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RESUME

Le développement de nouveaux antibiotiques, motivé par la résistance
bactérienne, posseéde un grand intérét 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
’auréine 1.2, deux AMPs extraits de la peau de grenouilles australiennes et trés actifs
contre les bactéries. Pour ce faire, la résonance magnétique nucléaire de ’état solide
(RMN-ES) in vivo a été employée car elle tient compte de tous les constituants de la
paroi cellulaire. Dans un premier temps, nous avons réalis€ le marquage des
membranes d’E. coli (Gram-) et de B. subtilis (Gram+) avec I’utilisation de ’acide
palmitique deutéré PA-ds) afin de les étudier par RMN-?H. Nos résultats montrent que
le profil lipidique d’E. coli marquée est similaire a celui d’E. coli sauvage avec I’ajout
de I’OA au PA-d3), 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 1’application de la
rotation 4 ’angle magique (MAS, magic angle spinning) en RMN-ES. En plus de
permettre un gain en temps pendant |’analyse et un gain en sensibilité, les informations
dynamiques extraites par le calcul des moments spectraux sont similaires a celles
obtenues en mode statique. Les expériences de RMN- ES-*H en MAS réalisées sur les
deux bactéries, en absence et en présence des AMPs, montrent que la caérine 1.1 et
I’auréine 1.2 provoquent le désordre des membranes bactériennes. Contrairement a
I’observation de cet effet a la concentration minimale inhibitrice (CMI) des peptides
chez E. coli, une concentration supérieure a la CMI est nécessaire pour B. subtilis. Ce

résultat semble indiquer que les acides téichoiques du peptidoglycane (PGN)
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interagissent avec les AMPs et entravent leur accés aux membranes lipidiques. Dans le
but a long terme de vérifier cette hypothése, nous avons étudié les bactéries intactes
par RMN-C afin de les caractériser dans un premier temps et identifier les signaux
des constituants du PGN. Cependant, la complexité des spectres entiers empéchent une
attribution compléte. 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- '3Cs. Cette
méthode a contribué a la diminution de I’intensité de tous les pics des lipides avec un
meilleur taux d’effagage 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’effagage
nous a permis d’observer un meilleur taux d’effacage dans le cas de B. subtilis, et ceci
peut étre dd a la différence des parois cellulaires d’E. coli (Gram-) et B. subtilis

(Gram+).

Mots clés : peptides antimicrobiens, bactérie a Gram négatif, bactérie 4 Gram positif,

rotation a I’angle magique, interaction membranaire, structure.






CHAPITRE I

INTRODUCTION

11 Bactéries résistantes aux antibiotiques

L’utilisation des antibiotiques depuis plus de 70 ans a certainement joué un réle
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 décés (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 a 100,000 tonnes par année a induit I’émergence des souches bactériennes
résistantes qui dominent les hdpitaux (Chang et al, 2015) responsables de deux
millions de maladies et 23,000 cas de décés en 2016, estimés par les centers of Disease

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

Ces centres avaient aussi montré en 2013, que les bactéries 8 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 I’apparition rapide d’un
Staphylococcus aureus résistant a la pénicilline. Peu de temps apreés fut la découverte
de plusieurs S. aureus résistantes a la méthicilline (MRSA, Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Ces bactéries ainsi que les entérocoques résistants a la

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



De plus, les bactéries peuvent étre également résistantes a plusieurs antibiotiques
(MDR, multidrug-resistant). En 2008, 1'Organisation Mondiale de la Santé a estimé
que 440 000 nouveaux cas de tuberculose MDR ont été contractés durant I'année, ce

qui représente 3,6% des cas de tuberculose (World Health Organization, 2010).

Cette évolution des bactéries résistantes est en fait liée a leur capacité a développer
différents mécanismes de résistance (KraSovec et Jerman, 2003) qui rendent la situation
complexe. Ces mécanismes reposent sur la modification ou la surproduction de
I’enzyme cible diminuant I’effet de son inhibition sur la mort bactérienne, la
dégradation et ou la modification chimique de I’antibiotique induisant son inactivation,
la modification de la perméabilité membranaire et I’activation de pompes a efflux qui
expulsent I’antibiotique de la cellule bactérienne. Parallélement a 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
derniéres années. Il s’agit des oxazolidinones (2000) et des lipopeptides (2003)
destinés au traitement des infections a 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 pathogénes 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 systeme d’efflux

cellulaire afin de diminuer leur concentration intracellulaire.

Ces faits expliquent I’intérét de développer de nouveaux agents ayant de nouveaux
mécanismes d’action qui engendrent un minimum de résistance. A 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 phénomene de résistance moindre (Epand et Epand, 2011).



Tableau 1.1

Illustration des principales classes d’antibiotiques et des modes de

résistance adoptés par les pathogénes. (Davies et Davies, 2010).

Classes Exemples Cibles Modes de résistance
d’antibiotiques
Oxazolidinones Linezolid Traduction Efflux, cible altérée
Lipopeptides Daptomycine Membrane cellulaire Cible altérée
B-lactames Pénicillines, Biosynthese Hydrolyse. efflux, cible altérée
Céphalosporin, peptidoglycane
Monobactames
Aminoglycosides Gentamicine, Traduction Phosphorylation, acétylation.
Streptomycine, nucléotidylation, efflux, cible
Spectinomycine altérée
Glycopeptides Vancomycine, Biosynthése Reprogrammation de la
Teicoplanine peptidoglycane biosynthese du peptidoglycane
Marcolides Erythromycine, Traduction Hydrolyse. glycolisation,
Azithromicine phosphorylation, efflux, cible
altérée
Lincosamides Clindamycine Traduction Nucléotidylation, efflux, cible
altérée
Streptogramines Synercid Traduction C-O lyase, acétylation, efflux,
cible altérée
Phénicols Chloramphénicol Traduction Acétylation, efflux, cible
altérée
Quinolones Ciprofloxacine Réplication ADN Acétylation, efflux, cible
altérée
Pyrimidimes Triméthropine Synthése ADN Efflux, cible altérée
Sulfonamides Sulfaméthoxazole Synthése ADN Efflux, cible altérée
Rifamycines Rifampine Transcription Ribosylation, efflux, cible
altérée
Peptides cationiques | Colistin Membrane cellulaire Cible altérée, efflux




1.2  Peptides antimicrobiens
1.2.1 Caractéristiques des peptides antimicrobiens naturels

Les peptides antimicrobiens (AMP, antimicrobial peptides) naturels sont
retrouvés abondamment dans la nature dans tous les organismes vivants:
champignons, plantes, oiseaux mammiféres, crustacés, amphibiens et bactéries
(Conlon et Sonnevend, 2010; Leippe, 1999; Maréti et al., 2011; Rajanbabu et Chen,
2011). Ce sont de peptides multifonctionnels qui représentent des agents de défense
contre un large spectre de pathogénes (Fehri ez al., 2007; Hadley et Hancock, 2010;
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 pathogénes compte tenu de leur rapidité a les neutraliser
(Hadley et Hancock, 2010). 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 confére aux AMPs un caractére cationique variant
généralement entre +2 et +9. [ls possédent également un pourcentage allant jusqu’a 50
% d’acides aminés hydrophobes (Apponyi et al., 2004). Les peptides antimicrobiens
adoptent une structure amphiphile en présence d’une membrane. Ce caractere 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



AMP peuvent se regrouper sous cinq grandes classes. Les peptides anioniques (e.g. les
dermicidines), les peptides comportant des résidus cystéine formant des ponts disulfure
(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 : I’hélice a, le feuillet B,
le coude et la pelote déroulée (Atindehou, 2012; Jenssen et al., 2006). Ce sont ces
structures secondaires (Figure 1.1) qui déterminent I’interaction des AMPs avec les

membranes des pathogénes (Atindehou, 2012).



Tableau 1.2 Classification des AMPs en fonction de leur structure

Classes des AMPs Séquence primaire Charge Références
nette a pH 7
Anioniques
- Dermicidine DCD-1L SSLLEKGLDGAKKAVGGLGK -1.9 (Paulmann
(humain) LGKDAVEDLESGKGAVHDV etal,2012)
KDVLDSVL-NH;
- Maximine H5 ILGPVLGLVSDTLDDVLGIL- -3 (Laietal,
(amphibien) NH, 2002)
Comportants des résidus cystéine
formant des ponts dissulfures
- p-défensine 1 (humain) | DHYNCVSSGGQCLYSACPIFT +3.7 (Wang, G.,
KIQGTCYRGKAKCCK-NH, 2010)
Dérivés de protéines plus grandes
- Casocidine-I (caséine KTKLTEEEKNRLNFLKKISQR +7 (Zucht et al,
bovine) YQKFALPQYLKTVYQHQK- 1995)
NH:
-  BHP (hémoglobine FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSA +2.3
bovine) QVKGHGAK-NH>
Riches en acides aminés
spécifiques
- Indolicidines (insecte) ILPWKWPWWPWRR-NH; +3 (Hsuet al,
2005)
Cationiques linéaires comportants
des hélices a
- Magainine-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIM +3 (Matsuzaki
(amphibien) NS-NH; etal, 1997)
- Caérine 1.1 (amphibien) | GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVI +1.3 (Gehman et
AEHL-NH; al.,2008)
- Auréine 1.2 (amphibien) | GLFDIIKKIAESF-NH, +1 (Gehman et

al.,2008)




Hélice & (magainine 2) Feuillet B (défensine 1)

Pelote déroulée (indolicidine) Coude (gramicidine)

oo,

Figure 1.1 Structure secondaire de quelques AMPs représentant les quatre

types de repliement de base (Peters et al., 2010)

1.2.3 Meécanisme d’action des AMPs

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 & I’intérieur de la cellule inhibent la synthése de la paroi cellulaire, I’activité
de certains enzymes, ainsi que celle de certaines proteines, de I’ADN et I’ARN
(Brogden, 2005; Jenssen et al., 2006; Peters et al., 2010). A 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 pathogene (Michel, 2010).
Trois modéles d’insertion et de perméabilisation membranaire ont été proposés. Ils sont
illustrés sur la Figure 1.2, mais ils seront détaillés dans la section 1.5. Il est important

de noter que dans le cas des AMPs a activité membranaire, le pathogene, en absence



de cible spécifique, devient moins apte & développer de la résistance (Hoskin et

Ramamoorthy, 2008).

Figure 1.2 [llustration des mécanismes d’action des AMPs (Peters et al., 2010)
avec permission.

(A) Perturbation de I’intégrité membranaire : (1) Formation de tapis, (2) Formation de
pores toroidaux par I’alignement des séquences hydrophobes, et (3) la formation des
pores en douves. (B) Inhibition de la synthése d’ADN. (C) Bloquage de la synthése
d’ARN. (D) Inhibition des enzymes qui assurent la synthése des protéines.
(E) Inhibition de I’activité ribosomale et la synthese protéique. (F) Bloquage des
protéines chaperonnes nécessaires pour le repliement des protéines. (G) Bloquage de
la voie mitochondriale par la formation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) ou
déstabilisation de I’intégrité par efflux d’ATP et de NADH.

13 Caérine 1.1 et auréine 1.2

Les secrétions de peau de grenouilles australiennes sont riches en peptides
antimicrobiens (Boland et Separovic, 2006). Dans ce projet, on s’intéresse a la

caérine 1.1 et I’auréine 1.2 produites par des grenouilles arboricoles du genre Liftoria.



1.3.1 Structure

La caérine 1.1 composée de 25 acides aminés (GLLSVLGSVAKHVLPHVVP
VIAEHL-NHz: ) et I’auréine 1.2 composée de 13 acides aminés (GLFDIIKKIAESF-
NH>) possédent des ressemblances structurales (Tableau 1.2). Elles sont cationiques
avec des charges nettes de + 1 (auréine 1.2) et +4 (caérine 1.1). Elles possédent une
section N-terminale constituée de glycine et leucine et d’une section C-terminale
essentielle pour ’activité antimicrobienne (Boland et Separovic, 2006; Rozek et al.,
1998). 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 11 et 12. Leurs
structures obtenues dans un mélange d’eau : 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE) utilisé pour

mimer ’environnement hydrophobe des membranes sont montrées a la Figure 1.3.

Figure 1.3 Structures de la caérine 1.1 (en haut) et de ’auréine 1.2 (en bas)

dans eau : TFE. (Apponyi et al., 2004).
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On peut voir que contrairement a leur structure aléatoire en solution aqueuse, les deux
peptides se réorganisent en hélice a dans un environnement membranaire (Boland et
Separovic, 2006; Pukala er al., 2004). La caérine 1.1 s’organise en deux hélices
séparées par une région flexible initiée par une proline (Pro15) (Wegener et al., 2001;
Wong et al., 1997). Cette région est importante pour I’activité antimicrobienne car il a
été démontré que les prolines facilitent ’orientation des zones hydrophiles et
hydrophobes par rapport a 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 espéces de
bactéries Gram- et spécifiquement contre les Gram+ (Apponyi et al., 2004). Cette
activité antimicrobienne résulte principalement de I’interaction des peptides avec la
membrane bactérienne. A titre d’exemple, la perturbation des membranes par I’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 concemne leur mécanisme d’action, plusieurs études et particuliérement celles
du groupe de Separovic en Australie (Fernandez et al., 2012; Fernandez et al., 2013)
suggérent que I’interaction de I’auréine 1.2 se fait a 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 a force
atomique avec laquelle il a été observé que la surface membranaire devenait plus
rugueuse avec I’interaction de I’auréine 1.2 et que celle-ci n’est pas capable de former

des pores méme a des concentrations qui provoquent sa lyse (Fernandez ef al., 2012).
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De plus, des analyses par résonance magnétique nucléaire du phosphore (RMN-*!P) et
du deutérium (*H) ont montré plus d’effet lipidique de 1’auréine 1.2 sur la région
supérieure de la chaine acyle que sur la région inférieure (Femandez et al., 2012)

indiquant qu’elle reste a la surface de la bicouche.

En ce qui concerne la caérine 1.1, des analyses en RMN-*'P ont montré que son
interaction avec les membranes provoque le désordre au niveau inférieur des chaines
acyle et au niveau des tétes polaires des lipides mais qu’elle provoque de I’ordre dans
la région supérieure de la chaine acyle, ce qui suggére une interaction de la caérine 1.1
avec toutes les régions des phospholipides due a son insertion dans la bicouche
membranaire (Fernandez et al., 2013; Marcotte ef al., 2003). De plus, ces résultats ont
montré une formation d’un mélange de lipides en phases fluide et gel (Fenandez ez al.,
2013), révélant une déformation de la bicouche et éuggérant que la caérine 1.1 agit par
le modéle des pores toroidaux et non celui des douves de tonneaux. Ces deux modeles

seront détaillés dans la section 1.5.

Ces travaux ont ét€ la source d’une hypothése 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
possédent en général un mécanisme semblable aux détergents, nommé en tapis.
Cependant, certains peptides plus courts que 20 acides amin€s ne possédent pas un
mécanisme d’action semblable aux détergents, soit le mécanisme en tapis tel que les
peptides 14-meéres forment des pores toroidaux transitoires (Ouellet ef al., 2007). I
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; Fermandez et al., 2012; Fernandez et al., 2013). Ces membranes modéles sont

plus détaillées dans ce qui suit.
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14  Bactéries
1.4.1 Membranes/parois bactériennes

Les membranes bactériennes sont caractérisées par une structure complexe a
plusieurs couches qui protégent les organismes de 1’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 différent par leurs parois. L’un des constituants
commun de la paroi est le peptidoglycane qui forme un réseau autour de la membrane
plasmique. Le peptidoglycane schématisé dans la Figure 1.5 est formé par des chaines
répétitives composées d’une partie glucidique composée de N-Acétyl-Glucosamine
(NAG) et d’acide N-Acétyl-Muramique (NAM) reliés par des liaisons osidiques 14
et d’une partie peptidique o chaque NAM est li€ a un tétrapeptide (Vollmer, 2008).
Dans ce projet on s’intéresse a Escherichia coli (Gram -) et & Bacillus subtilis (Gram+),
deux modéles avec lesquels il est intéressant d’étudier in vivo les interactions des AMPs

afin de mieux comprendre leurs mécanismes d’action.
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Figure 1.4 Enveloppes des  bactéries a Gram- et Gram+.

LPS : lipopolysaccharides, ME : membrane externe, PGN :peptidoglycane, OMP :
protéine de la membrane externe (Outer membrane protein), PAC : protéine attachée

de fagon covalente, TA : acide téichoique, LTA : acide lipotéichoique.
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Figure 1.5 Schématisation de la structure du peptidoglycane.
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1.4.1.1 Escherichia coli

Comme exemple représentatif des bactéries 2 Gram -, on s’intéresse a 1’étude
d’Escherichia coli (E. coli), une bactérie présente dans la flore intestinale de I’homme
et d’autres mammiféres. Certaines souches d’E. coli sont pathogénes et causent des
infections intra et extra- intestinales (Bélanger et al., 2011). La paroi d’E. coli
représentée a 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 a 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 a une partie lipidique hydrophobe, appelée le lipide A et
responsable du pouvoir toxique, tandis que 1’autre partie consiste en une chaine O
spécifique qui correspond & un polysaccharide responsable de la reconnaissance
antigénique et de I’antigénicité (Figure 1.6). Des protéines transmembranaires sont
également associées a la membrane externe, telles que les porines (Raetz et al., 2007).
En ce qui conceme les phospholipides, E. coli est composée de trois principaux types
de tétes polaires (Tableau 1.3), soit la PE, la PG et la cardiolipine (CL) et de trois
chaines d’acides gras (C16, C17, C18) (Esfahani et al., 1969).
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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 ez al., 2009).

Tableau 1.3 Composition phospholipidique d’E. coli et B. subtilis.(Bishop et al.,
1967; Clejan 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 pathogéne pour
I’homme mais peut causer des intoxications alimentaires. La premicre différence entre
les parois bactériennes 2 Gram- et Gram+, mise en évidence dans la Figure 1.4,
correspond a l’absence de la membrane exteme chez B.subtilis. De plus, le
peptidoglycane est bien plus épais, d’environ 50 nm chez B. subtilis (et pouvant aller
jusqu’a 80 nm dans d’autres bactéries & Gram+), par rapport & quelques nanometres
chez les bactéries a Gram— (Hayhurst et al., 2008). Le peptidoglycane est riche en deux
types d’acides téichoiques. Il existe des acides téichoiques liés de maniére covalente
au peptidoglycane par le biais de I’hydroxyle C6 du NAM (TA) et d’autres ancrés a la
membrane plasmique, appelés acides lipotéichoiques (LTA) (Percy et Griindling,
2014). Les TA et les LTA (Figure 1.7) sont chargés négativement, et comme les LPS,
peuvent étre 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 la PE et de la CL, avec des chaines acyles en C15,C16 et C17 (Bishop et al.,
1967; Clejan et al., 1986).
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Figure 1.7 Structure des acides téichoiques (TA) composés de GroP-ManNAc-

GIcNAC et liés d’une fagon covalente au peptidoglycane (PGN) (a) et celle des acides
lipotéichoiques (LTA) de B. subtilis, composés de TA liés a un diglycéride par une
liaison ester (b). R indique les acides gras. (Brown et al., 2013; Percy et Griindling,
2014).

142 Membranes modéles

Comme mentionné dans la partie précédente, les membranes bactériennes
possédent une structure complexe. Afin d’étudier les interactions des peptides avec la
bicouche lipidique, mimer les bicouches lipidiques naturelles en modélisant par des
systémes plus simples est souvent nécessaire en particulier en RMN. Les membranes
naturelles étant principalement composées de phospholipides, ces derniers sont utilisés
dans les membranes modéles. 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 a partir 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 portent & la fois une charge positive et
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négative, ils sont donc des phospholipides zwitterioniques, et la PG correspond a des

phospholipides anioniques abondants dans les membranes bactériennes.
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Figure 1.8 Organisation des phospholipides en milieux aqueux. (A) Micelle,

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

dessus).
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D’autres systémes 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 a chaines palmitoyl-oléoyl (PO) présentés dans la

Figure 1.6 possédent une insaturation cis au milieu de la chaine oléoyl (18 :1 cis-9) qui

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

a celle des bactéries. Les mélanges binaires qui miment les modélesdes bactéries a

Gram- et Gram+ sont présentés dans la Figure 1.10.
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Figure 1.10 Mélanges lipidiques courants des membranes modeles. (A) Modele

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

1=5 Mécanisme d’action membranaire des AMPs

Le mécanisme d’action membranaire des AMPs dépend de I’interaction des peptides
avec la membrane pathogéne. Cette attraction initiale se fait par 1’intermédiaire de
liaisons électrostatiques entre le peptide cationique et les phospholipides chargés
négativement chez les bactéries a Gram— et entre le peptide et les composants du
peptidoglycane chez les bactéries & Gram+ (Jenssen et al., 2006; Michel, 2010).
Ensuite, les peptides se fixent sur les groupements phosphates des membranes extemes.
Cette interaction peptide/membrane provoque une modification de la structure
membranaire et une déstabilisation des lipides qui aboutissent a la perméabilité

membranaire.
Trois modéles d’insertion sont détaillés ci-dessous.

1.5.1 Déstabilisation membranaire en tapis (carpet-like mechanism)

Par interactions électrostatiques, les peptides s’assemblent a la surface de la
membrane en formant un tapis (Shai et Oren, 2001). Ils sont en contact avec les tétes

polaires des lipides mais ne s’inseérent pas dans le cceur hydrophobe de la membrane
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(Michel, 2010). Il n’est pas nécessaire que ces peptides adoptent une structure en
hélice a, mais leur accumulation jusqu’a une concentration élevée sur toute la surface
membranaire provoque sa rupture et sa dégradation en complexes micellaires (Shai,
1999; Shai et Oren, 2001). Ce mécanisme d’action schématisé sur la Figure 1.11 a été
décrit entre autres pour la magainine (Mor ez al., 1994) et pour la cathélicidine humaine

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

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

1.5.2 Le modele des pores en douve de tonneaux (barrel stave model)

Les douves de tonneaux expliquent 1’organisation des peptides lors de la
perméabilisation membranaire (Figure 1.12) (Michel, 2010). Dans ce modéle, les
peptides antimicrobiens cationiques en hélice a changent de conformation en

s’attachant & la surface membranaire. Ils pénétrent par leurs pdles hydrophobes en
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repoussant les phospholipides grice & leurs propriétés amphiphiles similaires aux
détergents, et la région hydrophile compose I’intérieur du pore. La taille du pore dépend
du nombre de monomeres peptidiques, et la longueur des peptides doit étre suffisante
pour qu’ils puissent traverser la bicouche lipidique (Andreu et al., 1992). Ceci
provoque la fuite du contenu cytoplasmique et la mort des cellules bactériennes. Le
peptide antimicrobien alaméthicine est I’un des plus étudiés dans la compréhension de

ce mécanisme d’action (Yeaman et Yount, 2003).
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Figure 1.12 Modéle en douves de tonneaux "barrel stave”. (Brogden, 2005),
avec permission.

1.5.3 Le modéle des pores toroidaux (toroidal-pore)

Ce modéle ressemble au précédent car les peptides induisent la lyse osmotique
de la bactérie par la formation de pores. Les peptides s’assemblent parallélement a la
surface de la membrane puis y sont insérés perpendiculairement (Jenssen et al., 2006;
Yeaman et Yount, 2003). Contrairement a I’insertion des peptides sans la déformation
de la bicouche lipidique au modeéle en douve de tonneaux, dans ce modéle les lipides
membranaires sont intercalés avec les peptides dans le canal transmembranaire
(Michel, 2010). Ce type de pores transmembranaires présenté a la Figure 1.13 a été
décrit pour la mélittine (Yang et al., 2001).
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Figure 1.13 Modéle des pores toroidaux. (Brogden, 2005), avec permission.

1.6  Importance de 1’étude des interactions in vivo

Tel que mentionné dans la section précédente, les membranes bactériennes sont
un milieu trés complexe et d’une grande variabilité¢. Les membranes modeles ne sont
donc que des systémes simplifiés loin de représenter la nature. De plus, la composition
membranaire affecte 1’orientation, la conformation et la dynamique des peptides. Par
exemple, il a ét¢ montré que la MSI-78 posseéde plus d’effet en interaction avec les
POPC qu’avec POPE di a la différence de son orientation et sa conformation (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 ef al., 2002). Etant donné que la composition
lipidique affecte I’effet du peptide, il est important d’étudier I’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 modéles de DPPC/DPPG
(Brisebois et al., 2012). Cependant, Tardy-Laporte et al. (Tardy-Laporte et al., 2013)
ont soulevé le role des LPS dans I’effet du fullerénol sur E. coli. L’absence de LPS

dans les membranes modéles met en évidence I’importance des études in vivo.

1.7  Marquage et étude des bactéries par RMN

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est un outil trés puissant
utilisé dans de nombreuses branches de la chimie, de la biochimie et des sciences
médicales. Dans ce projet, on I’exploite dans un premier temps pour étudier la
perturbation des bicouches de phospholipides causée par les peptides antimicrobiens.
Ensuite, on ’exploite afin de caractériser I’organisation lipidiques des membranes des
bactéries entiéres. Plusieurs techniques tels que la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourrier et la microscopie a force atomique ont été développées pour
étudier les interactions et pour la caractérisation, mais la RMN présente ’avantage

d’étre une technique non invasive qui donne des informations au niveau moléculaire.

1.7.1 RMN du deutérium pour I’étude des membranes bactériennes

La RMN du deutérium est utilisé depuis les années 70 avec des membranes
modeles et naturelles (Davis et al., 1977; Seelig, 1977; Seelig et Macdonald, 1987). Le
2H tres faiblement représenté naturellement (0,015%), ’enrichissement isotopique est
nécessaire et les chaines lipidiques peuvent étre deutérées a une, plusieurs ou toutes les
positions hydrogénées, et renseigne sur la dynamique et I’organisation des chaines
acyles au cceur des membranes. Ainsi, par RMN-?H, les divers mécanismes d’action
des AMPs (décrits dans la section 1.5) en interaction avec des membranes mode¢les
composées de phospholipides ont été étudiés (Apponyi et al., 2004; Fernandez et al.,
2012; 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 diffusion des
molécules exogénes, fusion de vésicules lipidiques avec les membranes cellulaires ou
échange entre les phospholipides membranaires endogeénes et les lipides exogénes.

Ces méthodes conduisent cependant a 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
exogeénes (AG) et donc capables d’incorporer les acides gras deutérés tel que 1’acide
palmitique lors de leur biosynthese (Davis et al., 1979; Pius ez al., 2011). Mais en 2013,
Tardy-Laporte et al. ont montré que le marquage d’une souche sauvage d’E. coli est
possible par I’incorporation des acides gras exogenes deutérés (Tardy-Laporte ef al.,
2013), et ceci par leur ajout dans le milieu de culture. En raison du coiit énergétique
élevé de la biosynthése des chaines acyles, il est préférable pour les bactéries d’utiliser
les AG exogénes. Ces AG exogenes traversent la membrane d’E. coli a ’aide de la
protéine fadL transporteuse d’AG. A I’intérieur de la cellule, la quantité d’AG est
négligeable car la bactérie les utilise dans la production des phospholipides selon deux
mécanismes illustrés a la Figure 1.14. Une proportion majeure des AG exogenes est
convertie en acyle-CoA dans le cytoplasme. L’acyle-CoA peut étre dégradé par I’acyle-
CoA déshydrogénase via une B-oxydation, ou incorporé a I’acide phosphatidique via
la glycérol phosphate acyle transférase pour la synthése de phospholipides (Byers et
Shen, 2002; Jiang et al., 2010; Zhang et Rock, 2008). Le second mécanisme concerne
les AG libres qui sont couplés a la protéine ACP (acy! carrier protein) et conduisent
directement a la synthése de la PE (Byers et Shen, 2002). Ces deux mécanismes
assurent ainsi I’incorporation des AG exogénes deutérés dans les phospholipides sans
leur élongation ou modification. Il est aussi important de noter que les AG exogenes

n’ont pas accés aux chaines acyles intermédiaires synthétisées par ACP et impliquées
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dans la biosynthése du lipide A (Byers, 1989; Byers et Shen, 2002). Ainsi, les LPS ne

peuvent pas étre deutérés selon cette méthode.

fadL
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Figure 1.14 Schématisation des principales étapes d’incorporation des acides

gras (AG) exogénes dans la biosynthese des phospholipides (PL) chez E. coli

sauvage.

Ce marquage présente ’avantage d’atteindre un taux de marquage important (70%)
tout en gardant la bactérie intacte (Tardy-Laporte ef al., 2013). Par ailleurs,
I’incorporation de 1’acide palmitique deutéré PA-ds; a affecté le profil lipidique de la
bactérie par rapport a la bactérie non marquée avec 1’augmentation de la proportion des
acides gras saturés, qui affecte la fluidit¢ membranaire. Ainsi, on s’est intéressé dans

ce projet a I’optimisation du marquage d’E. coli.

De plus, ce marquage a été exploité pour deutérer les phospholipides membranaires de
B. subtilis sauvage et sera présenté au chapitre IV. Chez B. subtilis, la synthése des
LTAs se fait par la production des chaines PGP (polyclycerolphosphate) via ’addition
des résidus GroP (glycérolphosphate) en utilisant les PG comme substrat (Percy et
Griindling, 2014). Cependant, vu que les LT As représentent 6-10 mol% dans la bactérie
(Koch et al., 1984), et n’utilisent qu’une portion des PG, la proportion des LTAs

deutérés doit éventuellement étre négligeable.
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1.7.2 RMN du carbone pour la caractérisation des bactéries

Plusieurs études utilisant la RMN du '*C a I’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 entiéres. En effet, les précédents travaux du
groupe de Simorre ont été réalisés sur les peptidoglycanes de différentes bactéries a
Gram- et Gram+ : E. coli, S aureus et B. subtilis, ou encore sur les acides téichoiques
(Kemn et al., 2010; Kemn 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 entieres ont été
réalisées par Amold et al. afin d’identifier tous leurs constituants (Arnold e al., 2015).
En se basant sur le méme objectif, I’intérét de ce projet est de montrer qu’il est possible
de caractériser des bactéries marquées, entiéres, et vivantes par des analyses en RMN.
Pour ce faire, le protocole d’enrichissement isotopique au !*C se base sur I’idée de
fournir aux bactéries du glycérol marqué au *C 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 I’ES, les interactions
de peptides antimicrobiens avec des bactéries intactes afin de rafiner nos connaissances
sur leur mécanisme d’action au niveau moléculaire. Le premier objectif consistait a
marquer, par incorporation d’AG deutérés exogénes, les lipides membranaires d’une
souche sauvage d’E. coli (Gram-) et de B. subtilis (Gram+), deux bactéries qui différent
par leurs constituants membranaires dans le but d’étudier les interactions
spécifiquement avec les membranes lipidiques. Pour ceci, nous avons exploité la
RMN- ES du deutérium et la rotation a 1’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 I’ajout de 1’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 troisieme chapitre. Une fois la méthode validée et compatible avec les études
in vivo, les interactions membranaires de la caérine 1.1 et de I’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 '*C
afin d’identifier tous leurs constituants et éventuellement leur réponse lors de I’action
des AMPs. La séquence utilisée est décrite dans le chapitre II. Nous avons également
développé une stratégie afin de simplifier les spectres et faciliter I’attribution spectrale.
Pour ce faire, des lipides et des AGs "froids" (non enrichis en *C) sont incorporés
pendant la croissance des bactéries en présence du glycérol-1>C; afin d’effacer les
signaux des lipides. La méthodologie ainsi que les résultats de ce deuxiéme objectif

sont présentés dans le chapitre V.



CHAPITRE 11

ASPECTS THEORIQUES DES METHODES UTILISEES

2l RMN de I’état solide pour 1’étude des bactéries

11 existe plusieurs interactions entre le spin nucléaire et son environnement. Il
s’agit de I’effet Zeeman, I’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 posséde un champ
magnétique Besr 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 phénomene I’effet écran du
noyau dont la fréquence de résonance sera légérement inférieure selon 1’équation

suivante (Macomber, 1998)
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w=yBy(1—-0) 2.1
avec o la constante d’écran ou de blindage.

Dans le cas d’un solide, ou les mouvements moléculaires sont restreints, chaque
orientation posséde 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 (ADC)

schématisée sur la Figure 2.1

A\ Spectre de poudre

Figure 2.1 Schématisation de l'anisotropie de déplacement chimique en
RMN- ES 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 I’équation 2.2 de la fréquence de résonance pour un spin 'z dans

un champ magnétique Bo (Lichter, 1987)
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3cos 2B-1 sin 2B cos 2 a)]

(@, B) = VBo [8i50 +8 (2252 - g 2 22)

a et B décrivent l’orientation du tenseur d’ADC dans le champ magnétique Bo,
diso représente le déplacement chimique isotrope (résonance centrale due & une
moyenne de toutes les orientations), § I’anisotropie de déplacement chimique et 1 le

paramétre d’asymétrie qui décrit la déformation du nuage électronique.

2.1.2 Couplage dipolaire

Le couplage dipolaire correspond a I’interaction entre deux ou plusieurs noyaux
voisins a travers 1’espace. Cette interaction peut €tre 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) :

_ 11 Mo hyayp ,3cos Zg—1
wp = 35 i ( 2 ) 2.3)

ou y, et yg sont les rapports gyromagnétiques des deux noyaux couplés, r la distance
qui les séparent et 8 est ’angle entre le vecteur internucléaire et le champ magnétique
externe By (Figure 2.2). Le symbole + explique I’existence de deux pics séparés qui

conduisent & I’éclatement dipolaire mentionné plus haut.
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Figure 2.2 Schématisation du couplage dipolaire entre deux moments

magnétiques.

La fréquence wp 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 terme (3cos 28-1) indique que wp, dépend

de I’orientation des noyaux par rapport & 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 trés élevé, la
contribution du 'H est importante (Equation 2.3). Ainsi, le découplage qui consiste &
appliquer un champ de radiofréquences constant sur le 'H dans le cas de I’acquisition
du '3C 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 gradients 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 I’énergie des états de spin tel qu’illustré a la
Figure 2.3. Ceci se traduit par le dédoublement de pics sur le spectre pour un spin 1.
Un doublet apparait donc a vo+ Av/2 et la distance entre ces doublets, Avq, est appelée

écart a éclatement quadripolaire.

Comme montré par I’équation 2.4(Macomber, 1998), cet écart quadripolaire renseigne
sur I’orientation des liaisons C-D dans le cas des lipides deutérés dans des membranes
modeéles et dépend du paramétre d’ordre Scp (Seelig et Macdonald, 1987). Ce dernier
refléte ’angle existant entre le plan des liaisons C-D et le champ magnétique et refléte

ainsi I’ordre des liaisons vu qu’il dépend de la structure et de I’orientation de la chaine

acyle.

Avg =2 Ay(3 cos?0 — 1) S¢p (2.4)
eZ

e

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 4 une
seule position le long de la chaine lipidique est illustré a la Figure 2.4. Ce spectre reflete
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 Avq.

Zeeman Zeeman +
quadripolaire

=1

A .
w, ‘t Wo—"200
o | a
. A
Y 4
0 A
Wy Wyt V2w,
1 T
i A4
Avq
T
—A !
1] L T T T L) L]
VO VO
Figure 2.3 Modification des niveaux énergétiques due aux interactions

quadripolaires. Adapté de (Marcotte, 2016)
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Figure 2.4 Spectre RMN-2H statique de vésicules de phospholipides ayant une
seule position deutérée le long de la chaine acyle. Adapté de (Marcotte, 2016).

2.1.4 Larotation a I’angle magique

La rotation a I’angle magique (magic-angle spinning, MAS) schématisée a la
Figure 2.5 exploite la dépendance en 3cos? 8-1 de I’ADC, de ’interaction dipolaire et
quadripolaire (Equations 2.2, 2.3et 2.4). Ces interactions sont maximales pour 8=0° et
nulles pour 8=54.7° (Peersen et Smith, 1993). Quand I’échantillon est orienté a cet
angle magique et soumis a une rotation a trés 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 a la fréquence des
interactions qui doivent étre moyennées. On obtient ainsi des spectres de haute
résolution avec des raies isotropes séparées par la fréquence de rotation. Cette
technique permet 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 I’utilisation de la MAS en RMN-?H permet
d’extraire des informations similaires a celles obtenus en statique (Clayden, 1986).

Cette technique a été peu utilisée dans 1’étude des membranes biologiques (Glaubitz e?
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al., 1999). Ensuite, avec des expériences sur des membranes modeles composées de

1,2-DPPC-de,, il a été démontré que les informations, y compris la dynamique, en
statique et en MAS sont conservées (Warnet ef al., 2016). Une fois ces expériences
optimisées sur la DPPC (Wamet et al., 2016), il a ét€ intéressant de les appliquer sur
des bactéries intactes. En effet, dans le cas de membranes biologiques naturelles, en
plus de I’augmentation en résolution, la MAS présente I’avantage de réduire le temps
d’analyse et maintenir le caractére in vivo des expériences. Cet aspect sera discuté plus

en détail au chapitre IIL

~ Echantillon

Figure 2.5 Schématisation du principe de la rotation a I’angle magique.

22  RMN du deutérium pour I’étude des membranes bactériennes

22.1 L’écart quadripolaire et moments spectraux pour I’analyse des spectres de
RMN-H
Dans le cas des systémes lipidiques étudiés dans ce projet, ils sont composés de
chaines acyles complétement deutérées. Chaque position des deutérons pour chacune
des orientations dans le By se traduit par un écart quadripolaire sur le spectre comme
illustré dans le spectre des vésicules multilamellaires en phase fluide dans la Figure 2.6.

En bout des chaines acyles, les mouvements sont maximaux (Scp faible) (Equation 2.4)
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et leur Av, est le plus petit, tandis que le plus grand éclatement correspond a la
Q plus p q plus g p
position des deutérons pres de la téte polaire ot les mouvements moléculaires sont

restreints (Scp élevé).

CD;bout de chaine
DQD | | | |CD es de |
,prés de la
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Figure 2.6 Spectre  RMN-?H statique de vésicules multilamellaires de

phospholipides ayant des chaines acyles enticrement deutérées. Adapté de Marcotte,

2016.

On peut donc extraire le paramétre d’ordre Scp a partir de 1’écart quadripolaire 4v,.
Mais dans le cas de lipides enti¢rement deutérées, extraire une valeur exacte de ce
paramétre devient impossible avec la superposition de doublets ayant différents 4v,.
Contrairement a celui des systémes lipidiques (Figure 2.6), le spectre de RMN-?H
statique d’une bactérie intacte montre une forme avec des écarts 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., 2011) et (Tardy-Laporte et al., 2013)
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Ces moments spectraux décrivent la forme du spectre (équation 2.5) avec f(w)

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

100 75 50 25 O -25 -50 -75 -100
Avo(kHz)

Figure 2.7 Spectre de RMN-?H de bactéries E. coli (BL21) intactes avec les
phospholipides deutérés, analysées in vivo a 37 °C (Tardy-Laporte et al., 2013).

= fow o™ f(o)do

Mn = e e (2.5) (Davis et al., 1979)

ol n est le nombre d’ordre.

M; et M sont les les 1% et 2™ moments spectraux. Ils permettent d’avoir des
informations concemant [’orientation et la dynamique des chaines acyles

membranaires comme illustré dans I’équation suivante (Davis et al., 1979) :

n,n
4n 'VQ

2 (& 26)

M, =

avec vq I’écart quadripolaire moyen le long de la chaine acyle.
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Dans le cas des expériences en MAS, une deuxiéme méthode de calcul de moments
développée par Maricq et Waugh en 1979 (Maricq et Waugh, 1979) est utilisée

£’°v°=o Nn AN

M, =2nw?
n T 2l°\l°=0 AN

2.7)

avec Ay I’aire de la N*™ bande de rotation et w, la fréquence de rotation.

222 Séquence d’impulsions d’écho solide

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
a son excitation. Dl aux limitations électroniques de I’appareil, les premiers points du
FID d’intensité maximale peuvent étre 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 I’appareil a ainsi le temps de détecter le début du

FID.

90° 90°

D, I,

VV
T
T T

Figure 2.8 Séquence d’impulsions d’écho quadripolaire ou D; 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 (Bloom et al., 1980; Clayden, 1986) avec une premiére
impulsion de 45° au lieu de 90° afin d’élargir le profil d’excitation. Et par I'application
d'une seconde impulsion de 180°, il est possible de refocaliser les spins déphasés (par
perte de cohérence) et ainsi donner lieu a un signal maximal observable aprés un
temps 7. Le délai T entre les deux impulsions doit correspondre a un nombre "n" de

périodes de rotor, ot n est un nombre entier.

45° 180°
i H [\l\ A
e —> V W=
: T
Figure 2.9 Séquence d’impulsions d’écho de Hahn modifiée ot D; est le délai

entres les aquisitions et T le délai entre les impulsions.

23 RMN-BC pour I’étude des bactéries entiéres
2.3.1 Impulsion directe

L’impulsion directe (directe pulse, DP) est la plus simple séquence en RMN. 11
s’agit d'appliquer une impulsion de 90° sur le noyau d’intérét et faire directement

[’acquisition du signal tel que montré sur la Figure 2.10.
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1 Découplage
Dl 90°
13C
D,
Figure 2.10 Séquence d’impulsions avec excitation directe avec découplage
hétéronucléaire.

2.3.2 Ledécouplage

Dans cette étude, le découplage consiste a appliquer un champ de
radiofréquences constant sur le 'H tel que montré sur la Figure 2.10 pendant
I’acquisition du noyau "*C. Ceci élimine le couplage hétéronuclaire *C-'H et il est
important car la résolution du spectre en dépend. En effet, I’intensité du signal répartie
dans des multiplets se rassemble dans un seul pic, d’ou I’amélioration du rapport

signal/bruit.

2.3.3 L’effet NOE (Nuclear Overhauser effect)

Un découplage a faible puissance produit un effet NOE, une stratégie de
transfert de polarisation du 'H au '*C qui permet d’augmenter le rapport signal sur bruit
vu que la sensibilité du signal S dépend du y (Equation 2.8), et cette augmentation peut
étre de I'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 'H se fait avant les impulsions sur le carbone pour que I’effet NOE puisse

se mettre en place.
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S = y3B2TIN[I(I + 1)] (2.8)

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

1H Découplage
5y 90°
13C
D,
Figure 2.11 Séquence d’impulsions avec excitation directe et découplage

hétéronucléaire, employant I’effet NOE.

24 Détermination de la viabilité cellulaire

Pendant les analyses de RMN-2H, les cellules bactériennes sont privées de
nutriments et d’échanges gazeux. Ainsi, des tests de viabilité apres les expériences de
RMN sont importants afin de vérifier la dégradation des cellules et le maintien du

caractére in vivo des expériences.

Le test de MTT (bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-
tétrazolium), classiquement utilisé pour évaluer I’activité mitochondriale reflétant la
viabilité de cellules eucaryotes, a été adapté aux bactéries (Wang, H. et al., 2010). Le
principe de ce test repose sur la conversion du MTT jaune et hydrosoluble en cristaux
de formazan violets et insolubles dans 1’eau par des succinates déshydrogénases (SDH)
mitochondriales chez les cellules vivantes. Cette réaction est illustrée a la Figure 2.10.
La quantité de cristaux de formazan produits par les cellules a partir du MTT et dissouts

dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) est mesurée par spectrophotométriec a 550 nm.
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Cette quantit¢ est directement proportionnelle a l'activité métabolique de

I'échantillon cellulaire (Wang, H. et al., 2010).

v : N==NH
@__(/N\,r Enzymes SDH @_(,
~-N® =
N=N N=N

N
e T\/g’ >:N
MTT Formazan 872\

Figure 2.12 Schématisation de la réaction de réduction MTT en cristaux de

formazan.

2.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice d’AMP

Afin de pouvoir étudier I’interaction d’AMP avec E. coli et B. subtilis, il est
nécessaire de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’AMP a
laquelle les bactéries doivent étre exposées. La CMI est la plus faible concentration
d'antimicrobiens qui permette d’inhiber toute croissance visible d'un organisme apres
24h d'incubation dans un milieu de croissance spécifique. Cette concentration permet

I’arrét 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 et al., 2001).
Cette méthode consiste a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de
concentrations décroissantes d’antimicrobiens selon une progression binaire et

I'évaluation des CMI se fait par la mesure des densités optiques de chacun des puits.
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Leur lecture se fait sous un lecteur d’absorbance de microplaques & une longueur

d'onde de 600 nm.






CHAPITRE III

OPTIMISATION DU MARQUAGE DES BACTERIES E. COLIET ETUDE 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 & explorer une nouvelle méthode
d’analyse en MAS sur des membranes modéles et des membranes bactériennes telle
que celles de la souche BL21 d’E. coli. Un article soumis & Biochimica Biophysica
Acta le 14 aoit 2015 et accepté le 18 septembre 2015 a été le fruit de ce projet et est
présenté a I’Annexe Al. Seules les expériences effectuées sur E. 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 Amold. Les données de RMN

ont ensuite été traitées par Xavier Warnet.

3.1 Introduction et objectifs

La RMN ?H est une technique intéressante dans 1’étude des membranes
lipidiques. Les premiéres applications sur des membranes bactériennes
d’Acholeplasma laidlawii enrichies en acide gras deutérés remontent aux années 70
(Oldfield et al., 1972; Oldfield et al., 1971). De plus, a la fin des années 70, 1’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 paramétre 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

etal., 1979; Pius et al., 201 1; Tardy-Laporte et al., 2013).

Le couplage de la rotation a ’angle magique remonte aussi a la fin des années 70
(Ackerman et al., 1979; Maricq et Waugh, 1979), et les études de Clayden (Clayden,
1986) ont montré que la MAS peut préserver les informations structurales et
dynamiques contenues dans les spectres en statique. Depuis, I’analyse des bandes de
rotation a été utilisée dans la caractérisation des membranes modéles. 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 H avec MAS (Davis
et al., 2013; Radhakrishnan et McConnell, 2007; Veatch er 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, a la comparaison des spectres statiques et en MAS a 5 et 10
kHz obtenus sur des membranes modeles de DPPC-ds; & différentes températures
(article en Annexe Al). Les résultats obtenus ont montré que dans le cas de la MAS a
10 kHz, 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, I’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 objectifinitial 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.

32 Matériel et méthodes
3.2.1 Matériel

La dodécylphosphocoline (DPC) a été achetée d’Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, USA). L’acide palmitique deutéré (PA-ds1), I’acide oléique (OA), I’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, MI,
USA).

3.2.2 Préparation des échantillons

La croissance des cellules bactériennes d’E. coli (BL21) se fait dans un milieu
LB a 37 °C en présence de 0.19 mM de PA-ds; incorporé dans des micelles de DPC.
Tel que décrit dans I’étude de Tardy-Laporte et al. (Tardy-Laporte et al., 2013), cette
incorporation se fait par chauffage du mélange a une température de 95 °C afin de
dissoudre le PA-ds; suivie de trois cycles de gel/dégel. Avec les mémes étapes de
préparation et dans les mémes conditions, une autre culture d’E. coli a été préparée
avec I’ajout de 0.19 mM d’OA au PA-ds;. Les cellules d’E. coli (avec et sans ajout
d’acide oléique) sont prélevées a la moitié de la phase exceptionnelle (D soonm = 0.4),
lavées deux fois avec une solution saline (NaCl 100 mM) et une fois avec une solution
saline dépourvue en 2H afin d’éliminer les signaux provenant des deutérons contenus
naturellement dans I’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 légerement modifiée
(Folch et al., 1957). 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 a 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 a 6% et conditionnée par le méthanol (10 mL) et le chloroforme (10 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 a 40 °C et transestérifiés dans un mélange de
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2 mL d’acide sulfurique H2SO4 (2% en méthanol) et 0,8 mL de toluéne pendant
10 minutes & 100 °C. Ils sont ensuite analysés par chromatographie en phase
gazeuse (GC) avec détection par spectrométriec de masse (MS) (Trace GC Ultra,
ThermoScientific, 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.

32.4 Expériences de RMN

Toutes les expériences de RMN ont été effectuées a température ambiante sur
un spectrométre 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 a 1’aide de la séquence d’impulsion écho-solide
détaillée dans la section2.2.3 avec des temps d’écho allant de 40 a 60 ps.
L’échantillonnage a été effectué avec 10 k points pendant 0.5 ps 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 ligne de base et une multiplication exponentielle

(line broadening) de 20 Hz a été appliquée.

En ce qui conceme les expériences en MAS, elles ont été effectuées a 10 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 ps et un délai
de recyclage de 500 ms, ce qui équivaut a 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 détaillé dans la section 2.4)
et le méme protocole décrit dans la section 4.4.4, la viabilité cellulaire a ét¢ déterminée

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

33  Résultats et discussion
3.3.1 Optimisation du marquage en 2H des phospholipides membranaires d’ E. coli

Tel que mentionné précédemment a la section 1.7.1, le marquage des cellules
entiéres d’E. coli a été réalisé par la culture de ces derniéres en présence de PA-ds.
Cependant une étude précédente dans notre laboratoire a montré que I’utilisation seule
de I’acide palmitique a modifié le profil lipidique des bactéries non marquées (Tardy-
Laporte e al., 2013). Cette modification se manifeste par la diminution du pourcentage
des chaines d’AG insaturés C16 :1 (acide palmitoléique) et C18 :1 (acide oléique),
allant de 28% a 9% et de 33% a 7%, respectivement. Bien que les spectres d’E. coli
(PA-d3; seule), réalisés a 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 cultivé E. coli en présence de PA-ds; et de I’acide
oléique protoné C18 :1. L’analyse du profil en acides gras des bactéries non marquées,
cultivées en présence de PA-d3, et en présence combinée de PA-ds; et OA sont montrés
dans le Tableau 3.1. Ce demier montre qu’en présence de PA-d3; seul, le rapport des
acides gras saturés et insaturés (S/I) est déséquilibré mais I’ajout de I’OA le rétablit

pour se rapprocher du rapport (S/I) des bactéries entieres non marquées.

De plus, il est important de noter que la diminution de la proportion de C16:0 (55 a
45%) et ’augmentation de celle d’OA (14 a 23%) ne réduit que légerement le
pourcentage de deutération. L’ajout de I’OA devrait avoir un effet minime sur la

sensibilité au niveau des spectres RMN du ?H.
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Tableau 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-d3; E. coli + PA-d3 +

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% 11% 14%
C18:0 2% 2% 1%
C18:1 31% 14% 23%
C19:0 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 exploité la MAS sur les bactéries entiéres. Des
spectres statiques en H ont été comparés a des spectres en MAS a 10 kHz, tous réalisés
sur des cellules d’E. coli cultivées en présence de PA- d3; (Figure 3.1) et en présence
de PA-d3; 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 plus rapidement

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

La MAS présente ainsi I’avantage d’assurer moins de risque de dégradation des
échantillons biologiques pendant les longs temps d’acquisition. Mais, afin de vérifier

si larotation a 10 kHz affecte la viabilité cellulaire, des mesures ont été effectuées apres
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1h, 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 caractere in vivo des expériences.

Figure 3.1
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Spectres statiques et MAS (a 10 kHz) en H de cellules entiéres

d’ E. coli cutivées en présence de PA-d3 a 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 (2 10 kHz) en 2H de cellules entiéres
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d’E. coli cutivées en présence de PA-ds1 et d’OA protoné a 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 a I’angle magique a 10 kHz. Ces pourcentages

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

Temps (h) Echantillons en statique Echantillons 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
entiéres d’E. coli, on observe sur les Figures 3.1 et 3.2 que les bactéries cultivées en
présence de PA-ds; et d’OA donnent des spectres en MAS plus fins avec moins de
bandes de rotation que celles cultivées en présence de PA-ds; seulement. Cette
observation indique I’augmentation des mouvements des chaines lipidiques
membranaires. De la méme fagon que pour les membranes modéles de DPPC (Annexe
A.1), a 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-ds1 et OA. De plus, la figure indique que ces bactéries (PA-d31+OA)
sont constamment en phase fluide avec relativement pas de changement avec
’augmentation de la température. Cette demicre affecte cependant la phase gel des
bactéries cultivées avec PA-d3) avec ’augmentation de la proportion des lipides en
phase fluide. Ce résultat est cohérent avec les travaux précédents de (Morein ez al.,
1996) qui montrent que les membranes biologiques naturelles se trouvent en phase
fluide. La RMN confirme ainsi notre hypothé¢se 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 M calculés a partir des spectres en
MAS a 10 kHz d’E. coli cultivées en présence de PA-ds; (en noir) en présence de
PA- ds +OA (en rouge).

34 Conclusion

L’utilisation de la MAS a permis d’étudier le comportement dynamique des
chaines lipidiques des membranes bactériennes d’E. coli avec un gain en sensibilité
important conduisant a un gain en temps d’acquisition. De plus, cette méthode
combinée au calcul des moments spectraux a permis ensuite de confirmer I’importance
de I’ajout d’AG insaturés (OA) afin de restaurer le profil lipidique sauvage d’E. coli et

sa fluidité membranaire.

Au-dela de la caractérisation membranaire d’E. coli a 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. subtilis (Gram+).
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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 modéles. Cependant, considérant la complexité des
parois bactériennes, il est intéressant d’étudier les interactions sur des bactéries
intactes. Ainsi, notre objectif consiste a étudier I’effet de deux peptides antimicrobiens
sur les membranes lipidiques d’E. coli et B. subtilis intactes par RMN du
deutérium (H). Plus spécifiquement, nous avons étudié la caérine 1.1 et I’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
I’auréine 1.2 ont ét€ déterminées par la méthode de dilution sur microplaque, et les
valeurs obtenues pour les deux peptides sont de 100 pg/mL et 30 ug/mL pour E. coli
et B. subtilis, respectivement. Ensuite, nous avons €tabli un protocole de deutération
des chaines phospholipidiques pour les deux bactéries en utilisant 1’acide palmitique
deutéré, et obtenu un pourcentage de deutération d’environ 67%. L’analyse des
moments spectraux en RMN 2H montre I’interaction des deux peptides avec les régions
hydrophobes des membranes bactériennes. En effet, I’addition des peptides diminue
I’ordre des chaines acyles pour E. coli et B. subtilis, avec un effet plus important de
’auréine 1.2, mais a différentes concentrations peptidiques. Les acides téichoiques et
lipotéichoiques anioniques présents dans le peptidoglycane de B. subtilis pourraient
interagir avec les peptides et diminuer leur concentration locale a la surface de la
membrane. En conséquence, une concentration supérieure a 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 I’'importance de I’étude du mécanisme d’action
avec les bactéries enticres. Ce mécanisme dépend de la concentration locale des
peptides a la surface membranaire et de I’environnement membranaire. Nos résultats
obtenus sont prometteurs pour les étapes a suivre qui consistent a étudier les peptides

antimicrobiens en interaction avec les bactéries marquées au '>C, afin de vérifier leur
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interaction avec les acides lipotéichoiques 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 model membrane systems. Ideally,
considering the complexity of membranes, the interaction of molecules with
membranes should be studied in vivo. The interactions of two 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 pg/mL and 30 pg/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
hydrophobic core of the bacterial membranes. The presence of peptides decreased the
order of the lipid acyl chains for both E. coli and B. subtilis, but at higher peptide
concentrations for the Gram (+) bacteria. This may be explained by the presence of
other cell 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 well 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 least one common antibiotic (Bax et Griffin, 2012), 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 pharmaceutical companies (So ef 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., 2011). These AMPs are of natural source and have been
discovered in several organisms such as insects and plants, as well as prokaryotic and
eukaryotic cells (Conlon et Sonnevend, 2010; Leippe, 1999; Peters et al., 2010; Radek
et Gallo, 2007).

We focus in this study on caerin 1.1 (GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVIAEHL-
NH_) and aurein 1.2 (GLFDIIKKIAESF-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 o-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 cell viability depends on the peptide
sequence (Lee et al., 2014). Previous studies of caerin 1.1 and aurein 1.2 suggest that
they act via a transmembrane (Fernandez et al., 2013) and carpet (Fernandez et al.,
2012) mechanism, respectively. These studies have exploited phospholipid bilayers,
generally composed of DMPC (dimyristoyl-phosphatidylcholine) or a lipid mixture of
DMPC/DMPG (dimyristoyl-phosphatidyiglycerol), 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 et al., 2003) and the envelope
of bacteria, which is a very complex system (Silhavy et al., 2010). 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 (LTAs)
(Malanovic et Lohner, 2015). On the other hand, B. subtilis differ from E. coli in
phospholipid 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, C17, C18) chain lengths (Esfahani ez al., 1969). The
membrane of B. subtilis contains 60% PG, 34% PE and 6% CL and mainly C15, C16
and C17 acyl 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., 2013) with a good signal-to-noise ratio for ?H solid-state- NMR spectra.
Moreover, this study supports the idea of the importance of using bacteria instead of
model membranes because interestingly the effect of fullerenol nanoparticles on E. coli
bacteria differs to what has been shown for DPPC/DPPG bilayers (Brisebois et al.,
2012).

In the present work we have expanded our analysis to investigate the effect of
caerin 1.1 and aurein 1.2 on intact E. 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-
labelled 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 of the lipid acyl chains.



62

44 Materials et methods
44.1 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 E. Déziel (Institut Armand-Frappier), respectively.

442 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 (MIC) using the
serial 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 °C and the absorbance at 600 nm monitored every 30 min over a 24 h period.

44.3 Sample preparation

BL21 strain E. coli was grown as described (Tardy-Laporte ez al., 2013) with
0.19 mM d3;-PA (incorporated into DPC micelles) added in the growth medium with
0.19 mM OA to preserve the fluidity of the membrane (Warnet et al., 2016). B. subtilis
(PY79) was also grown with 0.19 mM d3;-PA incorporated in the growth medium
without oleic acid, but the mid-log growth phase is at an A600 of 0.5 compared to 0.4
for E. coli (Tardy-Laporte et al., 2013). For bacteria exposed to peptide, the pellet was
resuspended in 10 mL of Luria broth for 10 min until a homogeneous solution was
obtained. Then, the appropriate amount of peptide was added and incubated for Smin.
The samples were centrifuged (1500 g for 10 min at room temperature), and the pellets

were then used immediately for 2H NMR studies.
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444 Lipid analysis and viability of Bacillus subtilis

B. subtilis samples were analysed by gas phase chromatography combined with
mass spectrometry to determine the fatty acid composition of their 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% KCl
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 H2SO4 (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 also analysed by MTT reduction assays (Wang, H. ez
al., 2010) to determine the cellular viability. The cell suspension was diluted in fresh
LB medium to an A600 of 0.1. A reaction mixture of 20 pL of 5 mg/mL MTT solution
and 200 pL of cell suspension was incubated at 37 °C for 20 min. After incubation, the
formazan crystals were pelleted and dissolved with 1 mL of dimethylsulfoxide at room
temperature. After a 15 min stabilisation at room temperature, the optical density was

measured at 550 nm.

44.5 NMR experiments and moments analysis

In the case of multi-experiments at different temperatures, 2H NMR analyses were
recorded on a solid-state Bruker Avance III-HD wide bore 400 MHz spectrometer
(Milton, Canada) operating at a frequency of 61 MHz for 2H nuclei. Other experiments
were recorded at 37 °C on a 14.1 T hybrid solution/solid-state Bruker Avance 111 HD
(Milton, Canada) operating at a frequency of 92.1 MHz. Static spectra were obtained
using the solid-echo pulse sequence (Davis et al., 1976) with a pulse length of 5 ps, a
pulse separation of 60 ps, and a S00 ms recycle delay. Data were collected using 100 k
points with a dwell time of 0.5 ps, and a line broadening of S0 Hz was applied. Spectra

acquired at 10 kHz 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 of 0.5 ps and a repetition delay of 500 ms.

A specific quadrupolar splitting is difficult to determine in *H solidstate- NMR
spectra with a distribution of quadrupolar splittings. Thus, to quantify the intensity
distribution of the spectra as a function of quadrupolar splitting, spectral moments Mp
(Davis et al., 1979; Pius et al.,, 2011) were calculated from the symmetric ’H NMR

powder pattems using the following equation

_ Iy o™ f(e)do

M, = = F@yda 4.1

where o is the frequency with respect to the nuclear Larmor angular frequency wo and
f (w) is the line shape. As shown by Maricq and Waugh (Maricq et Waugh, 1979) and
recently reported by Warnet (Warnet ez al., 2016), to analyse magic angle spinning

(MAS) spectra, spectral moments are more simply extracted according to:

IN=oN™A
My = of 252 e (4.2)

where @ is the spinning rate (o~2mv;, where v, is expressed in Hz) and AN is the area
of the Nth sideband.

Spectral moments M; and M> from static spectra were calculated 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 (Az), which informs on membrane

heterogeneity:

M,

2= Tasm? 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.

45 Results and discussion
45.1 Characterization of 2H-labelled B. subtilis

Prior to studying B. subtilis bacteria by NMR, the efficiency of ?H labelling and
its effect on the lipid profile were assessed. The labelling was carried out by growing
the bacteria in the presence of d3;-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 (C16:0) lipids. Note that
the labelled palmitic acyl chains are incorporated exclusively in the phospholipids and
without modification, i.e., 60% of PG, PE and CL palmitic chains are ds;-labelled. As
detailed by Tardy-Laporte et al. (Tardy-Laporte et al., 2013), the LPS are not
deuterated in E. coli. According to Koch et al. (Koch et al., 1984), LT As typically
account for 6-10mol% in Gram (+) bacteria, and the biosynthesis of LTAs utilizes a
fraction of the bacteria’s PG pool (Percy et Griindling, 2014). Since PG lipids can have
various chain lengths, and assuming that 60% of PG lipids with C16:0 acyl chains are
deuterated, the total amount of 2H labelled LT As is likely to be negligible and its signal
too weak to contribute to the 2H NMR spectra. Interestingly, the functionally important
ratio of'total 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 cell 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 scant due to rotor packing, 40% of the bacteria survived. This
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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 cell viability (Warnet et al., 2016).

%

Viability
801

Lipid profile

Figure 4.1 Effect of deuterium labelling protocol on lipid profile (n =2) and cell
viability (n = 3) of B. subtilis. Black: unlabelled, and gray: 2H-labelled bacteria

The physical state of the membrane lipids was assessed by following the
evolution of spectral moments as a function of temperature. It 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 °C and 52 °C 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 of shoulders around +20 kHz and with a quadrupolar splitting of
30 kHz at the edges of the plateau indicates the presence of the fluid/liquid phase. This

plateau slightly decreases at 52 °C with an increase in proportion of the isotropic peak.
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The 2H MAS NMR (Figure 4.2) spectrum at 12 °C 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 isotropic 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 both M; and M; observed with the rise of
temperature is indicative of reduced acyl chain order and spectral distribution,
respectively. The value of A2, which informs on the membrane heterogeneity, was low
at 12 °C and 37 °C but increased at 32 °C due to the coexistence of gel and liquid-
crystalline phases at this temperature. In summary, the results show that the
effectiveness of the 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.
st B T g
32°C
et AL
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Figure 4.2 MAS (10 kHz) 2H NMR spectra of intact B. subtilis acquired at 12°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 (10 kHz) 2H NMR spectra of

labeled B. subtilis at different temperatures®

T (°C) M;(10*s")  M:(10°s?) 4

12 13.7 213 0.07
¥ 11.3 245 0.42
37 8.2 14.7 0.12
52 8.2 10.1 0.48

a Maximum deviations are 10 % for M| and 14% for M..

45.2 Effect of caerin 1.1 and aurein 1.2 on E. coli and B. subtilis

First, we determined the MIC 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 of 30 ng/mL for B. subtilis and 100 pg/mL for E. 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 less 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.,2014; 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 °C of labelled E. coli and B. subtilis when
exposed to MIC of caerin 1.1 or aurein 1.2. The 2H spectra of E. coli demonstrate a
slight increase in the isotropic 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 isotropic peak

intensity and a decrease in the width of the 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 of M 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 40 kHz, and the
disorder caused by the presence of the AMPs has increased the proportion of fluid
phase. The values of A, (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 of the quadrupolar splittings
in contrast to the decrease in spectral moments is explained by the diminution or the
rapid disappearance of CDj3 splittings compared to CD splittings (Davis et al., 1979).

Table 4.2 additionally highlights the effect of aurein 1.2 compared to that of
caerin 1.1 on E. coli, with a higher increase in A; in the presence of aurein. This result
is consistent with the hypotheses by Fernandez et al. (Fernandez et al.,2009; Fernandez
etal.,2013) on the action mechanism of AMPs with model 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 of transmembrane pores with a less destructive effect of the

membrane.
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Figure 4.3 MAS (10 kHz) 2H NMR spectra of intact E. coli and B. subtilis

acquired at 37°C with 8 k scans and with addition of MIC of caerin 1.1 or aurein 1.2.
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Table 4.2 Spectral moment analysis of the MAS (10 kHz) 2H NMR spectra of
labelled E. coli and B. subtilis, without and with the presence of AMPs at different

concentrations.

Sample AMP (ug/mL)  M;(10°s™T)  M2(10°s7) A
B. subtilis® - 92 (0.2)° 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. coli® _ 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

aMIC is ~30 ug/mlL for B. subtilis and ~100 ug/mL for E. coli.

b Standard deviation based on four measurements.

In the case of labelled B. subtilis, Figure 4.3 shows that the spectrum of these
Gram (+) bacteria have a quadrupolar splitting of 120 kHz, higher than that observed
for E. coli membranes (~40 kHz). This difference indicates that B. subtilis membranes
are more rigid than those of E. coli at 37 °C 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., 2016). This difference can also be explained by the presence of LTAs in the
peptidoglycan of B. subtilis, which has a stabilizing effect on lipid membranes. A study
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by Gutberlet et al. (Gutberlet ef al., 1997) demonstrated that the addition of LTA 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; and M,. M increased in the
presence of caerin 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 of both peptides with B. subtilis membrane reduced the
dynamics of the lipid chains. This effect was not observed in E. coli when exposed to
75 pg/mL and 50 pg/mL of caerin 1.1 (data not shown), which is below the MIC of
100 pg/mL.

To better understand the interaction of B. subtilis with aurein 1.2 and caerin 1.1,
bacteria were then exposed to AMP concentrations of 45 and 60 pg/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 isotropic peak. At 45 pug/mL, caerin 1.1
exerts its mode of action by disordering the lipid chains. This observation is supported
by the decrease of M| and M values (Table 2), but a smaller A; would be expected. As
mentioned earlier, this can be explained by the decrease or the rapid disappearance of
CD:s splittings compared to CD; 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 ug/mL with the reduction in MAS
sidebands from 16 to 4 (Figure 4.4), and also with the appearance of ‘Feature X’ circa
+10 kHz (Figure 4.7) which reports on the degradation of the bacterial cells (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.



73

@) (b)

st OTTTT 1TV it

60 pg/mL

gk Jeodiiakiad 1JL1 {PEER s e
100 80 60 40 20 ] 20 40 -0 -80 100 100 80 60 40 2 0 -20 -40 -0 -80 -100
Frequency (kHz) Frequency (kHz)
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 aurein 1.2, the disorder increase of the lipid chains was observed
at 60 pg/mL, which means that a higher concentration of aurein is required 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 specific interaction of aurein 1.2 with TAs and LTAs 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 of in 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 bound to peptidoglycan and by the LTAs anchored
to the membrane via diacylglycerol. A negatively charged LTA polymer has been
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demonstrated to interact with cationic peptides (Bucki et Janmey, 2006) and the
interaction of PBP10, LL-37 and melittin with LTA inhibits their antimicrobial activity.
The inhibition has been suggested to be due to the decrease of peptide concentration
on the membrane as aresult of the increase in peptide adsorption to the bacterial surface
(Malanovic et Lohner, 2016). Further, that 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 cell membrane components. Further
work, however, is necessary to elucidate the relative importance and mechanisms of

interaction of aurein 1.2 and caerin 1.1 with TAs and LTAs.

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 of their
membrane lipid acyl chains. To do so, we have proposed a *H-labelling protocol for
the phospholipids of non-mutated B. subtilis. Magic-angle spinning combined to
moment analysis allowed collecting high-quality spectra with a reduced number of
scans. Aurein 1.2, which was reported to act via a carpet mechanism, was shown 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 lipids 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 shown 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 *C-!>N solid-state NMR to determine
the interaction of AMPs with TA and LTA.
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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 (1) 20 (3)
C15:1 11(2) 7(1)
C16:0 22 (1) 41 (1)
(60% deuterated)
C17:1 11(1) 8(4)
C18:3 10.5 (1) 3.5()
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.
% Viability
Analysis
Unlabelled Labelled
At harvest 76 (6) 78 (5)
After rinsing 64 (4) 61 (5)
After NMR 42 (4) 37 (6)
52.°C
30°C
15°C
R0 60 40 20 0 =20 -40 60 -80
Frequency (kHz)
Figure 4.5 2H solid-state NMR spectra of intact B. subtilis acquired at 15°C,

30°C and 52°C with 100 k scans. The equilibration time between each temperature was

15 min.
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Table 4.5 Spectral moment analysis with standard deviation of static 2H solid-state

NMR spectra of labeled B. subtilis, at different temperatures.

T (°C) M;(10*sh) M(10°s?) A

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 (D) 109 (0.3) 048

Table 4.6 Antibacterial activity of caerin 1.1 and aurein 1.2.

MIC (pg/mL)
Caerin 1.1 Aurein 1.2

E. coli 100 100

B. subtilis 30 30
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Table 4.7 Spectral moment analysis with standard deviation of static 2H solid-state
NMR spectra of labeled E. coli and B. subtilis, without and with the presence of AMPs

at different concentrations.

Sample AMPs (ug/mL)  M;(10°sT)  Mz(10°s2) A,
B. subtilis® S 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 42 3.6 0.52

E. coli® ==t 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

AMIC is ~30 pg/mL for B. subtilis and ~100 pg/mL for E. coli.
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Figure 4.6 2H solid-state NMR spectra of intact E. 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 ?H 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

DEVELOPPEMENT DE STRATEGIES DE MARQUAGE POUR LA
CARACTERISATION DES BACTERIES ENTIERES

Bl Objectifs

Nous avons observé, dans le chapitre précédent, que ’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 a I’idée que les acides téichoiques et lipotéichoiques présents dans le
peptidoglycane de B. subtilis jouent potentiellement un rdle dans I’effet observé des
AMPs sur les membranes bactériennes. Ainsi, dans le but d’étudier in vivo I’interaction
des AMPs avec les constituants du PGN par des expériences en RMN *C-N, notre

premier objectif était de caractériser les bactéries entiéres par RMN-"*C.

Les bactéries étant des organismes complexes, tel que mentionné dans la section 1.7.2,
les chercheurs ont eu recours a I’extraction de leurs différents constituants tels que le
PGN et les LPS dans le but de simplifier les analyses en RMN (Kern et al., 2010; Kern
et al., 2008; Renault ez al., 2012). Dans le contexte de 1’étude des bactéries intactes,
afin de simplifier les spectres, et dans la méme optique de sélectionner les composants
bactériens (sélection des membranes aux chapitres IIl et IV), notre alternative est de
développer de stratégies d’effagage de signaux des constituants autres que le PGN. Ce
chapitre traite donc d’une stratégie d’effagcage de signaux des lipides par
I’incorporation des lipides "froids" (*2C) dans des bactéries marquées au '*C. Pour ce
faire, différentes conditions de culture ont été testées pour les deux bactéries, et ceci

soit par I’ajout de lipides totaux extraits des bactéries (LT), de lipides polaires extraits
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des bactéries (LP), de lipides totaux extraits et hydrolysés en AGs (LTH), de lipides
polaires extraits et hydrolysés en AGs (LPH), dans le milieu de culture ou par I’ajout
des AGs abondants dans les bactéries soient le PA et I’OA. Cinq conditions de culture
ont été testées pour B. subtilis (LT/ LTH/ LP/ LPH/ PA) et trois pour E. coli (LT/ LTH/
PA+OQOA).

52, Matériel et méthodes
52.1 Matériel

La dodécylphosphohcoline (DPC) et les lipides totaux extraits d’E. coli ont été
achetés d’Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). L’acide palmitique deutéré (PA-
ds1), I'acide oléique (OA) ainsi que le glycérol-'>Cs proviennent de Sigma Aldrich
(Saint Louis, MI, USA). Le Tween 20 (Monolaurate de polyoxyéthyléne
(20) sorbitane) provient de Bioshop (Burlington, ON, Canada).

5.2.2 Préparation des bactéries marquées au *C

Les bactéries E. coli et B. subtilis sont cultivées dans un milieu minimal M9
(12,8g Na;HPO4-7 H20, 3g KH,POs4, 0,5g NaCl, 1g NH4Cl, 0,25g MgSOa, 0,015g
CaCly), supplémenté de 0.25 g/L! de peptone dans le cas de B. subtilis, 3 37 °C en
présence de 3g/L glycérol-">C. Le milieu M9 a été choisi de maniére a assurer un
meilleur taux d’incorporation du glycérol-'>C3 vu que ce dernier est la seule source de
carbone des bactéries. Des courbes de croissance ont été réalisées a différentes
concentrations de glycérol-'>C; 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 a la moitié de la phase exponentielle DOsoonm= 0,5 sont lavées
deux fois avec une solution saline (NaCl 100 mM) et deux fois avec le tampon
phosphate PBS afin d’éliminer le glycérol-*C; en surplus dans le milieu de culture et
éviter les interférences dans les spectres de RMN-!3C. Les culots sont ensuite analysés

au moyen d’une sonde de 4 mm en RMN-ES-13C.
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Figure 5.1 Courbe de croissance de B. subtilis en fonction de la concentration

du glycérol- 1°C;.

5.2.3 Extraction des lipides de B. subtilis

Dans le cas de B. subtilis, non disponibles commercialement, les lipides totaux

et polaires de B. subtilis ont été extraits tel que décrit a 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/méthanol (~ 5 mL pour 30 mg de lipides) pendant 1h a 80 °C (mélange au vortex
chaque 5 min) et lavées deux fois a I’éther afin d’enlever les lipides non saponifiables.
Les surnagants récupérés sont ensuite traités avec HCI (6M) et lavés deux fois avec de

I’hexane incluant une étape d’agitation au vortex et de dégazage. Enfin, les lipides
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récupérés dans ’hexane sont soumis a un flux d’azote & température ambiante afin

d’évaporer le solvant.

52.5 Incorporation des lipides et des AGs (**C) dans les bactéries marquées au '*C
5.2.5.1 Suivi de la croissance bactérienne

De maniére a vérifier la capacité d’E. coli et B. subtilis a croitre dans un milieu
M9 en présence du glycérol-1*Cs et des AGs, des tests de croissance bactérienne ont été
établis sur un lecteur de microplaque (Infinite M200 de TECAN) a 37 °C. Pour ce faire,
les différents milieux ont été déposés sur une plaque de 24 puits. La lecture de DO a
600 nm se fait chaque 30 min précédée de 5 min d’agitation (225 rpm), et ceci pendant
24 h.

Pour B. subtilis, I’optimisation de la croissance cellulaire a été réalisée en testant
I’incorporation d’acide palmitique incorporé dans des micelles de DPC (tel que décrit
dans la section 3.2.2) a des concentrations de 0.5 et 1 mM, et dans des micelles de
Tween 20 a des concentrations de 0.15 et 0.2 mM. Pour E. coli, de la méme fagon, le
PA est incorporé dans des micelles de DPC 4 0.5 mM et dans du Tween 20 4 0.15 mM.

Chaque condition a été analysée en triplicata.
5.2.5.2 Préparation des échantillons pour la RMN

Les lipides totaux (LT) et les lipides polaires (LP) sont dispersés par sonication
(130W) sous glace pendant 15 a 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 méme maniére

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 (LT/ LTH/ LP/ LPH/ PA) et
trois pour E. coli (LT/ LTH/ PA+OA). Ces milieux sont cultivés dans un milieu M9 en
présence du glycérol-'*C3a 37 °C sous agitation (225 rpm) jusqu’a atteindre la moitié

de la phase exponentielle aprés 4h.

5.2.5.3 Expériences de RMN

Toutes les expériences de RMN ont été effectuées a 12 °C avec un spectrometre
Bruker Avance III-HD de 400 MHz (Milton, Ontario, Canada) pour I’état solide. Les
spectres sont obtenus a 10 kHz au moyen de la séquence d’impulsion NOE-DP
(présentée a la section 2.3.3). Le NOE est appliqué pendant 2s a une puissance de 0.1W
suite 3 Is de délai de recyclage, suivi d’une impulsion de 90° sur le *C (3 140W
pendant 3,5 ps). Un découplage de 97,7W est appliqué sur le 'H pendant tout le délai
d’acquisition du noyau '3C. Un total de 1024 scans ont été obtenus pour chaque
échantillon, pour une durée de 1h30, "si non autrement précisé". Les résonances du B
et du 'H sont calibrées avec I’adamantane comme référence externe (pic a 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 (line broadening) de 10 Hz sont

appliqués sur chaque spectre.

53 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; Kem et al., 2010; Kern et al., 2008; Renault ef al., 2012) nous
ont aidés a attribuer les déplacements chimiques des principaux constituants des
bactéries. Les structures de ces constituants, a savoir le PGN, les LPS chez E. 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.
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L’ensemble des pics entre 10 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
téichoiques présents dans le PGN (Tableau 5.1). Le C1 de I’a-glucose, substituant de
certains glycérols des acides téichoiques a un déplacement chimique de 98.3 ppm, d’ou
la présence d’un pic chez B. subtilis qui n’existe pas chez E. 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 a celui de B. subtilis. Une autre différence
remarquable sur le spectre de B. subtilis par rapport a celui d’E. coli est I’absence du
pic des liaisons CH=CH a 130 ppm. Cependant, ce pic apparait sur le spectre NOE-DP
du PGN purifié de B. subtilis, montré dans la Figure 5.4. Une hypothése serait que le
signal se trouve dans le bruit de fond, a cause de la mobilité différente de ces carbones

dans la bactérie de B. subtilis entiére.

D’aprés ces attributions, il semblerait que le glycérol-'>C3 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 trés variés et le signal se trouverait dans le bruit de fond ou sous le
massif de pics. De plus, I’attribution possible par les spectres 1D est partielle. Il serait
alors intéressant de faire des analyses en 2D sur les bactéries afin d’améliorer
Iattribution par la détection des corrélations '*C-*C. Mais avant de procéder aux
analyses en 2D, tel que mentionné plus haut, afin de simplifier les spectres, nous avons
choisi d’analyser les bactéries cultivées dans un milieu riche au '*C en présence de

lipides froids (*>C). Ceci est détaillé dans les sections suivantes.
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Figure 5.3 Spectres NOE-DP d’E. coli (en haut), et de B. subtilis (en bas)
intactes a 10 kHz.



Tableau 5.1 Constituants des membranes bactériennes et attribution de leurs

déplacements chimiques en RMN du '*C,

Carbone Ppm
Lipides C1 COOH 174.5
C2 C a(C=0) 34.0
C3 C B (C=0) 25.0
C4 Carbones oléfiniques 1299
(CH=CH)
C5 Carbones allyliques (voisin | 27.4
de CH=CH)
C6 Chaines méthyiénes 29-30
c7 C p—CH, 322
cs C a- CH; 23.0
c9 CH,3 14.5*
glycérol-p2 C2 C2 glycerol-P? 75.6
c3 C3 glycerol-P 652
Acide téichoique Cl C1 a- Glc (TA) 98.3
C2 C2 a- Glc (TA) J2:2)
C3 C3 a- Glc (TA) 73.3
C4 C4 a- Glc (TA) 70.0
C6 C6 a- Glec (TA) 61.1
C2 C2 f Glc (TA) 722
PGN C2 C2NAM (PGN) 55.1
(el NAM 1815
Cé Arginine 157.0
LPS C6 a- Glc NAC 629
C4 a- Glc NAC 715

*Exceptionnellement, la valeur du déplacement chimique du CH;
terminal est de 15.9 dans le cas de B. subtilis. Ceci peut étre dii a la
mobilité différente de ces carbones d’une bactérie 4 une autre, ou a

un environnement différent.



91

\J\A CH=CH w

1

wned

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1C (ppra)

Figure 5.4 Spectres NOE-DP du PGN purifié de B. subtilis non marquée. Les
spectres ont été enregistrés a 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 SDS (4%). Ces cellules ont été ensuite éclatées par ultra
sonication, traitées avec de I’a amylase (EC 3.2.1.1; Sigma; 100 pg/mL) préparée dans
Tris-HCI (pH 7.5) pendant 2h, un mélange de DNase (EC 3.1.21.1; Sigma; 10 pg/mL)
et RNase (EC 3.1.27.5; Sigma; 50 pg/mL) avec MgSO4 (20 mM) pendant 2h, et avec
de la trypsine (100 pg/mL) préparée dans 10 mM de CaClz, pendant 16h. Enfin, trois
lavages ont été effectués par LiCl (8M), EDTA (100mM) et de I’eau, successivement.
Le PGN avec les acides téichoiques intacts récupérés dans le surnagent ont été

lyophilisés et réhydratés a 70% avant d’étre 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 DPC, et méme a

une concentration de 0.5 mM inférieure a sa concentration micellaire critique (CMC)
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de 1 mM, affecte la croissance d’E. coli et de B. subtilis. Ceci peut étre d{ & son pouvoir
surfactant qui pourrait détruire la membrane et provoquer la perte de 1’intégrité

cellulaire dans le cas de la croissance bactérienne dans le milieu minimal M9.

Les autres tests de croissance réalisés avec du Tween 20, un détergent communément
utilisé en biochimie pour plusieurs applications, montre que ce dernier est un bon
candidat pour maintenir la cinétique de croissance des deux bactéries proche des
conditions de glycérol seulement. La concentration de 0.15 mM de Tween 20 a été

choisie pour la suite des expériences.
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Figure 5.5 Cinétique de croissance de B. subtilis (en haut) et d’E. coli (en bas)

dans un milieu M9 additionné de 3g/L de glycérol-'>C; en présence d’acide palmitique

incorporé dans différentes concentrations de DPC et de Tween 20.
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5.3.3 Effagage 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 a ceux des
bactéries cultivées en présence de lipides, et normalisés avec I’aire totale, montrent que
intensité de la plupart des pics des lipides diminue. Un exemple de spectre d’E. coli
superposé a celui d’E. coli en présence de LTH, et normalisé avec I’aire totale est

montré dans la Figure 5.8.

Afin de mieux apprécier I’effagage des lipides, de fagon qualitative, I’intensité du pic
des carbones méthylénes des chaines acyles des lipides ayant un déplacement chimique
de 30 ppm pour les différents échantillons est présentée sous forme d’histogramme a
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’effagage est obtenu avec les lipides
totaux ou polaires hydrolysés ainsi qu’avec les acides palmitique et oléique. Ceci
confirme que I’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 I’incorporation des
lipides totaux est possible, mais avec de faibles taux de marquage (Dowhan et
Bogdanov, 2002). Les taux d’incorporation des LTH, 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
I’addition de LTH et PA+OA, respectivement (Figure 5.5). Ceci indique que I’effagage
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 a Gram- et a8 Gram+.
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Figure 5.6 Spectres NOE-DP a 10 kHz de B. subtilis marquée au '°C dans les

différentes conditions de culture.
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Figure 5.7 Spectres NOE-DP & 10 kHz d’E. coli marquée au *C dans les

différentes conditions de culture.
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Figure 5.8 Spectres NOE-DP a 10 kHz d’E. coli marquée au '*C (en rouge) et

d’E. coli marquée au '*C en présence de lipides totaux hydrolysés (en noir).
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Figure 5.9 Intensité du pic des carbones méthylénes avec un déplacement
chimique de 30 ppm pour chaque condition de cultures analysées pour E. coli et
B. subtilis. 11 est important de préciser que chaque condition de culture a été réalisée

qu’une fois, et que les données présentées sont qualitatives.

54 Conclusion

L’étude des bactéries entiéres par RMN-*C-1D nous a permis d’attribuer
plusieurs carbones des composants bactériens. Des analyses en 2D telle que I’analyse
NOE-2D pour la détection des comélations '*C-'*C seront intéressantes pour
I’amélioration de I’attribution. En ce qui conceme la stratégie d’effagage des lipides,
le meilleur taux d’effagage est observé avec I’incorporation des lipides extraits

hydrolysés et celle des acides palmitique et oléique. La purification des lipides polaires
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a partir des lipides totaux est donc une étape non nécessaire, contrairement a celle de
I’hydrolyse des lipides en acides gras. Bien que le taux d’effagage qualitatif obtenu est
intéressant, cette méthode n’a pas contribuée a simplifier les spectres et a faciliter
I’attribution compléte. D’autres méthodes peuvent étre utilisées et ce point sera discuté
dans la conclusion. De plus, cette méthode d’effagage nous a permis d’observer un
meilleur taux d’effagage dans le cas de B. subtilis, ce qui pourrait pousser nos travaux

vers ’étude de cette différence observée entre les deux bactéries.






CHAPITRE VI

CONCLUSION

L’objectif de I’ensemble de ce projet était d’étudier par RMN de I’ES, 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 I’auréine 1.2, deux AMPs cationiques, ont montré leur activité importante contre les
bactéries, et ont raffiné des hypothéses sur leur mécanisme d’action, basées sur
I’emploi de membranes modéles. Nous avons débuté le projet par 1’optimisation du
marquage des bactéries E. coli et B. subtilis afin d’étudier leurs lipides membranaires
qui représentent le site de I’interaction des AMPs, par la RMN-?H. La détermination
du profil lipidique des acides gras des bactéries marquées a montré que 1’ajout d’OA
au PA-d3; est nécessaire pour restaurer le profil lipidique d’E. coli sauvage (ce quin’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 a 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 ét€ 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 déterminer la proportion de PAd-3
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incorporé dans chacun de phospholipides (PE, PG, CL) afin de confirmer le caractere

représentatif des membranes sauvages.

La méthode d’analyse par RMN du 2H a ét€ ensuite optimisée par I’application de la
MAS. En effet, la MAS a 10 kHz 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 fagon in vivo. Les pourcentages de viabilité cellulaire obtenus selon la
méthode de réduction du MTT montrent des valeurs proches de 40% aprés les analyses

en statique ou en MAS et ce pourcentage est compatible ave¢ des analyses in vivo.

Une fois le marquage et la méthode d’analyse optimisés, la caérine 1.1 et ’auréine 1.2
ont été mises en contact avec les bactéries entieres. L’analyse des moments spectraux
a montré que les deux peptides augmentent la fluidité membranaire des deux bactéries.
Cependant, cet effet est observé a une concentration plus élevée des peptides sur les
cellules de B. subtilis (Gram+). Ce résultat démontre I’importance de réaliser des
analyses sur des cellules intactes par rapport & des membranes modeles. 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 les TA et LTA chargés négativement, susceptible de modifier la

concentration réelle en AMP sur la membrane cellulaire.

Afin de vérifier cette hypothése, il a ét€ nécessaire d’étudier les bactéries par la
RMN- C afin d’étudier I’interaction des AMPs avec les TA et LTA. Le protocole de
marquage au °C, étant facile et utilisé dans la littérature (Kem ez al., 2010; 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-"*C. Les spectres des bactéries marquées nous ont permis une
attribution partielle des carbones en se basant sur les travaux précédents. Pour réaliser

une attribution plus compléte 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 I’ajout des lipides et des AGs non marqués pendant la croissance des bactéries
en présence du glycérol-'*C; 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.

A 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 Inoue, 2009; Toke, 2007), pourraient étre
appliquées afin d’étudier celle des peptides antimicrobiens et leur localisation en
présence du PGN. Par exemple, le REDOR a été précédemment utilisé dans 1’analyse
structurale de la vancomycine marquée au '°N en présence des cellules entiéres de
Staphylococcus aureus et du PGN marqué au '*C (Hing et al., 1992; Kim et al., 2002).
Cette stratégie est basée sur la réintroduction du couplage dipolaire hétéronucléaire
entre les noyaux '3C et '*N 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 également porter sur la purification des composants
du PGN, soit le TA (De Jonge et al., 1992) et les LTA (Ryu et al., 2009; Wang et al.,

2016), afin d’étudier I’éventuelle interaction des AMPs avec ces demiers.

En paralléle, il serait intéressant d’étudier la structure de la caérine 1.1 et ’auréine 1.2
par spectroscopie de dichroisme 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 a considérer dans les études ultérieures est I’effet des AMPs
a la CMI sur B. subtilis. On a en fait observé dans le chapitre IV un léger effet de
rigidification de la membrane lipidique de B. subtilis a 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 di a une faible quantité de peptides a la surface membranaire ou s’il est
provoqué suite a I’interaction des AMPs avec le PGN. Pour ce faire, I’utilisation de la
microscopie a fluorescence est un outil intéressant pour suivre les AMPs marqués par
fluorescence et leur translocation en bactéries in vivo (Chao et al., 2012; 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 a I’étude de I’interaction de la mélittine K14 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 a la formation des pores. Ainsi, le suivi de la
cinétique de I’interaction a indiqué la formation des pores par la mélittine K14, 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 deuxieéme temps, il serait intéressant d’examiner la viabilité cellulaire et les
aspects morphologiques des cellules bactériennes a ce stade de I’interaction. Ainsi, les
tests de MTT pourraient étre effectués sur B. subtilis apres la mise en contact des AMPs
a la CMI pendant 5 min (Wang, H. et al., 2010) afin de vérifier si la croissance
bactérienne est affectée sans que leur mode d’action soit excercé sur les membranes
lipidiques, 1’obsevration de la morpholipgie de B. subtilis peut étre effectuée par la
microscopie & transmission électronique (Hartmann er al., 2010) et des mesures
topologiques par microscopie a force atomique (AFM, atomic force microscopy)
permetteraient I’observation in vivo et a une échelle nanométrique les effets des AMPs
sur la forme, le texture et la rugosité des cellules (Braga et Ricci, 1998; Dufréne, 2002;
Mularski et al., 2015).
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Pour conclure, ce projet a donc permis de mettre en évidence I’aspect novateur de la
RMN-ES 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 I’ajout de
I’OA a été optimisé dans ce projet, et celui de B. subtilis a été réalisé pour la premiére
fois. Les études réalisées en MAS sur B. subtilis et E. coli nous ont permis de raffiner
le mécanisme d’action des deux AMPs, la caérine 1.1 et I’auréine 1.2, schématisé dans
la Figure 6.1. Cette derniére montre I’importance d’étaler les études de I’interaction de

ces AMPs avec les composants du PGN.
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Figure 6.1 Schématisation du mécanisme d’action de la caérine 1.1 et de

I’auréine 1.2.
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mﬁwn nuciear magnetic resonance presence of protonated olelc acid. Our results showed improved lipid fluidity when bacteria were grown in the
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1. Introduction the introduction of the 90° solid echo in 1976 improved significantly

Since the early 2000s, nuclear magnetic resonance (NMR) has prov-
enuseful for fn-cell smictural studies of small soluble proteins {12] The
goal of these studies was not to determine protein structures, but rather
to extract structural and dynamical information, as well as to identify
potential interactions with other cellular components. Recently, two
studies |34] showed that in-cell solid-state NMR ( ss-NMR) could also
be a powerful ool to study membrane proteins in thelr natural environ-
ment, as weil as their interactions with lipids These interactions could
also be characterized by complementary experiments developed long
ago, using in-cell solid-state NMR of lipids {5].

The first applications of static 2H ss-NMR to lipids and cell mem-
branes (Acholeplasma Iaidiawil) date back to the early 1970s [6,7] but
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the quality of static wideline 2H ss-NMR spectra [8.9] whose lineshapes
are sensitive to molecular order, dynamics and therefore moleaslar in-
teractions. Mutated strains of Escherichia coli lacking farty add oxidation
were grown with exogenous deuterated fatty acids {10,11} until Tardy-
Laporte et al. showed that it was possible to label wild-type E colf
membranes {12} 2H NMR order parameters and spectral moments
were d to deduce biologicall structural and dynamic
parameters in all sorts of synthetic and biological membranes up until
today. For example, Tardy-Laporte ec al. studied the effect of antimicro-
bial agents on cell 1 lipids, and proposed that fullerenol
interacted with lipopolysaccharides of the outer membrane of E. coli
12

Nevertheless, such studies, although non-invasive, can be dme con-
suming { at least several hours to obtain a sufficient signal-to-noise
ratio) which can be deleterious for some perishable samples. An ap-
praach to speed up these experiments is to combine them with
magic-angle spinning ( MAS). While the first combination of ?H ss-
NMR and MAS dates back to the late 1970s {13,14}, it is only in 1986
that Qayden suggested that MAS can provide similar information to
static ZH ss-NMR with better sensitivity { 15]. The analysis of 2H MAS
sideband linewidths to extract dynamic information were developed
in the late 1990s {16,17] and found an important appikation in the
case of membrancs, where it has been used to probe critical flucruations
in mode! t indeed, Radhakrist and McConnell | 18} pre-
dicted that these critical fluctuatians wonkl be measurable either on
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the relaxation of >H MAS NMR spectra or on its sideband linewidths and
both effects have been verified and quantified {159.20). However, this
method has not yet been applied to the study of membranes in intact
cells, Therefore in this study, we asscssed the advantages of using
MAS vs. static 2H NMR to study lipids within their native environment
stch as intact celiular membranes. More specifically, we showed how
spectral moment analysis can be used to analyse spectra obtained
with MAS. This approach was tested on model systems as well ason
bacteria grown on different diets.

2. Material and methods

2.1. Marerials

D d dipalmitoyl phosphocholine (de-DPPC) and dodecyl
phosphocholine (DPC) were acguired from Avanti Polar Lipids (Alabaster,
AL, USA}. Oleic acid (OA), deuterated palmitic acid (dy,-PA), deuterium-
depleted warter and 3-{4.5-dimethyithiazel-2-yi)-2.5-diphenyitetrazobi-
um bromide {(MTT) were purchased from Sigma Aldrich {Saint Louis,
ML, USA).

All NMR experiments were performed on a solid-state Bruker
Avance HI-HD wide bore 400 MHz spectrometer (Milton, Ontario,
Canada), operating at a frequency of 61 MHz for deuterium, with double
resonance magic-angice spinning probes using either 4 mmor 1.9 mm
diameter rotors.

2.2. Sampie preparation

DPPC samples were prepared with a 75% hydration content by
mixing 22 mg of dep-DPPC with 66 mg of ZH-depleted water, transferred
into a 4 mm rotor, or 2.75 mg of dgz-DPPC with 825 mg of *H-depleted
water, transferred into a 1.9 mmrator.

BL21 strain E colf bacteria were grown as described before {12}, with
0.19 mM dj;-PA incorporated in the growth medium. Another culture
was prepared, incorporating 0.19 mM dy;PA and 0.19 mM OA NMR ex-
periments were carried out on fresh samples pelieted and transferred
into 4 mm rotors.

23. Sample characterisation

Lipid profile analyses by gas phase chromatography combined with
mass spectrometry, and ceffular viability assays by MTT reduction were
performed as described in [12].

24.NMR

Static spectra were obtained using the solid -echo pulse sequence [8],
with a 90° pulse length of 4 ps and an interpulse delay of 40 to 60 ps.
Typically, 10k points were acquired with a dweli time of 0.5 ps { spectral
width of 1 MHz) and a repetition delay of 500 ms. The number of
transients accumulated were 10,000 (1.5 h) vs. 20.000 (3 h) for DPPC
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Fig. 3. Static and MAS {5 and 10 kHz) *H ss-NMR spectraof dey-DPPCat 25°C, 35 °C, 37°Cand 45 "C Static specira were obtained with 10k scans. MAS spectra were abtained with 1k scans.
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and E coh samples respectively. Processing was performed by using
only 2000 points, left shifting by a couple of points to start from the
top of the echo, automatic baseline correction and a line broadening of
20Hz.

Spectra acquired at 5 or 10 kHz MAS frequencies were obtained
using a modified Hahn-echo pulse sequence {15.21], with an initial
45° pulse and an interpulse delay equal to one rotor period (100 or
200 ps). Typically, 128 k points were acquired with a dwell time of
1 s (spectral width of 500 kHz) and a repetition delay of 500 ms. The
number of transients accumulated with MAS were 1000 (10 min} vs.
2000 {20 min) for DPPC vs. E coli samples respectively. Processing was
performed by using only 64 Kk points, left shifting by a couple of points
to start from the top of the echo, automatic baseline correction and
20 Hz line broadening.

Experiments on model membranes were also performed on
a 1.9 mm magic-angle spinning probe, at 10 or 20 kHz spinning frequen-
cy. with a 2.5 ys 90° pulse and an un-modified Hahn-echo pulse se-
quence. Temperature was calibrated and corrected at cach spinning
speed with cthylene glycol {22|. The equilibration time, in case of
multi-temperature experiments, was 15 min.

2.5. Moment calculation

The second moment M; can be calcutated using Eq. {1) [23}, vq

being the motionless quadrupolar splitung and S, the mean
square order parameter.
fwzf((o)dm
amvy
My - o Y, a
ffuu)d(o
[

As shown by Maricq and Waugh |13}, the spreading of the
deuterium spectrum into spinning sidebands allows for a more simple
way to extract spectral moments (see Eq. (2)). «, being the spinning
rate (w, = 2mur,, where v, is expressed in Hz) and Ay being the area
of the Nth sideband.

f: NAy

Mz — " 2

A
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Spectral moments were either calculated according to Eq. (1), using
the matNMR software |24|, or Eq. (2), using any commercial or open
source pick-picking software (Bruker Topspin or the aforementioned
matNMR software) and spreadshect application, such as LibreOffice
Cak.

3. Results and discussion

The usc of MAS guarantees an increase in sensitivity for solid-state
NMR, which is of crucial interest for ’H NMR of biological samples that
are diluted and have to be studied while fresh 1o avoid degradation.
Indeed, cellular viability assay by MTT reduction indicated a decrease
of E coli viability [rom 70% afier 1 hdown 10 30% afler 15 h, and this de-
crease was almost not affected by MAS (Table S1). In order to establish
the feasibility of in cell magic-angle spinning 2H NMR, the similarity and
precision of the information extracted by MAS compared to the one
obtained with static 2H NMR had to be verified. We have therefore
first studied anificial membranes made of dg;-DPPC ( perdeuterated
on their acyl chains), which behaviour is well known {23].
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A side advantage of using MAS s that echoes or alternative
sequences to remove the effects of deadtime and acoustic ringing
|25,26] are not essential, provided signal is detected from the top of
the first rotational echo, which implies signal loss at slow spinning fre-
quencies, Using echoes in MAS is nevertheless possible, if synchronised
with the rotor period. and using a 180° Hahn echo after one rotor period
|20} proved bencficial for retrieving sensilivity and improving the spec-
tral baseline. Because the radio-frequency power available on the 2H
channel for a standard 4 mm probe is usually insufficient for uniform
excitation of a broad 2H spectrum, the classical Hahn echo sequence
was modified by replacing the initial 30° pulse by a 45° pulse, as sug-
gested by Bloom and Clayden [ 15.21]. This results in a slight decrease
in sensitivity but allows a uniform excitation profile across the whole
spectrum width.

We have first verified that, as expected, sensitivity was greatly in-
creased by MAS. A good quality specira can thus be obtained in
15 min (see Fig. 1). While temperature was carefully catibrated and
corrected at all spinning rates. we noticed that in a 4 mm diameter
rotor, the heating induced by spinning was around 2 °C at 5 kHz, and
around 5 °C at 10 kHz. increasing the rotor spinning frequency increases
the sensitivity. reduces the ccho time loss, butalso increases the heating
by fricuon and reduces the number of spinning sidebands from which
spectral moments can be exiracted. According (o Eq. (2). although anin-
finitely fast rotation would result in no spinning sideband and no possi-
ble moment measurement. an accurate moment can be measured with
only one sideband, provided its intensity is large enough. However, with
a small number of sidebands, the impact of the smallest sideband to the
error in moment measurement may become crucial. A compromise
must be found and our experiments showed us that, provided the
signal-Lo-noise was good enough. a few spinning sidebands were suffi-
cient to provide accurate moment values. In practice, spinning frequen-
cies between 5 and 20 kHz were appropriate. The gain in sensitivity in
such conditions was between one and two orders of magnitude (see
Figure S1in the Supplementary information ). while the error remained
below 10% with only two sidebands remaining at high temperatures
{ see Figure S2 in the Supplementary Information).

On Fig. 1, we obszrve a severe *H NMR line broadening in dg-DPPC,
slightly below its main phase transition temperature of 37 °C. In the
static case, the reduction of signal-to-noise ratio is visible at around
35 °C (Fig. t and Figure S3). Under MAS, the line width of the isotropic
band and of each sideband was monitored. and broadening occurred

35
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Fig. 2. Plots of M, from “H ss-NMR spectia of dy-DPPC as a funcuon of temperatuse,

Eq. 1 was used for the state sample {circles  Eq 2) was used for 5 kHz { riangles
and 10 kHz { squares) spinning.
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ca. 34 °C. Since the same dynamic process seems to be responsible for
broadening of static and spinning samples, interference of molecular
motion with the rotor rotation cannot be solely responsible for such ob-
served broadening [ 15,27|. Nevertheless. MAS allows for easy line width
assessment and, as can be seen in Fig. 1, broadening is greater at 5 than
at 10 kHz. To rule out the sole effect of the Hahn echo (longer at 5 kHz
than at 10 kHz }, spectra werc also acquired without any echo, showing
the same tendency (see Figure S4), pointing towards a low frequency
dynamic process interfering with low frequency rotation of the rotor.
This type of spectral broadening has been reporied in the case of ¢rit-
ical fluctuations in DOPC,ds>-DPPC/cholesterol mixtures at around 29 °C,

60
s --@-- with PA
50 - & with PA and OA
40 - '-..
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N iat
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10 16 20 26 30 35 40 45 50
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Fig. 4 Pluas of M; Fom 'H ss-NMR speuira of £ colt inorponaung d,-PA, with (inangles )

and without {arcles) protonated OA, as a funcuan of temperature for 10 kHz spinming,
using Eg (2).

20ksans{3h)

spectra were obaned

and has been assigned primarily to global lipid lateral diffusion effects
[19.20.28). Fluctuations, induced by the temporary coexistence of lipid
clusters in different phases, have also been reported in simpler lipid mix-
tures, including local motion due (o progressive acyl-chain melting in
what has been called the sub-main transition region |29-31]. More
work will be necessary to precisely identify the global and local molecular
motion responsible for such increased relaxation and broadening.

Individual local order parameters cannot be measured when the dis-
tribution of ’H labels and quadrupolar splittings is broad. as is the case
with deuteraled biological samples. In such cases. moment analysis is
agood alternative since 2H NMR spectral moments are related 1o the av-
eraging of quadrupolar interactions by chain motion, as the mean order
parameters would be. In particular the sccond moment M; is directly re-
lated to the mean square order parameter S3p (see Eq. (1)), and thereby
provides a convenient global picture of the state of the membrane. In
de-DPPC, the static 2H NMR M, decreases from 40 x 10°s 2103 x 107
s ?when the temperature increases fram 0 *C to 50 °C. with a sharp tran-
sition at the phase transition temperatureof 37 °C [23]. A similar variation
is observed in bacterial membranes grown on ds-PA [ 10,12}

Table 1
Average prapostion of the maor farty acid chains in F cofi phosphol:ipuds under vanous
growth¢ i gasc! mass spectrometry. Cyclopropane

fatry aods are counted as unsaturated.

Noennchment Withexogenous dC16:0  With exogenous

dC 16:0and C18:1

a4.0 b1 1 3

as:a 5% 5% [1-3

€160 39t 55% (691 deutcrated)  45% (671 dewterated }
ae ”® k>3 61

C17:0 3% 1"z 4%

aso n P21 [}

as:i k1Y 14% 3%

aso P23 1° >4

others 5% 9 8
Towalsaturated  48% 60% Six

Total unsaturated  52% 0% 9%
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Using magic angle spinning, we measured 2H NMR M; values for
de-DPPC which were identical to the same static sample and to litera-
ture values {23}, at temperatures between 15 °C and 55 °C. and at spin-
ning frequencies of 5 kHz and 10 kHz (Fig. 2). Although our static
spectra could only be analysed with continuous integration (Eq. (1)).
our spinning results were analysed using both the continuous integra-
tion and the simpler discrete sideband integration (Eq. (2}), with the
same results, provided the ber of sidebands and their intensities
were sufficient (a minimum of 2 sidebands ensures an error below
10%). Although M; should be invariant to sample rotation {13}, which
is what we observe if we compare the static and the 10 kHz traces. we
see a slight discrepancy at 5 kHz, beeween 28 and 36 °C. We believe
this results from the line broadening discussed previously, which may
affect the of the low i ity sidebands, and in turn
affect the accuracy of the measured mament. A more precise measuse-
ment could be obtained by accumulating more, thereby losing the ad-
vantage of fast acquisition. Alternatively, we have preferred spinning
at 10 kHz in the rest of the article.

Once the approach was validated with DPPC membranes, we have
applied 2H MAS NMR to real biological celis. Qur first biological sample
was made of intact wild-type E. colf cells, incorporating ds;-PA (dC16:0),
tested at several temperatures and at a spinning of 10 kHz (Fig. 3). A
good 2H signal-to-noise ratio, with a very good baseline, was obtained
in twenty minutes instead of 3 h for a static spectrum. An automatic
pick-picking routine was applied to the spectra, allowing for a quick

and easy measurement of M as a function of temperature. By probing
just three different temperatures {15 °C, 30 *C, 45 *C), the membrane
rigidity and its variation could be characterized in fess than two hours
(Fig. 4), and agreed well with known data]12|. This protocol is compat-
ible with in vive solid-state NMR studies of bacteria, as shown by our
viability assays, and by other groups {32}

In our previous work {12}, we have shown by gas phase chromatog-
raphy that a widespread E coli strain such as BL21 was able to incorpo-
rate dg,-PA. We have also checked that PA was the most abundant fatty
acid present, and that a significant amount could be deuterated using
our protocol ds,-PA is therefore a good probe to reflect the behaviour
of the majority of bacterial membrane lipids. Nevertheless, we have
shown that incorporation of exogenous PA reduced the amount of
unsaturated fatty acids in the bacterial membrane. Because this may
alter the membrane rigidity or its phase transition temperature, we
thus proceeded to grow wild-type £ coli cells with d3;-PA in the
medium, in presence of an equal amount of protonated OA (C18:1)

Here we show by gas phasc chromatography that indeed, the addi-
tion of OA mostly restares the wild-type proportion of saturated and un-
saturated fatty acids, thereby probably better reflecting the natural
fluidity of the bacterlal membrane (Table 1), We observe here that the
most abundant fatty acids are C16:0,C18:1 and cyC17:0 {cyclopropane
derivative, often misassigned as C17:1 {33 34]). The samples studied
here contain a very low proportion of palmitofeic acid {C16:1), in dis-
agreement with some studies {10,12] but in agreement with others
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[35]. The addition of protonared OA slightly reduces the amount of
deuterated lipids in the sample, and hence the sensitivity of the method,
but it hardly reduces the proportion of deuterated PA (around 70%)
which remains the most abundant fatty acid in the membrane.

Following the protocol described above, we analysed in less than
two hours the bacterial membranes grown on dC16:0 and C18:1 1o as-
sess the effect of OA. While an obvious effect is the reduced deuterium
signal-to-noise ratio due to the increased number of protonated fatty
acids, the other visible effect is a narrower distribution of quadrupolar
splittings indicating a lower rigidity (Fig. 5). This effect was confirmed
by the extracted M, values {Fig. 4) indicating that E. coli grown only
on PA was mostly in the gel phase, with a higher proportion of fuid
phase as the temperature was raised, whereas E. coli grown on both
palmitic and oleic acids was always in the fluid phase, as expected for
most wild-type bacteria [36).

4. Conclusions and perspectives

Lipids constitute haif the weight of biological membranes and their
structural diversity signals a variety of functions that is worth expioring
{37). We have herein established a new approach to characterize mem-
brane lipids in intact cells in a few hours, thus reducing the possibility of
sample degradation and allowing for in vivo studies of bacteria. This pro-
tocol combines 2H solid-state NMR, magx:-anglc spinning and spcclrd
moment analysis, and it was first vatidated on model
allowing the detection of molecular fluctuations betow the main phase
transition remperature. We have extended this method to E colf bacte-
ria grown on deuterated paimitic acid, with or without the presence of
protonated oleic acid, showing that membrane fluidity was related to
the diet that the bacteria were grown on.

We anticlpate that our approach will prove valuable in providing
information regarding other diet-induced changes, lipid-protein inter-
actions or membrane curvature, helping to characterise membranes
that are not as well known, for example of algae, fungi or worms
grown on different fatty acds {38-40]. Thereby, solid-state NMR is
exploring yet a new frontier of structural biology by tackiing in-cell (in
some cases even in vivo) bi lecular studies, strengthening the link
between molecular structure, dynamics and function {41-42}).
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data includes ceflular viability assays (Table $1) and
2H NMR sensitivity, error and fine width measurements as a function of
P 18 rate and temp (Fig. 51, S2, 53 and S4). Supplementary

data associated with this article can be found in the oniine version, at
hup:/Adx.doi.org/10.101 6/} bbamem.2015.10.020.
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Cram-positive and Cram-negative bagerla
Escherickia cohi

Badithss subidis

in-cell NMR

Membrane ineractions

Action mecharism

Nudear magnetk reson.\nce {NMR) is commonly used o probe the effect o! antimicrobial agents on bacterlal

using mode! systems. ideally, considering the of b the Interaction
of molecules with membranes should be studied in viva The interactions of two antimicrobla) peptides {AMPs)
with intact Escherichia coli and Bacillus subiilis were investigated using deuterium solid-state NMR. Spedfically,
we studied caerin 1.1 and aurein 1.2 isolated from the skin of Australian tree frogs. The minimal inhibitory con-
centration value for E coli and B. subnﬂs was about 100 pg/mL and 30 pg/mL, respectively, for both peptides. A
protocol to the af d B. subtifis was establshed using deuterated
paimitic acld, >H NMR spectra combined with spearal moment analysis supportthe interaction of the two AMPs
with the hydrophobic coce of the bacterial membranes. The presence of peptides decreased the order of the lipid
acyl chains for both £ coli and B, subtilis, but at higher peptide concentrations for the Gram( +) bacteria, This may
be explained by the presence of other cell wall components, such as the negatively-charged teichoic and

aads in the peptidoglycan, which would interact with the AMPs and decrease their acrual concentra~
tlon on the membrane surface. The mechanism of acrion of the AMPs onthelrlocal x
well as the membrane environment. The differences between the AMPs intesaction with £. coll and B subtilis

reveal the importance of studying intact bacreria.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Excessive use of antibiotics, estimated of about 100,000 t annually,
has led to the emergence of pathogen resistance phenomenon (1]
This poses risks o hospials, with 70% of infections in the USA in 2012
caused by bacteria resistant to at least one common antibiotic {2]. and
now dorminates the hospital soene [ 3], Bacteria have the ability to quick-
ly develop multidrug resistance, which continues to emerge due to the
low production of new antibiotics by pharmaceutical companies {4].
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
{5]. These AMPs are of natural source and have been discovered in

Abbreviations: AMP, antimscrobial peplides; C15:0, pentadecanoic acid; C15:1, ds-10-
pemtadecenaic acid; C16:0. pamitic add: C17:1, ds-10-heptadecencic acid: C18:3, y-
linolenk adid: d+,-PA. deuterated paimitic acid; DMPC, dimyrs oyl-phosphatidykchaline;
DMPG, dimynistoyl-phas phatidyiglycerol; DPC. dodecy) phosphocholine; LPS, lipopolysac-
charides; LTA, lipateichoic add; NMR, Nudear Magnetic Resonance; MIC, minimum inhib-

“wy { M'rr. 3.(“1 ’_A'll).z'= i Zolium
brarnide; PG, L PE, TA teichoic acid
* Corresponding asthar.
E-mad address: ca(l

htrpuydx.dologg 0.10165. bbarnem. 2016.09.009
0005-2736/0 2016 Elsevier BV. Al ngins reserved.

several organisms such as insects and plants, as well as prokaryotic
and eukaryotic cells [6-9]

We focus in this study on caerin 1.1 {GLLSVLGSVAKHVLPHV-
VPVIAEHL-NH,} and aurein 1.2 (GLFDIKKIAESF-NHp), two natural
AMPs isolated from the siin secretions of the Litoria genus of Australian
tree frog | 10,11), These two cationic peptides, which exist as random
coit in aqueous salution but have a-helical secondary structure in mem-
brane mimetic environments (12.13], are active against a wide range of
Gram-negative and Gram-positive bacteria, espedally the latter {11)
The mechanism by which AMPs affect cell viability depends on the
pepude sequence | 14). Previous studies of caerin 1.1 and aurein 1.2 sug-
gest that they act via a transmembrane {15] and carpe( {16] mechanism,
respectively. These studies have exploited ph tipid bilayers, general-
Iy composed of DMPC {dimyristoyi-phosphatidylcholine) or a lipid mix-
ture of DMPC/DMPG (dimyristoyl-phosphatidylglycerol), but ideaily
peptide-membrane interactions should be studied in viva, The structure,
dynamics and orientation of peptides depend on the membrane compo-
sition {17] and the envelope of bacteria, which is a very complex system
118]. Gram-negative bacteria have an inner phosphalipid membrane, a
thin peptidoglycan layer, and an outer membrane mainly composed of
lipopolysaccharides (LPS) | 19.20]. 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
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(TAs) and lipoteichoic acids (LTAs) [21]. On the other hand, B. subtilis dif-
fer from E. coli in phospholipid composition, The membrane of E coli
is composed of about 75% phosphatidylethanolamine (PE), 20%
phosphatidylglycerol (PG} and 5% cardiolipin {CL) and three fatty add
(€16, C17, C18) chain lengths {22]. The b of B. subrilis i

Acm 1858 (2016) 2959-2964

elsent. After evaporation at 40 *C, transesterification was carried out
in 2 mL of H;S04 (2% in methanol) and 0.8 mLol'lduene for 10 min at
100 °C, then analysed by gas chromatography as described in |25}

B. subtilis samples were also analysed by MTT reduction assays [30]
to d ine the cellular viability. The cell suspension was diluted in

60% PG, 34% PE and 6% CL and mainly C15, C16 and C17 acyl chains {23,
241

Our recently pubhshed smdis of E. coll bacteria show an efficientin-
corporation of p palmitic acid in the membrane
phosphohplds 125] with a good signal-to-noise ratio for 2H solid-state-

fresh 1B medium to an Aggo of 0.1, A reaction mixture of 20 pl of
5 mg/mL MIT solution and 200 pL of celt suspenston was incubated at
37 °C for 20 min. After incubation, the formazan crystals were pelleted
and dissolved with 1 mL of dimethylsulfoxide at room temperature.
After a 15 min stabilisation at room temperature, the optical density
was d at 550 nm.

NMR specua. Moreover, this study supports the idea of the imp: e
of using bacteria instead of modet b because i ingly the
effect of fullerenol nanoparticles on E. coli bacteria differs to what has
been shown for DPPC/DPPG bilayers {26],

In the present work we have expanded our analysis to investigate
the effect of caerin 1.1 and aurein 1.2 on intact E coli (Gram ) and
B. subtilis (Gram+ ) bacteria. Given that this is the first reported *H
NMR study of B, subtilis, we first characterized the phospholipid profile
of the deuterated B. subtilis membranes compared to non-labelled and
their tempetature behavior. Then, the 2H NMR spectral moments were
exploited to show the effect of the AMPs. caerin 1.1 and aurein 12, on
the molecular order and dynamics of the lipid acyl chains.

2. Materials and methods
2.1, Materials

Caerin 1.1 and aurein 1.2 were synthesized by GenScript Corpo-
ration (Piscataway Township, Nj, USA} with >95% purity. Dodecy!
phosphocholine (DPC) was obmlned from Avanti Polar Lipids  Alabaster,
AL). Oleic acid (OA), deuterated palmitic acid {dy-PA), deurenum-
depleted water and 3-(4,5-di 2-y1}-2,5-diph
um bromide (MTT) were purchased from Sl,gma Aldrich (Oakvxlle
Canada). £ coli BL21 and B subdilis PY79 strains were kindly provided
by Prof. S. Jenna (UQAM) and E. Déziel (Institut Armand-Frappier),
respectively.

2.1.1. Minimum inhibitory concentration
The activity of caerin 1.1 and aurein 12 ag;mstimliandasubﬂls

2.1.4. NMR experiments and moment analysis

in the case of multi-experiments at different temperatures, °H NMR
analyses were recorded on a solid-state Bruker Avance I1I-HD wide bore
400 MHz spectrometer (Milton, Canada) operating at a freq y of
61 MHz for H nuclei, Dther experiments were recorded at 37 *Con a
141 T hybrid soludon/solid-state Bruker Avance Il HD (Miiton,
Canada) operating at a frequency of 92.1 MHz. Static spectra were ob-
tained using the solid-echo pulse sequence [31] with a pulse length of
5 ps, a pulse separation of 60 ps, and a 500 ms recycle delay. Data
were collected using 100 k points with a dwell time of 0.5 pis, and a
fine broadening of 50 Hz was applied. Spectra acquired at 10 kHz MAS
frequencies were obtained using a modified Hahn-echo pulse sequence
[32,33), with an initial 45° pulse. A total of 8 k points were callected with
a dwell time of 0.5 yis and a repetition delay of 500 ms.

A specific quadrupolar splitting is difficult to determine in 2H solid-
state-NMR spectra with a distribution of quadrupolar splittings. Thus,
to quantify the intensity distribution of the spectra as a function of qua-
drupolar splitting, spectral moments My, {34.35] were calkulated from
the symmetric 2H NMR powder pattems using the following equation

o fiwydo

/ o) 2

whem o is the frequency with respect to the nuclear Larmor angular

was evaluated by measuring ofthe mini
{MIC) using the serial dilution technique |27) Ina a'll suspensnon con-
taining 10% celis/mL. with the peptide solution at different dilutions.
Bacteria were incubated at 37 °C and the absorbance al 600 nm moni-
tored every 30 min over a 24 h period.

2,1.2, Sample preparation

BL21 strain E coli was grown as described [25] with0.19 mM ds,-PA
(incorporated into DPC micelles) added in the growth medium with
0.19 mM OA to preserve the Muldity of the membrane [28]. B. subtilts
(PY79) was also grown with 0.19 mM d;-PA incorporated in the
growth medium without oleic add. but the mid-log growth phase is at
an Aggo of 0.5 compared to 0.4 for E. coli {25]. For bacteria exposed to
peptide, the pellet was resuspended in 10 ml of Lurla broth for
10 min until a homaogeneous solution was obtained. Then, the appropsi
ate amount of peptide was added and incubated for 5 min. The samples
were centrifuged (1500 g for 10 min at room temperature), and the pe}-
lets were then used immediately for 2H NMR studies.

2.13. Lipid analysis and viability of Bacilius subtifis

y o and f () is the line shape. As shown by Maricq and
Waugh |13] and recently reported by Warnet {28, to analyse magic
angle spinning (MAS) spectra, spectral moments are more simply ex-
tracted according to:

L hoN"Ax

e i TLNoAn

@

where ¢, is the spinning rate (&, = 2mvr, where 11 is expressed in Hz)
and AN is the area of the Nth sideband.

Spectral moments M, and M; from static spectra were calculated
using the MatNMR software [36] and from MAS spectra using
MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spain).
These spectral moments reveal the changes in gel and Auid phases
and were used to calculate the relative mean square width of the distri-
bution of quadrupolar splittings (Az), which informs on membrane het-
erogeneity:

L ]

B. subtitis samples were analysed by gas phase chr h
combined with mass spectrometry to determine the fatty add composn-
tion of their membranes. Briefly, lipid extraction was performed in
duplicate on approximately 10 mg of lyophilised labelled B. subtilis sam-
ples using dichioromethane/methanol (2:1 v/v) and 0.88% KCt solution
in a Potter glass homogenizer as described in {29). Polar lipids where
then recovered via scparation on a silica gel column, with McOH as

Ay = (3)

ET

The values from the static or MAS spectral analysis did not differ sig-
nificandy and. therefore, MAS spectra, which require a much shorter ac-
quisition time are discussed here and the static spectra are shown in
Supplementary information.
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3. Results and discussion
3.1, Characterization of *H-fabelled 8. subtilis

Prior to studying B. subtilis bacteria by NMR, the efficiency of *H la-
belling and its effect on the lipid profile were assessed. The labelling
was carvied out by growing the bacteria in the presence of d3;-PA. Con-
trary to E coli. OA was not used since oleic ackl chains are not naturally
found in the hpid composition of B. subtilis, As shown in Table S1, deu-
teration levels were close to 60% for saturated (C16:0) lipids. Note
that the labelied palmitic acyl chains are incorporated exchisively in
the phospholipids and without medification, i.e.. 60% of PG, PE and CL
palmitic chains are dy;-labelled. As detalled by Tardy-Laporte et al
{25), the LPS are not deuterated in E cofi. According to Koch et al. [37],
LTAs typically account for 6-10 mol% in Gram{+ ) bacteria, and the bio-
synthesis of LTAs utilizes a fraction of the bacteria’s PG pool |38]. Since
PG lipids can have various chain lcngms. and assuming that 60% of PG
Hipids with C16:0 acyl chains are d d, the tota} of *H-
labelled LTAs is likely to be negfigible and its signal too weak to contrib-
ute to the 2H NMR spectra. | ingly, the functionafly i
ratio of total saturated-to-unsawurated lipids was only slightly almed
from 58:42 in wiki type to 64:36 in labelled 8. subtilis (Table S1 and
Fig. 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 cell viability, As shown in
Fig. 1 and Table $2, 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
scantdue to rotor packing, 40% of the bacterla survived. This percentage
is the same as observed with E coli {25] and compatible with in vivo
studies in particular using the shost MAS experiments which further
preserve cell viabliity 28]

The physical state of the membrane lipids was assessed by following
the evolution of spectral moments as a function of temperature. It was
previously demonstrated that the ?H solid-state NMR spectra of E colf
have “characteristic features™ representative of different phases {25,
34]. The IH spectra obtained at 15 *C, 30 °C and 52 *C are shown in
Fig. S1. At 15 *C, there is a broad spectrum showing the presence of

%
Viabilty

Lipid profile

£

Fig- 1. Effect of dewterium labelling protocol on lipid profile {7 = 2) and cell viability
{n = 3) of B. subiilis. Black: unlabelled, and gray: 21 Jabelled bactena,

IS

gel/crystalline phase. At 30 °C, the appearance of shoulders around

420 kHz and with a quadrupolar splitting of 30 kHz at the edges of

the plateau indicates the presence of the fluid/liquid phase. This plateau

slighdy decreases at 52 *C with an increase in proportion of the isotropic
peak.

The?H MAS NMR (Fig. 2) spectrumat 12 °Cindicates a higher inten-
sity of spinning sideband manifold, which is characteristic of the gel
phase. When the temperature was raised to 52 *C, an increase in the
ntensity of isotropic peak together with a decrease in the spinning side-
band manifold was observed. This is due to motional averaging}{34)and
supported by the spectral moment analysis (Tables 1 and $3). The de~
crease in both M; and M, observed with the rise of temperature is indic-
ative of reduced acyl chain order and spectral distribution. respectively.
The value of Ay, which informs on the membrane heterogeneity, was
Jow at 12 °C and 37 *C but increased at 32 °C due to the coexistence of
gel and liquid-crystaltine phascs at this temperature. In summary, the
resuits show that the effec of the d tion 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

3.1.1. Effect of coerin 1.1 and aurein 1.2 on E coll and B. subtilis

First, we determined the MIC of caerin 1.1 and aurein 1.2 for E coli
and B. subtilfs. The obtained values show that both peptides had an e
fect on both types of bacteria with a MIC of 30 pg/mi for B. subtitis and
100 pg/ml for E coli (Table 54). These values are consistent with previ-
ous studies {3940} The more potent inhibitory effect in the case of
B. subtilis can be exp)ained by the less complex membrane structure of
B. subtilis, due to the ab of the outes b and the periplasm
which facilitate their interaction with phospholipid and/or
the different membrane lipid canpnsmon [ |4.274 1.

Further, in regand to the by effects of peptides, Fig 3 shows
the H NMR MAS spectra acquired at 37 °C of labelied E. colf and
B. subdlis when exposed to MK of caerin 1.1 or aurein 1.2. The H spec-
tra of E colf demonsirate a slight increase in the isotropic peak intensity

s ALJllllj IJJJJI
i ,LLlllil lJIllni_.
ee

W 8 0 X o ] 20 <40 -« 80 0
Frequency (kHz)

Fig. 2 MAS (10 kHz) *H NI spectra of intact B, sisbiirs acquired at 12°C, 32 "Cand 52 °C
with 8 k scans. The equilibration tame in these experiments was 15 min
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Table 1
Spectral moment analysis of the MAS (10 kHz) H NMR spectra of labefled & subuis
at diflerent temperatures*,
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Table 2
Spectral moment analysis of the MAS { 10 kHz) % NMR spectra of labetled E. coh and
B subtiis, without and with the presence of AMPs at different concentrations.

0 M, (10%s ") ) & Sample AMP (pgfmi} M; (10%s Y M (10°s D) &
12 137 273 007 B, bt - 22(02)" 15(2) 018
32 nua 245 oz + caerin 1.1 e 94 {05) 15(1) 0
37 92 147 [3Y] 5 656(03) 81 oy
52 82 (Y] D48 ) @ 40 33 051
> Muzsirmam deviations are 10% for My and 14X for My, ramANZ | gg{ gg% vt
60 38(06) 3(2) 0
E ooft* - 32(03) 16(07) 012
with a decrease in that of the spi idebands in the p! e of + caerin 1.1 MK 28(03) 16(06) 059
+aurein 12 MIC 25 (0.2} 14(02) 059

either peptide. In paraliel, 2H static NMR spectra of E. coli (Fig. 52)
confirm the disordering effect with a slight increase in the isotropic
peak intensity and a decrease in the width of the shoulders due to
the peptides.

The¢ ponding spectral is from ?H solid-stae
and MAS NMR spectra, shown in Table S5 and Table 2, respectively, in-
dicates an increase inlipid chain dynamics with a decrease of M, from
32w 2.8and 2.5 in the presence of caerin 1.1 and aurein 1.2, respective-
ly (Table 2). At 37 °C, the membrane phosphohpids of E coff are in the
fluid phase with a quadrupolar splitting estimated to 40 kHz, and the
disorder caused by the presence of the AMPs has increased the propor-
tion of fluid phase. The values of A; (Table 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 distributi th drupolar splittings in contrast

4 MIC is ~30 yg/mi for B. subtifis and ~ 100 pgyml for E cob.
® Standard deviation based on four measurements.

In the case of iabelled B. subtilis, Fig. 3 shows that the spectrum of
these Gram{ + ) bacteria have a quadrupolar splitting of 120 kHz, higher
than that observed for E coli membranes (~40 kHz). This difference in-
dicates that B subtilis membranes are more rigid than those of E. coli at
37 °Cand is due to the proportion of saturated fatty acds, which is about
64% in B. subtilis compared to 51% in E. cofi | 28]. This difference can also
be explained by the presence of LTAs in the peptidoglycan of B. subedlis,
which has a stabilizing effect on tipid b A study by Gutberl
et al {42] demonsirared that the addition of LTA to a dipalmitoylPG ma-
trix causes an ordering effect on the lipid membrane close to the head

to the decrease in spectral is explained by the diminution or
the rapid disappearance of CD; splittings compared to CD; splittings
{34}

‘Fabie 2 additionafly highlights the effect of aurein 12 compared to
that of caerin 1.1 on E cofi, with a higher increase in A; in the presence
of aurein. This result is consistent with the hypotheses by Fernandez
etal [1539] 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 for-
mation of ransmembrane pores with a less destructive effect of the

he specira of labelled B. subtilis exposed to AMPs at MIC,
the spectrat analysis in Table 2 shows an increase in My and Ma. M) in-
creased in the presence of caerin 1.1 from 9.2 to 9.4, and to 12 in the
case of aurein 1.2. This indicates that at the MIC. the interaction of
both peptides with B, subtilis b reduced the dy of the
fipid chains. This effect was not obscrved in E. coli when exposed to
75 pg/mL and 50 pg/mL of caerin 1.1 {data not shown), which is below
the MIC of 100 gg/mL.

Tobetter understand the Interaction of B. subtilis with aurein 1.2 and
caerin 1.1, bacteria were then exposed to AMP conc ions of 45 and
60 pg/mL, ie, above the MiC. The spectra are shown in Fig. 4 and the

o RBARE. corr ding spectral in Table 2. Starting with caerin 1.1,
E. cob ok a""ﬂ‘;'.ll“l l“ln.
Ky ”"‘.‘;',Jl]ll 11
Y mar 1111111110

40 30 20 W 0 0 20 20 40
Frequency (kHz)

W00 60 40 X O 20 40 80 B0 100
Frequency (kHz)

Fig. 3. MAS (10 kitz) *H NMR spectra of intact E colf and 8 subiiiis acquired a 37 *C with 8 k scans and with addition of MIC of caerin 1.1 or aurern 1.2
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Fig. 4 2HMAS NMR spectra of intact B subalis acquired at 37 °C and with 8 k scans and with the addition of different concentragons of {a) caerin 1.1, and (b} aurein 1.2

the spectra show a decrease in the intensity of the MAS sidebands with
intensification of the isotropic peal. At 45 ug/mLl. caerin 1.1 exerts its
made of action by disordering the lipid chatns. This observation is sup-
ported by the decrease of M; and M, values (Table 2), but a smaller A;
would be expected. As mentioned earlier, this can be explained by the
decrease or the rapid disappearance of CD; splittings compared to (D,
splittings [34)], but in this case it may also be due to the assodation of

however, is necessary to clucidate the relative importance and mecha-
nisms of interaction of aurein 1.2 and caerin 1.1 with TAs and LTAs.

4. Conclusion

We have investigated the interaction of caerin 1.1 and aurcin 1.2
with intact Gram(+) and Gramy(—- ) bacteria by 2H solid-state NMR

caerin 1.1 and phospholipids causing h ek inthe h
Disordering was enhanced at 60 pg/ml with the reduction in MAS side-

bands from 16 to 4 (Fig. 4), and also with the app of Feature X'
drca + 10 Iz (Fig S3) which reports on the degradation of the bacte-
rial cefis {34], Feature X' [s usuaily present in the spectra but is only vis-
fble in the case of intensive degradation which may be due to the caerin
1.1, Our focus was on short term effects and bacteria, there fore, were
not incubated for more than 5 min. Greater effects might be expected
using a longer incubation time.

In the case of aurein 1.2, the disorder increase of the lipid chains was
observed at 60 pg/mL, which means that a higher concentration of
aurein is required to exert its mode of action on the B subtilis
(Gram 4-) phospholipid membrane. This may aliso be related to the
smaller size of aurein with 13 residues compared to caerin 1.1 with 25
residues. A specific interaction of aurein 12 with TAs and LTAs or
other bacterial components may reduce its interaction with the mem-
brane and the disordering effect.

The diflerence in peptide concentrations, which caused disorder in
membrane lipids of Gram(~ ) and Gram(+ ) bacteria, highlight the im-
portance of in vivo studies. Gram(+) B subtllis is characterized by a
thick peptidoglycan layer which accounts for about 90% dry weight of
the membrane [43]. This rigidity is provided by TAs that are covalently
bound to peptidoglycan and by the LTAs anchored to the membrane
via diacylglycerol. A negatively charged LTA polymer has been demon-
strated to interact with cationic peptides |44] and the interaction of
PBP10, 11-37 and melittin with LTA inhibits their antimicrobial activity.
The inhibition has been suggested to be due to the decrease of peptide
concentration on the membrane as a result of the increase in peptide
adsorption to the bacterial surface {43). Further, that 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 peptdes
with other bacterial cell membrane components. Further work,

followit ion of their membrane lipid acyl chains. To do so,
we have proposed a 2H-labelling protocol for the phospnollpids of
d B. subtilis. Magic-angle sp < d to

analysxs aliowed collecting high-quality spectra with a reduced number
of scans. Aurein 12, which was reported to act via a carpet mechanism,
was shown to be more membrane disruptive on E. coli than caerin 1.1
which is known to form transmembrane pores. The disordering eflect
observed on the membrane lipids 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 inthe peptidoglycan,
such as the negatively-charged teichoic and lipoteichoic acids, and sug-
gests that the inhibition effect is not only mediated by membrane
destabilisation or disruption. Altogether, our results reveal the impor-
tance of in vivo NMR study, where the action mechanism of AMPs was
shown to depend on the membrane environment and on the actual
peptide concentration at the lipid membrane surface. Our results have
led us 0 develop st for two di | 3c—'5N solid-state
NMR to determine the interaction of AMPs with TA and LTA.
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