich (Saint Louis, Ml , 

USA). 

3 .2.2 Préparation des échantillons 

La croissance des cellules bactériennes d'E. coli (BL21) se fait dans un milieu 

LB à 37 oc en présence de 0.19 mM de PA-d31 incorporé dans des micelles de DPC. 

Tel que décrit dans 1 'étude de Tardy-Laporte et al. (Tardy-Laporte et al., 20 13), cette 

incorporation se fait par chauffage du mélange à une température de 95 oc afin de 

dissoudre le PA-d31 suivie de trois cycles de gel/dégel. Avec les mêmes étapes de 

préparation et dans les mêmes conditions, une autre culture d ' E. coli a été préparée 

avec l'ajout de 0. 19 mM d 'OA au PA-d31. Les cellules d'E. coli (avec et sans ajout 

d 'acide oléique) sont prélevées à la moitié de la phase exceptionnelle (D 600nm = 0.4), 

lavées deux fois avec une solution saline (NaCI 100 mM) et une fois avec une solution 

saline dépourvue en 2H afin d ' éliminer les signaux provenant des deutérons contenus 

naturellement dans l'eau. Les culots des bactéries sont ensuite insérés dans des rotors 

de 4 mm et analysés par la RMN 2H. 

3.2.3 Analyse du profil lipidique par GC-MS 

Les lipides des cellules d'E. coli dans les deux conditions de culture ainsi que 

ceux d'E. coli non marquée sont extraits via la méthode de Folch légèrement modifiée 

(Folch et al. , 1 957). Un mélange de chloroforme et méthanol (2/1, v/v) et 0,88% KCI 

est ajouté aux culots bactériens et les phases organiques sont récupérées et évaporées 

sous flux d ' azote à 40 °C. Deux lavages avec chloroforme et méthanol (2/1 , v/v) sont 

effectués sur les lipides extraits qui sont par la suite déposés sur une colonne de silice 

afin de séparer les lipides polaires (- 4 cm de silice pour 10 mg de lipides). La silice 

est hydratée à 6% et conditionnée par le méthanol (1 0 mL) et le chloroforme (1 0 mL) 

avant utilisation. Les lipides neutres sont élués par 10 mL de chloroforme et les 

phospholipides sont récupérés avec 20 mL de MeOH (Marty et al. , 1992). Ces lipides 

polaires sont évaporés sous flux d ' azote à 40 oc et transestérifiés dans un mélange de 
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2 mL d ' acide sulfurique H2S04 (2% en méthanol) et 0 ,8 mL de toluène pendant 

10 minutes à 100 °C. Ils sont ensuite analysés par chromatographie en phase 

gazeuse (GC) avec détection par spectrométrie de masse (MS) (Trace GC Ultra, 

ThermoScient[fzc, Asheville, NC, USA) tel que détaillé dans 1 'étude de (Tardy-Laporte 

et al., 2013) . Ces analyses sont effectuées en triplicata pour chaque condition de 

culture. 

3.2.4 Expériences de RMN 

Toutes les expériences de RMN ont été effectuées à température ambiante sur 

un spectromètre Bruker Avance III-HD de 400 MHz (Milton , Ontario , Canada) équipé 

de sondes MAS (4 ou 1.9 mm). 

Les spectres statiques ont été obtenus à l 'aide de la séquence d ' impulsion écho-solide 

détaillée dans la section 2.2.3 avec des temps d ' écho allant de 40 à 60 ~s . 

L 'échantillonnage a été effectué avec 10 k points pendant 0 .5 ~s chacun et avec un 

délai de recyclage de 500 ms. Les spectres ont été traités en utilisant 2000 points, suivi 

d 'une correction automatique de la 1 igne de base et une multiplication exponentielle 

(fine broadening) de 20 Hz a été appliquée. 

En ce qui concerne les expériences en MAS, elles ont été effectuées à 1 0 kHz avec une 

séquence d ' impulsion d 'écho de Hahn modifiée présentée dans la section 2.2.4. Un 

total de 128 k points ont été acquis avec un délai d 'échantillonnage de 1 ~set un délai 

de recyclage de 500 ms, ce qui équivaut à 2000 scans (20 min). Les spectres ont été 

traités en utilisant 64 k points, suivi d ' une correction automatique de la ligne de base 

et une multiplication exponentielle de 20 Hz a été appliquée comme dans le cas des 

spectres statiques. 
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3.2.5 Analyse de la viabilité cellulaire 

En utilisant le test de réduction du MTT (principe détai lié dans la section 2.4) 

et le même protocole décrit dans la section 4.4.4, la viabilité cellulaire a été déterminée 

pour les échantillons après les expériences de RMN en statique et en MAS en triplicata. 

3.3 Résultats et discussion 

3.3.1 Optimisation du marquage en 2H des phospholipides membranaires d ' E. coli 

Tel que mentionné précédemment à la section 1.7.1 , le marquage des cellules 

entières d'E. coli a été réalisé par la culture de ces dernières en présence de PA-d31. 

Cependant une étude précédente dans notre laboratoire a montré que l' utilisation seule 

de l'acide palmitique a modifié le profil lipidique des bactéries non marquées (Tardy­

Laporte et al. , 2013). Cette modification se manifeste par la diminution du pourcentage 

des chaînes d'AG insaturés C16 :1 (acide palmitoléique) et Cl8 :1 (acide oléique), 

allant de 28% à 9% et de 33% à 7%, respectivement. Bien que les spectres d' E. coli 

(PA-d31 seule), réalisés à 37 °C, ont montré que leur membrane est fluide , la 

modification du profil membranaire devrait provoquer un changement de la fluidité des 

lipides membranaires, ou de leur température de transition. 

Ainsi, comme alternative, nous avons cultivéE. coli en présence de PA-d31 et de 1 'acide 

oléique protoné C18 :1. L 'analyse du profil en acides gras des bactéries non marquées , 

cultivées en présence de PA-d 31, et en présence combinée de PA-d31 et OA sont montrés 

dans le Tableau 3.1. Ce dernier montre qu 'en présence de PA-d31 seul , le rapport des 

acides gras saturés et insaturés (S/1) est déséquilibré mais l'ajout de l'OA le rétablit 

pour se rapprocher du rapport (S/1) des bactéries entières non marquées. 

De plus, il est important de noter que la diminution de la proportion de Cl6:0 (55 à 

45%) et l'augmentation de celle d 'OA (14 à 23%) ne réduit que légèrement le 

pourcentage de deutération . L'ajout de I'OA devrait avoir un effet minime sur la 

sensibilité au niveau des spectres RMN du 2H. 



L_ __ 

51 

Tab leau 3 .1 Composition en acides gras d'E. coli en fonction de différentes 

conditions de culture, déterminées par GC-MS 

Non marquée E. coli+ PA-d31 E. coli + PA-d31 + 

OA 

C14:0 2% 1% 1% 

C15:1 5% 5% 0% 

C16:0 39% 55% (69% deutérés) 45% (67% deutérés) 

C16:1 1% 3% 6% 

cyC17:0 13% Il% 14% 

Cl8:0 2% 2% 1% 

C18:1 31% 14% 23% 

Cl9:0 2% 1% 2% 

Autres AG 5% 9% 8% 

AG saturés 48% 60% 51% 

AG insaturés 52% 40% 49% 

3.3 .2 Caractérisation d ' E. coli 

En premier lieu, nous avons exp loité la MAS sur les bactéries entières . Des 

spectres statiques en 2H ont été comparés à des spectres en MAS à 1 0 kHz, tous réalisés 

sur des cellules d'E. coli cult ivées en présence de PA- d31 (Figure 3.1) et en présence 

de PA-d31 et OA (Figure 3.2). Ces figures mettent en évidence que la MAS permet 

d 'améliorer le rapport signal sur bruit et d 'obtenir des spectres p lu s rapidement 

(30 minutes au lieu de trois heures pour un spectre). 

La MAS présente ainsi l' avantage d 'assurer moins de risque de dégradation des 

échanti llons bio logiques pendant les longs temps d ' acquisition . Mais, afin de vérifier 

si la rotation à 10kHz affecte la viabi lité ce llul aire, des mesures ont été effectuées après 
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1 h, 3h et 15h d ' expériences de RMN en MAS et statique. Les résultats obtenus 

(Tableau 3.2) montrent que la MAS n ' a pas d ' effet majeur sur la viabilité d ' E. coli . Par 

contre, ces résultats confirment que plus le temps d ' acquisition est long, plus les 

bactéries se dégradent. Ainsi , tel que mentionné plus haut, en plus du gain en 

sensibilité, 1 ' utilisation de la MAS · peut devenir essentielle dans les analyses des 

échantillons biologiques pour assurer le caractère in vivo des expériences. 

Figure 3.1 

45•c 

100 50 0 ·50 
11vo 

kHz 100 50 o ·50 
11v0 

kHz 

Spectres statiques et MAS (à 10 kHz) en 2H de cellules entières 

d ' E. coli cutivées en présence de PA-d31 à différentes températures (15 , 30 et 45 °C). 

Les spectres statiques sont obtenus avec 20 k scans (3 heures) et les spectres en MAS 

avec 2 k scans (20 minutes). 
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Figure 3.2 Spectres statiques et MAS (à 10 kHz) en 2H de cellules entières 

d'E. coli cutivées en présence de PA-d31 et d 'OA protoné à différentes températures 

(15 , 30 et 45 °C). Les spectres statiques sont obtenus avec 20 k scans (3 heures) et les 

spectres en MAS avec 2 k scans (20 minutes). 

Tableau 3.2 Pourcentage de cellules survivantes (cultivées en présence d ' acide 

palmitique deutéré) avec ou sans rotation à l' angle magique à 10kHz. Ces pourcentages 

ont été determinés par des tests d 'activité de réduction du MTT . 

Temps (h) Échantillons en statique Échantillons en MAS 

1h 70 ± 10% 67 ±4% 

3h 53± 12% 51 ±6% 

15h 40 ± 7% 31 ± 5% 
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En ce qui concerne la différence des conditions de culture testées sur les bactéries 

entières d' E. coli, on observe sur les Figures 3.1 et 3.2 que les bactéries cultivées en 

présence de PA-d31 et d ' OA donnent des spectres en MAS plus fins avec moins de 

bandes de rotation que celles cultivées en présence de PA-d31 seulement. Cette 

observation indique 1 ' augmentation des mouvements des chaînes lipidiques 

membranaires . De la même façon que pour les membranes modèles de DPPC (Annexe 

A. l ), à partir des spectres en MAS, les calculs de moments spectraux ont été réalisés. 

Les résultats obtenus (Figure 3.3) confirment les différences de dynamique observées 

sur les spectres avec la diminution des valeurs de M2 dans le cas des bactéries cultivées 

en présence de PA-d 31 et OA. De plus, la figure indique que ces bactéries (P A-d31+0A) 

sont constamment en phase fluide avec relativement pas de changement avec 

l' augmentation de la température. Cette dernière affecte cependant la phase gel des 

bactéries cultivées avec PA-d31 avec l'augmentation de la proportion des lipides en 

phase fluide . Ce résultat est cohérent avec les travaux précédents de (More in et al., 

1996) qui montrent que les membranes biologiques naturelles se trouvent en phase 

fluide. La RMN confirme ainsi notre hypothèse de la restauration de la dynamique des 

lipides des bactéries E. coli sauvages compatible avec les résultats du profil lipidique 

obtenu par GC-MS (Tableau 3.1 ). 
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Figure 3.3 Valeurs de moments spectraux M2 calculés à partir des spectres en 

MAS à 10kHz d'E. coli cultivées en présence de PA-d31 (en noir) en présence de 

PA- d31 +OA (en rouge). 

3.4 Conclusion 

L'utilisation de la MAS a pennis d 'étudier le comportement dynamique des 

chaînes lipidiques des membranes bactériennes d' E. coli avec un gain en sensibilité 

impo11ant conduisant à un gain en temps d'acquisition. De plus, cette méthode 

combinée au calcul des moments spectraux a pennis ensuite de confinner 1 'impo11ance 

de l'ajout d'AG insaturés (OA) afin de restaurer le profil lipidique sauvage d ' E. coli et 

sa fluidité membranaire . 

Au-delà de la caractérisation membranaire d' E. coli à différentes températures et 

conditions de culture, cette approche a été explorée dans le chapitre suivant afin 

d 'étudier les interactions de peptides antimicrobiens avec la membrane d ' E. coli ainsi 

que celle de B. subti/is (Gram+). 





CHAPITRE IV 

INTERACTION OF THE ANTIMICROBIAL PEPTIDES CAERIN 1.1 AND 
AUREIN 1.2 WTTH INTACT BACTERIA BY 2H SOLID-ST A TE NMR 

Marwa Laadhari 1, Alexandre A. Arnold 1, Andrée E. Grave) 1, Fran ces Separovic2 and 

Isabelle Marcotte 1*, Biochimica et Biophysica Acta 1858 (2016) 2959-2964. 
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P.O. Box 8888, Downtown Station, Montréal , Canada, H3C 3P8. 
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Cet article a été publié dans le journal scientifique Biochimica Biophysica Acta­

Biomembanes. J'ai effectué toutes les parties expérimentales, y compris le calcul de 

moments et la rédaction de la première version de l'article. Cependant, la partie 

expérimentale microbiologique qui inclut l'optimisation du protocole de marquage, les 

tests MTT et CMI ont été réalisées par moi-même sous la supervision d 'Andrée Grave). 

J'ai réalisé les analyses de RMN avec la collaboration d' Alexandre Arnold. La 

rédaction de l'article a été fortement soutenue par les Professeures Isabelle Marcotte et 

Frances Separovic avec leurs améliorations essentielles dans l' argumentation 

scientifique et leurs précieuses corrections. La rédaction a été aussi améliorée par les 

autres coauteurs. 
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4.1 Résumé 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est un excellent outil pour étudier 

les interactions des agents antimicrobiens avec les membranes bactériennes, 

généralement sur des membranes modèles. Cependant, considérant la complexité des 

parois bactériennes, il est intéressant d ' étudier les interactions sur des bactéries 

intactes. Ainsi , notre objectif consiste à étudier l'effet de deux peptides antimicrobiens 

sur les membranes lipidiques d'E. coli et B. subtilis intactes par RMN du 

deutérium eH). Plus spécifiquement, nous avons étudié la caérine 1.1 et l' auréine 1.2, 

deux peptides antimicrobiens isolés de la peau de grenouilles arboricoles australiennes. 

Pour ce faire , les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la caérine 1.1 et de 

l' auréine 1.2 ont été déterminées par la méthode de dilution sur microplaque, et les 

valeurs obtenues pour les deux peptides sont de 100 Jlg/mL et 30 Jlgl mL pour E. coli 

et B. subtilis , respectivement. Ensuite, nous avons établi un protocole de deutération 

des chaînes phospholipidiques pour les deux bactéries en utilisant l' acide palmitique 

deutéré, et obtenu un pourcentage de deutération d 'environ 67%. L ' analyse des 

moments spectraux en RMN 2H montre l' interaction des deux peptides avec les régions 

hydrophobes des membranes bactériennes. En effet, l' addition des peptides diminue 

l' ordre des chaînes acyles pour E. coli et B. subtilis, avec un effet plus important de 

l' auréine 1.2, mais à différentes concentrations peptidiques . Les acides téichoïques et 

lipotéichoïques anioniques présents dans le peptidoglycane de B. subtilis pourraient 

interagir avec les peptides et diminuer leur concentration locale à la surface de la 

membrane. En conséquence, une concentration supérieure à la CMI est nécessaire pour 

excercer leur mécanisme d 'action sur B. subtilis. Les différences observées entre E. 

coli et B. subtilis mettent en évidence l' importance de l'étude du mécanisme d ' action 

avec les bactéries entières . Ce mécanisme dépend de la concentration locale des 

peptides à la surface membranaire et de l' environnement membranaire. Nos résultats 

obtenus sont prometteurs pour les étapes à suivre qui consistent à étudier les peptides 

antimicrobiens en interaction avec les bactéries marquées au 13C, afin de vérifier leur 
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interaction avec les acides lipotéichoïques et étudier leur interaction avec d ' autres 

constituants cellulaires. 

4.2 Abstract 

Nuclear magnetic resonance (NMR) is commonly used to probe the effect of 

antimicrobial agents on bacterial membranes using mode! membrane systems. Ideally, 

considering the complexity of membranes , the interaction of molecules with 

membranes should be studied in vivo. The interactions oftwo antimicrobial peptides 

(AMPs) with intact Escherichia coli and Bacillus subtilis were investigated using 

deuterium solid-state NMR. Specifically, we studied caerin 1.1 and aurein 1.2 isolated 

from the skin of Australian tree frogs. The minimal inhibitory concentration value for 

E. coli and B. subtilis was about 100 )lg/mL and 30 )lg/mL, respectively, for both 

peptides. A protocol to deuterate the membrane phospholipids of non-mutated 

B. subtilis was established using deuterated palmitic acid. 2H NMR spectra combined 

with spectral moment analysis support the interaction of the two AMPs with the 

hydrophobie core ofthe bacterial membranes. The presence ofpeptides decreased the 

arder of the lipid acy! chains for both E. coli and B. subtilis, but at higher peptide 

concentrations for the Gram (+) bac teri a. This may be explained by the presence of 

other cel! wall components, such as the negatively-charged teichoic and lipoteichoic 

acids in the peptidoglycan, which would interact with the AMPs and decrease their 

actual concentration on the membrane surface. The mechanism of action of the AMPs 

thus depends on their local concentration as weil as the membrane environment. 

The differences between the AMPs interaction with E. coli and B. subtilis reveal the 

importance of studying intact bacteria. 

Keywords: Gram-positive and Gram-negative bacteria, Escherichia coli, 

Bacillus subtilis, in-cell NMR, membrane interactions, action mechanism 
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4.3 Introduction 

Excessive use of antibiotics, estimated of about 100,000 t annually, has led to 

the emergence of pathogen resistance phenomenon (Nikaido , Hiroshi , 2009). This 

poses risks to hospitals, with 70% of infections in the USA in 2012 caused by bacteria 

resistant to at !east one common antibiotic (Bax et Griffin , 20 12), and now dominates 

the hospital scene (Chang et al. , 2015) . Bacteria have the ability to quickly develop 

multidrug resistance, which continues to emerge due to the low production of new 

antibiotics by phannaceutical companies (So et al. , 2011). Therefore , development of 

new antimicrobial molecules with novel mechanisms of action is very important, and 

antimicrobial peptides (AMPs) are promising candidates to fight against infectious 

diseases (Lorin et al., 20 Il). These AMPs are of natural source and have been 

discovered in severa! organisms such as insects and plants, as weil as prokaryotic and 

eukaryotic cells (Con lon et Sonnevend, 201 0; Leippe, 1999; Peters et al. , 201 0 ; Radek 

et Gallo, 2007). 

We focus in this study on caerin 1.1 (GLLSVLGSV AKHVLPHVVPVIAEHL­

NH2) and aurein 1.2 (GLFDirKKIAESF-NH2), two natural AMPs isolated from the 

skin secretions of the Litoria genus of Australian tree frog (Apponyi et al. , 2004; 

Bycroft et Shute, 1985). These two cationic peptides , which exist as random coil in 

aqueous solution but have a-helical secondary structure in membrane mimetic 

environments (Boland et Separovic , 2006; Chia et al. , 2000), are active against a wide 

range of Gram-negative and Gram-positive bacteria, especially the latter (Apponyi et 

al. , 2004). The mechanism by which AMPs affect cel! viability depends on the peptide 

sequence (Lee etal. , 2014) . Previous studies ofcaerin 1.1 and aurein 1.2 suggest that 

they act via a transmembrane (Fernandez et al. , 2013) and carpet (Femandez et al. , 

2012) mechanism, respectively. These studies have exploited phospholipid bilayers, 

generally composed ofDMPC (dimyristoyl-phosphatidylcholine) or a lipid mixture of 

DMPC/DMPG (dimyristoyl-phosphatidylglycerol), but ideally peptide-membrane 

interactions should be studied in vivo. The structure, dynamics and orientation of 
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peptides depend on the membrane composition (Hallock etal. , 2003) and the envelope 

of bacteria, which is a very complex system (Silhavy et al. , 201 0). Gram-negative 

bacteria have an inner phospholipid membrane , a thin peptidoglycan layer, and an outer 

membrane mainly composed of lipopolysaccharides (LPS) (Nikaido , H. et Nakae , 

1979; Raetz, C. R. et Whitfield , 2002). The LPS are absent in Gram-positive bacteria 

which do not have an outer membrane, but instead have a thick peptidoglycan layer 

characterized by the presence of teichoic (TAs) and lipoteichoic acids (L TAs) 

(Malanovic et Lohner, 20 15). On the other hand , B. subtilis differ from E. coli in 

phospho1ipid composition . The membrane of E. coli is composed of about 75% 

phosphatidylethanolamine (PE), 20% phosphatidylglycerol (PG) and 5% cardiolipin 

(CL) and three fatty acid (C16 , Cl7, C18) chain lengths (Esfahani et al. , 1969). The 

membrane of B. subtilis contains 60% PG, 34% PE and 6% CL and mainly Cl5 , C16 

and C 17 acy! chains (Bishop et al. , 1967 ; Clejan et al., 1986). 

Our recently published study of E. coli bacteria show an efficient incorporation 

of perdeuterated exogenous palmitic acid in the membrane phospholipids (Tardy­

Laporte et al. , 20 13) with a good signal-to-noise ratio for 2H solid-state- NMR spectra. 

Moreover, this study supports the idea of the importance of using bacteria instead of 

mode! membranes because interestingly the effect offullerenol nanoparticles onE. coli 

bacteria differs to what has been shown for DPPC/DPPG bilayers (Brisebois et al. , 

2012) . 

ln the present work we have expanded our analysis to investigate the effect of 

caerin 1.1 and aurein 1.2 on intactE. coli (Gram-) and B. subtilis (Gram+) bacteria. 

Given that this is the first reported 2H NMR study of B. subtilis, we first characterized 

the phospholipid profile of the deuterated B. subtilis membranes compared to non­

label led and their temperature behavior. Then , the 2H NMR spectral moments were 

exploited to show the effect of the AMPs, caerin 1.1 and aurein 1.2, on the molecular 

order and dynamics ofthe lipid acy! chains . 
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4.4 Materials et methods 

4.4 .1 Materials 

Caerin 1.1 and aurein 1.2 were synthesized by GenScript Corporation 

(Piscataway Township, NJ , USA) with N95% purity. Dodecyl phosphocholine (DPC) 

was obtained from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Oleic acid (OA), deuterated 

palmitic acid (d31-PA), deuteriumdepleted water and 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-

2 ,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) were purchased from Sigma Aldrich 

(Oakville, Canada). E. coli BL21 and B. subtilis PY79 strains were kindly provided by 

Prof. S. Jenna (UQAM) and É. Déziel (Institut Armand-Frappier), respectivel y. 

4.4.2 Minimum inhibitory concentration 

The activity of caerin 1.1 and aurein 1.2 against E. coli and B. subtilis was 

evaluated by measuring of the minimum inhibitory concentrations (MJC) using the 

seriai dilution technique (Yoshida et al. , 2001) in a cell suspension containing 

104 cells/mL, with the peptide solution at different dilutions. Bacteria were incubated 

at 37 oc and the absorbance at 600 nm monitored every 30 min over a 24 h period . 

4.4.3 Sample preparation 

BL21 strain E. coli was grown as described (Tardy-Laporte et al., 2013) with 

0.19 mM d31-PA (incorporated into DPC micelles) added in the growth medium with 

0 .19 mM OA to preserve the tluidity ofthe membrane (Warnet et al. , 2016). B. subtilis 

(PY79) was also grown with 0.19 mM d31-PA incorporated in the growth medium 

without oleic acid , but the mid-log growth phase is at an A600 of0.5 compared to 0.4 

forE. coli (Tardy-Laporte et al., 2013) . For bacteria exposed to peptide, the pellet was 

resuspended in 10 mL of Lu ria broth for 10 min until a homogeneous solution was 

obtained. Then , the appropriate amount of peptide was added and incubated for 5min. 

The samples were centrifuged (1500 g for 10 min at room temperature), and the pellets 

were then used immediately for 2H NMR studies . 



63 

4.4.4 Lipid analysis and viability of Bacillus subtilis 

B. subtilis samples were analysed by gas phase chromatography combined with 

mass spectrometry to determine the fatty ac id composition oftheir membranes. Briefly, 

lipid extraction was performed in duplicate on approximately 10 mg of lyophilised 

labelled B. subtilis samples using dichloromethane/methanol (2 :1 v/v) and 0.88% KCI 

solution in a Potter glass homogenizer as described in (Pernet et Tremblay, 2003). Polar 

lipids where then recovered via separation on a silica gel column , with MeOH as eluent. 

After evaporation at 40 °C, transesterification was carried out in 2 mL of H2S Ü4 (2% 

in methanol) and 0.8 mL of toluene for 10 min at 100 °C, then analysed by gas 

chromatography as described in (Tardy-Laporte et al., 2013 ). 

B. subtilis samples were a1so analysed by MTT reduction assays (Wang, H. et 

al. , 201 0) to determine the cellular viability. The cell suspension was diluted in fresh 

LB medium to an A600 of0.1. A reaction mixture of20 )lL of 5 mg/mL MTT solution 

and 200 11L of cell suspension was incubated at 37 oc for 20 min. A fier incubation , the 

formazan crystals were pelleted and dissolved with 1 mL ofdimethylsulfoxide at room 

temperature. After a 15 min stabilisation at room temperature, the optical density was 

measured at 550 nm . 

4.4.5 NMR experiments and moments analysis 

ln the case of multi-experiments at different temperatures, 2H NMR analyses were 

recorded on a solid-state Bruker Avance 111-HD wide bore 400 MHz spectrometer 

(Milton , Canada) operating at a frequency of61 MHz for 2H nuclei. Other experiments 

were recorded at 37 oc on a 14.1 T hybrid solution/solid-state Bruker Avance Ill HO 

(Milton , Canada) operating at a frequency of92.1 MHz. Static spectra were obtained 

using the solid-echo pulse sequence (Davis et al. , 1976) with a pulse length of5 J.!S, a 

pulse separation of60 )lS , and a 500 ms recycle delay. Data were collected using 100 k 

points with a dwell time of0.5 J.!S , and a tine broadening of 50 Hz was applied. Spectra 

acquired at 10kHz MAS frequencies were obtained using a modified Hahn-echo pulse 
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sequence (Bloom et al., 1980; Clayden, 1986), with an initial 45 ° pulse. A total of 8 k 

points were collected with a dwell time of0.5 flS and a repetition delay of500 ms. 

A specifie quadrupolar splitting is difficult to determine in 2H solidstate- NMR 

spectra with a distribution of quadrupolar splittings. Thus , to quantif)r the intensity 

distribution ofthe spectra as a function ofquadrupolar splitting, spectral moments Mn 

(Davis et al. , 1979; Pius et al. , 2011) were calculated from the symmetric 2H NMR 

powder patterns using the following equation 

(4.1) 

where rois the frequency with respect to the nuclear Larmor angular frequency mo and 

f(ro) is the line shape. As shown by Maricq and Waugh (Maricq et Waugh , 1979) and 

recently reported by Warnet (Warnet et al. , 20 16), to analyse magic angle spinning 

(MAS) spectra, spectral moments are more simply extracted according to: 

(4 .2) 

where ffir is the spinning rate (ror=2nvr, where Vr is expressed in Hz) and AN is the area 

ofthe Nth sideband. 

Spectral moments M 1 and M2 from static spectra were cal cu lated using the 

MatNMR software (van Beek, 2007) and from MAS spectra using MestReNova 

(Mestrelab Research , Santiago de Compostela, Spain). These spectral moments reveal 

the changes in gel and fluid phases and were used to calculate the relative mean square 

width of the distribution of quadrupolar splittings (~2) , which informs on membrane 

heterogeneity: 

t,. =~-1 2 1.3 5Mf 
(4.3) 
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The values from the static or MAS spectral analysis did not differ significantly and, 

therefore, MAS spectra, which require a much shorter acquisition time are discussed 

here and the static spectra are shown in Supplementary information. 

4.5 Results and discussion 

4.5.1 Characterization of 2H-Iabelled B. subtilis 

Prior to studying B. subtilis bacteria by NMR, the efficiency of 2H label ling and 

its effect on the lipid profile were assessed . The labelling was carried out by growing 

the bacteria in the presence ofd31-PA. Contrary to E. coli, OA was not used since oleic 

acid chains are not naturally found in the lipid composition of B. subtilis. As shown in 

Table 4 .3, deuteration levels were close to 60% for saturated (C 16:0) lipids . Note that 

the labelled palmitic acyl chains are incorporated exclusively in the phospholipids and 

without modification , i.e., 60% ofPG, PE and CL palmitic chains are d3I-Iabelled. As 

detailed by Tardy-Laporte et al. (Tardy-Laporte et al. , 20 13), the LPS are not 

deuterated in E. coli. According to Koch et al. (Koch et al., 1984), L TAs typically 

account for 6-10mol% in Gram(+ ) bacteria, and the biosynthesis ofLTAs utilizes a 

fraction ofthe bacteria's PG pool (Percy et Gründling, 2014). Since PG lipids can have 

various chain lengths, and assuming that 60% ofPG lipids with C 16:0 acyl chains are 

deuterated , the total amount of 2H label led L TAs is likely to be negligible and its signal 

too weak to contribute to the 2H NMR spectra. lnterestingly, the functionall y important 

ratio oftotal saturated-to-unsaturated lipids was only slightly altered from 58:42 in wild 

type to 64:36 in labelled B. subtilis (Table 4.3 and Figure 4.1 ). This minor change, 

therefore , is not expected to significantly alter the membrane fluidity. 

We further assessed whether the labelling protocol , the washing procedure or 

the NMR experiments affected ce li viability. As shown in Figure 4.1 and Table 4.4 , the 

changes due to labelling or washing are within the uncertainty of the viability 

measurement. After 15 h in the NMR spectrometer, during which the growth medium 

is unchanged and seant due to rotor packing, 40% of the bacteria survived. This 



66 

percentage is the same as observed with E. coli (Tardy-Laporte et al., 2013) and 

compatible with in vivo studies in particular using the short MAS experiments which 

further preserve ce li viability (W arnet et al. , 20 16). 

% 

Viability 

80 

Lipid profile 

60 

40 

20 

0 
ln n ln 

Figure 4.1 Effect of deuterium label ling protocol on lipid profile (n =2) and cel! 

viability (n = 3) of B. subtilis. Black: unlabelled , and gray : 2H-Iabelled bacteria 

The physical state of the membrane lipids was assessed by fol lowing the 

evolution of spectral moments as a function of temperature. lt was previously 

demonstrated that the 2H solid-state NMR spectra of E. coli have "characteristic 

features" representative of different phases (Davis et al. , 1979; Tardy-Laporte et al. , 

2013) . The 2H spectra obtained at 15 °C, 30 oc and 52 oc are shown in Figure 4.5. At 

15 °C, there is a broad spectrum showing the presence of gel/crystalline phase . At 

30 °C, the appearance ofshoulders around ±20kHz and with a quadrupolar splitting of 

30kHz at the edges ofthe plateau indicates the presence ofthe tluid/ liquid phase . This 

plateau slightly decreases at 52 oc with an increase in proportion ofthe isotropie peak. 
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The 2H MAS NMR (Figure 4.2) spectrum at 12 oc indicates a higher intensity 

of spinning sideband manifold , which is characteristic of the gel phase. When the 

temperature was raised to 52 °C, an increase in the intensity of isotropie peak together 

with a decrease in the spinning sideband manifold was observed. This is due to 

motional averaging (Davis et al., 1979) and supported by the spectral moment analysis 

(Tables 4.1 and 4.5). The decrease in bath M 1 and M2 observed with the ri se of 

temperature is indicative of reduced acyl chain arder and spectral distribution , 

respectively. The value of ~2, which informs on the membrane heterogeneity, was low 

at 12 oc and 37 oc but increased at 32 oc due to the coexistence of gel and liquid­

crystalline phases at this temperature. In summary, the results show that the 

effectiveness ofthe deuteration protocol was sufficient to enable NMR studies and has 

only a minor effect on the lipid profile and resulting physical state of B. subtilis 

membranes. 

52 oc 

32 oc 

12 oc 

100 80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100 

Frequency (kHz) 

Figure 4.2 MAS (10kHz) 2H NMR spectra of intact B. subtilis acquired at l2°C, 

32°C and 52°C with 8 k scans. The equilibration time in these experiments was 15 min 
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Table 4.1 Spectral moment analysis of the MAS (1 0 kHz) 2H NMR spectra of 

labeled B. subtilis at different temperaturesa 

T (OC) M, (1 04 çl) M2(10 9 s·2) Lh 

12 13 .7 27.3 0.07 

32 11.3 24.5 0.42 

37 9.2 14.7 0.12 

52 8.2 10.1 0.48 

a Maximum deviations are JO % for M, and 14% for M 2. 

4 .5 .2 Effect of caerin 1.1 and aurein 1.2 on E. coli and B. subtilis 

First, we determined the MTC of caerin 1.1 and aurein 1.2 for E. coli and 

B. subtilis. The obtained values show that both peptides had an effect on both types of 

bacteria with a MIC of30 J..Lg/mL for B. subtilis and 100 J..Lg/mL forE. coli (Table 4.6). 

These values are consistent with previous studies (Chia et al. , 2011; Fernandez et al. , 

2009). The more potent inhibitory effect in the case of B. subtilis can be explained by 

the Jess complex membrane structure of B. subtilis, due to the absence of the outer 

membrane and the periplasm which facilitate their interaction with phospholipid 

membranes, and/or the different membrane lipid composition (Epand , R. F. et al. , 

2006 ; Lee et al. , 20 14; Yoshida et al. , 2001 ). 

Further, in regard to the membrane effects of peptides, Figure 4.3 shows the 

2H NMR MAS spectra acquired at 37 oc of labelled E. coli and B. subtilis when 

exposed to M1C of caerin 1.1 or aurein 1.2 . The 2H spectra of E. coli demonstrate a 

s light increase in the isotropie peak intensity with a decrease in that of the spinning 

sidebands in the presence of either peptide. In parallel , 2H static NMR spectra of E. coli 

(Figure 4.6) confirm the disordering effect with a slight increase in the isotropie peak 

intensity and a decrease in the width ofthe shoulders due to the peptides . 
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The corresponding spectral moments analysis from 2H solid-state and MAS 

NMR spectra, shown in Tables 4.7 and 4.2 , respectively, indicates an increase in lipid 

chain dynamics with a decrease ofM 1 from 3.2 to 2.8 and 2.5 in the presence of caerin 

1.1 and aurein 1.2, respectively (Table 4.2). At 37 °C, the membrane phospholipids of 

E. coli are in the fluid phase with a quadrupolar splitting estimated to 40kHz, and the 

disorder caused by the presence of the AMPs has increased the proportion of fluid 

phase. The values of ~2 (Table 4.2) show the coexistence of fluid and gel phases in 

E. coli membranes with an increase from 0.12 to 0.59 and 0.69 in the presence of caerin 

and aurein , respectively. This increase in the distribution ofthe quadrupolar splittings 

in contrast to the decrease in spectral moments is explained by the diminution or the 

rapid disappearance ofCD3 splittings compared to CD2 splittings (Davis et al. , 1 979). 

Table 4.2 additionally highlights the effect of aurein 1.2 compared to that of 

caerin 1 .1 on E. coli, with a h igher increase in ~2 in the presence of aure in. This result 

is consistent with the hypotheses by Fernandez et al. (Fernandez et al. , 2009 ; Femandez 

et al., 201 3) on the action mechanism of AMPs with mode) membranes , which suggest 

that aurein is able to cause an abrupt destabilisation of the membrane and its 

permeability. Caerin 1.1 rather than aurein 1.2 tends to insert into the phospholipid 

bilayers by the formation oftransmembrane pores with a Jess destructive effect ofthe 

membrane. 
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E. co li 
A À 

B. subtifis 

caerin 1.1 caerin 1.1 

À 1 1 

aurein 1.2 aurein 1.2 
l 1 1 , 

40 30 20 10 0 -1 0 -20 -30 -40 100 80 60 40 20 0 -20 40 -60 --80 -1CIO 
Frequency (kHz) Frequency (kHz) 

Figure 4.3 MAS (1 0 kHz) 2H NMR spectra of intact E. coli and B. subtilis 

acquired at 37°C with 8 k scans and with addition ofMIC ofcaerin 1.1 or aurein 1.2. 
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Tab le 4.2 Spectral moment analysis of the MAS (1 0 kHz) 2H NMR spectra of 

labelled E. coli and B. subtilis, without and with the presence of AMPs at different 

concentrations. 

Samp le AMP (f.lg/mL) M, (1 04 s- 1) M2(l 09 s-2) Lh 

B. subtilisa 9.2 (0.2)b 15 (2) 0.16 

+ caerin 1.1 MIC 9.4 (0.6) 15 (1) 0.23 

45 6.6 (0.3) 8 (1) 0.37 

60 4.0 3.3 0.51 

+ aurein 1.2 MIC 12 (2) 23 (3) 0.07 

45 13 (3) 27 (4) 0 .34 

60 3.8 (0.6) 3 (2) 0 .78 

E. colia 3.2 (0 .3) 1.6 (0 .7) 0. 12 

+ caerin 1.1 MIC 2.8 (0.3) 1.6 (0.6) 0.59 

+ aurein 1.2 MIC 2.5 (0.2) 1.4(0.2) 0.69 

aMICis - 30 f-LglmLfor B. subtilis and - 100 f-LglmLfor E. coli. 

b Standard deviation based on four measurements. 

ln the case of labelled B. subtilis , Figure 4.3 shows th at the spectrum of the se 

Gram(+) bacteria have a quadrupolar splitting of 120kHz, higher than that observed 

forE. coli membranes (- 40kHz). This difference indicates that B. subtilis membranes 

are more rigid th an th ose of E. coli at 3 7 oc and is due to the proportion of saturated 

fatty acids, which is about 64% in B. subtilis compared to 51% in E. coli (Warnet et 

al. , 20 16). This difference can also be explained by the presence of L TAs in the 

peptidoglycan of B. subtilis , which has a stabi lizing effect on lipid membranes. A study 
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by Gutberlet et al. (Gutberlet et al. , 1997) demonstrated that the addition of L TA to a 

dipalmitoylPG matrix causes an ordering effect on the lipid membrane close to the head 

group region. 

Conceming the spectra of labelled B. subtilis exposed to AMPs at MIC, the 

spectral analysis in Table 2 shows an increase in M 1 and M2. M 1 increased in the 

presence ofcaerin 1.1 from 9.2 to 9.4 , and to 12 in the case ofaurein 1.2. This indicates 

that at the MIC, the interaction ofboth peptides with B. subtilis membrane reduced the 

dynamics of the lipid chains. This effect was not observed in E. coli when exposed to 

75 11g/mL and 50 11g/mL of caerin 1.1 (data not shown), which is below the MIC of 

100 11g/mL. 

To better understand the interaction of B. subtilis with au rein 1.2 and caerin 1.1 , 

bacteria were then exposed to AMP concentrations of 45 and 60 11g/mL, i.e ., above the 

MIC. The spectra are shown in Figure 4.4 and the corresponding spectral moments in 

Table 2. Starting with caerin 1.1 , the spectra show a decrease in the intensity of the 

MAS sidebands with intensification of the isotropie peak. At 45 11g/mL, caerin 1.1 

exerts its mode of action by disordering the lipid chains. This observation is supported 

by the decrease ofM1 and M2 values (Table 2), but a smaller ~2 would be expected. As 

mentioned earlier, this can be explained by the decrease or the rapid disappearance of 

CD3 splittings compared to CD2 splittings (Davis et al. , 1979), but in this case it may 

also be due to the association of caerin 1.1 and phospholipids causing heterogeneity in 

the membrane . Disordering was enhanced at 60 11g/mL with the reduction in MAS 

sidebands from 16 to 4 (Figure 4.4), and also with the appearance of 'Feature X ' circa 

±10kHz (Figure 4.7) which reports on the degradation ofthe bacterial ce lis (Davis et 

al., 1979). ' Feature X ' is usually present in the spectra but is only visible in the case of 

intensive degradation which may be due to the caerin 1.1 . Our focus was on short term 

effects and bacteria, therefore, were not incubated for more than 5 min. Greater effects 

might be expected using a longer incubation time. 
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(a) (b) 
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60 ~g/ml 
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Figure 4.4 2H MAS NMR spectra of intact B. subtilis acquired at 37°C and with 

8 k scans and with the addition of different concentrations of(a) caerin 1.1 , and (b) 

aurein 1.2 

In the case of au rein 1.2 , the disorder increase of the lipid chains was observed 

at 60 J..l.g/mL, which means th at a higher concentration of au rein is requ ired to exert its 

mode of action on the B. subtilis (Gram+) phospholipid membrane. This may also be 

related to the smaller size of aurein with 13 residues compared to caerin 1.1 with 25 

residues. A specifie interaction of aurein 1.2 with TAs and L TAs or other bacterial 

components may reduce its interaction with the membrane and the disordering effect. 

The difference in peptide concentrations, which caused disorder in membrane 

lipids of Gram(-) and Gram(+) bacteria, highlight the importance ofin vivo studies . 

Gram(+) B. subtilis is characterized by a thick peptidoglycan layer which accounts for 

about 90% dry weight of the membrane (Malanovic et Lohner, 2016). This rigidity is 

provided by TAs that are covalently boun~ to peptidoglycan and by theL TAs anchored 

to the membrane via diacylglycerol. A negatively charged LT A polymer has been 
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demonstrated to interact with cationic peptides (Bucki et Janmey, 2006) and the 

interaction ofPBP 10, LL-37 and melittin with L TA inhibits their antimicrobial activity. 

The inhibition has been suggested to be due to the decrease of peptide concentration 

on the membrane as a re su lt of the increase in peptide adsorption to the bacterial surface 

(Malanovic et Lohner, 20 16). Further, th at the disordering effect was not observed at 

the MIC highlights the idea that the inhibition is not via membrane destabilisation but 

via the interaction of peptides with other bacterial ce li membrane components. Further 

work, however, is necessary to elucidate the relative importance and mechanisms of 

interaction of au rein 1.2 and caerin 1.1 with TAs and L TAs. 

4.6 Conclusion 

We have investigated the interaction of caerin 1.1 and aurein 1.2 with intact 

Gram(+) and Gram(-) bacteria by 2H solid-state NMR following deuteration oftheir 

membrane lipid acy! chains. To do so, we have proposed a 2H-Iabelling protocol for 

the phospholipids of non-mutated B. subtilis . Magic-angle spinning combined to 

moment analys is allowed collecting high-quality spectra with a reduced number of 

scans. Aurein 1.2 , which was reported to act via a carpet mechanism, was shawn to be 

more membrane disruptive on E. coli than caerin 1.1 which is known to form 

transmembrane pores. The disordering effect observed on the membrane Iipids at 

concentrations higher than the MIC on B. subtilis seem to indicate electrostatic 

interactions of caerin 1.1 and aurein 1.2 with other components present in the 

peptidoglycan, such as the negatively-charged teichoic and lipoteichoic acids, and 

suggests that the inhibition effect is not only mediated by membrane destabilisation or 

disruption . Altogether, our results reveal the importance of in vivo NMR study, where 

the action mechanism of AMPs was shawn to depend on the membrane environment 

and on the actual peptide concentration at the lipid membrane surface. Our results have 

led us to develop strategies for two dimensional 13C-15N solid-state NMR to determine 

the interaction of AMPs with TA and L TA. 
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4 .8 Supplementary material 

Table 4.3 Fatty acid composition of labelled and unlabelled B. subtilis 

phospholipids by GC-MS with standard deviation. 

% Fatty acid (w/w) 

Unlabelled Labelled 

C15 :0 22 (!) 20 (3) 

C15 :1 Il (2) 7 (1) 

C16:0 22 ( 1) 41 ( 1) 
( 60% deuterated) 

C17:1 Il ( 1) 8 (4) 

C18:3 10.5 (1) 3.5 ( 1) 

Others 23 .5 (1) 21 (3) 

Total saturated 58 ( 1) 64 (3) 

Total unsaturated 42 (2) 36 (2) 
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Table 4.4 Percentage of live B. subtilis after rinsing and NMR experiments , by 

MTT reduction activity. The mean values with standard deviation are obtained in 

triplicate. 

Analysis 
% Yiability 

Unlabelled Labelled 

At harvest 76 (6) 78 (5) 

After rinsing 64 (4) 61 (5) 

AfterNMR 42 (4) 37 (6) 

W W W H 0 ~ ~ ~ ~ 

Frequency (kHz) 

Figure 4.5 2H solid-state NMR spectra of intact B. subtilis acquired at l5°C, 

30°C and 52°C with 100 k scans. The equilibration time between each temperature was 

15 min. 



77 

Table 4.5 Spectral moment analysis with standard deviation of static 2H so lid-state 

NMR spectra of labeled B. subtilis, at different temperatures. 

T (0 C) M, (1 04 s- 1) M2(l 09 s-2) Lh 

12 13.6 (0.3) 30 (2) 0.19 

32 10.4 (0.6) 21.9 (0.3) 0.52 

37 9.7(0.1) 16 (3) 0 .16 

52 8 (1) 10.9 (0.3) 0.48 

Table 4.6 Antibacterial activity of caerin 1.1 and au rein 1.2. 

MIC (j.!g/mL) 

Caerin 1.1 Aurein 1.2 

E. coli 100 100 

B. subtilis 30 30 
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Tab le 4.7 Spectral moment analysis with standard deviation ofstatic 2H so lid-state 

NMR spectra of labeled E. coli and B. subtilis, without and with the presence of AMPs 

at different concentrations. 

Sample AMPs (f.lg/mL) M1 (1 04 s-1) M 2(I0 9 s-2) Lh 

B. subtilisa 9.2 (0.2) 13 ( 1) 0.16 

+ caerin 1.1 MIC 9.9 (0.3) 16.4 (0.2) 0.23 

45 6.6 (0.6) 8 (1) 0.38 

60 4.1 3.2 0.39 

+ aurein 1.2 MIC 12.3 (0.9) 24 (3) 0.18 

45 12.6 (0.6) 27 (2) 0.28 

60 4 .2 3.6 0.52 

E. colia 3.3 (0.1) 2 .0 (0.1) 0.40 

+ caerin 1.1 MIC 2.8 (0.1) 1.6 (0.2) 0.50 

+ aurein 1.2 MIC 2.5 (0.2) 1.6(0.1 ) 0.70 

3 MIC is - 30 f.lg/mL for B. subtilis and - lOO )lg/mL forE. coli. 
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Figure 4.6 2H solid-state NMR spectra of intactE. coli and B. subtilis acquired 

at 37°C with 100 k scans and with the addition of the MIC of caerin 1.1 and aurein 1.2. 
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Figure 4.7 2H solid-state NMR spectra of intact B. subtilis acquired at 37°C with 

100 k scans and with the addition of different concentration of (a) caerin 1.1, 

and (b) aurein 1.2. 





CHAPITRE V 

DÉVELOPPEMENT DE STRATÉGIES DE MARQUAGE POUR LA 
CARACTÉRISATION DES BACTÉRIES ENTIÈRES 

5.1 Objectifs 

Nous avons observé , dans le chapitre précédent, que l'effet de la caérine 1.1 et 

de l' auréine 1.2 est différent sur les bactéries E. coli (Gram-) et B. subtilis (Gram+). 

Ceci nous amené à 1 ' idée que les acides téichoïques et lipotéichoïques présents dans le 

peptidoglycane de B. subtilis jouent potentiellement un rôle dans l' effet observé des 

AMPs sur les membranes bactériennes. Ainsi , dans le but d ' étudier in vivo l' interaction 

des AMPs avec les constituants du PGN par des expériences en RMN 13C- 15N , notre 

premier objectif était de caractériser les bactéries entières par RMN- 13C. 

Les bactéries étant des organismes complexes, tel que mentionné dans la section 1.7.2, 

les chercheurs ont eu recours à l' extraction de leurs différents constituants tels que le 

PGN et les LPS dans le but de simplifier les analyses en RMN (Kern et al., 201 0; Kem 

et al., 2008 ; Renault et al. , 2012). Dans le contexte de l' étude des bactéries intactes , 

afin de simplifier les spectres, et dans la même optique de sélectionner les composants 

bactériens (sélection des membranes aux chapitres III et N), notre alternative est de 

développer de stratégies d 'effaçage de signaux des constituants autres que le PGN. Ce 

chapitre traite donc d ' une stratégie d ' effaçage de signaux des lipides par 

l' incorporation des lipides "froids" C2C) dans des bactéries marquées au 13C. Pour ce 

faire , différentes conditions de culture ont été testées pour les deux bactéries, et ceci 

soit par l'ajout de lipides totaux extraits des bactéries (L T), de lipides polaires extraits 
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des bactéries (LP), de lipides totaux extraits et hydrolysés en AGs (L TH), de lipides 

polaires extraits et hydrolysés en AGs (LPH), dans le milieu de culture ou par l' ajout 

des AGs abondants dans les bactéries soient le PA et 1 'OA . Cinq conditions de culture 

ont été testées pour B. subtilis (LT/ L TH/ LP/ LPH/ PA) et trois pour E. coli (LT/ L TH/ 

PA+OA). 

5.2 Matériel et méthodes 

5.2 .1 Matériel 

La dodécylphosphohcoline (DPC) et les lipides totaux extraits d' E. coli ont été 

achetés d ' Avanti Polar Lipids (Aiabaster, AL, USA). L' acide palmitique deutéré (PA­

d31), l' acide oléique (OA) ainsi que le glycéroi-13C3 proviennent de Sigma Aldrich 

(Saint Louis, MI, USA) . Le Tween 20 (Monolaurate de polyoxyéthylène 

(20) sorbitane) provient de Bioshop (Burlington, ON, Canada). 

5 .2 .2 Préparation des bactéries marquées au 13C 

Les bactéries E. coli et B. subtilis sont cultivées dans un milieu minimal M9 

(12 ,8g Na2HP04-7 H20 , 3g KH2PÜ4, 0,5g NaCI , 1 g NH4CI, 0,25g MgS04, 0 ,015g 

CaCh), supplémenté de 0.25 g/L-1 de peptone dans le cas de B. subtilis, à 37 oc en 

présence de 3g/L glycéroi- 13C. Le milieu M9 a été choisi de manière à assurer un 

meilleur taux d ' incorporation du glycéroi- 13C3 vu que ce dernier est la seule source de 

carbone des bactéries. Des courbes de croissance ont été réalisées à différentes 

concentrations de glycéroi- 13C3 afin de choisir la concentration de 3 g/L induisant un 

meilleur taux de croissance bactérienne pour E. coli et B. subtilis (Figure 5.1 ). 

Les cellules prélevées à la moitié de la phase exponentielle DOGoo nm= 0,5 sont lavées 

deux fois avec une solution saline (NaCI 100 mM) et deux fois avec le tampon 

phosphate PBS afin d ' éliminer le glycéroi-13C3 en surplus dans le milieu de culture et 

éviter les interférences dans les spectres de RMN- 13C. Les culots sont ensuite analysés 

au moyen d ' une sonde de 4 mm en RMN-ÉS- 13C. 
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• LB 
• i\ 19 ~ 4giL g1ycéro1-UC3 

• i\ 19 + 3giL g1ycéro1-uC3 

* M9 + 2g/L g1ycéro1-UC3 

• i\ 19 _._ 1giL g1ycéro1-13C3 

Figure 5. 1 Courbe de croissance de B. subtilis en fonction de la concentration 

du glycérol- 13C3. 

5.2 .3 Extraction des lipides de B. subtilis 

Dans le cas de B. subtilis , non disponibles commercia lement, les lipides totaux 

et polaires de B. subtilis ont été extraits te l que décrit à la section 3.2 .3. 

5.2.4 Hydrolyse des lipides 

Les lipides totaux d ' E. coli commerciales, ainsi que des proportions des lipides 

totaux, et de lipides polaires extraits de B. subtilis sont traités par un mélange de 

KOH/méthano l (- 5 mL pour 30 mg de lipides) pendant 1 h à 80 oc (mélange au vortex 

chaque 5 min) et lavées deux fois à 1 'éther afin d 'enlever les lipides non saponifiables. 

Les sumagants récupérés sont ensuite tra ités avec HCl (6M) et lavés deux fois avec de 

l ' hexane inc lu ant une étape d 'agitation au vortex et de dégazage. Enfi n, les lipides 
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récupérés dans l'hexane sont soumis à un flux d ' azote à température ambiante afin 

d 'évaporer le solvant. 

5.2.5 Incorporation des lipides et des AGs C2C) dans les bactéries marquées au 13C 

5.2.5.1 Suivi de la croissance bactérienne 

De manière à vérifier la capacité d'E. coli et B. subtilis à croître dans un milieu 

M9 en présence du glycéroi- 13C3 et des AGs, des tests de croissance bactérienne ont été 

établis sur un lecteur de microplaque (Infinite M200 de TECAN) à 37 oc. Pour ce faire , 

les différents milieux ont été déposés sur une plaque de 24 puits. La lecture de DO à 

600 nm se fait chaque 30 min précédée de 5 min d 'agitation (225 rpm), et ceci pendant 

24 h. 

Pour B. subtilis, l'optimisation de la croissance cellulaire a été réalisée en testant 

l' incorporation d ' acide palmitique incorporé dans des micelles de DPC (tel que décrit 

dans la section 3.2.2) à des concentrations de 0.5 et 1 mM, et dans des micelles de 

Tween 20 à des concentrations de 0.15 et 0 .2 mM. Pour E. coli, de la même façon , le 

PA est incorporé dans des micelles de DPC à 0.5 mM et dans du Tween 20 à 0.15 mM. 

Chaque condition a été analysée en triplicata. 

5.2.5.2 Préparation des échantillons pour la RMN 

Les lipides totaux (L T) et les lipides polaires (LP) sont dispersés par sonication 

( 130W) sous glace pendant 15 à 30 min afin de former de petites vésicules 

unilamellaires (SUV) et ajoutés directement dans le milieu de culture. Dans le cas des 

lipides hydrolysés (LTH et LPH) ainsi que pour les acides palmitique et oléique, ils 

sont incorporés dans des micelles de Tween 20 (0.15 mM), et ceci de la même manière 

qu ' avec la DPC décrite dans la section 3.2.2. 
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Cinq conditions de culture ont été testées pour B. subtilis (L Tl LTH/ LP/ LPH/ PA) et 

trois pour E. coli (LT/ LTH/ PA+OA). Ces milieux sont cultivés dans un milieu M9 en 

présence du glycéroi- 13C3 à 37 oc sous agitation (225 rpm) jusqu ' à atteindre la moitié 

de la phase exponentielle après 4h. 

5.2.5.3 Expériences de RMN 

Toutes les expériences de RMN ont été effectuées à 12 oc avec un spectromètre 

Bruker Avance III-HO de 400 MHz (Milton , Ontario, Canada) pour l' état solide. Les 

spectres sont obtenus à 10 kHz au moyen de la séquence d ' impulsion NOE-OP 

(présentée à la section 2.3.3). Le NOE est appliqué pendant 2s à une puissance de 0 .1 W 

suite à 1s de délai de recyclage, suivi d ' une impulsion de 90° sur le 13C (à 140W 

pendant 3,5 jlS). Un découplage de 97 ,7W est appliqué sur le 1H pendant tout le délai 

d 'acquisition du noyau 13C. Un total de 1024 scans ont été obtenus pour chaque 

échantillon , pour une durée de 1 h30 , "si non autrement précisé". Les résonances du 13C 

et du 1H sont calibrées avec l' adamantane comme référence externe (pic à 38.23 ppm). 

Le traitement de données des spectres se fait avec le logiciel MestReNova (Masterlab 

Research , Santiago de Compostelle, Espagne) Une correction de ligne de base et de 

phase, ainsi qu ' une multiplication exponentielle (fine broadening) de 10 Hz sont 

appliqués sur chaque spectre. 

5.3 Résultats et discussion 

5.3 .1 Attribution spectrale des constituants d ' E. coli et de B. subtilis 

Les précédents travaux de différents groupes de recherche (Fan , 1996; Gillet et 

al. ; Husted et al. , 1993 ; Kern et al. , 201 0; Kern et al. , 2008 ; Renault et al. , 20 12) nous 

ont aidés à attribuer les déplacements chimiques des principaux constituants des 

bactéries. Les structures de ces constituants, à savoir le PGN , les LPS chezE. coli, les 

acides téichoiques et lipotéichoiques chez B. subtilis, le PGN ainsi que les lipides des 

deux bactéries sont rappelées dans les Figures 1.5, 1.6 , 1.7 et 5.2 , respectivement. 

------- _ _ _______ _ ______ __________________ ____ __j 
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L 'ensemble des pics entre JO et 40 ppm correspondent aux carbones des lipides 

(Tableau 5.1 et Figure 5.3). Ceux entre 50 et 110 ppm ont été attribués aux carbones 

des cycles des sucres de plusieurs structures majoritairement ceux des acides 

téichoïques présents dans le PGN (Tableau 5.1). Le Cl de l' a-glucose, substituant de 

certains glycérols des acides téichoïques a un déplacement chimique de 98.3 ppm, d ' où 

la présence d ' un pic chez B. subtilis qui n ' existe pas chezE. coli. De plus , la bactérie 

d'E. coli, étant composée de deux membranes lipidiques, et relativement au massif de 

pics appartenant au PGN, la Figure 5.2 montre que le signal des lipides d ' E. coli est 

beaucoup plus intense comparativement à celui de B. subtilis . Une autre différence 

remarquable sur le spectre de B. subtilis par rapport à celui d'E. coli est l' absence du 

pic des liaisons CH=CH à 130 ppm. Cependant, ce pic apparait sur le spectre NOE-OP 

du PGN purifié de B. subtilis, montré dans la Figure 5.4. Une hypothèse serait que le 

signal se trouve dans le bruit de fond , à cause de la mobilité différente de ces carbones 

dans la bactérie de B. subtilis entière. 

D 'après ces attributions, il semblerait que le glycéroi- 13C3 ait été incorporé 

correctement dans la majorité des constituants des bactéries. Cependant, on ne discerne 

pas de pics évidents de protéines, que du fait de leur diversité , les déplacements 

chimiques seraient très variés et le signal se trouverait dans le bruit de fond ou sous le 

massif de pics. De plus, l ' attribution possible par les spectres 1 D est partielle. Il serait 

alors intéressant de faire des analyses en 20 sur les bactéries afin d 'améliorer 

l'attribution par la détection des corrélations 13C- 13C. Mais avant de procéder aux 

analyses en 20, tel que mentionné plus haut, afin de simplifier les spectres, nous avons 

choisi d ' analyser les bactéries cultivées dans un milieu riche au 13C en présence de 

lipides froids (' 2C). Ceci est détaillé dans les sections suivantes. 
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Tableau 5 .1 Constituants des membranes bactériennes et attribution de leurs 

déplacements chimiques en RMN du 13C. 

Carbone Ppm 

Lipides Cl COOH 174.5 

C2 C a(C=O) 34.0 

C3 Cp (C=O) 25.0 

C4 Carbones oléfiniques 129.9 
(CH=CH) 

C5 Carbones allyliques (voisin 27.4 
deCH=CH) 

C6 Chaines méthylènes 29-30 

C7 C f3-CH3 32.2 

cs Ca- CH3 23 .0 

C9 CH3 14.5* 

glycérol-P• C2 C2 glycerol-P• 75.6 

C3 C3 glycerol-P• 65.2 

Acide téichoique Cl Cl a- Glc (TA) 98.3 

C2 C2 a- Glc (TA) 72.2 

C3 C3 a- Glc {TA) 73.3 

C4 C4 a- Glc (TA) 70.0 

C6 C6 a- Glc {TA) 61.1 

C2 C2{3 Glc (TA) 72.2 

PGN C2 C2NAM(PGN) 55.1 

C' NAM 181.5 

C6 Arginine 157.0 

LPS C6 a-GleNAC 62.9 

C4 a-GleNAC 71.5 

*Exceptionnellement, la valeur du déplacement chimique du CH3 

terminal est de 15 .9 dans le cas de B. subtilis. Ceci peut être dû à la 

mobilité différente de ces carbones d' une bactérie à une autre, ou à 

un environnement différent. 
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Figure 5.4 Spectres NOE-OP du PGN purifié de B. subtilis non marquée . Les 

spectres ont été enregistrés à 400 MHz et le nombre de scans pour chaque expérience 

est de 6144 pour une durée de 8h30. Les LTA de B. subtilis ont été éliminés par un 

traitement des cellules au SOS (4%). Ces cellules ont été ensuite éclatées par ultra 

sonication , traitées avec de l' a amylase (EC 3.2.1.1 ; Sigma; 100 pg/mL) préparée dans 

Tris-HCI (pH 7.5) pendant2h, un mélange de ONase (EC 3.1.21.1; Sigma; 10 pg/mL) 

et RNase (EC 3.1.27.5; Sigma; 50 pg/mL) avec MgS04 (20 mM) pendant 2h , et avec 

de la trypsine ( 1 00 pg/mL) préparée dans 10 mM de CaC(z, pendant 16h. Enfin , trois 

lavages ont été effectués par LiCI (8M), EOTA (1 OûmM) et de l' eau , successivement. 

Le PGN avec les acides téichoïques intacts récupérés dans le surnagent ont été 

lyophilisés et réhydratés à 70% avant d 'être transférés dans un rotor de 4mm . 

5.3.2 Optimisation du protocole d ' incorporation des lipides 

Les courbes de croissance (Figure 5.5) de B. subtilis et d'E. coli dans les 

différentes conditions de culture décrites plus haut montrent que la OPC, et même à 

une concentration de 0.5 mM inférieure à sa concentration micellaire critique (CMC) 
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de J mM , affecte la croissance d ' E. coli et de B. subtilis . Ceci peut être dü à son pouvo ir 

surfac tant qui pounait détruire la membrane et provoquer la pet1e de l' intégrité 

cellul aire dans le cas de la croissance bactéri enne dans le milieu minimal M9. 

Les autres tests de c roissance réa li sés avec du T ween 20, un détergent communément 

utilisé en biochimie pour plusieurs appli cati ons, montre qu e ce demier est un bon 

candidat pour maintenir la c inétique de croissance des deux bactéries proc he des 

conditions de glycérol seul ement. La concentrati on de 0.15 mM de Tween 20 a été 

choisie pour la suite des expéri ences . 
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5.3.3 Effaçage des lipides 

Tous les spectres NOE-DP d'E. coli et de B. subtilis sous différentes conditions sont 

présentés dans les Figures 5.6 et 5.7. 

Dans le cas des deux bactéries, les spectres sans ajout de lipides , superposés à ceux des 

bactéries cultivées en présence de lipides , et normalisés avec l'aire totale, montrent que 

l' intensité de la plupart des pics des lipides diminue . Un exemple de spectre d ' E. coli 

superposé à celui d ' E. coli en présence de L TH, et normalisé avec l' aire totale est 

montré dans la Figure 5.8. 

Afin de mieux apprécier l'effaçage des lipides, de façon qualitative, l' intensité du pic 

des carbones méthylènes des chaînes acyles des lipides ayant un déplacement chimique 

de 30 ppm pour les différents échantillons est présentée sous forme d 'histogramme à 

la Figure 5.9. Il est important de préciser que chaque condition de culture n 'a été 

réalisée qu 'une fois , et que les données présentées sur la Figure 5.9 sont qualitatives. 

Pour les deux bactéries, le meilleur de résultat d ' effaçage est obtenu avec les lipides 

totaux ou polaires hydrolysés ainsi qu 'avec les acides palmitique et oléique. Ceci 

confirme que l' incorporation des acides gras est plus efficace que les lipides totaux . En 

effet, comme mentionné dans la section 1.7.1 , il a été montré que l' incorporation des 

lipides totaux est possible, mais avec de faibles taux de marquage (Dowhan et 

Bogdanov, 2002) . Les taux d ' incorporation des L TH, LPH et PA dans le cas de 

B. subtilis, sont de 66 , 72 et 74%, respectivement. Ces pourcentages sont proches de 

ceux obtenus par GC-MS dans le cas d ' incorporation des lipides deutérés dans 

B. subtilis (60%) (section 4.5.1) et E. coli (67%) (section 3.3.1) . Cependant, les 

pourcentages obtenus avec E. coli sont plus faibles avec des valeurs de 31 et 43%, avec 

l' addition deL TH et PA+OA, respectivement (Figure 5.5). Ceci indique que l' effaçage 

est plus important dans le cas de B. subtilis, et cette différence observée entre les deux 

bactéries pourrait ouvrir des portes sur la différence de la biosynthése des lipides dans 

les membranes internes et externes des bactéries à Gram- et à Gram+. 
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Figure 5.9 Intensité du pte des carbones méthylènes avec un déplacement 

chimique de 30 ppm pour chaque condition de cultures analysées pour E. coli et 

B. subtilis. Il es t impottant de préc iser que chaque condition de culture a été réalisée 

qu ' une fois, et que les données présentées sont qualitatives. 

5 .4 Conc lusion 

L'étude des bactéri es entières par RMN- 13C-ID nous a permis d ' attti buer 

plusieurs carbones des composants bactéri ens. Des analyses en 2D telle que l' analyse 

NOE-2D pour la détection des corrélations 13C-13C seront intéressantes pour 

l 'améli oration de l' attribution. En ce qui concern e la stratégie d 'effaçage des lipides , 

le meilleur taux d 'effaçage est observé avec 1 ' incorporation des lipides extrai ts 

hydrolysés e t ce lle des acides palmitique et o lé ique. La pu rification des lipides polaires 
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à partir des lipides totaux est donc une étape non nécessaire, contrairement à celle de 

l' hydrolyse des lipides en acides gras . Bien que le taux d' effaçage qualitatif obtenu est 

intéressant, cette méthode n' a pas contribuée à simplifier les spectres et à faciliter 

1 ' attribution complète. D'autres méthodes peuvent être utilisées et ce point sera discuté 

dans la conclusion. De plus, cette méthode d 'effaçage nous a pem1is d 'observer un 

meilleur taux d ' effaçage dans le cas de B. subtilis , ce qui pourrait pousser nos travaux 

vers l'étude de cette différence observée entre les deux bactéries. 





CHAPITRE VI 

CONCLUSION 

L'objectif de l' ensemble de ce projet était d 'étudier par RMN de l'ÉS , les 

interactions des AMPs avec des bactéries intactes afin de rafiner nos connaissances sur 

leur mécanisme d ' action au niveau moléculaire. Les travaux publiés sur la caérine 1.1 

et l' auréine 1.2, deux AMPs cationiques, ont montré leur activité importante contre les 

bactéries , et ont raffiné des hypothèses sur leur mécanisme d ' action , basées sur 

l' emploi de membranes modèles . Nous avons débuté le projet par l' optimisation du 

marquage des bactéries E. coli et B. subtilis afin d ' étudier leurs lipides membranaires 

qui représentent le site de l' interaction des AMPs, par la RMN- 2H. La détermination 

du profil lipidique des acides gras des bactéries marquées a montré que l' ajout d 'OA 

au PA-d 31 est nécessaire pour restaurer le profil lipidique d'E. coli sauvage (ce qui n ' est 

pas le cas pour B. subtilis) et que le pourcentage de marquage pour les deux bactéries 

peut atteindre 70%. L'obtention , pour les deux bactéries marquées, de profils en AG 

similaires à ceux de bactéries non marquées, démontre que ce protocole de marquage 

permet des analyses représentatives des membranes sauvages en RMN. De plus le taux 

de marquage obtenu a permis un bon rapport signal sur bruit lors des analyses en RMN-

2H. Cependant, il serait intéressant de déterminer la composition en différents types de 

phospholipides (PE, PG, CL). En effet, il a été montré qu ' en cas de stress (changement 

de pH, nutriments etc .), la proportion de CL synthétisée par la bactérie augmente 

(Arechaga et al. , 2000; lanzini et al. , 1990; Ingram, 1977; Romantsov et al. , 2009; 

Shibuya, 1992). De plus, il serait intéressant de détenniner la proportion de PAd-31 
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incorporé dans chacun de phospholipides (PE, PG, CL) afin de confirmer le caractère 

représentatif des membranes sauvages. 

La méthode d ' analyse par RMN du 2H a été ensuite optimisée par l' application de la 

MAS. En effet, la MAS à 10kHz a permis d 'obtenir des informations sur la dynamique 

des membranes avec un gain en sensibilité et en temps, sans affecter la viabilité 

cellulaire des bactéries. En effet, il est impératif que les échantillons bactériens soient 

vivants le plus longtemps possible lors des analyses afin de pouvoir estimer les effets 

des AMPs de façon in vivo. Les pourcentages de viabilité cellulaire obtenus selon la 

méthode de réduction du MTT montrent des valeurs proches de 40% après les analyses 

en statique ou en MAS et ce pourcentage est compatible avec des analyses in vivo. 

Une fois le marquage et la méthode d 'analyse optimisés, la caérine 1.1 et 1 'auréine 1.2 

ont été mises en contact avec les bactéries entières. L' analyse des moments spectraux 

a montré que les deux peptides augmentent la fluidité membranaire des deux bactéries . 

Cependant, cet effet est observé à une concentration plus élevée des peptides sur les 

cellules de B. subtilis (Gram+). Ce résultat démontre l' importance de réaliser des 

analyses sur des cellules intactes par rapport à des membranes modèles . De plus, en se 

basant sur les différences entre la paroi cellulaire de B. subtilis et d'E. coli (Gram-) , il 

existerait une interaction électrostatique entre les composants du PGN et les AMPs, 

plus spécifiquement lesT A et L TA chargés négativement, susceptible de modifier la 

concentration réelle en AMP sur la membrane cellulaire. 

Afin de vérifier cette hypothèse, il a été nécessaire d ' étudier les bactéries par la 

RMN- 13C afin d ' étudier l' interaction des AMPs avec les TA et L TA. Le protocole de 

marquage au 13C , étant facile et utilisé dans la littérature (Kern et al., 201 0; Kem et al. , 

2008), nous l' avons reproduit sur des cellules d'E. coli et de B. subtilis afin de les 

caractériser par la RMN- 13C. Les spectres des bactéries marquées nous ont permis une 

attribution partielle des carbones en se basant sur les travau x précédents. Pour réaliser 

une attribution plus complète des composants bactériens, il serait impératif de faire des 
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analyses en RMN 2D. Cependant, avant ces analyses, nous avons expérimenté dans ce 

projet l' ajout des lipides et des AGs non marqués pendant la croissance des bactéries 

en présence du glycéroi - 13C3 afin d 'éliminer le signal des lipides et simplifier les 

spectres. Cette méthode a permis la diminution des intensités de la plupart des pics des 

lipides, mais pas forcément la simplification des spectres. 

À ce stade du projet, il serait intéressant de caractériser le PGN purifié des bactéries 

marquées par des analyses en RMN 2D. Des expériences de REDOR (Rotational -echo 

double-resonance) en RMN, généralement utilisées dans les études de structure des 

molécules biologiques (Matsuoka et )noue, 2009; Toke, 2007), pourraient être 

appliquées afin d 'étudier celle des peptides antimicrobiens et leur localisation en 

présence du PGN. Par exemple, le REDORa été précédemment utilisé dans l' analyse 

structurale de la vancomycine marquée au 15N en présence des ce llules entières de 

Staphylococcus au reus et du PGN marqué au 13C (Hi ng et al., 1992 ; Kim et al. , 2002) . 

Cette stratégie est basée sur la réintroduction du coup lage dipolaire hétéronucléaire 

entre les noyaux 13C et 15N afin de mesurer les distances hétéronucléaires (Ghosh et al., 

2013 ; Kim et al., 2002) et de déterminer par la suite la localisation des peptides dans 

le PGN . Des analyses pourraient éga lement porter sur la purification des composants 

du PGN, soit le TA (De Jonge etal. , 1992) et les LTA (Ryu et al. , 2009 ; Wang etal. , 

20 16), afin d 'étudier 1 ' éventuelle interaction des AMPs avec ces derniers. 

En parallèle, il serait intéressant d ' étudier la structure de la caérine 1.1 et l'auréine 1.2 

par spectroscopie de dichroïsme circulaire (CD, Circular Dichroism) afin de savoir 

s ' ils se structurent au contact du PGN, étant non structurés en solution aqueuse. 

Un autre aspect intéressant à considérer dans les études ultérieures est l' effet des AMPs 

à la CM I sur B. subtilis. On a en fait observé dans le chapitre IV un léger effet de 

rigidification de la membrane lipidique de B. subtilis à la CMI des AMPs. Dans un 

premier temps, il faudrait s' attarder sur cet effet de rigidification , et examiner si ce 
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dernier est dû à une faible quantité de peptides à la surface membranaire ou s ' il est 

provoqué suite à l' interaction des AMPs avec le PGN . Pour ce faire , l' utilisation de la 

microscopie à fluorescence est un outil intéressant pour suivre les AMPs marqués par 

fluorescence et leur translocation en bactéries in vivo (Chao et al. , 20 12; Fernandez­

Suarez et Ting, 2008 ; Taheri-Araghi et al., 2015). Cette technique d ' imagerie de 

fluoresence en temps réel (FLIM, fluorescence lifetime imaging microscopy) a été 

précédemment appliquée à l' étude de l' interaction de la mélittine K 14 marquée avec 

des vésicules unilamellaires de DPPC et avec des bactéries intactes d ' E. coli 

transfectées avec de la protéine fluorescente verte (GFP, Green Fluorescent Protein) 

(Gee et al., 2013). 

Cette technique a permis d ' estimer la quantité de peptide libre en solution, associéee 

aux membranes et celle qui participe à la formation des pores. Ainsi , le suivi de la 

cinétique de l' interaction a indiqué la formation des pores par la mélittine Kl4, mais 

aussi une perte du contenu cytoplasmique par la diminution de la fraction de la 

protéine fluorescente verte dans le cas des bactéries . 

Dans un deuxième temps, il serait intéressant d ' examiner la viabilité cellulaire et les 

aspects morphologiques des cellules bactériennes à ce stade de l' interaction. Ainsi , les 

tests de MTT pourraient être effectués sur B. subtilis après la mise en contact des AMPs 

à la CMI pendant 5 min (Wang, H. et al. , 201 0) afin de vérifier si la croissance 

bactérienne est affectée sans que leur mode d 'action soit excercé sur les membranes 

lipidiques, l' obsevration de la morpholipgie de B. subtilis peut être effectuée par la 

microscopie à transmission électronique (Hartmann et al., 2010) et des mesures 

topologiques par microscopie à force atomique (AFM, atomic force microscopy) 

permetteraient l' observation in vivo et à une échelle nanométrique les effets des AMPs 

sur la forme , le texture et la rugosité des cellules (Braga et Ricci , 1998 ; Dufrêne, 2002 ; 

Mularski el al., 2015). 
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Pour conc lure, ce projet a donc pennis de mettre en évidence l'aspect novateur de la 

RMN-ÉS in vivo qui est un outil intéressant pour étudier le mode d 'action des AMPs 

au niveau moléculaire . Le protocole de deutération d'E. coli non mutée avec l'ajout de 

1 'OA a été optimisé dans ce projet, et celui de B. subti!is a été réali sé pour la première 

foi s. Les études réalisées en MAS sur B. subti/is etE. coli nous ont petmis de raffiner 

le mécanisme d 'action des deux AMPs, la caérine 1.1 et l'auréi ne 1.2, schématisé dans 

la Figure 6 .1 . Cette demière montre l' importance d'étaler les études de l'interaction de 

ces AMPs avec les composants du PGN. 

E. coli (Gram-) B. subtilis (Gram+) 

rf 
o • o 

' 
Figure 6 .1 

Phospholipides t Acide lipotéichoïque 

Peptidoglycane j Caérine 1.1 

Acide téichoïque ) Auréine 1.2 

Schématisation du mécanisme d'action de la caérine 1.1 et de 

1 'auréine 1.2. 
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This work proposes a nev.o appro.Kh to characrerize cel! membranes in inrxtcel ls by 2H soli d-st are nuclear 
magnelic resonance lNMR} in only .lfe\'V hoursusing magic-angle spi1ming (MAS )and spectr.ll moment analysis. 
11u~ ml"Lhod WdS firsr valid.ued on model dipahnitoylphosphatidylcho lîne ( DPPC) membrJnes. aUowing tl~ 
detection oflipid nuctuations bclow the main transit ion temperature. lllen me lipid dynamics in Escheridlia 
calf membranes was compared in baacria grown und er different diets. More specifically, deuterated pa lmiric 
add wds uscd to isotopiCAIIy label t11c phospholipid acy! d\ains iu bacteria mcmbranc.s, with or without rhc 
presence o f protonated oleic acid Our resulcs showed in1)mved lipid Ouidity whcn bacreri.l V\.'efe grown in the 
presence of o~ic acid, wh ich helps prc.scrving the n.nural facty acid profile- in E coli membranes. The MAS 2H 
solid-s latc NMR study of membr.mes rombi11ed with specrral momcnr .malysis showrd to be .1 fast method 
compat ible with /11 YÎYO b.KtNial srudies. and should also be applicable to orhcr micro-org.ulisms to obrain 
molecular infonn.1tion on livitg cells by sol id -starc NMR.. 

1. 1 nt:rod uc:tion 

Sin<:e the early 2000s, nudear magnetic n>SOn.:lnce (NMR ) has prov­
en use fui for in-cel/ strucn~ral studies of small soluble proteins (1.2]. The 
goal of th esc studies was nol ta determine proœin structures. but rather 
to extr.act: st:ructur.al.tnd dynamiCdl information. as weil as to identify 
potentkl1 interactions with other cellular romponent.s. Recently, two 
studies {3.41 showed thal i1..cell solid-state NMR (ss-NMR ) could also 
be J power fui tool to study membrane proteins in their natural e nviron­
ment. as weil as their interactions with lipids. These interactions could 
a Iso be charactcrized by complomentary expcrimcnts dcvclopcd long 
aga, using in -œil solid-state NMR oflipids (5 1. 

The first applications ofstatic 2H ss-NMR ta lipids and cell mem· 
b ranes (Acholeplasnwlaidlawii ) date back ta the carly 1970s ]6.7] but 
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acid: {Cl9:0) , Nanadecdflci( ddd 
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the introduction of t he go• sol id echo in 1976 improved significanlly 
the qualily of static wideüne ' H ss-NMR spectra J 8.9] whose lineshapcs 
are sensitive lo molecular orcier. dynamics and rherefore- molecular in­
teractions. Mutaœd strains ofE.scherichia coli lacking farry add oxidation 
werr grown with exogenous deuterat~ fany acids Il 0,111 umil Tard y· 
l.aporte el al. showc'<l thal it was possible ta label wild-type E. coli 
membranes 112} 2H NMR ord~r parameters and spe<tral mome nts 
wtœ measured to deduce biologically-relevant structural and dynamic 
param<'rers in a li sorts ol synlhftic and biological membranes up until 
today. f<>rexample. Tardy-l.aporteeral studi~ the eiTcct ofantin~cro· 
bial agents on ccli membrane lip ids. and propost.'<l 01at fullerenol 
intf.'r,,a·Pd wit h lipopolys...Kcharides of the outer membrane ofF.. coli 

1 12]. 
Nevertheless. such srudies. although non-invasive, can be ti me con­

suming (clt !eas t seve rai hours to obtain a sufficient signal-to-noisc 
ratio) which cao be delet:erious for sorne peris hab Je sampll"S. An ap­
proach to speed up theSt' experiments is ta combine them with 
magic-angle spinning ( MAS). While the first combination of 2H ss­
NMR and MAS dates back to the late 1970s 113,141. it is only in !986 
th.ll Oayde-n sug·gested that MAS c..10 provide simila r inrormation to 
static 2H ss- NMR wich botter sensitivity (15]. The anal y sis of 2H MAS 
sidebclnd linewidths to ex tract dynamic infonnation wer~ developed 
in the late 1990s IJ6, 17I and found an importam application in the 
case ol membranes, whcœ it has been uscd to probe aiti<:allluc1Udtions 
in madel mcmbranes. lndeed, Radhakrishnan and McConnell ( 18l pre­
ct icted l'hat rhesr critical fluctua lions would he measurable either on 
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the relaxation of'H MAS NMR specrra or on iu sideband linewidthsand. 
both enects have been verified and quanti fied 119.20]. However. this 
method has not yet been applied to the study of membr:.ncs in inldct 
cclls. Thereforc in this study, we asscsscd the advantages of using 
MAS vs. st.1tic 2H NMR to study lîpîds withîn their native cnvi ronment 
such as intact cellular membranes. More specifically, we showed how 
specrraJ moment a n.alysis can be used to analyse spectra obtained 
with MAS. This approach was tested on madel systems as weil as on 
b.lcteria grown on different diets. 

2. M.lterial and --

2.t Marerials 

Dcuterated dipalmitoyl phosphocholine (dsrDPPC ) and dodecyl 
phosphocholine (DPC) '""œacquired fromAvanti Polar Up!Cis (Alabasœr. 
AL. USA). Oleic add (OA). deuterated palmitic acid (d,-PA). deuterium­
depleted water and 3 -(4.5-<iimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphcnyltetrazoli­
um bromide (MTI) were purchascd from Sigma Aldrich (Saint Loui~ 
Ml. USA). 

Ali NMR experiments were perfomled on a solid-stare Bruker 
Avance 111-HD wide bore 400 MHz spectrometer (Mi lton, Ontario, 
Canada). operatingat a frcquencyof61 MHz for deuterium, withdouble 
resonance magic-dng-lc spinning probes using cither 4 mm or 1.9 mm 
diamerer rotors. 

22. Sarnplc preparation 

DPPC samples were propared with a 75% hydration content by 
mixing 22 mg of d62-DPPC with 66 mgof2H-dcplcted watcr. transferred 
into a 4 mm r01or. or 2. 75 mg of dt;,-DPPC with 825 mg of1 H-<iepletc>d 
water, transferred into a '1.9 mm rctor. 

BU I strain E. co/i bacteria were grown as described befoœ !12}. with 
0.19 mM d3·1-PA incorporated in the growth medium. Anothcr culture 
was prcparc>d. incorporating O. t9 mM dwPA and 0.19 mM OA NMR cx­
perimenrs were carried out on fresh san1ples pelle te.d .:md tr,ansferred 
into 4 mm rotors. 

23. Sump le chnraclerisation 

Lipid profile analyses by g-as phase chromatography combined with 
mass spectron1etry. and cellular viability assays by MTT reduction werc 
perfurmed as dcscribed in 112]. 

2.4. NMR 

Static specrra were obt;t ined using the solid-echo pulse sequence lB !. 
with a 90" pulse length of 4 IlS and an inter pulse delay of 40 to 60 ps. 
Typically, 10 k points werc acquired with a dwcll timeof 05 f5 (spectral 
width of 1 MHz ) and a repetition delay of 500 ms. The number of 
transients accumulatc>d wert•10.000 ( 1.5 h) vs. 20.000 (3 h) for DPPC 

.. ,11111ililu"'"· 
r ·· ····-···•""'"'" '•'·o··· .... , .......... r··- ........ ,.) 

50 0 ·50 kHZ 
l'No 
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F~g. 1. SliUicand P..1A. S (So~nd 10kHz) 1H ss-NMR specrro~of ~-lliPCat2 5 •(.35 •c, J7~C.md4 5 ~c.Static spectra wt.>re oUtained wil h !Ok scan s. MASspL'Cird wa-e ob1ainedwith l'k. :sc-dlls. 
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.1nd E coll sJmples rcspecti vel y. Proccs smg w.1 s pcr formed by usm g 
only 2000 po ims. lt' fl sh1fting by .1 coupl e of po ints to st.l rt from the 
top of the c'Cho. JutOnkl tic b.tsdint' correction and .1 lin t' bro.u lening of 
20 Hz. 

Spect ra acqu1rcd J t 5 or 10 kll z MAS frcqucncics w erc obtJined 
using .1 mod ifiNI Hahn -c·cho pulse· sequence 115.2 11. wi th an ini ti .1l 
4 5 ~ pulse Jnd Jn illlerpulse dr l,l y cqud1 to one rotor pt•riod { 100 or 
200 ~ lS ) . Typ ically. 128 k poi nts wcre .K quired w i th a dwcll t i m e of 
1 ,LIS (spectr.l l wid th of 500 kHz) .1 ncl a repet iti on cl el .l y of 500 ms. The 
numbcr oftr.lltsi cnts Jccumul.lted wi th MAS we rc 1000 ( 10 min ) vs. 

2000 {20 mi n ) for DPK vs. E. coli SJmples respect ive! y . Proccss ing wJS 
perfonn cd by usi ng only 64 k points. left shif ting by J couple of poinLS 
to stJ J1 from the top of the echo. autom,l t ic ba scline corr l~ctio n and 
20 Hz Jmc broadening. 

Experimc m s on moclel membranes wcre .11so JX' tformed on 
.1 1.9 mm m.:~g i c-anglr !ipi nn ing prohr .• 11 10 or 20 klü spmn ing frequen­
cy. w i th .1 :l .S •tS 90" pu lse .m d an un-mod1 fiecl HJhn -echo pulse se­
quen ce. Temperature w.1s cJiibr.n ed .llld corrected .lt c.K h spinni ng 
specd w ith et hy lene glycol i22J. The equilibr.ll ion l ime. in c.1sc of 
mult i -tcmpcrJ turc rxpcrimr nt s. w.1s I S mi n. 

2.5. Momcm calculatiou 

The s~:on d m oment M2 c.m he c.l lculJ tN i using Eq. { 1) 123]. v0 
bc1 ng the m ou on lcss quadrupol.u spll ll mg and · ~D · t ht' me.1 n 
s q u ~1rr ard er pJrJmetcr. 

t l 

As show n by M.uicq .md Wa ugh ] 131 . t he sp re.:ltling of the 
tl t·uterium S JX~l1 rum i nt o spinning skleiJands .11lows fo r .1 mort• simple 
w,1y to ex tract spec tral m oments (sec Eq. (2)) . ~~ ~ bei ng the sp inning 
rate ( l• lr = 2nn,. w hcrc l', is expreSs('(! in Hz) and A N being the areJ 
or the Nth sicleh.1 nd . 

LN'AN 
M2 - t-~!N ~ 

L A" 
N 0 

t2 

Spcctr.l l m omcnts wcre cither calcuiJtcd .Krording to Eq. { 1 ). using 
the matNMR softw.HC' 124 ]. or Eq. (2 ). usu1g any commcrc i.11 or open 
source pick-pKk ing softw arr (Brukrr Topspin or the Jfo rem cntioned 
m.nNMR so ft w .~rc ) and sp rc.ld shcCl Jpp lica t ion. su ch <ls Libr('{)f ficc 
Cale. 

3. Rcsul ts .uld discuss ion 

The use o f MAS guJI\lntccs .1 11 increasc in sensit ivi ty for sol id -s t .1te 
NMR. which is of crucial in tcrcs t for )H NMR of biologic.l l samplrs tha t 
Ml' clilu ted .111d hJVl' tu bl· studi r d w hile frrsh to .tvoid de~ radat i on . 
lndœ cl . ccl lu iJr v i.tbility assay by M'ff reduct ion ind icatr d .1 decreasr 
of E. coli vi.:lb1lity f rom 70% Jft t'r 1 h dawn tu 30% .t ll r r 15 h. amJ this dr­
crC'<lSC w.ts al most not .t ffcctcd by ~1AS (T Jbl c SI ). ln or der to establ ish 
tlt r fr asibility or i ll cel/ mdg ic-.mglc spinn ing 2H NMR. the simi lari ty and 
prec ision or thC' infonn ,l tion rx t r.lCtCd by M AS com p.HCci i O the one 
ob1.1incct with ~ 1 .1 t î c 21-1 NM R ll .t c1 to he vcri fl r d . Wc h.1Ve thNcforr 
fi r!> t studJC'd <Ht Jfici.llmcmbra nes mJde of d6;rDPPC ( pc-rdcutc r.Hcd 
on thcir .1eyl ch.t insl . which l>Ch.wiour 15 weil known ll:ij. 

A Sldc ad v.llll JgC of us11tg MAS IS th Jt echoes or .lltcr nallve 
sequences ta rcm ove the r !Tccts or dr.1d timc .1nd acoustic ringi ng 
l25.26j .trc not esscn t i.1 1. provided sign.11 is dctected from the top or 
the first rotatiOJl<t l echo. whîch impl ies sign.11 Joss at slow spinning frc­
qur ncies. Using C'Chors in M1\S is nrvcrthcless poss ible. if synchronisee! 
w ith the ro tor period. <ll1 cl u si n~ a 180" 1-l.llm ccho .1fter one rotor pcr iod 
1201 prowd bcncfici.! l for rttr ievi ng~cmitivi ty Jnd improving thl' ~p ec­
tra l basr linc. Brcausc the r.ld io- freq ucncy power ~wa i iJ b lc on the 2 1-1 
ch.tnnrl fo r J st.tndard 4 mm probe is usu.tlly insuffi cien t for un irorm 
exci tJtion of J bro.td 2H spec t rum , the cl .l ssic.l l l-l.lhn C'Cho SC' qucnct' 
was m odi licd by repi.K ing the ini tiJI 90o pu lse by a 45" puiS(', ~ts sug­
gested by Bl oom .1nd Clay dcn 115.2 11. This rcsults in a sl ight dccrease 
in senS11Lvity bu t al lows a uniform cxcit .nion promr .Kross the whole 
spcc trum width. 

Wc have nrst ve ri ficd that . (1s cx pen ed. sr nsit iv ity w as grr at ly in­
crC'.tScd by MAS. A good qu ~l l î t y spcctr.l c.m thus he ohtained 111 

15 min (sec Fig. 1 ). Wh i le tc mpcrat uf(' w.1s carcfu lly C<lhb r,llcd and 
correctC'd ,lt ~1 l l sp inning r.lt cs. we noticcd thJt. in .1 4 mm d i.lmt' ter 
ro tor. thr hra ting i ndue('{] by spinning w.ts .ll'Ound 2 "C Jt 5 kHz . • 1nd 
Jl'Ollnd 5 "C ,u 10 kHz. lncreasing the rotor spinning frcqucncy incrcasc s 
the sl·nsit iv ity. redu ces the echo ti mc Joss. but a Iso i ncrcascs the hcating 
by fricuon and red ucrs thr numbc r or spinning sid ebands from w hir h 
spcctral momem scan be ex tracteci.Accorcl ing to Eq. ( 2). although an in­
flni tely fast ro t at ion wou lei rr sl •lt in no spinni ng sicl rb.lncl .lncl no poss i­
ble moment mcasurem em. an accur atc m om ent can lx' m e.1 sured w it h 
onlyonr sicleban d. provided i LS in tensity is l.trgr enough. Howcvcr. with 
a small numbcr or sidcbJnds, the impact of th r smalles t sicl eb .. tnd to the 
r rror i n mom ent nlC'.l surem cnt may beconlC' crucial. 1\ compromi se 
must IX' founcl and ou r exper imen ts showcd us lhat, p rovidccl the 
signal -to- noisc was good enougl1. a fcw spinni ng sideb.111d!) were suffi ­
r ient to provide .Kcur.Hr moment values. ln pr.lCI ICC. spinning fr('(Jurn ­
cirs hetwœn 5 and 20 kH7 w erc .lpprop riatr . TI1e g.1in in sensi t iv it y 111 
such conditions w .1s lx'twrrn one .md two ordcr s of m .1gn i tude (sec 
FigureS 1 in the SupplC'ntentary lnfornkltion ). w h ile the errer rcn1..1incd 
below 10% wi th only tw o sick bands rcm ai ni ng .11 high tempera tu res 
( sce Figure 52 in the Sup plcmr ntary Information ). 

On Fig. 1. wc obse rve a severe 2H NMR li ne bro.l denmg in d62 -DPPC 
sl ight ly bclow ilS main p l1.1 sc transi tion temperatu re of37 "C. In the 
stati c case. thr redu ction of s i ~n a l - to - no i sc ratio is vist bl e Jt around 
35 ne (Fig. 1 .tnd Figu rt• 53 ). Under MAS. tht•l in e w i tll h of tl1e bou·opic 
ba11d and of e.1ch sid eb.1nd w.1s monitored . and broadcning ocru rred 
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asscssmmt ,m d. as can œ sccn in Frg. 1. L>roadcning ts grea ter at 5 thJn 
at 10kHz. To rule- out the sole dT cet o f the llahn echo ( longer .1t 5 k l-lz 
th.m a t 10kHz }, spcctra wcrc a Iso iK"Qui rcd without .1ny ec ho. showing 
the s.1mc tcmlency {sec figure 54 ). pa inting toward s J low frcquency 
dynamic proccss illlcrfcring with low frequcncy rotation of the ro tor. 
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work wi ll be necessary 10 prrci.scly identi fy the global and Joc.11 molecuiJr 
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eraging or quadrupoiM intcraaions by chain motion .• 1s the mean or der 
p.uamctcrs would lx-. ln fklrtlcu!Jr t he second moment M1 is dircctly re-
1,11Cd ta the 11lC.111 squ.1re order t:>.tr.mlC'trr $?1> (sœ Eq. ( 1 ) ). ,tnd 1hcreby 
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Tal>ll' 1 

t\vrr.1f,f" propnftJnn of tlw n\lfl l f.my .v-tel rh.u n~ tn 1 cnlr Jlhmrholtprt' unrlN" v.mntt( 
Jtrowt h co net tnon" d('trnnl J"IC'cl by g.1s chrorn.n ogr.tphy 111.15~ ~pC\trometry C)ll loprop.mc 
f,llty .lOd~ JI\' C(ltln! ("d .l ~ IUl~ll\1(,\l{'d 

04:0 
CIS: l 
Cl6:0 
CIG; l 
cyC17:0 
Cl8:0 
(18: 1 
09:0 
OIIM•rs 

Tot.•ls.uur.att'd 
Toul un..• •• :uor.Hrd 

Nomndln'IC'Ill \-\' llh <'~OOU~ dCI6 :0 IA/ilh C.'Iog<'l\lU~ 

dllbU.mdllb "l 

n " 
,., 

"· " m 
J9 t ss ·~ tG9t œ..n~'fatC"d ) 45 ~ \b7t tk'UIC1dl00 ,. J ' "'' rH Il ~ 1·1\ 

" l < l i 

J\t 14 " " " 
,, 

5> ':ft, "' - oox "" 52X 40X .. ,. 



ISO XL WanH"r P.l"nL ; Ai~llimicn .;>t BiffJ#rysit:n km /S'SR (2016} /46 - 152 

50 kHz 50 -50 kHz 

Fig. S.S""ticand MAS(at lOkHz) ~li NMR spt'OT.tof E coli incoi"JX)I"atinsdw f'A and protonated OAat 15 "'( 30 "'Cand45 .. C. StëHicspcctrawere ohtaincd with 20k scans. Spinningspcnra 
weœobwined V\ilh 2 ksGU1S. 

Using magic angle spinning. we rneasured 2H NMR M2 values for 
d""·DPPC which were identical to the samc m.aûc samplc and to litera­
ture values 123]. at temperatures between 15 ·c and 55 ·c. and at spin­
ning frequencies of 5kHz and 10kHz (Fig. 2). Althouglt our static 
specrra could only be analysed wilh continuous integration (Eq. ( 1 )}. 
our spinning results were Jnalysed using both the mntinuous integra­
tion and the simpler discrete sideband integration (Eq. (2)). wilh the 
s.ame results, provided the number of sid.ebands and tht:-ir intensities 
were sufficient (a minimum of 2 sidebands ensures an error below 
1 00:). Although M2 should be invariantro samplc rotation 113]. which 
is whatwe obscrw ifwe compare the static and the 10kHz rraœs. we 
see a slight discrepancy at 5 kHz. between 28 and 36 ·c. We believe 
this results frotn the lînE> broadening discussed pre-viously, which may 
affect rhe mcasurcmcnt of the low inrcnsity sidebands, and in turn 
afft>et the accuracy of the meœured moment. A more precise measure­
ment could be obtained by accumula ting more. lhereby losing the ad· 
van tage of fast acquisition. Alternativcly, we have prefcrred spinning 
at 10kHz in the rest of the artkle. 

Once the approach was valid.:tted with DPPC membranes, we have 
applied 2H MAS NMR t·o real biological œlls. Our fif5t biologiral sample 
was madeofint.lct wild-type E. co/icells. incorporating d31 -PA (dC16:0). 
tested at severa! temperatures and at a spinning of10 kHz (Fig. 3). A 
good 2H signal-ta-noise ratio , with a very good baseline. was obtained 
in twemy minutt'S insre.ad of 3 h for a static spectrum. An automatic 
pick-picking routine was applicd to the spectra, allowing for a quick 

and easy measuremem ofM2 as a function of temperature. By probing 
just three different temperatures { 15 "C. 30 "C, 45 ,.C). ùte membrane 
rigidity and its vJriation could be characterized in less than two hours 
(Fig. 4 ), and agreed weil with known data f121 . This protocol is compat­
ible with in vivo solid-state NMR studies ofbactetia. as shown by our 
viability assays. and byother groups 1321. 

ln our previous work 112). we have shown by gas phase chromarog­
raphy thar a widespread E coli srrain such as Bl21 wasable to incorpo­
rate d,.-PA. We have alsochecked thar PA was the most abundant fatty 
a cid present, and that a signifKJnt· a mount could be dcuterated using 
our prouxol. d3 1-PA is therefore a good probe ro reflect the behJviour 
of the majority of bacterial membrane lipids. Nevertheless. we have 
shawn that incorporation of exogtnous PA reduced the amounr of 
unsaturatcd fatty adds in the bactcrial membrane. Be-cause this may 
alter the membrane rigidity or its phase tran.silion temperature, we 
th us proœeded to grow wild-type E. coli cells with d,-PA in the 
medium. in presence of an equal amount of protonated OA (C18:1 ). 

Herc we show by gas phase chromatographythatindecd. the addi­
tion ofOA mostJy restores the wild-type proportion of sarurated and un­
saturated farry acids. thereby probably bener reOecting the natural 
Ouidity of the bacterial membrane (Table 1 ). We obsetVe here that the 
most abundant fatty ac ids arc C'l6:0. Cl8:1 and cyC17:0 (cyclopropane 
derivative, often misassigned as Cl7 :1 I33.34J). The samples studied 
here con tain a very low proportion of palmitoleic a cid (C 16:1 ). in dis­
agreement with sorne studics Il 0.121 but in agreement with othcrs 
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135]. The addition of prororwred OA slightly reduces the amount of 
de uteraœd lipids in the sample, and hence the sensitiviry of lhc mcthod, 
but il hardly reduces the proportion of deuterated PA (around 70%) 
whkh remains the most <tbund.mt fa n y a cid in the membrane. 

Following the protocol described abovr. we analysed in Jess than 
two hours the bacterial membranesgrown on d CI6:0and C18:1to as­
sess the effect of OA. Whîle an obviou.c; E>fft~ct is the reduct'd druterium 
signal-ta-noise ratio due to the increased numW of protonared Carry 
acids. the other visi ble effcct is a narrowcr d istribution of quadrupolar 
splittings indicating a lower rigidi ty (Fig. 5). This ciTee\ was conflrmcd 
by the extratted M, values (Fig. 4 ) ind icating thal f . coli grown only 
on PA was m ostly in the gel phase, wilh a higher pmponion or nu id 
phase as the temperature was rajsed. whereas E. co li grown on bolh 
palmitic and olelc adds was al ways in U1c nuid phase, as cxpccted for 
most wild-typc bactcrial36]. 

4. Conctu.siom and penpecti~.s 

Lipids constilu te half the weight of biological membranes and their 
s tructural divcrsity signais a variety of fonctions that is worth cxploring 
137]. We have herein established a new a pp mach to characterize mem ­
brane üpids in inti ct œ lls in a few hours, thus reducing tlv! possibility of 
sample degradation >nd allowing for h1 vivo studies ofbacteria. This pro­
tocoJ combines 2H solid-s tatc NMR, magic-angle spinning and spectral 
moment analysis, and it was first validated on TTKXI.el membranes, 
allowing the detection of mclecular fluctuations below the main phase 
tr.tnsition remper,arure. We hav~ eXI.ended thl'i m e1hOO roE. coli ~cre­
ria grawn on d~uterated p.Jimiric add, with or without the presence of 
protonated oleic acid, showing that membrane nWdity was re lated to 
the diet that the bacteria wcre grown on. 

We anticipate thar our approach will pmve valuabll' in provid ing· 
infonnation regarding other diet-induœd changes. lipid-prorcin inter­
actions or membrane cwvature. helping ta characterise membranes 
thal are not as weil known. for example of a lgae, fung i or wonns 
grown on different fatty adds 138 - 40}. Thereby, soüd-statc NMR is 
cxploring yet a ntw frontier of s tructural biology by tackling in -cel/ ( in 
sorne cases even in vivo) b10mok.:ocular studies. su-engt-hening the link 
bet:ween mclecular structure. dynamic; and fonction 141- 42]. 
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Appendix A. Supplement;uy data 

Supplementary data includcs cellular viability assays (TableS 1) and 
2H NMR scnsi tivity , crror and lînc width mcasurementsas a funoion of 
spinning rare and temperature (Fig. SI. 52, 53 and 54). Supplementary 
d.:tta associated with this article can be foun d in the online version at 
htcp:/ldx.doi.org/ 1 0. 1 01 6{~bbanlCm.20 15.1 O.Q20. 
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ln-cciiNMR 
Membr.m~ ÎrteJ"aaions 
Action mcchanism 

Nudt".1r m~nrdr resomncf' {NMRJ is C"Ommonly used ro prOOP the eflPct of annmicrobial Jgenrs on bacu~rUI 

membriUles using model membrane sysrems.ldeally, considering t he romplexityofmemtranes. the inreraction 
of molecules wlrh membr.mes should be studied in vivo. The intet<~alonsoft\vo anrlmlcrctlla l peptides (AMPs) 
with intact E.sd1tridrio coli and Budllus subtilis were investigoJted usir1g deuterium solid-srate NMR. SpectfiGIIIy, 
we saudied caerin 1.1 and aurrin 12 isoLued rrom the skin or Australian trec frogs. The minirn.ll inhibitocy con­
centr.:uion value forE.. coll and 8. sublflis WiJS about 100 pg/ml and 30 }.lg/mL respectively, for bolh pepddes. A 
protocol co deutera re L1le meml:rane phosphohpids of noo-murated B. subliliswas esrabhshed usir« deuterated 
PJinùttc. cteid. 1H NMRspeara combined wlth spearalmornenr analysls suppon·thc itver.lCtioo of the rwo 1\Mfts 
wlth lhe hydrophcbic. core of the bacrerlal membranes. The p~rx:e or peptides decreased the omer of the iipid 
.x:yl chains fo r bot hE. coli and B. subtlfis. but at tûgher peptide conœ11tr.1rions for the Gram(+) bacteria. Thts may 
be explJined by the presence of othcr œil wclJ I components, such as the negatively-charged reich oie and 
llpoteirhok dads ln the peptidoglyc.m. which would inreraa with rœ AMPs and dccrea.o;e their am1o1l ooncenr_ra­
rlonon rhe membrJne surfxe. The mech.lnisrn of.lCli:m Œrhe AMPsthus depends on their local ronœntrdrionas 
weil as the membr.1ne en\-ironment The di!Terenœs berwecn rhe AMPs inrer.Ktion with E.. coli omd a subtilis 
revedl the import:<lnœ of studying intact baaeria. 

Cl20 16 f.l~ii"r R.V. Ali righ rs œ~.rved . 

---··----·--------------------------··---··----------

t . lntrtdJction 

Excessive use of an ti biorics, estimat:ed of dbout 100.000 t annually, 
has led to the emergence or pathogen rcsist.lnce phenomenon 11 J. 
This poses risks Lll hospitals, with 70%orinrections in tl>! USA in 2012 
caused by bacœria resistant to Jt least one common antibiotk {21. and 
now dominates the hospit.ll sœne 13). Bacteria have the ability to quick­
Jy develop mul tidrug resistance. which continues to emerge due to the 
low production of new antibiotics by phannaccutK:aJ companies f4J. 
Therefore, development of new ilntimicrobial molerules wilh novel 
mechanisms ar action is very important. and anumicrobial peptides 
(1\MPs) art' promising candidates to fight against inrectious dise ases 
15 1. These AMPs arc or nacura l source and have been discovered ln 

Athrr\1œ:ions:AMP, antimiaobial pc=ptides; C 15:0. pcntadeGiooicoMid; C 15:1,cis-10-
pema~noic: .1dd: (16:0. p&mltic aàd; Ct7 :t . ds- l~htptadttœnoic .:~Cid ; (18:3, 'Y· 
l11ol~ic aàd; dw PA. danmted pal mi tic .Kkl: DMPC. drtlyris[O)•l-phoSphaddyk:hainl!: 
OMPC,amyristoyl-phœphaôdylgly«rol; OPC ~ phospha:hoHrr; LI'S,II><>J>oly<.te­
cholri<k!s ; LTA.JipŒekhoicadd: NMR.NudmrM.tgnericR.esonarce: MIC.mlnimum lnhib­
hory conœntraton: Mrr. 3-(4.!HilmethylrhWzol-2-yl}-2 ,5-diptrnyltetr.uolium 
bronid~ PG, pho:sphnidytglyœrot: PE. ptv.>philtidyklhand;uni1t=: TA.ttichoic dcK!. 

• Correspondîng autba. 
E-mail addras: nwcoue.is.lbeUC'Ouq.amc;~ (L M.11Tottt'). 

http:J/dx...doi.org/1 O. I016,j.bb;vncm.201ti O!:l.009 
OOOS-2736;C201G fl.sc:vio- B. V, AD rq;hu rescrvtd. 

srveral organisms such as insrcts and plants, as weil as prokaryotic 
and eukal)lotic œlls 16-9~ 

Wc rocus in this study on caerin 1.1 (GU5VLGSVAKHVLPHV­
VPVII\EHL-NH2) and aurein 1.2 (GLFDIJKKIAESF-NH,). two natural 
AMPs isolaœd rrom the skin secrctions orthe U1oria genus or 1\ustralian 
rree rrog I IO. I1J. These two cationic peptidos. which exisr as random 
coi! in aqueous solution but haven-helicaJ secondary srructure in mem­
brane mimetic environments 112.13]. arc active against a wide range or 
Gram-negativto and Gram-positive bacteria. espedally the latter 11 1 ~ 
The med1anism by whkh AMPs affect œil viability depends on the 
pepude S(t)ut'nœ ll41.f'revious studies of caerin 1. 1 and aurcin 1.2 sug­
gcst lhat they act via a transmembrane !ISland c.arpet 1161 mechanism, 
respectively. These srudit>s hJve exploited phœpholipid bilaycrs. gcn<>rJI· 
ly mmposed orOMPC (dimyristoyl-phosphocidylcholill(') or a lipid mix· 
ture or DMPC/DMPG (d imyristoyl-phosphatidylglyœrol), but ideally 
pcptide-rncmbrall(' interactions should be studied in vivo. The srructure, 
dyYldmics and orientation of peptides depend on the membrane campo· 
sition 117] and the envelopc of bacœria, whkh is • \'el)l complex system 
1181. Gram· negative bactcria have an inn cr phospholipid membrane. a 
thin peptidoglycan layer, and an ouœr membrane mainly composed of 
lipopolysaccharides (LPS) 119.201. The lPS are absent in Gram-positive 
b.lctf'ria which do not have an outrr mrmhrane. but instead ha\'e a 
thick peptidoglycan layer d1aract~rized by th~ presenœ of tekhoic 
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(TAs) and lipoteichoic acids (LTAs) )21 ). On the other ha nd, B. subtilis dif­
fer from E. coli in phospholipid composition. Tite membrane of E. coli 
is composed of about 7S:t phosphatidylerhanolamine (PE). 20% 
phosphalidylglyc!.'l'ol (PG) and S:t carrliolipin (Cl) and three fatty add 
(C16, Cl7, Cl8) chain kngths !22). The membrane of 8. subrilis con rains 
60% PG. 34% PE •nd 6% Cl and mainly C1S, C16 and C17 acyll'hains !23, 
24). 

Ourrecently publ îshrd sn1dies off. coli bacrerid show an efficient in­
corporation of pcrdcutcratcd exogcnow palmitic add in the membrane 
phospholipids l2S) with a good signal-to-noise ratio for 1 H solid-SLate­
NMR S1X!ctra. Mon.'Over. this sludy supports the idc•a of ûte impor&mœ 
ofusingbacteria instf~·ad ofmodel membranes btc.Juse inreresringly che 
efi"tct of fulleren al nanopartkles on E. coli bactcria diiTers ro what has 
bœn s hown for DI'PC/DPPG bilayers !26). 

ln the present work wc have cxpanded our analysis to invcstigatr 
the effect of ca erin 1.1 and aun~in 1.2 on inklt1 E. coli ( Gram-) and 
6. subrilis (Gram +) b.1cterit~ . Given that this is the> first reported 1H 
NMR study of B. subN/is. we first characrerized the phospholipid profile 
of lhe deulcrated B. subti/is membranes compared to non-labeUed and 
t:heir t:emper01turt beh.lvior. Then. the- 2H NMR spectral moments were 
expk)lted to show theeffca of the AMPs. caerin 1.1 o1nd aurein 12, on 
the mokcular ortler and dynamics of lhe lipid acy! chains. 

2. M.oterials and methods 

2.1. Marerials 

Ca crin 1. 1 and au rein 1.2 wc re synthcsizcd by CenSe ri pt Corpo­
ration ( PiscarawayTownship, NJ, USA) wirh >9S% purity. Dodecyl 
phosphorholine (DPC) was obmined from Avanti PolarUpids (Aiahaster. 
AL). Oleic acid (OA ). dcutrrated palmilic acid (dwPA). deutcrium­
dcpktcd water •nd 3-( 4.5-dimclhylthi.xzol-2-yl )-2.S-diphcnyltcrrazoli­
um bromide (MIT) wcre purchased from Sigma Aldrich (Oakville. 
Canad.t ). E. coli BL21 and B. subtills PY79 strains were kindly providcd 
by Prof. S. )enna (UQAM) and t Déziel ( Institu t Armand-Frappier). 
respectively. 

2.1.1 . Minimum inhibicory conœntrarion 
The activity of caerin 1.1 Jnd aurein ·1.2 .1gainst E. coli .1nd B. sublilis 

was evaluill.ed by measuring oflhe minimum intubitory concentrations 
( MIC) using the seriai dilution technique )27) in a œil suspensiOn con­
ldining lU' œ lls/mL with the peptide solution at differe nt dilutions. 
Bactcria wc re incubated at 37 •c and the absorba nec at 600 nm moni­
Lored every 30 min over a 24 h P<->riod . 

2.1.2. Sample prepamdon 
BL21 strain E. coli was grown as described )25) with 0.19 rnM d11 -PA 

( incorpora red into DPC micelles) added in the growth medium with 
0.19 mM OA to preserve the nuidiry of !he membrane !28 ). B. subrilis 
( PY79) was a Iso grown with 0.19 mM d,.-PA incorporated in lhe 
g rowth medium wirhoul oleic add. bul the mid-log growrh phase is at 
a n Aooo of05 mmpared ro 0.4 for E. coli 125). For bacteria exposed to 
peptide. the peUet was resuspended in 10 ml of Lucia broth for 
1 0 min until a homogeneous solutioo Wcl5 obtained. Then. the appropri­
atc amoumofpeptidc was added and incubated forS min. The sam pics 
were centrifuge<! (1500gfor 10min al room temperature). and lhc pel­
lets were lhen used immediatcly for 1H NMR studies. 

2. !3. Lipid analysis and viabiliry of Bad/lus subti/is 
B. subri/is samplcs were ana lysed by gas phase chromarography 

contbined wilh mass spectromerry ro der:ennine the fany add composi­
tion of their membranes. Briefly. lipid extractîon was perfonned in 
duplicateon approximatcly 10 mgoflyophiliscd label led B. subrilis sam­
pics LJSing dichloromcthanet rnerhanol (2: 1 V/ V) and 0.88% KCI solution 
in a Potter glass homogenizer as described in {29). Polar lipids wherc 
thcn recovered via separation on a silica gel column, with McOH as 

elucnt. Mer evaporation at 40 ·c. trJnscsteriticarion WJS carried our 
in 2 ml ofH,S0 4 (2% in mclhanol) and 0.8 ml oftoluen<! for 10 min at 
100 · c.lhen analysed by gas l'hromarography as described in )2S~ 

B. subtilis samples were a Iso analysed by MTT rrduction assays 130) 
to detemline the cellular viabilily. The œil suspension was diluted in 
rœsh LB medium to an Aooo of 0.1. A reanion mixture of 20 ~tl.. of 
S mg/ml MTT solution and 200 fiL of cel! SUS[X'OS!On was incubated at 
3 7 ' C for 20 min. After incubation. lhc formazan crystals were pellered 
and dissolvcd wiùt 1 ml of dimcthylsulfoxidc at room temperature. 
After a 15 min stabilisation dt room tcmper.uurc. the optical dcnsity 
was measurt-'d at 550 mn. 

2. L4. NMR experiments and momenr anatysis 
ln the case ofmulti-experiments al different tcmpcr.nurcs. 2H NMR 

analyses werc rccordcd on a solid-stare Brukcr Avance 111-HD wide bore 
400 MHz. Spt>t'trorneter (MilLOn. Canada) oper.<uing at a frt>Quency or 
6 1 MHz ror 2 H nuclei. Other expeorill)("nls were recorded at 37 •c on a 
14.1 T hybrid solution{solid-statc Bruker Avance If! HD ( Milton, 
Canada) opewing ar a frequency of92.1 MHz. Static spcctr• were ob­
tained using the solid-«ho pulse sequenœ !3 11 with a pulse length of 
5 fJS. a pulse separation of 60 fJS. and a 500 ms recycle delay. Data 
were collccted using 100 k poin ts wilh a dwc ll timo ofO.S!tS, and a 
linc broadening ofSO Hz was applied. Specrra at-quired al 10kHz MAS 
frequendes were obtained using a modified Hahn-(>cho pulse sequence 
132.33{. wilh an initial45' pulse.Atolill of8 k pointswerecollected with 
a dwcll time ofO.S fJS and a repetition delay of SOO ms. 

A specifie quadrupola r splining is difficult ro determine in 1H soUd­
statt.."-NMR spcctra with a distribution of quadrupolar splittings. Th us, 
to quamify the inœn..'iity distribution of rhe spectro1 as il runction of qllc1-
drupotar splitting, spectral morne ms M, 134.35) were calculared from 
the symmerric 2H NMR powder patterns usi ng lhe following equation 

j " of' f t w)dco 
M -· "--'";;-----

• J:t(w)dw 
(11 

where w ls the frequency wirh respect ro the nucle.1 r Larmor angular 
fœquency ~and r (w) is lhe line shape. As shown by Maricq and 
Waugh l13)and recently reported by Wamct {28 ), to analyse magic 
angle spiMing (MAS) spcctra, spectral moments are more simply cx­
tracted according ro: 

(2) 

where Wr is the spinningrate (Wr = 2wr, where I,T isexpressed in Hz) 
and AN is lhe a rea of the Nth sideband. 

Spectral moments M, and M2 rrom static spf'Ctr.a weœ ca lcu l.ated 
using the MatNMR software )36) and from MAS spectra using 
MestReNova (Mestrelab Resoarch , Santiago de Compostela, Spain ). 
These spectral moments reveal the changes in gel and fluid phases 
and were used tocalculare the relative mean square width of the d istri­
bution of quadrupolar splittings (L>1 ). which infomtS on membrane het­
erogeneily: 

6.2 =~-1 . 
1.35M; 

(3) 

The values from the .static or MAS spectral an.1lysis did notdilfersig­
nificanlly and. therefore. MAS spectra, which requirea rnuchshorter ac· 
quisition tinlC are discussed herl" and tht st.atic spectra .are shown in 
Supplemcntary information. 

114 
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3. Rewlts and discussion 

3.1. Owracœrization of1 H-Iabclled B. subtilis 

Prior to studying D. subcilis bacteria by NMR. the officie ney of 2H la· 
bclling and its effect on the lipid profile were .1ssesst:."tt . The labelling 
w.>s carried out by growtng the bacteria in the prestnœofd 31 -PA Con· 
tr.uy to E. coli. OAwas not uscd si nee oleic acid chams arr not naturdlly 
found in the tipid composition of B. subtilis. As shown in Table 51. dcu­
teration Jevcls wcrr close to 60% for s.:ttur.atcd (C16:0) lipids. Note 
thatthe l.1bel led palmitk acy! chains are incorporated exclusively in 
the phospholipids and without modification. i.e. 60% of PG. PE and a. 
palmitic chains are d 31 -labelled. As detailed by Tardy-Laporte et al 
125 ), the LPS arc not dcuterated in E. coli. According to Koch ct a1.)37], 
LTAs typically account for6- 10 mol% in Gram(+ } bactcria,and the bio· 
synlhesis ofLTAs utilizt>s a fraction of the baderiofs PG pooll38l Since 
PC lipids can have various chain lengths. and .assuming rhat 60% of PC 
lipids with (16:0 acyl chains are deuterated , the total amount of 2H· 
l.lbelled LTAs is likely to be negligibleand its signal too weak to œntrib­
ute- ro the 2 H NMR spt>etra.. lntell."Stingly, tht functionally important 
ratio of total Sc1turated-to-unsarurated lipkls was only sHghtly altered 
from 58:42 in wild type to 64:36 in labellcd 6. subtilis (Table 51 and 
Fig. 1 }. This min or change, therefore, is not CJ<peaed to significantly 
alter the mernbran(" nuidity. 

We furt11er assessed whether the labelling protocol , the washing 
procedure or the NMR experiments affected cell viabiliry. As shown in 
Fig. 1 and Table 52. the changes due to labellingor washing arc within 
the unœrtainty of the viability measuremcnt. After 15 h in the NMR 
specLTomerer1 during which the growt:h medium is unchanged and 
seant due to rotor p.acking, 40% ofrhe bacœria surv:ived. ThJs perœntage 
is the san>e as observed with f . coli 125) and compatible with in vivo 
srudies in pa.rticular usîng the short MAS cxperi!'llents which further 
preserve cell viability )28]. 

Thephysical stare orthe membrane lipids was asscssed by ronowing 
the evolution of spectral moments as J funct:ion of temperature. lt was 
previously demonstrated thJ.t the 2 H solid-state NMR speara of E coli 
have .. characrrristic features" rcpresentativr of different phases 125, 
34~ Tho 2H speara obtained at 15 'C. 30 •c and 52 •c arc shown in 
Fig. S1 . At 1 5 'C. there is a broad spectrum showing the presence of 

%r----------------------------------------. 
ViabiHty 

80 

Upid profie 

60 

40 

F'tg. 1. f.ffecr ordt'.iJlf>rium labelling protorol on lipid profile (11 = 2) and crilvl.lbilily 
(n = 3} or B. subtilis. Black: unl~lrd , and gr.l}': ~-label l~d bacte n01. 

gel/crystallinc phase. At 30 ' C, the appearanœ of shouldors a round 
± 20 kHz and with a quadrupolar splitting of 30 kHz at the edges of 
the plateau indicates the presence of the fluidj liquid phase. This plateau 
slightly decrcases at 52 ·c with an increase in proportion of the isotmpic 
peak. 

The1 H MASNMR (Fig. 2} spectrum at 12 'Cindicates ahigher inten­
siry of spinning sideband manifold. which is charactt"ristic of the gel 
phast". When the re.mperarure w.1s raised ro 52 ·c . .10 increase '"the 
intensity ofisonopk peak rogether with a docrease in the spinning side­
band manifold was obscrved. This is due to motional averaging )341 and 
suppont>d by the spectral moment analysis (Tables t and 53}. TI1e de­
crease in both M1 andM2 observed wîth the riseofremperature is indic­
ative of reduced acyl chain ordor and spectral distribution. respectively. 
The value of 6 2, which informs on the membrane hcterogcncity. was 
low at 12 •c and 37 •c but increascd at 32 •c due to the cœxistcncc of 
gel and liquid-<..Tystalline phases al t'his tempt•ramrt>. ln summary. the 
results show thar the effectivenc:>sS o( lhe deureration prococol was 
sulliciem ro ena ble NMR studiC's and has only a minor effect on the 
lipid profile and resulting physical state of B. sub ti/is membranes. 

3.1.1. Effect of caerin U and au rein 1.2 on E. coli and B. subôlis 
First, we determined the MIC of caerin 1. t and aurein 1.2 forE. coli 

and B. subtilis. The obtained values show that both peptides had an ef· 
fec t on both types of bacteria with a MIC of 30 pg/ml for B. subtilis and 
100 pg/ml /OrE. coli (Table 54}. Thesc values are consistent with previ· 
ous studies (39.40 !. The more potent inhibitory effect in the case of 
B. subri/is can be expl.lined by the less corn pl ex membrane stmcture of 
8. subtilis, due to the absence of the outer membrane and the per iplasm 
which fociliLate Ùleirinterdction with phospholipid mcmbrdnes.and/ or 
the different membrane lipid composition 1 !4,27.4 1]. 

Further. in regard to the membrane eft"ects of peptides. 11r. 3 shows 
the 1 H NMR MAS spectra acquired at 37 •c of lahelled E. coli and 
B. subl·ilis wh en exposai lO MIC of caerin 1. 1 or aurein 1.2. The 2 H specw 
tra of E. coli demonstrate a slightincrease in the isotropie peak intensicy 

52 'C 

32 ' C 

12'C 

100 80 60 4U 20 0 ~20 -40 -6) -ao · 100 
Frequency (kHz} 

Flg.2. MAS ( 10 kHz) 2U NMR spectr.l ofiruanli suhrJ1s .JCQUîrt>d .n 12 ·c. 32 "Cand 52 ·c 
wit h 8 k sCdns. ltr equilibr.nion rime in lh~e ocperimtt~ts was 15 min 
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T.1ble1 
Specrr.al moment an.alysls of the MAS ( 10kHz ) 1U NMR specrra of l.1l>elled B. subnlif 
at dîtkrent trmperatur~.a. 

T("C) M1( 1CY's ') M1 ( 109 s ,.) .1:: 

12 13.7 27.3 O.D7 
32 113 24.5 0.42 
31 92 1<l1 0.1 2 
52 82 10. 1 0,48 

~ Maximumde.tiations;n lüt forM1.1nd 1 4%for~ 

with .1 decrease in th at of the spinning sidebands in the presence of 
either peptide. In par alle!, 2H static NMR spectra of E. coli ( Fig. 52) 
confirm the dîsordering rffect with a slight increase in the isorropic 
peak intcnsity and a decrcase in the width of the shoulders duc to 
the peptides. 

The corresponding spectral momenrs' analysis from 2 H solid-scne­
and MAS NMR spcctra, shown in Table SS and Table 2. respective/y, in­
dkdtt~ an increase in lipid ch.lin dynamK:s with a decrease of M1 from 
3.2 rn 2.8and 25 in the presenœofcaerin 1.1 and aurein 12, respective­
/y (Table 2). At37 ' C. the memlranc phospholipids dE. coll are in the 
fluid phase with a quadrupolar spl itting estimated to 40kHz. and the 
disorder caused by the presence of the AMPs bas incrcased the propor­
tion of fluid phase. The values of ll.2 (Tabl<' 2) show the coexistence of 
fluki and gel phases in E coli membranes with an incœase rrom 0 .1 2 
to 0.59 and 0.69 in the presence of caerin and aurein respective/y. 
This incre3Sr in t:he disllibution of the qu.adrupolar splittings in contr.ast 
to the dccrcasc in spectral moments is cxplaincd by the diminution or 
the rapid ctisappt"arance of CD3 splittings compared to ~ splitûngs 
1341. 

Table 2 additionally highlights the ciTect of aurein 12 compared to 
that of cacrin 1.1 on E coli, with a hig.her in crea se in .:12 in the presence 
of au rein. This re5ult i5 consistent with the hypoÛleses by Fe mandez 
e taL 11539] on the action me<:hanism of AMPs with modcl membranes. 
which suggest thataurein is abit to a u se an abrupt destabilisation 
of the membrane tmd its prrmeability. Caerin 1.1 rather t han 
au rein 1.2 tends ro in sert into the phospholipid bila y ers by the for­
maüon oftransmcmbrane porcs with a lcss destructive effcctofthc 
membrane. 

E. co> 

caerin 1.1 

aureln 1.2 

• ~ ~ m o · ~ • ~ ~ 

Frequency (kHz) 

r.tblf'2 
Spcctr.al momem .uulysis of che MAS C 10 kHz) , U NMW. speccr.a of l.abelted E. co11 .and 
B. subrilis, witholll and ~ith Ille pn5e nœ of AMPs al d iffermt ronœntr.1tions.. 

Sample AMI'htg/mL) M. (1D"'s 1
) 

B. SII,.il il;" 92 (0.2)0 

+ cae rin 1.1 M1C 9 A (0.6 ) 
45 6.6(03) 
60 4D 

+ dUrtin t.2 MIC 12 (2) 
45 13(3) 
ti() 3~ (0.6) 

E. coli" 32 (0.3) 
+ cderin 1.1 MIC 2S (0.3) 
+ aurein 1.2 MIC 2 5 (0.2) 

• MICis~30JtgAnLfor8. subrilis .and ~ lOO~ntl fo- E. roll. 

tt S(anclard dc\liation b.t!lcd on four rœ.uumncnts. 

M](lO':!i :r) o., 
15(21 0.16 
15(1) 023 
8 ( 1) 0.37 
3.3 0.51 
23 (3) 0.07 
21 (4) 0.34 
) (2) 0.18 
1.6 (0.7 ) 0.12 
1.6 (0.6 ) 0,59 
1.4 (02) 0.69 

ln the- case or laœlled 8. sctbtilis, Fig. 3 shows that the sptctrum of 
these Gram(+ ) bacteria have a quadrupolar splitting of 120 kHr. higher 
than mat observed forE coli membranes ( - 40 kHz). Titis difference in­
dicates that B. si.Jbtilis membranes are more rigid thom those of E. coli at 
37 °Cand is due to the proponion ofsaturated fanyacids, whkh is about 
64% in B. subdlis corn pa red to 51% in E. coli ( 28~ This diiTerencccan also 
be explaint'<l by the presence ofLTAs in the peptidoglycan of B. sublilis, 
which has a smbilizing c.ffe ct on lipid membromcs. A study by Gutberlet 
el aL (421 demonstraœd that the addition ofLTA to adipalmitoyiPG ma­
ttix causes an ordering eiTect on the llpid membrane close tome head 
group region 

Concemingthe spectra oflabeUod B.subtilis oxposed to AMPs at MIC. 
the spea:ral analysis in Table 2 shows an increa.se in Mt and M2. M 1 in~ 
crec1sed in t he presfnce of cae1in 1.1 rrom 9.2 to 9.4, and to 12 in thP 
case ar ,aurein 1.2. This indic,ates that at the MIC. the interaction of 
bath peptides with B. SI.Jbrilis membrane reduccd the dynamics of the 
Iipid chain~ This efl'ect WiiS not observed in E. coli when exposed to 
75 ~~:/mL and 50 ~/ml or cacrin 1.1 (data not shown ). which ls below 
the MIC of 1 00 ~~/ml 

To bettfr understand the înœraction of 8. subtiliswith aurein 1.2 and 
caerin 1.1 , bamria were then exposed toAMPconcentrationsof45 .1nd 
60 !11!/mL, i.e .. above the MIC. The spectra are shown in Fig. 4 and d10 
corresponding spectral moments in Table 2. St.arting with caerin 1.1, 

B. su~Jiis 

caerin 1.1 

aureln 1.2 

100 80 60 40 al 0 ·20 40 ·60 ·80 · 100 

Frequency (kHz) 

FiJ. i . MAS { 10 kHz) ~ NMk ~ p«n-.1 of intact E coli a nd B. ~tb rilis ac'iui red<JI37 'Cwith 8 k SGans .mdwilh .addiûon ofMlC ofcaerin 1.1 oc.rurdn 1.2. 
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(a) (b} 

60~rnl 

40 2l 0 .o!O ...0 

Frequency (kHz) 

f'is.4. 2HMAS NMR.spmnof rr.:.ICt B.subolis .~equjn.od .Jt37 'Candwith8L: SUli.Jod~ w ith \hc.o.addilionofdlfcrent conœmr-anonsor { .. ) carnn 1.1. il nd ( b}Aun::in 1~ 

the spcctra show a dccrcasc in the intcnsity of the MI\S sidcbands with 
imensification oflhe isotropie peak. At 45 pg/mL caerin 1.1 exerts ics 
modr or action by disordeling rhe lipid rhains. Thts observation is sup­
poitcd by th~ decreasr of M, and M, values (Table 2). but a sm aller <!1 

wou kt be expected. As mcntloned cartier, this can be cxplainl>d by the 
dccrcasc or the r<Jjlid disappearancc of CD3 spliuings compared to CO, 
spllrtings (341. but in this case ir may a Iso he duc 10 the association of 
caerin 1.1 and phospholipids causing heterogeneit'y in the membrane. 
Dtsordenng was enhanced ar 60 ~lg/ml with the reducrion in MAS side­
bands from 16 ro 4 (Fig. 4 ). and also with the appearanœ of "feanu-• x· 
ci rea± 10kHz ( Fig. 53) which repons on the degradation of the bactc­
ria l cells J34 J. "Feature x· is usually present in thespectra but isonlyvis· 
ible in the case ofintensive degradation which may be duc to theca~rin 
1.1. Our rocus wa.s on short term efTtcts and bact~1ia, thtrt'fore:. were 
n01 incubaœd for more than 5 min. Grearer effects mighr be ~xpccted 
using a longer incubation t~. 

ln the case of aurein 1.2. lhe dîsorder increaseofthe lipid chains wJ.S 

observed at 60 ftg/mL which means that a higher conc~rration of 
aure in is rrquired to exert its mode of action on the B. subtilis 
(Gram +) phospholipid membrane. This may a Iso he related to ù>e 
snwUer size of aure-in with 13 residu es compared to caerin 1.1 with 25 
rrsidurs. A specifie inttraction or au rein 12 WJth TAs and lTAs or 
other bacterial componcnts may reduœ its interaction with the mem­
brane and the disordering effect. 

The dillerenœ in peptidl' concentrcJtiuns. whkh causc..od disorder in 
m~brane lipids ofGram(- )a nd Gram(+) bacœria. highligh t the im· 
portancr of in vivo studies. Gram( + ) 8. subrilis is charactf'rized by a 
thick pcp<idoglycan layer which accounts for about 90% dry weight of 
the membrane f43 J. This rigid ity is provided by TAs mat are covalcntly 
bound to peptidoglycan and by the LTAs anchorcd to the membran~ 
via diacylglycerol . A negatively chargcd LTA polymer has been demon­
stratcd to intcract with cationic peptidts 144] and the interaction of 
PBPIO. ll-37 and mel irtin with LTA inhibits their antimicrobk1l acrivity. 
The inhibition has been su~stcd to he due to the decrease of peptide 
concentration on the membrane as a result of the incœase in peptide 
adsorption 10 the b.lcterial surface f43J. Furthcr. !hat the disordering 
effc'Ct was nO!observed atthe MIC hlghlights t~ldea that th~ inhibition 
1s not via membrane dest.1bi lisa tion but via the inrcnx:tion of peptides 
with othcr baa·erial ccli membrane comJXln~nlS. Furthcr work. 

howevcr. is ncccssary ro cluàdatc the relative importance and mecha­
nisms of interaction of aurein 12 and caerin 1.1 wilh TAs and LTAs. 

4. Conclusion 

Wc have invcstigatcd ù1c interaction of ca crin 1.1 and au rein 1.2 
with Intact Gram(+) and Gram(-) bacteria by 2H solld-statc NMR 
following· dcuter.ation of thl~ir membrane lipid acyl chains. To do so. 
we have p roposrd a 2 H- Iahelling protocol for the phospholipids of 
non-mutated 8. subt ilis. Magic-angle spinning combined ta moment 
analysis anowcd col lccting higiKjuality spectra with a rcduccd number 
of scans. Au re in 12. which was reported to act. via a carpct mechanism, 
was shown f'O be more mcmhrant' disruptive onE. coli than ca elin 1.1 
which is koown to form transmembrane pores. The d isord~ring effèct 
obscrvcd on the membrane lipids at concentrations higher than the 
MIC on B. subcilis sccm to indica t.e electrosta tic interactions of caerin 
1.1 and aurein 1.2 with ocher components present in the peptidoglycan. 
such as the negatively-chargcd teichoic and lip[l(eichoic acids. and sug­
gests that the inhibition effect is not only mcd ia tcd by m~mbranr 
dest.1bilisaûon or disruption. Altogelher. our results reveal the impor­
tance of in vivo NMR study, wh err the." action mechanism of AMPs was 
shown to d~pend on the membrane environment and on rhea cm al 
peptide concentration at lhe lipid membranr surface. Our rrsults have 
led us to develop strategies for two dimcnsional 13C- 15N solid-state 
NMR to dett.>nnine lhe intt.>raction of AMPs with TA and lTA 
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