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RÉSUMÉ 

 

 

 

Les ligands peptidiques des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de la classe B 

présentent un large ensemble conformationnel et la modulation de celui-ci régule non 

seulement leur fonction physiologique, mais peut également conduire à des 

complications pathologiques. D’une part, la liaison et l’activation d’un RCPG 

impliquent que le ligand peptidique adopte une structure tridimensionnelle précise. Des 

études employant des membranes modèles ont suggéré que l’environnement de la 

membrane plasmique facilite l’adoption de la structure bioactive. Toutefois, ces 

modèles ne représentent pas la complexité membranaire, car ils omettent les 

glycosaminoglycanes (GAGs), qui sont des polysaccharidiques sulfatés linéaires 

retrouvés en abondance à la surface des cellules eucaryotes. Ainsi, la contribution des 

GAGs dans les transitions structurales secondaires des ligands peptidiques induites par 

l’environnement membranaire demeure à étudier. D’autre part, les réarrangements 

conformationnels quaternaires de ces ligands peptidiques peuvent conduire à la 

formation de dépôts amyloïdes, ces derniers étant associés à des pathologies, telles que 

le carcinome médullaire de la thyroïde ou le diabète de type II (DTII), ainsi qu’à des 

complications de formulations thérapeutiques. Par conséquent, la compréhension des 

mécanismes d’auto-assemblage et de la toxicité sous-adjacente est cruciale afin de 

prévenir les pathologies associées à l’agrégation de peptides. Parmi les mécanismes de 

cytotoxicité des peptides amyloïdogéniques caractérisés à ce jour, la perturbation 

membranaire demeure le plus partagé au sein de la communauté. Or, celle-ci est 

généralement étudiée à l’aide de modèles de bicouches lipidiques simples, soit en 

absence de la complexité et de l’hétérogénéité de la membrane plasmique, incluant la 

présence de GAGs. Nonobstant que les GAGs soient reconnus pour accélérer l’auto-

assemblage amyloïde in vitro et pour moduler la cytotoxicité des peptides 
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amyloïdogéniques, leur rôle dans la perturbation membranaire reste à déterminer. Dans 

ce contexte, le premier objectif de cette thèse est de développer un nouvel outil 

chimique afin d’étudier les modulations conformationnelles de l’hormone peptidique 

islet amyloid polypeptide (IAPP), dont le dépôt au niveau des îlots de Langerhans 

pancréatiques est associé au DTII. Cet outil qui consiste en un essai basé sur la 

fluorescence, a conduit à l’obtention de nouvelles informations sur la cinétique et le 

mécanisme d’auto-assemblage de l’IAPP. Le second objectif vise à élucider le rôle des 

GAGs présents à la surface de la membrane plasmique sur les modulations 

conformationnelles quaternaires de l’IAPP et la perturbation membranaire associée. En 

employant des lignées cellulaires déficientes en GAGs, il a été observé que les GAGs 

exacerbent la perturbation membranaire et la cytotoxicité induites par l’IAPP, en 

favorisant sa séquestration à la surface cellulaire. L’utilisation de vésicules géantes 

dérivées de membrane plasmique a permis d’observer que les polysaccharides associés 

à la membrane ne modulent pas l’agrégation du peptide. Le troisième objectif consiste 

à évaluer le rôle des GAGs dans l’adsorption à la membrane plasmique de l’hormone 

peptidique sécrétine et leur contribution dans l’atteinte de la conformation bioactive. 

Nos résultats montrent que les GAGs participent activement à l’adsorption de la 

sécrétine. Le design de dérivés de la sécrétine affichant un ensemble conformationnel 

restreint a permis de montrer la formation d’un motif de reconnaissance spatiale 

spécifique aux GAGs suite au repliement hélicoïdal de la sécrétine. En conclusion, les 

GAGs à la surface cellulaire favorisent une augmentation de la concentration locale 

des hormones peptidiques sécrétine et IAPP. Dans un contexte physiologique, cette 

interaction induit une transition conformationnelle secondaire du peptide vers sa 

structure bioactive. En revanche, dans un contexte pathologique associé à l’agrégation 

amyloïde, cette interaction participe à la perturbation membranaire et à la mort 

cellulaire sous-adjacente.  

Mots clés: Hormones peptidiques, Glycosaminoglycanes, Transition 
conformationnelle, Fibres amyloïdes, Islet amyloid polypeptide, Sécrétine. 
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INTRODUCTION 

 

 

 

1.1 Ligands peptidiques des récepteurs couplés aux protéines G de la classe B 

Chez les organismes vivants pluricellulaires, de nombreux processus physiologiques 

essentiels sont régulés par les interactions entre des ligands et des récepteurs 

membranaires. Ces interactions spécifiques permettent la transduction de signaux 

extracellulaires vers des voies biochimiques intracellulaires, déclenchant ainsi une 

réponse cellulaire précise et finalement, des effets biologiques chez l’organisme. Il 

existe trois grandes familles de récepteurs membranaires, soit (i) les récepteurs à 

activité enzymatique, (ii) les canaux ioniques et (iii) les récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG). Chez les vertébrés, les RCPG constituent la plus grande famille 

de récepteurs transmembranaires (Civelli et al., 2013). Par exemple, chez l’homme on 

dénombre plus de 800 RCPG différents, en considérant les récepteurs olfactifs 

(Fredriksson et al., 2003). Il existe une grande variété de ligands des RCPG comme les 

photons, les molécules olfactives et gustatives, les ions, les neurotransmetteurs, ainsi 

que les peptides. Ces derniers constituent le cœur de ce travail de recherche. 

1.1.1 Membres et structure primaire 

Les ligands peptidiques des RCPG de la classe B regroupent 17 (neuro)hormones 

divisées en deux familles (Foord et al., 2002). D’une part, la famille 

sécrétine/glucagon/GHRH comprend 11 hormones peptidiques. Par comparaison de 
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séquence et analyse phylogénétique au sein des vertébrés, il a été possible de mettre en 

évidence que cette famille est subdivisée en deux sous-familles (Cardoso et al., 2010). 

La première sous-famille correspond à la famille d’hormones peptidiques de type 

Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP), qui comprend le 

PACAP27, le PACAP38, le Vasoactive Intestinal Peptide (VIP), le Peptide Histidine 

Methionine (PHM), la sécrétine (SCT), la Growth Hormone-Releasing Hormone 

(GHRH) et le PACAP Related Peptide (PRP), tel que répertorié dans le tableau 1.1. La 

deuxième sous-famille correspond aux hormones de type glucagon (GCG) et comprend 

en plus du GCG, le Glucagon-Like Peptide 1 (GLP1), le Glucagon-Like Peptide 2 

(GLP2) et le Glucose-Dependent Insulinotropic Peptide (GIP). Ces hormones 

peptidiques sont constituées d’au moins 27 acides aminés, incluant de nombreux 

résidus basiques. De plus, l’histidine en position 1 et la phénylalanine en position 6 

sont hautement conservées au sein des deux sous-familles. À la position 4, on retrouve 

soit une alanine, soit une glycine, et une thréonine est hautement conservée en position 

7. Un résidu de type aromatique (histidine ou tyrosine) se situe à la position 1 et un 

groupement carboxylate en position 3 est hautement conservé. Ces similarités de 

séquence ciblant principalement le domaine N-terminal suggèrent que celui-ci jouerait 

un rôle crucial pour l’activité biologique de ces hormones peptidiques. 
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Tableau 1.1. Sous-familles, membres et structure primaire de la famille 

sécrétine/glucagon/GHRH 

Peptides Séquences - Sous-famille PACAP IS 

PACAP27 -HSDGIFTDSY10 SRYRKQMAVK20 KYLAAVL27  

PACAP38 -HSDGIFTDSY10 SRYRKQMAVK20 KYLAAVLGKR30 YKQRVKNK38 100 % 

VIP -HSDAVFTDNY10 TRLRKQMAVK20 KYLNSILN28 70 % 

PHM -HADGVFTSDF10 SKLLGQLSAK20 KYLESLM27 41 % 

SCT -HSDGTFTSEL10 SRLREGARLQ20 RLLQGLV27 37 % 

GHRH -YADAIFTNSY10 RKVLGQLSAR20 KLLQDIMSRQ30 QGESNQERGA40 RARL44 33 % 

PRP DVAHGILNEAY11 RKVLDQLSAG21 KHLQSLVA29 22 % 

Peptides Séquences - Sous-famille GCG IS 

GCG -HSQGTFTSDY10 SKYLDSRRAQ20 DFVQWLMNT29  

GIP -YAEGTFISDY10 SIAMDKIHQQ20 DFVNWLLAQK30 GKKNDWKHNI40 TQ42 52 % 

GLP1 -HAEGTFTSDV10 SSYLEGQAAK20 EFIAWLVKGR30 52 % 

GLP2 -HADGSFSDEM10 NTILDNLAAR20 DFINWLIQTK30 ITD 41 % 

Les acides aminés indiqués en rouge correspondent à ceux retrouvés chez le PACAP 
ou le GCG, au sein de chaque sous-famille. Le pourcentage d’identité de séquence (IS) 
se rapporte aux 27 premiers acides aminés comparativement au PACAP ou au GCG. 
En gras, les acides aminés conservés au sein des deux familles. Adapté de (Cardoso et 
al., 2010). 
 

D’autre part, la famille calcitonine constitue le deuxième groupe des ligands 

peptidiques des RCPG de la classe B. Cette famille regroupe 6 ligands peptidiques 

comprenant la calcitonine (CALC), l’islet amyloid polypeptide (IAPP), la calcitonin 

gene related peptide (CGRP) α et β et l’adrénomédulline (AMD), tel qu’indiqué dans 

le tableau 1.2. Au niveau de leur structure primaire, ces hormones affichent une 

extrémité C-terminale amidée ainsi que deux cystéines hautement conservées dans la 

région N-terminale (Naot et al., 2019). 
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Tableau 1.2. Membres et structure primaire de la famille calcitonine 

Peptides Séquences 
CALC                  CGNLSTCMLG10 TYTQDFNKFH20 T-----FPQTAIGVG30 AP32 

IAPP                 KC-NTATCATQ10 RLANFLVHSS20 NNFGAILSST30 NVGSNTY37 

α-CGRP                 AC-DTATCVTH10 RLAGLLSRSG20 GVVKNNFVPT30 NVGSKAF37 

β-CGRP                 AC-NTATCVTH10 RLAGLLSRSG20 GMVKSNFVPT30 NVGSKAF37 

AMD YRQSMNNFQG10 LRSFGC-RFGTCTVQ24 KLAHQIYQFT34 DKDKDNVAPR44 SKISPQGY52 

IMD                VGC-VLGTCQVQ11 NLSHRLWQLM21 GPAGRQDSAP31 VDPSSPHSY40 

Les acides aminés indiqués en rouge correspondent à ceux retrouvés chez la 
calcitonine. En gras, les cystéines conservées au sein de la famille calcitonine. Adapté 
de (Naot et al., 2019). 

1.1.2 Récepteurs couplés aux protéines G de la classe B 

Les RCPG partagent une architecture moléculaire commune, ainsi que des mécanismes 

de transduction du signal similaires, impliquant entre autres l’intervention d’une 

protéine G (GTPase hétérotrimérique) (Bridges et Lindsley, 2008; Martin et al., 2005). 

Les RCPG sont des protéines transmembranaires caractérisées par un domaine 

extracellulaire N-terminal, trois boucles extracellulaires (ECL), sept domaines 

transmembranaires hélicoïdaux (TM), trois boucles intracellulaires (ICL), et une région 

C-terminale intracellulaire (Figure 1.1) (Lefkowitz, 2004). 
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Figure 1.1. Représentation schématique d’un récepteur couplé aux protéines G. TM : 
domaine transmembranaire hélicoïdal, ECL : boucle extracellulaire, ICL : boucle 
intracellulaire. 

La liaison d’un ligand au récepteur induit un réarrangement conformationnel des 

domaines transmembranaires et intracellulaires, modulant l’interaction du récepteur 

avec une protéine G hétérotrimérique cytoplasmique (Gether, 2000). Cette interaction 

induit la libération de GDP par la sous-unité Gα et permet la liaison du GTP. Les sous-

unités activées Gα et Gβγ peuvent alors s’associer à des effecteurs de différentes voies 

de signalisation intracellulaire (Figure 1.2) (Ritter et Hall, 2009). Ainsi, l’activation des 

RCPG permet la transduction du signal par la régulation intracellulaire de seconds 

messagers qui induisent l’activation de cascades de signalisation et entrainent une 

réponse cellulaire (Martin et al., 2005). De plus, les voies de signalisation 

intracellulaire peuvent être déclenchées indépendamment des protéines G, notamment 

par une famille de protéines cytosoliques nommée β-arrestin (Jean-Charles et al., 

2017). Cette famille fut initialement découverte pour leur rôle dans l’inhibition de la 

signalisation induite par les RCPG via la protéine G. Cependant, il est maintenant 

reconnu que ces protéines peuvent déclencher des voies de signalisation spécifiques 

par l’activation de kinases et ce, de façon indépendante de l’activation des protéines G.  
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Figure 1.2. Représentation schématique du cycle d’activation et de désactivation de la 
protéine G. La liaison d’un agoniste (A) induit un changement conformationnel du 
récepteur, facilitant son interaction avec la protéine G hétérotrimérique. Cette 
interaction induit une diminution de l’affinité de la sous-unité Gα pour le GDP qui est 
libéré. Par la suite, le GTP se lie et active la sous-unité α et se dissocie du récepteur et 
des sous-unités βγ. La sous-unité α active interagit avec des effecteurs protéiques 
spécifiques et change ainsi la concentration de molécules signales intracellulaires, 
telles que l’adénosine monophosphate cyclique et le Ca2+. L’activité GTPase 
intrinsèque de la sous-unité α hydrolyse la GTP en GDP et se dissocie des effecteurs 
protéiques. La sous-unité α inactivée s’associe de nouveau avec les sous-unités βγ et le 
cycle peut recommencer. Adapté de (Williams et Hill, 2009). 

En fonction des identités de séquence et des analyses phylogénétiques, les RCPG sont 

classés en trois familles majeures (Figure 1.3) (Fredriksson et al., 2003). Premièrement, 

la famille rhodopsine, aussi nommée classe A ou 1, est la plus importante avec 284 

membres. Deuxièmement, la famille sécrétine, classe B ou 2, est constituée de 15 

membres. Troisièmement, la famille glutamate, classe C ou 3, regroupe 22 membres 

(Civelli et al., 2013). Plus particulièrement, les RCPG de la classe B partagent entre 

eux 30 et 50 % d’identité de séquence, mais moins de 12 % avec les autres familles de 

RCPG (Pham et Sexton, 2004). Les récepteurs de la classe B présentent un large 

domaine N-terminal extracellulaire comportant environ 120 résidus (Culhane et al., 
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2015). De plus, la structure tertiaire de ce domaine N-terminal est conservé au sein de 

la classe B, dû à la présence de six cystéines qui permettent la formation de trois ponts 

disulfures (Culhane et al., 2015; Pham et Sexton, 2004). L’organisation 

tridimensionnelle favorisée par ces ponts disulfures est essentielle pour le 

fonctionnement du récepteur (Vilardaga et al., 1997). Ce domaine N-terminal contient 

également plusieurs sites de N-glycosylation (Pham et Sexton, 2004). Cette 

modification post-traductionnelle joue un rôle dans la liaison à haute affinité et la 

spécificité des ligands peptidiques (Ho et al., 1999). 

 

Figure 1.3. Comparaison des trois familles majeures de RCPG. Les RCPG de la famille 
rhodopsine lient une large diversité de ligands au niveau du domaine transmembranaire 
et présentent un court domaine extracellulaire. Les RCPG de la famille sécrétine lient 
des hormones peptidiques et présentent un large domaine N-terminal, d’environ 120 
acides aminés, avec une structure conservée et stabilisée par des ponts disulfures. Les 
RCPG de la famille glutamate lient des ions et des petites molécules et présentent un 
large domaine extracellulaire avec un pont disulfure conservé pour la dimérisation. En 
rouge sont indiqués les ligands. Adapté de (Culhane et al., 2015). 

1.1.3 Fonctions biologiques des RCPG de la classe B  

Bien que la diversité des ligands des RCPG de la classe B soit limitée en comparaison 

aux autres familles de RCPG, l’expression de ces récepteurs au sein de nombreux 

organes permet de réguler un grand nombre de processus physiologiques. Par exemple, 

Famille rhodopsine Famille sécrétine Famille glutamate 



8 
 
les hormones peptidiques issues de la famille sécrétine/glucagon/GHRH peuvent 

réguler l’homéostasie de l’énergie via un contrôle hypothalamique (Sekar et Chow, 

2013) et sont impliqués dans le contrôle du comportement alimentaire (Sekar et al., 

2017). Au sein de la famille calcitonine, les hormones jouent un rôle sur la physiologie 

squelettique impliquant la résorption osseuse, l’augmentation de la masse osseuse ou 

encore l’accélération du taux de remodelage osseux (Naot et al., 2018). Bien que 

certaines de ces hormones partagent des rôles physiologiques communs au sein de la 

physiologie squelettique, chaque hormone présente une activité biologique spécifique. 

Par exemple, la calcitonine et l’IAPP inhibent l’activité des ostéoclastes, soit une 

inhibition de la résorption osseuse (Cornish et al., 2001). Ces deux peptides montrent 

des activités spécifiques, telle la régulation de l’homéostasie du calcium pour la 

calcitonine et la régulation de la satiété pour l’IAPP. Un court résumé des fonctions 

physiologiques impliquant les RCPG de la classe B est présenté dans le tableau 1.3 

(Culhane et al., 2015). 

Tableau 1.3. Rôle(s) biologique(s) des RCPG de la classe B 

Récepteurs Ligands Rôle(s) biologique(s) Références 

Récepteur CALC CALC Homéostasie Ca2+  (McDermott et 
Kidd, 1987) 

Récepteur IAPP 
(AMY1/AMY2/AMY3) 

IAPP Régulation satiété 
Homéostasie glucose 
post-prandiale  

(Bower et Hay, 
2016; Morfis et 
al., 2003; Poyner 
et al., 2002) 

Récepteur CGRP α-CGRP 
β-CGRP 

Vasodilatation 
Nociception 

(Morfis et al., 
2003; Poyner et 
al., 2002) 

Récepteur AM1/AM2 AM1 
AM2 
 

Vasodilatation (Morfis et al., 
2003; Poyner et 
al., 2002) 
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Récepteur GCG  GCG Régulation glucose 
sanguin 

(Mayo et al., 
2003; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur GLP 1 GLP 1 Sécrétion insuline et 
glucagon 

(Mayo et al., 
2003; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur GLP 2 GLP 2 Croissance des 
muqueuses intestinales 

(Mayo et al., 
2003; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur GIP GIP Sécrétion insuline et 
métabolisme acide gras 

(Mayo et al., 
2003; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur VPAC 1 VIP 
PACAP 

Vasodilatation, 
neurotransmission, 
fonctions 
neuroendocrines 

(Harmar et al., 
1998; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur VPAC 2 VIP 
PACAP 

Vasodilatation, 
neurotransmission, 
fonctions 
neuroendocrines 

(Harmar et al., 
1998; Sherwood 
et al., 2000) 

  
Récepteur PAC 1 PACAP Neurotransmission, 

fonctions 
neuroendocrines 

(Harmar et al., 
1998; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur GHRH GHRH Libération de 
l’hormone de 
croissance 

(Mayo et al., 
2003; Sherwood 
et al., 2000) 

Récepteur SCT SCT Sécrétion pancréatique (Mayo et al., 
2003; Sherwood 
et al., 2000) 

Adapté de (Hoare, 2005) et (Culhane et al., 2015). 
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1.1.4 Structure secondaire des ligands peptidiques 

Les ligands peptidiques des RCPG de la classe B affichent majoritairement une 

structure secondaire désordonnée en solution aqueuse, avec la formation locale et 

transitoire d’hélice(s)-α (Hoare, 2005; Watkins et al., 2012). Ces conformations 

hélicoïdales sont stabilisées sous des conditions qui miment l’environnement de la 

membrane plasmique, telles que la présence de micelles de dodécylsulfate de sodium 

(SDS), de trifluoroéthanol (TFE), ou de lipides (Parthier et al., 2009). Par exemple, 

l’adrénomédulline qui est sous forme aléatoire en solution, présente une formation 

hélicoïdale en présence de micelles de SDS (Perez-Castells et al., 2012). Pour le 

PACAP, la présence de 50% TFE induit la formation d’une hélice-α de la position 9 à 

20 (Wray et al., 1998), tandis que la présence de micelles de dodécylphosphocholine 

(DPC) induit une hélice-α qui s’étend de la position 5 à l’extrémité C-terminale 

(Bourgault et al., 2009b; Inooka et al., 2001). De façon similaire pour le VIP, la 

présence de 30% TFE induit une hélice-α de la position 7 à 24 (Tan et al., 2006), tandis 

que l’incorporation dans des micelles de DPC induit une transition hélicoïdale qui 

s’étend de la position 6 à 26 (Umetsu et al., 2011). La liaison de ces hormones 

peptidiques au domaine N-terminal des récepteurs favorise également l’adoption d’une 

structure secondaire hélicoïdale, suggérant que cette structure serait la conformation 

bioactive (Hoare, 2005; Watkins et al., 2012). Ainsi formée, cette conformation 

hélicoïdale est stabilisée par des résidus dans la région N-terminale à l’aide d’un motif 

N-cap (Neumann et al., 2008). Dans ce motif, l’acide aminé côté N-terminal qui 

précède l’hélice-α voit son groupement carbonyle former un pont hydrogène avec le 

groupement NH du résidu i+3 ou i+4, permettant de stabiliser l’hélice-α. Ce motif est 

conservé au sein des ligands peptidiques des RCPG de la classe B, notamment avec les 

acides aminés conservés comme la phénylalanine en position 6 et la thréonine en 

position 7 (Neumann et al., 2008). La sous-famille de la calcitonine fait figure 

d’exception avec la présence d’un pont disulfure au niveau du domaine N-terminal, 

induisant un réarrangement du squelette peptidique similaire à celui présentant un motif 
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N-cap (Poyner et al., 2002). Ces réarrangements structuraux sont cruciaux pour 

l’activation des RCPG de la classe B. Dans un premier temps, les segments C-terminal 

et central hélicoïdal des hormones peptidiques lient le domaine N-terminal du 

récepteur. Dans un second temps, le domaine N-terminal des ligands peptidiques se lie 

aux domaines transmembranaires du RCPG et favorise des changements 

conformationnels au sein du récepteur qui conduise à son activation. Ce mécanisme 

d’activation des RCPG de la classe B par les ligands peptidiques est connu sous le nom 

de two-domain model (Figure 1.4) (Hoare, 2005). 

 

Figure 1.4. Modèle de liaison des ligands peptidiques avec les RCPG de la classe B. 
A) Proximité du ligand peptidique et du récepteur avant l’interaction entre les deux 
partenaires. B) La région C-terminale des ligands peptidiques lie le domaine N-
terminal extracellulaire du récepteur. C) La région N-terminale du ligand peptidique se 
lie au domaine transmembranaire du récepteur. D) Cette interaction induit un 
changement conformationnel du récepteur. Adapté de (Hoare, 2005). 

1.1.5 Auto-assemblage et structure quaternaire des ligands peptidiques 

Les ligands peptidiques des RCPG de la classe B affichent une propension élevée à 

s’auto-assembler en diverses structures, ou assemblages, quaternaires et ce, en fonction 

du microenvironnement. L’une de ces structures quaternaires consiste en des 

assemblages amyloïdes, une suprastructure moléculaire hautement organisée et 

souvent associée à diverses fonctions physiologiques ou pathologiques (Chiti et 

Dobson, 2017; Otzen et Riek, 2019). En outre, une étude a montré que plusieurs ligands 

A) B) C) D) 



12 
 
des RCPG de la classe B, tels que le PACAP ou le VIP, sont entreposés sous forme 

d’assemblages quaternaires de type amyloïde dans les vésicules de sécrétion (Maji et 

al., 2009). D’autre part, l’auto-assemblage de certaines de ces hormones peptidiques 

en dépôts amyloïdes extracellulaires insolubles peut conduire à des lésions tissulaires, 

en plus d’une perte de fonction du peptide. Par exemple, il est connu que, chez les 

personnes atteintes de diabète de type II (DTII), l’auto-assemblage de l’IAPP résulte 

en dépôts amyloïdes dans les îlots de Langerhans pancréatiques (Westermark et al., 

2011). De plus, l’expression élevée de la calcitonine associée au carcinome médullaire 

de la thyroïde favorise l’auto-assemblage du polypeptide et la formation de fibres 

amyloïdes au niveau de cette glande endocrine (Arvinte et al., 1993). Dans un contexte 

pharmaceutique, la forte propension à l'agrégation représente un défi majeur pour la 

formulation de médicaments à base de ces peptides (Frokjaer et Otzen, 2005). 

Particulièrement, le glucagon, qui est utilisé en tant que médicament pour traiter 

l'hypoglycémie sévère, forme très rapidement des fibres amyloïdes suite à sa mise en 

solution, induisant ainsi une perte d’activité de l’hormone et une injection 

d’assemblage amyloïde chez le patient (Beaven et al., 1969; Gelenter et al., 2019). Cet 

obstacle est également rencontré avec la calcitonine, utilisée dans le traitement de 

diverses formes l’hypercalcémie, qui est hautement prône à l’agrégation (Arvinte et al., 

1993; Thomas et al., 2019). Ainsi, dans les cas de patients atteints d’ostéoporose et de 

la maladie osseuse de Paget, la calcitonine de saumon qui est moins prône à 

l’agrégation (Diociaiuti et al., 2011) est utilisée lors de traitements thérapeutiques 

(Gennari et Agnusdei, 1994; Hay et al., 2018). 

1.2 Amyloïdes  

Le terme amyloïde, qui signifie littéralement « comme de l’amidon » (amylon en 

grecque et amylum en latin), a initialement été utilisé par les pathologistes pour décrire 

des dépôts retrouvés dans des tissus et des organes post mortem marqués positivement 

à l’iodine (Benson et al., 2018). Avec l’avancée des techniques biochimiques et 
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biophysiques, il a été montré que ces dépôts amyloïdes étaient majoritairement 

constitués d’agrégats protéiques insolubles hautement structurés (Iadanza et al., 2018). 

Bien que ces dépôts aient été historiquement associés à des pathologies, il a été 

démontré que la majorité des protéines globulaires solubles peuvent former des fibres 

amyloïdes et ce, sous des conditions environnementales spécifiques, telles une 

augmentation de la température ou un changement de pH (Chiti et Dobson, 2009; 

Sunde et Blake, 1998). Ces observations suggèrent que la formation de fibres 

amyloïdes est inhérente au squelette peptidique et que ces auto-assemblages sont 

susceptibles de se former en dehors d’un contexte pathologique. Il est maintenant 

également reconnu que les structures amyloïdes sont impliquées dans des processus 

physiologiques essentiels et vitaux chez de nombreux organismes vivants, allant des 

bactéries aux insectes et aux mammifères. Ces assemblages sont connus sous le nom 

d’amyloïde fonctionnel (Fowler et al., 2007). 

1.2.1 Amyloïdes fonctionnels 

Les structures amyloïdes dites fonctionnelles présentent différentes fonctions 

physiologiques (Fowler et al., 2007). Récemment, il a été proposé que ces amyloïdes 

fonctionnels peuvent être divisés en 5 groupes en lien avec leur activité biologique : (i) 

stockage, (ii) structure, (iii) information, (iv), perte de fonction et (v) signal/gain de 

fonction (Tableau 1.4) (Otzen et Riek, 2019). Le groupe 1 inclus par exemple les 

hormones peptidiques réarrangées sous forme d’amyloïdes dans les granules de 

sécrétion, permettant leur stockage à haute concentration dans un espace restreint (Maji 

et al., 2009). Dans le groupe 2, on retrouve des amyloïdes fonctionnels dont les 

propriétés structurales remplissent des fonctions biologiques. Chez la bactérie 

Escherichia coli, la composante amyloïde CsgA de la protéine Curli est impliquée dans 

la formation de biofilms qui permettent l’adhésion et l’invasion de la bactérie (Blanco 

et al., 2012). Chez l’humain, le réarrangement de la protéine Pmel17 en fibres 

amyloïdes accélère la polymérisation covalente de molécules hautement réactives en 
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mélanine (Fowler et al., 2006). Ce biopolymère est crucial pour la protection contre les 

rayonnements ultra-violets et les dommages oxydatifs. Au sein du groupe 3, 

information, les amyloïdes sont impliqués dans l’héritage épigénétique. Ainsi, le 

réarrangement en assemblages amyloïdes de la protéine Sup35 chez Saccharomyces 

cerevisiae induit de nouveaux phénotypes qui peuvent être transmis de génération en 

génération. Par conséquent, l’information transmise est contenue dans la structure 

protéique et non dans les acides nucléiques, ce qui constitue ainsi l’héritage 

épigénétique (Shorter et Lindquist, 2005). Les groupes 4 et 5 comprennent des 

protéines dont la régulation de leur(s) fonction(s) biologique(s) est modulée par l’auto-

assemblage amyloïde. Par exemple, la protéine basique majeure cytotoxique (groupe 

4) contenue dans les éosinophiles exerce sa toxicité contre les agents pathogènes une 

fois libérée. Le stockage de cette protéine sous forme amyloïde permet donc d’inactiver 

son activité toxique (Soragni et al., 2015). À l’opposé, dans le groupe 5, la formation 

en fibres amyloïdes induit un gain d’une fonction biologique. On peut citer le processus 

de formation hétéro-amyloïde des kinases RIP1 et RIP3 qui permet l’induction de la 

mort cellulaire programmée (Li et al., 2012). 
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Tableau 1.4. Classification et exemples d’amyloïdes fonctionnels  

Précurseur 
protéique 

Organisme Fonction 
protéine 
soluble 

Fonction amyloïde Références 

Groupe 1 - Stockage   
Hormones 
peptidiques 

Mammifères Signalisation 
hormonale 

Stockage et 
libération 
hormones 

(Maji et 
al., 2009) 

Groupe 2 - Structure  
Curli 

(composant 
amyloïde: 

CsgA) 

Escherichia 
coli 

- Composant de la 
matrice 

extracellulaire; 
formation biofilm, 

implication 
adhésion et 

invasion 

(Blanco et 
al., 2012) 

Pmel17 Mammifères - Matrice pour la 
synthèse de 

mélanine dans les 
mélanosomes 

(Fowler et 
al., 2006) 

Groupe 3 – Information  
Sup35 Saccharomyces 

cerevisiae 
Facteur d’arrêt 
de la traduction 

Forme prion 
inactive 

(Shorter et 
Lindquist, 

2005) 
Groupe 4 – Perte de fonction  
Major Basic 

Protein 
(MBP) 

Mammifères Déstabilisation 
de membrane, 
toxique à l’état 
oligomérique 

contre intrus et 
hôte 

Stockage inerte (Soragni et 
al., 2015) 

Groupe 5 – Gain de fonction  
RIP1/RIP3 Mammifères Kinases Signalisation et 

mort cellulaire par 
nécrose 

(Li et al., 
2012) 

Adapté de (Otzen et Riek, 2019). 
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1.2.2 Amyloïdes pathologiques 

Actuellement, on dénombre plus de 30 précurseurs protéiques ayant la capacité de 

former des dépôts amyloïdes et dont l’accumulation tissulaire est associée à des 

pathologies, telles que la maladie d’Alzheimer avec le peptide amyloïde-β et 

l’amyloïdose à chaînes légères avec les chaînes légères des immunoglobulines 

(Tableau 1.5) (Benson et al., 2018). Parmi ces pathologies, on distingue deux formes : 

(i) les formes systémiques, dans lesquelles les dépôts amyloïdes se retrouvent dans 

plusieurs organes et (ii) les formes locales où les dépôts amyloïdes se situent au niveau 

de l’organe qui exprime majoritairement le précurseur protéique (Chiti et Dobson, 

2017). Notamment, on retrouve dans la première catégorie l’amyloïdose à chaîne légère 

qui implique la formation de fibres amyloïdes à partir des chaînes légères 

d’immunoglobulines, lors d’une sécrétion anormalement élevée de ces dernières, 

pouvant affecter de nombreux organes (Martin et Ramirez-Alvarado, 2010). En outre, 

la transthyrétine est une protéine plasmatique homotétramérique dont la déstabilisation 

peut entraîner la formation de fibres amyloïdes à partir d’une unité monomérique 

pouvant mener à diverses polyneuropathies et amyloïdoses systémiques (Johnson et 

al., 2012). Ainsi, les dépôts amyloïdes peuvent être localisés au niveau du système 

nerveux périphérique, du cœur, des reins, de la thyroïde et/ou des intestins. Parmi les 

formes locales, on retrouve la formation de fibres amyloïdes par le peptide amyloïde-

β (Aβ) au niveau du système nerveux central qui est associé à une dégénérescence 

neuronale (Chiti et Dobson, 2017). Chez les personnes atteintes de DTII, l’hormone 

peptidique IAPP forme des fibres amyloïdes au niveau du pancréas, induisant une perte 

de masse des cellules-β pancréatiques (Westermark et al., 2011). De plus, l’insuline 

qui est utilisée comme traitement thérapeutique chez les personnes atteintes de DTII 

peut former des dépôts amyloïdes au niveau du site d’injection (Nilsson, 2016). 
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Tableau 1.5. Exemples de précurseurs protéiques impliqués dans la formation de dépôts 

amyloïdes associés à des pathologies. 

Précurseurs 
protéiques 

Systémique 
ou local 

Organes ciblés Maladies 
associées 

Références 

Transthyrétine Systémique Système nerveux 
périphérique, 
cœur, reins, 
thyroïde et 

intestin 

Polyneuropathie 
familiale, 

amyloïdose 
systémique 

sénile 

(Johnson et 
al., 2012) 

Chaînes 
légères 

d’immuno-
globulines 

Systémique 
et local 

Tous les organes, 
excepté le 

système nerveux 
central 

Amyloïdose à 
chaîne légère 

(Martin et 
Ramirez-
Alvarado, 

2010) 
Amyloïde-β Local Système nerveux 

central 
Maladie 

d’Alzheimer 
(Chiti et 
Dobson, 

2017) 
Islet amyloid 
polypeptide 

Local Pancréas Diabète de type 
II 

(Westermark 
et al., 2011) 

Insuline Local Site d’injection Diabète de type 
II 

(Nilsson, 
2016) 

Calcitonine Local Thyroïde Carcinome 
médullaire de la 

thyroïde 

(Thomas et 
al., 2019) 

Médine Local Aorte thoracique Anévrisme aorte 
thoracique 

(Westermark 
et 

Westermark, 
2011) 

Adapté de (Benson et al., 2018). 

 

 

 



18 
 
1.2.3 Organisation supramoléculaire des assemblages amyloïdes 

Les fibres amyloïdes, qu’elles soient formées in vivo (pathologiques ou fonctionnelles) 

ou in vitro, partagent des caractéristiques structurales communes, indépendamment de 

la structure primaire des précurseurs protéiques. D’un point de vue morphologique, il 

est possible d’observer par microscopie électronique à transmission (TEM) ou 

microscopie à force atomique (AFM), que les fibres amyloïdes forment de longs 

filaments non ramifiés linéaires ou torsadés de 0,5 à 10 µm de longueur avec un 

diamètre de 7 à 13 nm (Figure 1.5A) (Makin et Serpell, 2005; Paravastu et al., 2008; 

Wasmer et al., 2008). Les fibres amyloïdes sont constituées de 2 à 8 sous-unités, 

appelées protofilaments, dont le diamètre varie entre 2 et 7 nm et qui s’associent de 

façon torsadée ou latéralement. Au niveau moléculaire, les brins-β sont orientés 

perpendiculairement à l’axe de la fibre. Ainsi l’empilement des unités monomériques 

résulte en la formation de feuillets-β parallèles à l’axe de la fibre. Par diffraction aux 

rayons X, ces feuillets-β-croisés présentent un patron de diffraction caractéristique avec 

des distances de 4,7 Å et 10 Å (Figure 1.5B) (Eisenberg et Sawaya, 2017; Sunde et al., 

1997). Le signal méridional à 4,7 Å, dans le même sens que la fibre et provenant de 

l’empilement des brins-β, correspond à l’espace occupé par les ponts hydrogènes des 

groupements N-H et C=O du squelette peptidique. Le signal équatorial à 10 Å, 

perpendiculaire à l’axe de la fibre, correspond à l’espacement entre les feuillets beta 

adjacents. Ces derniers sont stabilisés par diverses interactions entre les chaînes 

latérales des acides aminés, telles que des interactions hydrophobes ou électrostatiques, 

des liaisons hydrogène, des forces de van der Waals et/ou des empilements π-π. 
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Figure 1.5. Organisation des fibres amyloïdes. A) Image représentative par microscopie 
électronique de la morphologie des fibres amyloïdes obtenue par l’auto-assemblage de 
l’IAPP. B) Représentation schématique de l’organisation hiérarchique des fibres 
amyloïdes et de la structure quaternaire en feuillets-β-croisés. Adapté de (Quittot et al., 
2017). 

Les fibres amyloïdes peuvent lier certains colorants, tels que le rouge de Congo 

(Puchtler et Sweat, 1965) ou la thioflavine T (ThT) (LeVine, 1993). Dans le premier 

cas, la liaison du rouge de Congo aux fibres amyloïdes déplace le maximum 

d’absorption de la sonde et induit une biréfringence verte au microscope polarisé. Dans 

le deuxième cas, la ThT est une molécule peu fluorescente lorsqu’elle est libre en 

solution, tandis que sa fluorescence augmente drastiquement suite à sa liaison aux 

structures quaternaires en feuillets-β-croisés, caractéristiques des fibres amyloïdes. 

Bien que les fibres amyloïdes affichent des caractéristiques structurales communes, 

elles présentent une grande variété d’arrangement (supra)moléculaire, traduisant un 

polymorphisme morphologique (Nelson et al., 2005). En effet, il a été montré par 

diffraction aux rayons X sur des microcristaux formés par l’auto-assemblage de courts 

peptides amyloïdogéniques que les brins-β formant les feuillets peuvent être parallèles 

ou antiparallèles (Sawaya et al., 2007). De plus, un polypeptide peut présenter plusieurs 

brins-β pouvant participer à plusieurs feuillets-β (Tycko, 2015). Ainsi, selon les 

conditions d’assemblage, trois modèles de fibres ont été proposés pour l’Aβ(1-40) 
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(Figure 1.6) (Tycko, 2015). Dans deux de ces modèles, le monomère présente un 

domaine N-terminal désordonné et deux segments en brin-β reliés par une boucle. Les 

monomères sont empilés le long de l’axe des fibres menant à la formation de deux 

feuillets-β orientés parallèlement (Paravastu et al., 2008; Petkova et al., 2006). Le 

troisième modèle a été proposé à partir de fibres formées en présence de fibres 

amyloïdes extraites du cerveau d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Ce 

modèle est composé d'une symétrie de rotation triple (Lu et al., 2013). De plus, deux 

modèles ont été proposés pour les fibres amyloïdes Aβ(1-42) dans lesquelles les 

monomères adoptent une forme en S et sont composés de 4 brins-β courts (Colvin et 

al., 2016; Wälti et al., 2016). Ainsi, ces études soulignent que l’addition de deux acides 

aminés supplémentaires à l’extrémité C-terminale peut entraîner des modifications 

drastiques de la structure amyloïde, indiquant que la morphologie des fibres est très 

sensible aux modifications de la structure primaire. Récemment, la structure de fibres 

amyloïdes extraites de patients atteints de la maladie d’Alzheimer a été résolue par 

cryo-microscopie électronique (Kollmer et al., 2019). Ces fibres sont polymorphiques 

et présentent une structure différente de celles formées in vitro, soulignant l’importance 

de l’environnement sur la morphologie finale des assemblages amyloïdes. 

 
Figure 1.6. Modèles structuraux pour trois fibres amyloïdes de l’Aβ(1-40). Dans chacune 
de ces représentations, la structure des fibres est vue en coupe transversale, avec l’axe 
de la fibre perpendiculaire à la page. Les couleurs indiquent les différentes sous-unités 
en feuillets-β-croisés comprises dans une symétrie double (A) ou triple (B-C). A) 
Fibres formées in vitro et représentées en morphologie ruban strié, (PDB : 2LMN). B) 
Fibres formées in vitro et représentées en morphologie torsadée (PDB : 2LMP). C) 
Fibres dérivées du tissu cérébral d’un patient atteint de la maladie d’Alzheimer 
(PDB :2M4J). 
 

N-ter 

C-ter 
N-ter C-ter 

N-ter 

C-ter 
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1.2.4 Mécanisme d’auto-assemblage des polypeptides amyloïdogéniques  

Les précurseurs protéiques menant à la formation de fibres amyloïdes peuvent être 

divisés en deux catégories avec d’une part, les protéines ayant une structure native 

ordonnée/globulaire et d’autre part, des précurseurs protéiques nativement ou 

partiellement désordonnés. Dans la première catégorie, les précurseurs protéiques 

doivent se dénaturer, du moins partiellement, pour déclencher le processus 

d’amyloïdogenèse. On peut citer par exemple la transthyrétine (Bourgault et al., 

2011b), la β2-microglobuline (Stoppini et Bellotti, 2015) ou encore les chaînes légères 

d’immunoglobulines (Wolwertz et al., 2016). D’autre part, on retrouve des précurseurs 

protéiques nativement ou partiellement désordonnés comme l’IAPP, l’Aβ ou l’α-

synucléine dont les réarrangements conformationnels en une structure ordonnée 

précise, généralement oligomérique, permettent de déclencher la formation de fibres 

amyloïdes (Abedini et Raleigh, 2009; Chiti et Dobson, 2017). La formation de fibres 

amyloïdes est un processus généralement décrit comme un mécanisme de 

polymérisation nucléée (Bemporad et Chiti, 2012; Gillam et MacPhee, 2013). Ce 

mécanisme peut être divisée en trois étapes : (i) phase de latence, (ii) phase 

d’élongation et (iii) phase d’équilibre, régies par différentes cinétiques (Figure 1.7) 

(Karamanos et al., 2015). Lors de la phase de latence, les précurseurs protéiques 

monomériques s’assemblent jusqu’à la formation d’un noyau oligomérique à haute 

énergie ayant la bonne conformation pour mener à la formation de protofilaments. La 

phase de latence est thermodynamiquement défavorable dû aux interactions non 

efficaces, off-pathway, pour la formation de ce noyau et constitue donc l’étape limitante 

(Arosio et al., 2015). Une fois le noyau oligomérique formé, qui est l’espèce à plus 

haute énergie, les étapes qui suivent lors de la phase d’élongation sont 

thermodynamiquement favorables (Johnson et al., 2012; Knowles et al., 2009). Lors 

de la phase d’élongation, l’ajout de monomères, ou d’oligomères compétents, aux 

extrémités libres des protofilaments permet l’élongation rapide de ces derniers 

(Knowles et al., 2009). Au cours de cette phase, la fragmentation des protofilaments 
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forme de nouveaux noyaux induisant des nucléations secondaires et accélérant le 

processus de formation des fibres (Grigolato et al., 2017). La troisième phase est 

atteinte lorsque la vaste majorité des précurseurs monomériques sont intégrés aux 

fibres amyloïdes et que l’équilibre est atteint. De façon intéressante, ce mécanisme peut 

être suivi via la sonde fluorogénique ThT dont le signal de fluorescence au cours du 

temps décrit une courbe sigmoïdale (Figure 1.7) (Biancalana et Koide, 2010). En effet, 

lors de la phase de latence, la fluorescence de la ThT est minimale en raison de 

l’absence de fibres amyloïdes. Lors de la phase d’élongation, le réarrangement 

moléculaire en feuillets-β-croisés induit la formation de sites liaisons pour la ThT, 

entraînant une amplification de la fluorescence. Une fois en état d’équilibre, le signal 

de fluorescence atteint un plateau. 

Il existe d’autres mécanismes qui ont été proposés, comme le mécanisme de conversion 

conformationnelle nucléée (Johnson et al., 2012; Lee et al., 2011; Serio et al., 2000). 

Ce mécanisme décrit une oligomérisation spontanée des monomères, suivi d’une lente 

conversion conformationnelle des oligomères en noyau(x) compétent(s) par un 

processus qui nécessite de passer une barrière énergétique élevée. Finalement, le 

mécanisme de polymérisation down-hill, est un mécanisme où toutes les étapes menant 

à la formation des fibres amyloïdes sont thermodynamiquement favorables (Hurshman 

et al., 2004; Johnson et al., 2012). Par exemple, la protéine tétramérique transthyrétine 

peut subir une dissociation, pouvant mener à une dénaturation partielle d’une unité 

monomérique. Par la suite, le monomère mal replié s’agrège efficacement étant donné 

que le dimère néoformé est plus stable que le monomère, puis le trimère est plus stable 

que le dimère et ainsi de suite jusqu’à la formation de fibres amyloïdes.  
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Figure 1.7. Formation de fibres amyloïdes via le mécanisme de polymérisation nucléée. 
Représentation schématique des voies de formation de fibres amyloïdes via la 
nucléation primaire (flèches noires) et/ou la nucléation secondaire (flèche verte). 
Adapté de (Karamanos et al., 2015). 

1.3 Diabète de type II et dépôts amyloïdes 

1.3.1 Caractéristiques du diabète de type II 

Le DTII est une maladie métabolique caractérisée par une dérégulation de 

l’homéostasie du glucose menant à une hyperglycémie chronique (DeFronzo, 2004). 

Sous conditions physiologiques normales, l’augmentation de la glycémie entraîne la 

sécrétion d’insuline qui stimule la consommation du glucose sanguin par les cellules 

musculaires et hépatiques et qui inhibe également la production de glucose endogène. 

Chez les personnes atteintes du DTII, deux principaux facteurs induisent le 

dérèglement de l’homéostasie du glucose, soit la résistance à l’insuline et la 

perturbation de la sécrétion d’insuline (DeFronzo, 2004; Westermark et al., 2011). Si 

l’augmentation de la glycémie est prolongée, l’insuline sera sécrétée en grande quantité 

pouvant mener à une diminution de l’efficacité de l’insuline sur ses récepteurs 

(résistance à l’insuline) (Kahn, 2003). Afin de palier à cette diminution d’activité, les 
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cellules β-pancréatiques augmentent le niveau de sécrétion d’insuline (Hebda et 

Miranker, 2009). Cette surproductivité induit un stress métabolique local, altérant le 

fonctionnement des cellules-β sécrétrices d’insuline et diminuant la sécrétion de cette 

hormone peptidique (Roden et Shulman, 2019). Il en résulte donc une hyperglycémie 

chronique, c’est-à-dire un taux de glucose sanguin élevé qui persiste au cours du temps. 

Les complications dû à l’hyperglycémie sont nombreuses, telles que des problèmes 

cardiovasculaires, des rétinopathies, une insuffisance rénale et une circulation sanguine 

altérée (Roden et Shulman, 2019). Notamment, chez les personnes atteintes du DTII, 

des dépôts amyloïdes sont retrouvés au niveau du pancréas et la présence de ces 

agrégats protéiques insolubles corrèle avec la sévérité et la durée de la maladie 

(Westermark et al., 2011). Ces dépôts amyloïdes peuvent également être observés chez 

des individus non diabétiques, cependant ceux-ci affectent moins d’îlots et avec un 

degré de sévérité inférieur (Westermark et al., 2011). Ainsi, la composante 

amyloïdogénique constitue un facteur important de la pathogénicité du DTII et dont la 

caractérisation revêt un intérêt crucial pour la compréhension de la maladie. 

1.3.2 Dépôts amyloïdes pancréatiques 

En 1901, des coupes histologiques du pancréas provenant de patients atteints du DTII 

révèlent la présence de lésions et de tissus fibreux (Opie, 1901). Cependant, l’absence 

de réponse au marquage à l’iodine sème le doute sur la nature de ces lésions qui seront 

nommées hyalinisation des îlots (Westermark, 2011). Ces dépôts ont pu être 

histologiquement identifiés comme des dépôts amyloïdes par différents marquages, tels 

que le cristal violet et le rouge de Congo (Ahronheim, 1943; Ehrlich et Ratner, 1961). 

En raison de l’insolubilité du matériel amyloïdogénique, la caractérisation des dépôts 

a été complexe et il a d’abord été suggéré que le constituant majoritaire était de 

l’insuline ou des fragments d’insuline (Young, 2005). En 1986, Westermark et al. ont 

identifié à partir de fibres amyloïdes provenant d’insulinome du pancréas, la séquence 

partielle d’un polypeptide, qu’ils ont nommé insulinoma amyloid peptide (IAP) 
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(Westermark et al., 1986). En 1987, deux équipes de recherche déterminent la séquence 

complète de ce peptide de 37 acides aminés qui sera identifié comme le constituant 

majoritaire des dépôts amyloïdes pancréatiques (Cooper et al., 1987; Westermark et 

al., 1987). À la suite de leurs travaux, l’équipe de Westermark et al. nomme le peptide 

islet amyloid polypeptide (IAPP), remplaçant la précédente dénomination IAP 

(Westermark et al., 1987). D’autre part, l’équipe de Cooper et al. nomme dans un 

premier temps le peptide diabetes-associated peptide (DAP) (Cooper et al., 1987), qui 

sera remplacé par amylin (Cooper et al., 1988). Actuellement, les deux dénominations 

IAPP et amylin sont toujours utilisées. 

1.4 Islet amyloid polypeptide 

1.4.1 Expression, maturation et entreposage de l’IAPP 

L’IAPP est exprimé par un gène situé sur le bras court du chromosome 12 (Mosselman 

et al., 1989; Mosselman et al., 1988). Ce gène est composé de trois exons et deux 

introns, précédés par un promoteur de type boîte TATA (TATAA). La transcription du 

premier exon mène à un ARN non codant qui sert de coiffe, tandis que les deux derniers 

exons contiennent la prépromolécule complète. L’IAPP est une hormone peptidique de 

37 acides aminés, bien qu’initialement traduite sous la forme d’un précurseur 

preproIAPP de 89 acides aminés (Cao et al., 2013b). Une séquence peptide signal de 

22 résidus est clivée suite à l’entrée de la protéine dans la lumière du réticulum 

endoplasmique (RE) par la peptidase signal, résultant en la formation d’un proIAPP de 

67 résidus (Figure 1.7) (Mosselman et al., 1989). Dans la lumière du RE, la formation 

du pont disulfure entre les résidus Cys2 et Cys7 est catalysée par une disulfure 

isomérase (Asthana et al., 2018). Le proIAPP de 67 acides aminés est par la suite 

transporté dans l’appareil de Golgi puis entreposé dans les vésicules de sécrétion. Dans 

les vésicules de sécrétion, le proIAPP est clivé par deux endoprotéases, la prohormone 

convertase 2 (PC 2) et la prohormone convertase 1/3 (PC 1/3) (Cao et al., 2013b). Au 
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niveau de la région N-terminale du proIAPP, la PC 2 clive la séquence peptidique au 

côté C-terminale du motif dibasique Lys-Arg en positions 10 et 11, libérant ainsi le 

résidu N-terminal de l’IAPP mature. Dans la région C-terminale de proIAPP, la PC 1/3 

clive du côté C-terminal du motif dibasique Lys-Arg aux positions 50 et 51, libérant 

ainsi une séquence de 16 résidus. Le motif dibasique Lys-Arg est par la suite clivé par 

la carboxypeptidase E. Le résidu glycine restant à l’extrémité C-terminale est utilisé 

comme donneur d’azote pour l’amidation de la tyrosine grâce au complexe peptidyl 

amidating mono oxygenase (PAM), résultant en une hormone peptidique mature de 37 

acides aminés (Cao et al., 2013b). 

 

Figure 1.8. Processus de maturation de l’IAPP. 1. Clivage du peptide signal par la 
peptidase signal (PS) et formation du pont disulfure. 2. Clivage des régions N-terminale 
(11 résidus) et C-terminale (16 résidus) par les prohormones convertases PC2 et PC1/3 
respectivement. 3. Clivage Lys-Arg par la carboxypeptidase CE. 4. Amidation de la 
tyrosine par le complexe peptidyl amidating mono oxygenase (PAM). Les numéros de 
1 à 37 indiquent les résidus de l’IAPP mature. Adapté de (Asthana et al., 2018). 

Bien que la concentration de l’IAPP dans les vésicules de sécrétion soit suffisamment 

élevée pour induire son auto-assemblage in vitro, les conditions présentes dans les 

vésicules inhibent l’agrégation du peptide. Notamment, l’environnement acide des 

vésicules (pH 5.5) ralentit l’agrégation du peptide (Khemtémourian et al., 2011; Li et 

al., 2013). En effet, à pH acide le groupe imidazole de l’histidine en position 18 est 

protoné, induisant localement une répulsion électrostatique entre les monomères. De 

1 10 20 30 37 

1 10 20 30 37 

1 10 20 30 37 

1 10 30 37 
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plus, dans les vésicules de sécrétion, l’IAPP est co-entreposé et co-sécrété avec 

l’insuline à un ratio de 1:100. L’insuline est située au cœur des vésicules de sécrétion 

sous une forme hexamérique microcristalline, tandis que l’IAPP est entreposé dans la 

région halo (Akter et al., 2016; Westermark et al., 2011). De façon intéressante, il a été 

montré in vitro que les formes solubles et cristallines de l’insuline inhibent l’agrégation 

de l’IAPP (Brender et al., 2010; Knight et al., 2008; Larson et Miranker, 2004), 

suggérant que l’insuline joue un rôle dans la prévention de l’agrégation in vivo. Suite à 

leur libération dans le milieu extracellulaire, l’insuline soluble permettrait de réduire 

l’agrégation de l’IAPP au niveau local. De plus, lorsque les granules de sécrétion 

fusionnent avec la membrane plasmique pour larguer leur contenu, le pH se neutralise 

rapidement tandis que le temps de relargage des hormones peut varier entre quelques 

secondes à une minute. Sous ces conditions favorables à l’agrégation (pH neutre, haute 

concentration d’IAPP, environnement membranaire), la présence de Zinc à haute 

concentration, de l’ordre du mM, permettrait d’inhiber la formation de fibres en se liant 

à l’histidine en position 18 (Brender et al., 2010). De façon intéressante, une mutation 

délétère du gène SLC30A8 codant pour le transporteur de zinc ZnT8, qui permet 

l’entrée de cet ion dans les granules de sécrétion (Chimienti et al., 2004), augmente les 

risques de développer le DTII (Nicolson et al., 2009). 

1.4.2 Phylogénie de l’IAPP 

L’IAPP est retrouvé chez de nombreux organismes supérieurs, mammifères et  

poissons, tel qu’indiqué au tableau 1.6 (Wong et al., 2016). Les régions N-terminale et 

C-terminale sont hautement conservées, suggérant que ces régions soient importantes 

pour l’activité biologique de cette hormone, et que l’activité de celle-ci soi importante 

pour les organismes vivants. En revanche, la région 20-29 varie beaucoup d’une espèce 

à l’autre. Notamment, on peut remarquer chez l’humain que ce segment est hautement 

hydrophobe, rendant l’IAPP hautement prône à l’agrégation. De plus, un court peptide 

dérivé de la séquence 20-29 peut former des fibres amyloïdes en absence des autres 
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domaines du peptide (Madine et al., 2008). La région 20-29 des isoformes de primates, 

de chats et de chiens présentent 1 à 2 substitutions par rapport à celle de l’humain, dont 

un remplacement d’une phénylalanine pour une leucine, conservant ainsi 

l’hydrophobicité élevée de ce segment et la capacité de former des amyloïdes (O'Brien 

et al., 1990; Wong et al., 2016). En revanche, l’IAPP de rat diffère de 6 acides aminés 

par rapport à la séquence retrouvée chez l’humain, dont 5 dans la région 20-29, 

comprenant trois prolines aux positions 25, 28 et 29. Bien qu’il ait été montré que 

l’IAPP de rat puisse s’agréger et former des oligomères (Abedini et al., 2016), cet 

isoforme est faiblement amyloïdogénique et non cytotoxique (Westermark et al., 

2011). En effet, la présence de prolines implique la perte d’un donneur potentiel de 

pont H et présente un angle φ fixe à -65°, incompatible avec celui des feuillets-β à 

environ -135° (Li et al., 1996). Ainsi, la présence de trois prolines diminue la stabilité 

des feuillets-β, qui est la structure secondaire majeure des fibres amyloïdes, soulignant 

l’importance de la structure primaire dans la capacité à former des fibres amyloïdes. 

Tableau 1.6. Phylogénie de l’IAPP, adapté de (Wong et al., 2016). 

Espèce Structure primaire 
1              10               20              30         37 

Humain KCNTATCAT QRLANFLVHS SNNFGAILSS TNVGSNTY 

Rat KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNLGPVLPP TNVGSNTY 

Macaque KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNFGTILSS TNVGSDTY 

Porc KCNMATCAT QHLANFLDRS RNNLGTIFSP TKVGSNTY 

Chat KCNTATCAT QRLANFLIRS SNNLGAILSP TNVGSNTY 

Chien KCNTATCAT QRLANFLVRT SNNLGAILSP TNVGSNTY 

Poisson globe KCNTATCVT QRLADFLVRS SNTIGTVYAP TNVGSTTY 

Les résidus indiqués en rouge diffèrent de ceux retrouvés chez l’humain. 
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1.4.3 Structure(s) secondaire(s) de l’IAPP 

Sous sa forme monomérique et soluble, l’IAPP présente un ensemble conformationnel 

majoritairement désordonné, bien que des segments puissent adopter des structures 

ordonnées de façon transitoire (Brender et al., 2012; Williamson et Miranker, 2007; 

Yonemoto et al., 2008). Par résonance magnétique nucléaire (RMN) en solution, à 4°C 

et à pH acide (5.3), conditions employées pour ralentir l’agrégation, et sous condition 

oxydante pour favoriser la formation du pont disulfure, il a été montré que l’IAPP 

forme une hélice alpha de la position Ala-8 à Val-17 (Figure 1.9A) (Rodriguez 

Camargo et al., 2017). En outre, la structure transitoire hélicoïdale de l’IAPP est 

stabilisée en présence de solvants connus pour induire la formation en hélice-α, tels le 

TFE ou l’hexafluoroisopropanol (HFIP), révélant la propension du peptide à former 

une structure en hélice (Hubbard et al., 1991; Wang et al., 2014).  

Par RMN en solution, il a été montré que la présence de micelle de SDS en condition 

acide (pH 4.6) induit la formation d’une hélice alpha qui s’étend de la position 5 à 28 

avec une discontinuité entre les segments 5-17 et 18-28 formant un angle de 30° (Figure 

1.9B) (Patil et al., 2009). Les 4 premiers acides aminés sont contraints par la formation 

d’une boucle induite par le pont disulfure impliquant les cystéines aux positions 2 et 7. 

Au-delà de la position 28, les 9 résidus de la région C-terminale présentent une 

conformation principalement désordonnée. Avec un modèle similaire, soit la présence 

de micelles SDS, mais à un pH physiologique, la formation d’une hélice-α s’étend de 

Cys-7 à Val-17, puis de Asn-21 à Ser-28 avec un angle de 80° entre les deux segments 

(Figure 1.9C) (Nanga et al., 2011). Par résonnance paramagnétique électronique 

(RPE), la présence de larges vésicules unilamélaires composées à 80% de 1-palmitoyl-

2-oleoyl-glycéro-3-phospho-L-sérine (POPS) et 20% de 1-palmitoyl-2-oleoyl-glycéro-

3-phosphocholine (POPC), mène à la formation d’une hélice-α qui s’étend de la 

position 9 à 22 (Apostolidou et al., 2008). Dans cette étude, l’absence de formation 

hélicoïdale de la région N-terminale pourrait être la conséquence de la substitution des 



30 
 
cystéines 2 et 7 par des alanines. Ces substitutions impliquent la perte du pont disulfure 

et un réarrangement du squelette peptidique similaire à celui du motif N-cap 

déstabilisant ainsi l’hélice-α. 

   
Figure 1.9. Structures secondaires de l’IAPP. A) En solution aqueuse à 4°C et pH 5.3 
(PDB: 5MGQ). B) En présence de micelles SDS à 100 mM, pH 4.6 (PDB: 2KB8). C) 
En présence de micelles SDS à 200 mM, pH 7.3 (PDB: 2L86). 

Tel que mentionné précédemment, la majorité des ligands peptidiques des RCPG de la 

classe B affichent un large ensemble conformationnel en solution aqueuse. Cependant, 

une structure secondaire hélicoïdale peut être induite en présence de solvant et de 

milieu mimant les membranes biologiques, et également en présence de leur récepteur 

(Watkins et al., 2012). Les similarités structurales au sein de cette famille peptidique 

suggèrent fortement que la conformation hélicoïdale de l’IAPP serait essentielle pour 

son activité biologique (Watkins et al., 2012). Toutefois, en absence de données 

structurales de l’IAPP lié à son récepteur, la structure bioactive de l’IAPP demeure 

hypothétique (Bower et Hay, 2016). 
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1.4.4 Activités biologiques et rôle pathologique de l’IAPP 

Les rôles physiologiques de l’IAPP demeurent encore aujourd’hui le sujet d’un vif 

débat, bien que plusieurs activités biologiques aient été proposées. En réponse à une 

augmentation de la glycémie ou à la stimulation de sécrétagogues non glycosidiques 

après un repas, les cellules β-pancréatiques sécrètent l’IAPP, augmentant ainsi la 

concentration sanguine de 4 pM à 25 pM (Young, 1997).  Premièrement, l’IAPP semble 

impliqué indirectement dans le métabolisme du glucose en diminuant la sécrétion 

d’insuline par un mécanisme de signalisation autocrine, bien qu’il n’y ait pas de 

consensus sur ce mécanisme. L’IAPP régule la satiété et la vidange gastrique post 

prandiale en agissant sur les neurones de l’aera postrema (Lutz et al., 1995; Sexton et 

al., 1994). Finalement, l’IAPP pourrait avoir un effet vasodilatateur et partagerait avec 

les autres membres de la famille calcitonine une activité sur la physiologie squelettique 

(Naot et al., 2018).   

L’IAPP exerce son activité biologique via l’interaction avec le RCPG de la calcitonine, 

CTR. Bien que l’IAPP ait une faible affinité pour ce récepteur, cette affinité est 

augmentée suite à l’interaction d’une protéine receptor activity-modifying protein 

(RAMP) avec le récepteur CTR (Figure 1.10) (Bower et Hay, 2016). Les protéines 

RAMP, constituées de 148 acides aminés, régulent le transport des CTR à la surface 

cellulaire et leur glycosylation, modulant ainsi leur sélectivité. Les trois protéines 

RAMP disposent d’une topologie similaire avec une région N-terminale 

extracellulaire, un domaine transmembranaire et une région C-terminale intracellulaire. 

Il y a trois gènes codants pour trois protéines RAMP et dont l’expression relative 

diffèrent selon les tissus. L’affinité de l’IAPP envers le récepteur CT varie en fonction 

de la protéine RAMP associée (Bower et Hay, 2016).  
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Figure 1.10. Composants du récepteur de l’IAPP. Le récepteur de l’IAPP comprend le 
RCPG de la classe B de la calcitonine (CT) qui interagit avec des protéines RAMP pour 
modifier l’affinité et la signalisation intracellulaire subséquente. Adapté de (Bower et 
Hay, 2016). 

Outre ses activités biologiques, l’IAPP est principalement reconnu pour son 

implication dans le DTII. Tel que mentionné précédemment, les dépôts amyloïdes 

formés d’IAPP sont associés au DTII et participent à la dégénérescence des cellules β-

pancréatiques (Westermark et al., 2011). La mutation S20G, retrouvée parmi les 

populations asiatiques, induit l’apparition précoce du DTII, impliquant donc un lien 

génétique entre l’IAPP et diabète (Cao et al., 2012; Ma et al., 2001). Cette mutation 

favorise la formation de fibres amyloïdes, pouvant aggraver la pathologie (Duan et al., 

2012). Finalement, une étude a révélé la possibilité que les dépôts amyloïdes et les 

anomalies associées au DTII résultent d’un mécanisme de propagation similaire au 

mécanisme de la protéine prion impliqué dans les encéphalopathies spongiformes 

(Mukherjee et al., 2017).  

1.4.5 Structure des fibres amyloïdes d’IAPP 

En 2007, le modèle le plus détaillé de la structure des fibres amyloïdes de l’IAPP a été 

obtenu par RMN à l’état solide (Figure 1.11) (Luca et al., 2007). Dans ce modèle, les 

monomères sont empilés les uns sur les autres en forme de U et sont composés de deux 

brins-β reliés par une boucle. Le premier brin-β s’étend du résidu 8 à 17, tandis que le 
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deuxième s’étend de la position 28 à 37. La boucle qui relie ces deux brins-β comprend 

les résidus 18 à 27. La région amyloïdogénique 20-29 chevauche la boucle et le début 

du second brin-β. La structure secondaire de la région 1 à 7, à l’intérieur des 

assemblages amyloïdes est désordonnée du fait de la restriction conformationnelle 

induite par le pont disulfure. Deux arrangements ont été proposées pour les différentes 

orientations des chaînes latérales, ce qui entraîne des interactions différentes entre les 

couches de feuillet-β. Dans le premier modèle, les chaînes latérales des résidus Gln-10, 

Leu-12, Asn-14 et Leu-16 sont en interaction avec le feuillet-β qui s’étend des positions 

28 à 37 (Figure 1.11C). Les chaînes latérales des résidus Arg-11, Ala-13 et Phe-15 sont 

dirigées vers l'extérieur du protofilament. En raison de la structure du brin-β, les 

orientations latérales des résidus Leu-27, Ser-29 et Asn-31 alternent avec les chaînes 

latérales des résidus Leu-26, Ser-28, Thr-30 et Val-32. Alors que le premier ensemble 

de chaînes latérales est situé entre deux couches de monomères d’IAPP, le second 

ensemble de chaînes latérales est orienté vers l'intérieur de chaque couche. Dans le 

second modèle (Figure 1.11D), le feuillet-β formé par les résidus 28 à 37 interagit avec 

les chaînes latérales de Arg-11, Ala-13 et Phe-15, alors que les chaînes latérales de 

Gln-10, Leu-12, Asn-14 et Leu-16 sont dirigées vers l'extérieur du protofilament. De 

la même manière que le premier modèle, deux ensembles de chaînes latérales sont 

dirigés dans des directions opposées. Le premier ensemble composé de Leu-26, Ser-

28, Thr-30 et Val-32 est situé entre deux couches de monomères d’IAPP. Le second 

ensemble de chaînes latérales composé de Leu-27, Ser-29 et Asn-31 est orienté vers 

l'intérieur de chaque couche. Ces deux modèles montrent que les fibres amyloïdes 

formées par l’IAPP sont stabilisées par un ensemble d’interactions hydrophobes, 

d’interactions électrostatiques et de liaisons hydrogènes. 
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Figure 1.11. Modèles des fibres amyloïdes provenant de l’auto-assemblage de l’IAPP. 
A) Représentation en ruban d’un feuillet β-croisé. En rouge, le segment en brin-β côté 
N-terminal et en bleu, le segment en brin-β côté C-terminal. La flèche noire indique le 
sens de la fibre. B) Vue en coupe de deux molécules d’IAPP dans le protofilament. C-
D) Représentation all-atoms pour les deux modèles possibles avec les résidus 
hydrophobes en vert, les résidus polaires en magenta, les résidus chargés positivement 
en bleu et les résidus cystéines liés par un pont disulfure en jaune. Adapté de (Luca et 
al., 2007). 

D’autres modèles ont été proposés pour la structure des fibres amyloïdes de l’IAPP et 

ce, en employant différentes méthodes biophysiques. Étant donné l’incapacité de 

former des cristaux à partir de fibres amyloïdes hétérogènes, des chercheurs ont 

cristallisé des assemblages de courts segments de l’IAPP, i.e. NNFGAIL (21-27) et 

SSTNVG (28-33), et analysés ceux-ci par diffraction aux rayons X (Wiltzius et al., 

2008). Basé sur les structures obtenues par cristallographie, les auteurs ont modélisé 

une structure des fibres amyloïdes avec l’IAPP pleine longueur. Ce modèle révèle une 

structure supramoléculaire similaire à celle obtenue par RMN à l’état solide, composé 

2 monomères espacés de 4.8 Å et également organisée en 4 feuillets. En revanche, la 

différence réside dans l’espacement des chaînes latérales. Par exemple, entre les résidus 

Asn-14 ou Tyr-15 et Ile-26 et Leu-27, il y a 6 Å d’espacement pour le modèle par RMN 

à l’état solide tandis qu’un espacement de 12 Å a été obtenu pour le modèle de Wiltzius 
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et al. Par conséquent, la cristallographie et la RMN à l’état solide décrivent une 

organisation similaire, mais des différences au niveau de l’emplacement des chaînes 

latérales sont observées. Un modèle en β-serpentine où le monomère d’IAPP est 

constitué de trois brins-β a été obtenu par modélisation in silico (Kajava et al., 2005). 

Un autre modèle a été obtenu par RPE où les brins-β d’un même monomère sont 

espacés de trois positions le long de l’axe de la fibre (Bedrood et al., 2012). Finalement, 

deux modèles ont récemment été obtenus par cryo-microscopie électronique. L’un de 

ces modèles suggère que les fibres sont constituées de protofilaments associés de façon 

symétrique et dont les résidus 14 à 37 forment le cœur amyloïde (Cao et al., 2020). 

L’autre modèle suggère que les protofilaments décrivent une forme en S et 

s’entrelacent dans le sens de la fibre (Röder et al., 2020). 

1.4.6 Mécanismes d’auto-assemblage de l’IAPP 

Le processus de formation de fibres amyloïdes par l’IAPP est généralement décrit 

comme un mécanisme de polymérisation nucléée (Arosio et al., 2015). En présence de 

ThT, l’auto-assemblage de l’IAPP présente une courbe sigmoïdale typique en trois 

phases (Figure 1.6). Bien que le mécanisme ait souvent été étudié, il n’y a pas de 

consensus sur la nature des espèces intermédiaires menant à la formation des fibres 

amyloïdes de l’IAPP. Selon le mécanisme de polymérisation nucléée, seuls les 

monomères participent à la formation d’un noyau oligomérique compétent pour 

l’élongation en protofilament. Toutefois, plusieurs études ont montré la présence 

d’intermédiaires oligomériques en amont de la formation du noyau compétent menant 

à la phase d’élongation (Nagel-Steger et al., 2016). Ainsi, de nombreuses espèces 

intermédiaires oligomériques pourraient participer à la nucléation primaire de l’auto-

assemblage en fibres amyloïdes. Par exemple, la formation d’une structure hélicoïdale 

au niveau de la région N-terminale de l’IAPP, permettrait un rapprochement des unités 

monomériques via l’interaction des hélices-α et ce, de façon similaire au motif coiled-

coil (Abedini et Raleigh, 2009). La formation de ce type d’assemblage permettrait une 
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augmentation de la concentration locale de la région C-terminale prône à la formation 

de brin-β, favorisant ainsi la formation de fibres amyloïdes. Contrairement à cette 

hypothèse, une étude de notre laboratoire suggère que la formation d’hélice-α serait en 

dehors de la voie de formation de fibres amyloïdes, i.e. off-pathway (De Carufel et al., 

2015). En effet, un dérivé conformationnellement contraint d’IAPP ne pouvant former 

d’hélice-α affiche une amyloidogénèse accélérée. D’autres études suggèrent que les 

intermédiaires oligomériques précoces de l’IAPP forment des structures en épingle à 

cheveux (β-hairpin) (Buchanan et al., 2013). Finalement, il a été montré que la 

nucléation secondaire était critique dans la formation de fibres d’IAPP (Padrick et 

Miranker, 2002; Patil et al., 2011). 

1.4.7 Cytotoxicité de l’IAPP 

1.4.7.1 Espèces cytotoxiques de l’IAPP  

Les dépôts amyloïdes pancréatiques sont retrouvés chez 95 % des personnes atteintes 

du DTII (Rocken et al., 1992). La présence de ces dépôts corrèle avec une perte en 

masse des cellules β-pancréatiques, suggérant que les espèces fibrillaires sont 

impliquées dans la mort cellulaire (Jurgens et al., 2011; Kahn et al., 1999). Il a été 

montré que les assemblages fibrillaires ont la capacité d’induire un bourgeonnement 

de la membrane plasmique, une condensation de la chromatine et la fragmentation de 

l’ADN, indiquant des processus apoptotiques (Lorenzo et al., 1994). De plus, il a été 

montré que les fibres amyloïdes induisent une perturbation des voies cellulaires en 

réponse au stress oxydatif et de l’homéostasie lipidique (Janciauskiene et Ahrén, 2000). 

Finalement, les dépôts amyloïdes situés entre les cellules β-pancréatiques et les cellules 

endothéliales capillaires pourraient perturber la circulation des nutriments, tel le 

glucose, menant à des interférences avec l’exocytose de l’insuline des vésicules de 

sécrétion (Clark et Nilsson, 2004). Cependant, la majorité des études récentes indiquent 

que les intermédiaires oligomériques seraient les espèces les plus cytotoxiques (Glabe, 
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2008; Haataja et al., 2008; Kayed et al., 2003; Kirkitadze et al., 2002). En 1996, des 

souris transgéniques exprimant l’IAPP humain présentaient une perte rapide de masse 

cellulaire au niveau des îlots pancréatiques et ce, en absence de dépôts extracellulaires 

amyloïdes (Janson et al., 1996). Sur des cellules isolées d’îlots pancréatiques en 

culture, il a été montré que les fibres amyloïdes n’induisaient pas l’apoptose, 

contrairement au traitement à l’IAPP fraichement dilué (Janson et al., 1999). Au cours 

de cette même étude, les auteurs ont montré par microscopie électronique des cellules 

viables décorées de fibres amyloïdes. En revanche, en présence de peptides fraichement 

solubilisés et appliqués sur les cellules, il y avait présence d’agrégats amorphes de 

petite taille qui perturbent la membrane plasmique et pénètrent dans la cellule. Il a été 

identifié chez des personnes atteintes de diabète de type II, la présence d’anticorps 

spécifiquement dirigés contre les espèces oligomériques de l’IAPP qui ont la capacité 

de neutraliser la cytotoxicité de ces espèces (Bram et al., 2014). Une étude récente a 

montré que les espèces monomériques et fibrillaires exerçaient une faible cytotoxicité 

tandis que les espèces intermédiaires oligomériques induisaient une forte cytotoxicité 

sur des cellules β-pancréatiques en culture (Figure 1.12) (Abedini et al., 2016). 

Finalement, et tel est le cas pour les protéines amyloidogéniques associées à des 

pathologies, la question de savoir si la cytotoxicité est associée à une conformation 

oligomérique précise (Kayed et al., 2003; Shankar et al., 2008) et/ou au processus 

d’auto-assemblage reste à élucider (Jan et al., 2011). 

 
Figure 1.12. Espèces toxiques de l’IAPP. A) Viabilité cellulaire des cellules de rat β-
pancréatiques après traitement avec l’IAPP humain (rouge) et de rat (vert) pré-incubé 
pour différentes périodes allant de 0 h (monomère) à 60 h (fibrillaire). B) Cinétique 
d’auto-assemblage de l’IAPP humain (rouge) ou de rat (vert) mesurée par la 
fluorescence de la ThT. Adapté de (Abedini et al., 2016). 
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1.4.7.2 Mécanismes de cytotoxicité de l’IAPP  

Parmi les mécanismes de cytotoxicité induits par les espèces pré-fibrillaires, la 

perturbation membranaire est le mécanisme le plus accepté par la communauté 

scientifique (Abedini et Schmidt, 2013; Caillon et al., 2016; Engel, 2009). À ce jour, 

deux principales hypothèses permettent d’expliquer la perturbation membranaire 

induite par l’IAPP (Figure 1.13). La première hypothèse propose que l’IAPP sous sa 

forme monomérique, ou oligomérique, interagit avec la membrane plasmique et 

s’insère dans la bicouche lipidique. Dans cet environnement lipidique, la formation de 

fibres induit une perturbation membranaire en changeant la courbure de la membrane, 

ainsi qu’en recrutant des lipides. Ce mécanisme de perturbation est dit détergent étant 

donné que la formation de fibres amyloïdes induit la formation de « vésicules », 

comprenant des agrégats protéiques et des lipides (Domanov et Kinnunen, 2008; Engel 

et al., 2008; Lee et al., 2012; Martel et al., 2017). La deuxième hypothèse suggère que 

les espèces oligomériques forment des pores membranaires pouvant conduire à une 

mort cellulaire. Dans un premier temps, il a été montré sur des bicouches lipidiques 

planaires, que l’IAPP pouvait former des canaux cation-sélectif menant à une 

perturbation de la membrane (Mirzabekov et al., 1996). Plusieurs mécanismes de 

formation des pores ont été proposés. En outre, la formation de ces pores serait induite 

par des oligomères pré-formés riches en feuillet-β qui s’insèrent dans la membrane 

(Kayed et al., 2009; Kayed et al., 2004). Des études par microscopie à force atomique 

suggèrent que des assemblages de 5 sous-unités s’intègrent dans la bicouche lipidique 

menant à la formation de pores (Quist et al., 2005). Une autre voie a également été 

proposée et implique que l’IAPP, sous forme monomérique non-structurée, se lie aux 

lipides et subit un réarrangement conformationnel en oligomère riche en hélice-α, 

menant à une perturbation membranaire via la formation de canaux (Knight et al., 

2006). La formation des pores et/ou la perturbation membranaire induite par l’IAPP 

peut mener à une perte du contenu cellulaire et de l’osmolarité (Birol et al., 2018; Last 
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et Miranker, 2013), ainsi qu’à de nombreux mécanismes en aval menant à la mort 

cellulaire (Abedini et Schmidt, 2013; Asthana et al., 2018). 

 

Figure 1.13. Représentation schématique de la perméabilisation membranaire induite 
par l’IAPP. La première hypothèse (a) propose que le peptide monomérique ou les 
petits oligomères interagissent avec la membrane et s’insèrent dans la bicouche 
lipidique. Par la suite, la formation de fibres modifie la courbure membranaire et 
recrute des lipides menant à la perméabilisation de la membrane plasmique. La 
deuxième hypothèse (b) suggère que les oligomères interagissent avec la membrane et 
forment des pores. Adapté de (Caillon et al., 2016). 

Par exemple, lors de traitements de cellules β-pancréatiques à des concentrations 

élevées en IAPP, la voie pro-apoptotique JNK est activée (Subramanian et al., 2012). 

D’autre part, le récepteur FAS qui est connu comme un récepteur de mort cellulaire, 

peut interagir avec les oligomères d’IAPP, ce qui conduit à l’activation des voies pro-

apoptotiques via les caspases 8 et 3 (Law et al., 2010; Park et al., 2012; Zhang et al., 

2008). À cet effet, il a été observé que l’inhibition de la caspase 3 conduit à une 

inhibition de la toxicité cellulaire induite par l’IAPP (Law et al., 2010). De plus, il a 

également été montré que l’IAPP peut activer l’inflammasome, menant à la production 

des cytokines pro-inflammatoires interleukine 1α et 1β, pouvant mener à la mort des 

cellules β (Masters et al., 2010; Westwell-Roper et al., 2011). 
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Le stress du réticulum endoplasmique (RE) constitue également une voie pouvant 

entraîner la mort cellulaire induite par l’IAPP (Eizirik et al., 2008; Fonseca et al., 

2009). Sous conditions physiologiques normales, les protéines destinées à la sécrétion 

transitent du RE au trans-golgi puis dans les vésicules de sécrétion, où elles sont 

stockées avant leur sécrétion. Dans le cas du DTII, il y a une forte pression sur le 

système du RE dû à la co-expression importante d’insuline et d’IAPP (Westermark et 

al., 2011). L’augmentation de la demande en IAPP et en insuline entraîne une surcharge 

de l’organite, pouvant conduire à une incapacité à contribuer au bon repliement des 

protéines. En réponse à ce stress, il y a un déclenchement de la réponse aux protéines 

mal-repliées (UPR) qui permet d’augmenter l’expression de protéines chaperonnes du 

RE, et ainsi contribuer au bon repliement des protéines. Cependant, si le stress persiste 

et devient trop important, cela peut résulter au déclenchement de l’apoptose. Toutefois, 

le rôle du stress du RE dans la modulation de la toxicité de l’IAPP in vivo demeure 

controversé. En effet, chez des souris transgéniques surexprimant l’IAPP humain, il a 

été montré que le stress du RE joue un rôle important sur la toxicité induite à l’encontre 

des cellules-β (Gurlo et al., 2010). De plus, sur des cellules en culture, le traitement 

avec de l’IAPP exogène sous forme monomérique induit un important stress du RE 

(Casas et al., 2007). À l’opposé, il a été montré à l’aide d’îlots pancréatiques en culture 

exprimant l’IAPP à des concentrations supraphysiologiques, que le peptide n’induit pas 

l’activation du stress du RE (Hull et al., 2009). 

L’autophagie peut également être une voie modulant la cytotoxicité de l’IAPP. En effet, 

Masini et al. ont détecté une accumulation de vacuoles autophagiques et 

d’autophagosomes dans les îlots pancréatiques isolés de patients atteints du DTII 

(Masini et al., 2009). De plus, ils ont observé que le nombre de cellules β-pancréatiques 

était diminué et que l’activité lysosomale y était réduite. En 2014, Shigihara et al. 

observent une augmentation de la toxicité de l’IAPP chez des souris transgéniques 

exprimant l’IAPP humain et knock-down pour l’autophagy-related genes 7 (Atg7), 

inhibant l’autophagie (Shigihara et al., 2014). En revanche, une étude réalisée sur des 
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cellules en culture montre que l’activation de l’autophagie par la rifampicine, protège 

contre la mort cellulaire apoptotique induite par l’IAPP (Rivera et al., 2011). Les 

auteurs ont également montré que l’inhibition de la digestion autophagique lysosomale 

par des inhibiteurs de protéases, promeut la cytotoxicité induite de l’IAPP. 

1.4.8 Rôle des glycosaminoglycanes dans l’auto-assemblage et la cytotoxicité de 

l’IAPP  

Les dépôts amyloïdes d’IAPP sont principalement retrouvés dans la matrice 

extracellulaire qui est un environnement très hétérogène. Ainsi, de nombreuses 

(macro)molécules biologiques sont associées aux dépôts amyloïdes, telles que le 

composant du sérum amyloïde P, l’apoliprotéine E, le collagène, des métaux, divers 

lipides, ainsi que les glycosaminoglycanes (GAGs) (Nguyen et al., 2015). Bien 

qu’initialement considérés comme des contaminants, plusieurs études ont montré que 

ces cofacteurs peuvent moduler le processus amyloïdogénique et la cytotoxicité induite 

par l’IAPP. 

Les GAGs sont de longues chaînes de polysaccharides composées par la répétition 

d’unités disaccharidiques (Handel et al., 2005). Ceux-ci sont présents dans la matrice 

extracellulaire ou attachés à des corps protéiques transmembranaires pour former les 

protéoglycanes (PGs) (Theocharis et al., 2016). Des analyses immunohistochimiques 

ont montré que les protéoglycanes d’héparane sulfate (HSPG) sont associées aux 

dépôts amyloïdes des îlots de Langerhans (Young et al., 1992). Les îlots transgéniques 

de souris exprimant l’IAPP humain et incubés avec le composé WAS-406, un 

inhibiteur de HSPG, ont vu la quantité de dépôts amyloïdes diminuée (Hull et al., 

2007). En outre, les îlots isolés de souris transgéniques exprimant à la fois l’IAPP 

humain et l’héparanase, une enzyme qui catalyse le clivage de l’héparane sulfate à la 

surface des cellules, présentaient une réduction marquée de l’accumulation de dépôts 

amyloïdes (Oskarsson et al., 2015). De plus, les auteurs ont montré à l’aide de cellules 
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en culture, que les HSPG étaient impliquées dans la cytotoxicité induite par l’IAPP. 

Une autre étude employant des îlots pancréatiques humains a montré que la quantité 

d’amyloïde diminue lorsque ces îlots sont traités avec l’héparanase (Potter et al., 2015). 

Les cellules étaient protégées face à la toxicité induite par l’IAPP. De façon 

intéressante, la présence d’héparine, mimant les segments hautement sulfatés de 

l’héparane sulfate, dans le milieu de culture réduit également la cytotoxicité induite par 

l'IAPP exogène (De Carufel et al., 2013; Jha et al., 2011). À cet effet, de nombreuses 

études in vitro ont montré que les GAGs accélèrent drastiquement la formation de 

fibres amyloïdes (Castillo et al., 1998; De Carufel et al., 2013; Jha et al., 2011; Wang 

et al., 2013), suggérant que les GAGs présents dans le milieu déplacent l’équilibre vers 

la conformation non cytotoxique fibrillaire. 

D’un point de vue mécanistique, il a été montré que l’effet accélérateur de l’héparine 

sur la formation de fibres amyloïdes est fortement réduit lorsque l’héparine est 

enzymatiquement désulfatés, révélant ainsi l’importance des interactions 

électrostatiques entre l’IAPP et les GAGs (Castillo et al., 1998). Cependant, à partir 

d’héparane sulfate isolé de cellules pancréatiques β-TC3, il a été montré que le degré 

de sulfatation ne détermine pas tous les aspects de l’interaction entre l’IAPP et les 

GAGs et sur la modulation de la formation de fibres amyloïdes qui en résulte (Hull et 

al., 2012). Par titration isotherme calorimétrique, il a été observé que l’affinité de 

l’IAPP avec les GAGs sulfatés dépend de l’état de protonation de l’imidazole du résidu 

His18 et que la liaison GAG-peptide est principalement favorisée par l’enthalpie, i.e. 

via des interactions électrostatiques et liaisons hydrogènes (De Carufel et al., 2013). 

Des études par RMN ont révélé que l’héparine, se lie à la région N-terminale chargée 

positivement de l’IAPP (Jha et al., 2011). En plus des interactions électrostatiques, il a 

été montré que la longueur des chaînes et le squelette des GAGs modulent l’effet 

accélérateur sur la formation de fibres amyloïdes (Castillo et al., 1998; Jha et al., 2011; 

Meng et al., 2007). Des analyses par FRET entre la sonde fluorogénique ThT et 

l’héparine marquée à la fluorescéine ont révélé que l’IAPP se lie aux GAGs sulfatés 
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avant la formation amyloïde, probablement sous une forme monomérique (Jha et al., 

2011; Wang et al., 2013). De façon intéressante, il a été observé par dichroïsme 

circulaire que l’interaction des GAGs avec l’IAPP induit une transition 

conformationnelle d’une conformation partiellement désordonnée vers une 

conformation hélicoïdale, qui est rapidement convertie en feuillet-β (Abedini et al., 

2006; De Carufel et al., 2013). Dans l’ensemble, ces études montrent que les GAGs 

accélèrent la formation des fibres amyloïdes in vitro et modulent la cytotoxicité induite 

par l’IAPP in vivo.  

1.4.9 Inhibiteurs de la formation des fibres amyloïdes 

Récemment, Asthana et al. ont récemment répertoriés 4 stratégies afin d’inhiber la 

formation de fibres amyloïdes, soit; (i) la stabilisation d’état(s) conformationnel(s) non-

compétent(s) pour la formation de fibres amyloïdes, (ii) l’inhibition de la croissance 

fibrillaire ainsi que la déstabilisation et/ou le remodelage des fibres, (iii) l’inhibition de 

l’interaction entre les protéines amyloïdogéniques et les cofacteurs qui accélèrent 

l’amyloïdogenèse, et (iv) l’utilisation d’anticorps dirigés vers les précurseurs et/ou 

oligomères toxiques (Asthana et al., 2018).  

Dans la première catégorie, il est par exemple suggéré que la stabilisation de la 

conformation hélicoïdale de l’IAPP pourrait diminuer la conversion vers les 

conformations quaternaires en feuillets-β-croisés. Différentes stratégies ont été 

proposées pour stabiliser la structure hélicoïdale, notamment avec des polymères 

mimant l’hélice-α (Hassanpour et al., 2014; Hebda et al., 2009) et des foldamères 

oligoquinones chargés négativement (Kumar et al., 2016). La deuxième catégorie 

regroupe un certain nombre de petites molécules connues pour inhiber l’auto-

assemblage amyloïde. Par exemple, le flavanol de gallate d’épigallocatéchine (EGCG) 

a montré un effet inhibiteur de la formation de fibres de l’IAPP in vitro ainsi qu’une 

inhibition de la cytotoxicité sur les cellules β-pancréatiques de rat INS-1 (Meng et al., 
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2010). La liaison de l’EGCG avec les sites hydrophobes des fibres amyloïdes causerait 

un encombrement stérique interférant ainsi avec l’auto-assemblage protéique, 

probablement en empêchant la nucléation secondaire (Palhano et al., 2013). De plus, 

cette molécule pourrait remodeler ou perturber la structure amyloïde (Cao et Raleigh, 

2012). D’autres petites molécules polyphénoliques ont été proposées comme 

inhibiteurs de la formation de fibres amyloïdes, tels que le resvératrol ou le curcumin. 

Des études par dynamique moléculaire ont montré que ces molécules pourraient 

stabiliser des intermédiaires en dehors de la voie amyloïdogénique, via des interactions 

π-π ou des liaisons hydrogènes ainsi que des interactions hydrophobes, et donc inhiber 

la formation de fibres amyloïdes (Nedumpully-Govindan et al., 2016). En outre, des 

analogues de l’IAPP non-amyloïdogéniques peuvent être utilisés comme inhibiteur. 

Tel que mentionné précédemment, la présence de proline perturbe les structures 

secondaires en feuillets-β, permettant d’inhiber la formation de fibres amyloïdes. Le 

pramlintide est un analogue de l’IAPP ayant 3 prolines au niveau du segment 20-29, 

permettant ainsi d’inhiber la formation de fibres amyloïdes (Wang et al., 2015). Cet 

analogue non amyloïdogénique conserve une activité biologique et est administré aux 

personnes diabétiques pour pallier à la diminution de l’activité de l’IAPP (Kruger et 

Gloster, 2004). Comme il a été mentionné, les dépôts amyloïdes sont associés à de 

nombreux cofacteurs pouvant moduler la formation des fibres et donc, leur 

cytotoxicité. Par conséquent, les stratégies regroupées dans la troisième catégorie 

consistent à inhiber les interactions entre les précurseurs protéiques et ces cofacteurs 

pour diminuer la formation de fibres. Notamment, l’inhibition de l’interaction entre 

l’IAPP et les GAGs permettrait d’inhiber la cytotoxicité induite par l’IAPP. Ainsi, la 

présence d’héparine soluble a un effet protecteur sur la cytotoxicité induite par l’IAPP, 

probablement due à une compétition de liaison entre l’IAPP et les GAGs endogènes 

(Jha et al., 2011; Saridaki et al., 2012). De façon similaire, la présence de composé 

sulfaté comme l’acide fuschine ou le fast green FCF inhibent la formation de fibres 

amyloïdes ainsi que l’effet accélérateur des GAGs (Meng et Raleigh, 2011). 

Finalement, la dernière catégorie consiste en une stratégie d’immunisation contre les 
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dépôts amyloïdes avec la génération d’anticorps dirigés contre des conformations 

quaternaires précises de l’IAPP (Lee et al., 2016). 

1.5 Sécrétine 

1.5.1 Activités biologiques de la sécrétine 

En 1902, les biochimistes Bayliss et Sterling ont apporté la première preuve 

expérimentale d’une stimulation induite par des sécrétions pancréatiques via un 

mécanisme hormonal (Bayliss et Starling, 1902). En effet, ils ont identifié une 

substance provenant de la muqueuse du petit intestin ayant la capacité d’induire les 

sécrétions pancréatiques, qu’ils nommèrent sécrétine. Ce n’est qu’en 1961 que la 

sécrétine sera purifiée, à partir de la muqueuse intestinale porcine (Jorpes et Mutt, 

1961). La structure primaire de la sécrétine est hautement conservée chez les vertébrés, 

suggérant un rôle physiologique important (tableau 1.7). Chez l'humain, il a été 

rapporté que la sécrétine est exprimée dans de nombreux organes, comprenant 

l'estomac, le duodénum, le jéjunum, l’iléon, la valvule iléo-caecale, le côlon, la rate, 

les testicules, les ovaires, les poumons et diverses parties du cerveau (Chey et Chang, 

2014). La sécrétine est initialement exprimée en préprohormone de 121 acides aminés 

comprenant un peptide signal en N-terminal, un espaceur, le peptide mature et une 

séquence C-terminale de 72 résidus (Figure 1.14) (Afroze et al., 2013). Le peptide 

mature de 27 acides aminés contient une identité de séquence et de conformation avec 

les membres de la famille sécrétine/glucagon/GHRH (voir tableau 1.1). Le récepteur 

de la sécrétine est exprimé de façon endogène dans le cerveau, le pancréas, l’estomac, 

les reins et le foie (Afroze et al., 2013). La sécrétine exerce de nombreuses activités 

biologiques, telles que la régulation de la sécrétion d’ions bicarbonate dans le 

duodénum à partir des épithéliums tapissant les canaux pancréatiques et biliaires, la 

modulation de l'homéostasie de l'eau et de la sécrétion d'acide gastrique (Afroze et al., 

2013). Au niveau de sa structure secondaire, ce peptide est principalement désordonné 
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en milieu aqueux et subit une conversion conformationnelle en présence de 40% TFE 

ou de diméthylsulfoxyde (DMSO), vers la formation de structure(s) hélicoïdale(s) 

(Figure 1.15) (Hofmann et al., 1989). 

 

 

Figure 1.14. Structure primaire de la préprosécrétine. Les acides aminés indiqués en 
vert correspondent à la séquence signal, en noir à l’espaceur, en rouge à la sécrétine 
mature et en bleu à l’extension C-terminale. 

Tableau 1.7. Phylogénie de la sécrétine 

Espèces Structure primaire 
1         10         20     27 

IS (%) 

Humain HSDGTFTSE LSRLREGARL QRLLQGLV 100 
Chien HSDGTFTSE LSRLRESARL QRLLQGLV 96.4 
Cochon, vache, chèvre HSDGTFTSE LSRLRDSARL QRLLQGLV 92.9 
Rat HSDGTFTSE LSRLRDSARL QRLLQGLV 89.3 
Souris HSDGMFTSE LSRLRDSARL QRLLQGLV 89.3 
Cochon d’inde HSDGTFTSE KSRLRDSARL QRLLQGLV 89.3 
Lapin HSDGTLTSE LSRLRDLARL QRLLQGLL 85.7 
Poulet HSDGLFTSE YSKMRGNAQV QKFLQNLM 57.1 

Les acides aminés indiqués en rouge diffèrent de ceux retrouvés chez l’humain. 
IS: identité de séquence. Adapté de (Chey et Chang, 2014). 

 

Figure 1.15. Représentation en ruban de la structure hélicoïdale de la sécrétine. 
Structure obtenue grâce au logiciel i-tasser (Roy et al., 2010; Zhang, 2008), adapté de 
(Afroze et al., 2013). 
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1.5.2 Modèle de la catalyse membranaire 

Étant donné la difficulté d’obtenir précisément la conformation des ligands RCPG de 

la classe B lorsque les peptides sont complexés à leur récepteur respectif, les structures 

ont souvent été élucidés en employant des membranes modèles mimant la bicouche 

lipidique de la membrane plasmique. La justification d’une telle approche tient au fait 

que lorsqu’un ligand lie son récepteur membranaire, il a également interagit avec la 

bicouche lipidique environnante (Langelaan et Rainey, 2010). En conséquence, un 

peptide qui interagit avec un environnement mimant la membrane plasmique aura une 

probabilité d’acquérir une conformation proche de sa conformation bioactive 

(Langelaan et Rainey, 2010). De façon intéressante, Inooka et al. ont validé ce concept 

en étudiant le PACAP27, qui présente une hélice-α dans la région C-terminale suite à 

sa liaison au domaine N-terminal isolé du récepteur PAC1 et également en présence de 

milieu mimant la membrane plasmique (Inooka et al., 2001). Des corrélations 

fonctionnelles peuvent également être déduites. Par exemple, en présence de micelles, 

la calcitonine présente une conformation hélicoïdale et perd cette structure lorsque le 

résidu F16 est délété, ce qui induit une perte de la fonction biologique (Findlay et al., 

1983; Motta et al., 1998). D’autre part, il a été suggéré qu’un peptide aurait, en 

considérant la surface occupée par un récepteur à la surface cellulaire, plus de 

probabilité d’interagir avec la membrane avant d’interagir avec le récepteur. Cette 

hypothèse est connue sous le nom de la catalyse membranaire (Sargent et Schwyzer, 

1986) et comprend 4 éléments (Figure 1.16). Premièrement, au vu de l’espace occupé 

par un récepteur, un ligand peptidique se liera probablement au feuillet externe de la 

membrane plasmique plutôt qu’à son récepteur en premier. Deuxièmement, la 

concentration locale de peptide se retrouve amplifiée permettant ainsi d’augmenter le 

taux de liaison au récepteur. Troisièmement, lors de l’adsorption, la diffusion du ligand 

devient bidimensionnelle au lieu de tridimensionnelle, augmentant ainsi les taux de 

liaison peptide-récepteur. Quatrièmement, l’environnement membranaire lipidique 

déclenche une conversion conformationnelle du ligand en une structure qui sera 
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reconnue par le récepteur. De ce fait, l’environnement adjacent à la membrane 

plasmique permet de diminuer la barrière énergétique de cette conversion 

conformationnelle vers la structure bioactive. Cependant, il est à noter que l’hypothèse 

de la catalyse membranaire simplifie la complexité de la membrane plasmique des 

cellules eucaryotes et ne prend pas en considération son hétérogénéité. En effet, la 

surface d’une cellule eucaryote est décorée d’une grande diversité de macromolécules, 

telles que des (glyco)protéines et des PGs (Theocharis et al., 2016). Les PGs sont 

formés par un corps protéique transmembranaire lié avec des chaînes de GAGs qui sont 

chargées négativement et forment un réseau tridimensionnel à la surface des cellules 

(Handel et al., 2005; Theocharis et al., 2016). Ainsi, les peptides chargés positivement, 

et tel est le cas pour les ligands RCPG de la classe B, pourraient interagir 

électrostatiquement avec les GAGs et ce, préalablement à leur liaison à leur récepteur, 

de façon similaire à de nombreuses cytokines. 
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Figure 1.16. Hypothèse de la catalyse membranaire. L’étape 1 indique l’interaction du 
ligand peptidique avec la bicouche lipidique suivit par un changement conformationnel 
au niveau de l’étape 2. À l’étape 3, la diffusion du peptide sur un plan bidimensionnel 
permet l’interaction avec le récepteur. Finalement, le ligand peptidique adopte une 
conformation bioactive permettant d’activer le récepteur. 

1.6 Glycosaminoglycanes 

Les GAGs sont de longues chaînes hétéropolysaccharidiques négativement chargées 

que l’on retrouve dans la matrice extracellulaire, au niveau de la membrane basale, à 

la surface cellulaire et à l’intérieur des granules de sécrétion (Theocharis et al., 2016). 

Certaines chaînes de GAGs peuvent être libres dans la matrice extracellulaire, ou 

attachées à un corps protéique transmembranaire pour former des PGs. Les GAGs sont 

formées par la répétition d’unité disaccharidique composé principalement 

d’hexosamine N-acétylé (N-acétyle-D-galactosamine ou N-acétyle-D-glucosamine) et 

d’acide hexuronique D ou L (acide D-glucuronique ou acide L-iduronique) (Theocharis 

et al., 2016). On dénombre six types de GAGs; les galactosaminoglycanes avec le (i) 

chondroïtine sulfate et le (ii) dermatane sulfate, et les glucosaminoglycanes avec (iii) 

l’héparane sulfate, (iv) l’héparine, (v) le kératane sulfate et (vi) l’acide hyaluronique 

(Figure 1.17) (Theocharis et al., 2016). Les GAGs sont impliqués dans de nombreux 

processus physiologiques, incluant la modulation de signaux de transduction associés 

à des processus tels que l'adhésion, le développement et la prolifération cellulaire 
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(Handel et al., 2005). Les GAGs se lient à une grande diversité de protéines, incluant 

des protéases (dont celles impliquées dans la coagulation du sang), des protéines de 

liaisons aux lipides (lipases), des récepteurs de surface cellulaire pour certains virus et 

des molécules de signalisation (chimiokines et facteurs de croissance) (Handel et al., 

2005). Plusieurs forces sont impliquées dans ses interactions; interactions 

électrostatiques, ponts hydrogènes et interactions hydrophobiques (Amand et al., 

2012). En outre, certaines interactions protéines-GAGs sont favorisées par la présence 

d’une séquence de liaison aux GAGs XBBXBX et XBBBXXBX, où B est un résidu 

basique et X un résidu hydrophobe, non chargé (Cardin et Weintraub, 1989). De façon 

intéressante de nombreuses hormones peptidiques, telles que le PACAP27, le VIP et le 

glucagon, se lient in vitro fortement à l’héparine, suggérant une possible interaction in 

vivo (Tchoumi Neree et al., 2015; Tchoumi Neree et al., 2014). De plus, la liaison des 

ligands peptidiques aux GAGs sulfatés induit une transition d’une conformation 

principalement aléatoire vers une structure secondaire en hélice-, similaire à celle de 

la structure bioactive (Tchoumi Neree et al., 2015; Tchoumi Neree et al., 2014). 
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Figure 1.17. Répétition des unités de disaccharides présentes dans les différentes 
classes de GAGs. (X= -OH ou -OSO3

-; Y= -Ac ou -OSO3
-). Adapté de (Kowitsch et 

al., 2018). 

1.7 Problématique et hypothèse 

La modulation de l’ensemble conformationnel des ligands peptidiques des RCPG de la 

classe B est au cœur de leurs rôles physiologiques et pathologiques. D’une part, 

l’acquisition d’une structure secondaire bioactive précise permet aux hormones 

peptidiques d’exercer leur(s) activité(s) biologique(s). Le repliement en une structure 

bioactive est influencé par l’environnement des ligands peptidiques, tels que le pH, les 

interactions transitoires avec d’autres macromolécules ou encore l’environnement 

membranaire. Ainsi, de nombreuses études ont étudié la conversion conformationnelle 

d’hormones peptidiques avec des modèles membranaires simplifiés. Or, ces modèles 

ne représentent pas la complexité de la membrane plasmique et notamment, dû à 

l’absence de GAGs. Par conséquent, la contribution des GAGs sur les transitions 

structurales secondaires des hormones peptidiques dans un contexte membranaire reste 
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à élucider. D’autre part, la forte propension à l’agrégation des ligands peptidiques des 

RCPG de la classe B est associée à des pathologies et à des limitations au niveau de la 

formulation thérapeutique. Ainsi, la compréhension des mécanismes de l’auto-

assemblage amyloïde et de la cytotoxicité associée, revêt un intérêt crucial pour la 

prévention de nombreuses pathologies. Parmi les nombreux mécanismes de 

cytotoxicité, la perturbation membranaire apparaît comme un mécanisme commun aux 

peptides et protéines amyloïdogéniques. Toutefois, les études in vitro évaluant la 

perturbation membranaire sont majoritairement réalisées avec des modèles de 

bicouches lipidiques simples et ce, en absence de GAGs. Or, il est connu d’une part 

que les GAGs modulent la cytotoxicité et d’autre part qu’ils influencent les 

réarrangements conformationnels secondaires et quaternaires. Par conséquent, la 

contribution des GAGs sur la perturbation membranaire induite par des hormones 

peptidiques à caractère amyloïdogénique reste à déterminer.  

L’hypothèse globale de ce projet de thèse est que les GAGs joueraient un rôle dans les 

réarrangements conformationnels secondaires et quaternaires des ligands peptidiques 

des RCPG de la classe B, aussi bien dans un contexte physiologique, i.e. activation du 

récepteur, que pathologique, i.e. agrégation et toxicité cellulaire. 
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1.8 Objectifs 

L’objectif principal de ce projet de thèse vise à déterminer l’impact des GAGs dans les 

réarrangements conformationnels secondaires et quaternaires des hormones 

peptidiques des RCPG de la classe B et ce, en utilisant deux peptides modèles, l’un 

amyloïdogénique, l’IAPP et l’autre non, la sécrétine. Les trois objectifs spécifiques 

suivants seront ciblés : 

1- Développer des outils chimiques pour étudier les transitions conformationnelles 

quaternaires de l’IAPP associées à la formation de fibres amyloïdes.   

2- Élucider la contribution des GAGs associés à la membrane plasmique dans les 

réarrangements conformationnels quaternaires de l’IAPP et la perturbation 

membranaire associée. 

3- Évaluer le rôle des GAGs associés à la membrane plasmique dans le modèle de la 

catalyse membranaire des hormones peptidiques et ce, en utilisant la sécrétine.
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Figure 2.1. Résumé graphique de l’article I: Kinetic and conformational insights into 

islet amyloid polypeptide self-assembly using a biarsenical fluorogenic probe 
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2.1 Résumé 

La formation de fibres amyloïdes et leur dépôt tissulaire sont associés à de nombreuses 

maladies. Des études ont montré que les intermédiaires préfibrillaires, tels que les 

oligomères, sont les espèces les plus toxiques de la cascade amyloïdogénique. Ainsi, la 

compréhension des mécanismes de formation et la caractérisation de l'ensemble 

conformationnel des espèces préfibrillaires est essentielle. En raison de leur nature 

transitoire et hétérogène, la détection et la caractérisation des espèces préfibrillaires 

restent difficiles. La sonde fluorogénique fluorescein arsenical hairpin (FlAsH), qui 

reconnaît un motif tétracystéique, a été récemment utilisée pour détecter 

l'oligomérisation de peptides amyloïdogéniques présentant un motif Cys-Cys. Dans 

cette étude, nous avons appliqué la méthode de détection via la sonde FlAsH pour 

obtenir de nouvelles informations cinétiques et conformationnelles sur l'auto-

assemblage de l’islet amyloid polypeptide (IAPP), une hormone peptidique de 37 

résidus dont le dépôt tissulaire est associé au diabète de type II. Par balayage 

positionnel du motif Cys-Cys, la stabilité des sites de liaison au FlAsH formés par les 

motifs tétracystéiques non-contigus lors de l'auto-assemblage a été évaluée et a révélé 

un rapprochement rapide des monomères par la convergence des domaines C-

terminaux. De plus, les domaines N-terminaux se rapprochent les uns des autres 

seulement lors de la formation des structures amyloïdes en feuillets-β-croisés. Nous 

avons démontré que la méthode FlAsH est bien adaptée pour détecter les fibres 

amyloïdes négatives pour la thioflavine T, ainsi que pour cribler les inhibiteurs de la 

formation d'amyloïde. Cette étude souligne qu'avec le balayage positionnel du motif 

bicystéique (Cys-Cys), la méthode de détection via la sonde fluorogénique FlAsH 

permet d’obtenir des informations conformationnelles uniques sur les espèces 

protéiques auto-assemblées en fonction du temps et ce, tout au long de la cascade 

amyloïdogénique. 
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2.2 Abstract 

Amyloid fibril formation and tissue deposition are associated with many diseases. 

Studies have shown that prefibrillar intermediates, such as oligomers, are the most 

toxic proteospecies of the amyloidogenic cascade. Thus, understanding the 

mechanisms of formation and the conformational ensemble of prefibrillar species is 

critical. Due to their transient and heterogeneous nature, detection and characterization 

of prefibrillar species remain challenging. The fluorogenic probe fluorescein arsenical 

hairpin (FlAsH), which recognizes tetracysteine motif, has been recently used to detect 

the oligomerization of amyloidogenic peptides encompassing a Cys-Cys tag. In this 

study, we extended the FlAsH detection method to gain novel kinetic and 

conformational insights into the self-assembly of islet amyloid polypeptide (IAPP), a 

37-residue peptide hormone whose deposition is associated with type II diabetes. By 

positional scanning of the Cys-Cys motif, the stability of the non-contiguous 

tetracysteine FlAsH-binding sites formed during self-assembly was evaluated and 

revealed rapid monomer self-recognition through the convergence of C-terminal 

domains. On the other hand, the N-terminal domains come close to each other only 

upon the formation of the cross--sheet amyloid structure. We demonstrated that this 

method is well suited to detect thioflavin T-negative fibrils and to screen inhibitors of 

amyloid formation. This study highlights that with positional scanning of the split-

tetracysteine motif (Cys-Cys), the FlAsH detection method offers unique time-

dependent conformational insights of the proteospecies assembled throughout the 

amyloidogenic pathway. 
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2.3 Introduction 

Amyloid fibrils are highly ordered polypeptide aggregates, which are characterized by 

a quaternary structure rich in cross-β-sheets (Chiti et Dobson, 2017). Amyloid tissue 

deposition is closely associated with several diseases, such as Alzheimer’s disease, type 

II diabetes mellitus (T2DM) and various systemic amyloidosis (Chiti et Dobson, 2017). 

Although mature fibrils can be associated with cell degeneration (Bucciantini et al., 

2012; Krotee et al., 2017), compelling experimental evidences have suggested that 

intermediates of the amyloidogenic cascade are the most cytotoxic assemblies (Glabe, 

2008; Kayed et al., 2003; Mannini et al., 2014). Unlike amyloid fibrils that share well-

defined structural characteristics, characterization of prefibrillar assemblies is very 

challenging given that oligomers display wide secondary and quaternary 

conformational ensembles (Nagel-Steger et al., 2016). Moreover, due to the transient 

nature of intermediate proteospecies, structural study often requires their chemical 

stabilization, impeding the fibrillization process (Nagel-Steger et al., 2016). Therefore, 

it is quite challenging to concurrently obtain information on oligomer conformational 

ensembles and on the kinetics of their assembly. Above all, understanding the process 

of oligomer formation, both kinetically and mechanistically, is critical in order to 

develop (bio)chemical approaches to prevent their cytotoxicity (Fradinger et al., 2008; 

Solomon, 2005).   

The most common approach to study the kinetics of amyloid formation relies on the 

time-course measurement of thioflavin T (ThT) fluorescence (Ban et al., 2003; 

Biancalana et Koide, 2010). ThT is a benzothiazole dye that exhibits a strong increase 

of its fluorescence quantum yield upon binding to the cross-β-sheet arrangement of 

amyloids (Biancalana et Koide, 2010; LeVine, 1993; Naiki et al., 1989; Sebastiao et 

al., 2017; Wolfe et al., 2010). A major limitation of this dye is that this detection 

method is insensitive to prefibrillar species. In this context, alternative fluorescent 

probes were developed to detect oligomers, including BoDipy-Oligomer (BD-oligo), 
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which binds to exposed hydrophobic patches of Aβ oligomers, and 4′,3′′′-

bis(carboxymethyl)[2,2′;5′,2′′;5′′,2′′′;5′′′,2′′′′]quinquethiophene-5,5′′′′-dicarboxylic 

acid (p-FTAA), which recognizes protein aggregates with repetitive β-sheet structures 

(Hammarstrom et al., 2010; Hatai et al., 2017; Teoh et al., 2015). However, these 

fluorescence-based detection methods offer limited information regarding oligomer 

conformation(s) and stability. In 2011, an alternative strategy based on the dye 

fluorescein arsenical hairpin (FlAsH) was developed to study amyloid-β (Aβ) peptide 

self-assembly (Lee et al., 2011). The fluorescence quantum yield of FlAsH is 

dramatically amplified upon its binding to a tetracysteic tag and this fluorogenic probe 

was initially developed for the labelling of proteins (Griffin et al., 2000; Griffin et al., 

1998). By incorporating two non-native Cys at the N-terminus of Aβ peptide, oligomer 

formation could be monitored by FlAsH fluorescence. As each monomeric unit 

displays a single Cys-Cys tag, the formation of the tetracysteine (tetra-Cys) FlAsH-

binding motif only occurred after self-recognition. This study suggested that Aβ 

amyloidogenesis is characterized by the formation of stable oligomers that undergo 

quaternary conformational conversion into amyloid fibrils. This split tetra-Cys motif 

approach has been recently extended to the study of α-synuclein (Dhavale et al., 2017) 

and islet amyloid polypeptide (IAPP) (Wang et al., 2017) self-assembly.  

IAPP is a 37-residue C-α-amidated peptide hormone whose deposition as amyloid 

fibrils in pancreatic islets is associated with T2DM progression (Akter et al., 2016; 

Nguyen et al., 2015; Opie, 1901; Westermark et al., 2011). As for other amyloidogenic 

polypeptides, the conformational nature of toxic oligomeric species is still the matter 

of active research and debates (Abedini et Schmidt, 2013; Nagel-Steger et al., 2016). 

For instance, whereas oligomers derived from the human sequence are highly 

cytotoxic, the oligomers assembled from the non-amyloidogenic rodent variant 

(rIAPP) show low toxicity (Abedini et al., 2016). Therefore, it is unclear whether the 

toxicity is associated with a specific oligomeric conformation and/or it arises from the 

fibrillization process in itself. IAPP amyloid self-assembly is often described as a 
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nucleated polymerization, characterized by sigmoidal growth kinetics with three 

distinctive phases (Arosio et al., 2015). The formation of competent oligomeric nuclei 

constitutes the rate-limiting step (lag phase), which is followed by fibril elongation 

where competent monomers and/or oligomers add to protofilament growing ends.  

It was recently reported that IAPP oligomer formation can be monitored by means of 

the FlAsH probe without the addition of non-native Cys residues (Wang et al., 2017). 

Indeed, IAPP encompasses two Cys within its N-terminal domain, allowing the 

formation of a non-contiguous tetra-Cys binding motif upon oligomerization. 

However, in this previous study the authors omitted the critical addition of a thiolic 

competitor and, accordingly, FlAsH fluorescence signal did not detect the formation of 

a stable biarsenical binding motif. The present paper describes the use of the FlAsH 

biarsenical fluorogenic probe to gain mechanistic and conformational insights into 

IAPP amyloid self-assembly. By successively incorporating (non)native Cys-Cys 

motif at different regions of the peptide sequence, we evaluated the stability of the 

FlAsH recognition motif formed upon oligomerization (Figure 2.2). Our results 

indicate that the C-terminal domains of IAPP are in close contact during the lag phase, 

whereas the N-terminal domain come close to each other only upon the formation of 

the cross--sheet amyloid structure. This FlAsH-based method, which allows the 

detection of ThT-negative amyloids, can be applied to monitor IAPP self-assembly in 

the presence of biological co-factors and inhibitors. 

 

 

 

Figure 2.2. Schematic representation of the formation of a non-contiguous tetracysteine 
motif formed during IAPP self-assembly allowing FlAsH binding. TCEP: tris(2-
carboxyethyl)phosphine, BAL: British Anti Lewisite. 
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2.4 Experimental section 

2.4.1 Peptides Synthesis 

Peptides were synthesized on solid supprot with Fmoc chemistry using 2-(6-chloro-1-

H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium hexafluorophosphate and 

diisopropylethylamine coupling strategy, as previously described (De Carufel et al., 

2015). Oxazolidine pseudoproline dipeptide derivatives were incorporated to facilitate 

the synthesis (Abedini et Raleigh, 2005). Peptides were cleaved from the resin using a 

mixture of trifluoroacetic acid (TFA), ethanedithiol (EDT), phenol, and water. Peptides 

were purified by reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). 

To increase solubility, crude peptides were dissolved in 35% (v/v) acetic acid before 

being injected on a preparative C18 column (Phenomenex) using a linear gradient of 

acetonitrile (ACN) in a H2O/TFA mixture at (0.06% (v/v)). Collected fractions were 

analyzed by analytical RP-HPLC using an Aeris peptide XB C18 column (150 

mm × 4.6 mm; 3.6 µm, Phenomenex) and by “time-of-flight” mass spectrometry using 

a LC/MS-TOF instrument (Agilent). Fractions corresponding to the desired peptide 

with a purity of >95% were pooled and lyophilized. For WT IAPP the formation of a 

disulfide bond between Cys-2 and Cys-7 was achieved by dimethyl sulfoxide (DMSO) 

oxidation under mild agitation overnight. Peptides were repurified by RP-HPLC as 

described above. The formation of disulfide bond was confirmed by treating the peptide 

with a mixture of dithiothreitol and β-mercaptoethanol, or not, and by comparative 

analyses of the treated and non treated samples by analytical RP-HPLC. 

2.4.2 IAPP Sample Preparation 

Aliquots of monomerized IAPP were prepared by dissolving the lyophilized and 

purified peptide in 100% hexafluoro-2-propanol (HFIP) at a concentration of 1 mg/mL. 

The solution was sonicated for 30 min and filtered through a 0.22 μm hydrophilic 
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PVDF filter before being lyophilized. The resulting peptide powder was solubilized for 

a second time in HFIP and sonicated for 30 min. The solution was aliquoted and 

lyophilized. Peptide concentration was validated by measuring the absorbance at 280 

nm using a theoretical molar extinction coefficient of 1490 M−1 cm−1. Monomerized 

IAPP samples were kept dried at −80 °C until they were used, but not for longer than 

4 weeks. 

2.4.3 Fluorescence Measurement  

Lyophilized and monomerized IAPP peptides were solubilized in 20 mM TrisHCl (pH 

7.4) at a final concentration of 50 μM. After 30 min or 24 h at 25 °C without agitation, 

10 μM ThT or 0.5 μM FlAsH were added supplemented with 125 μM BAL and 500 

μM TCEP. ThT and FlAsH fluorescence were measured using a LS 45 Fluorescence 

Spectrometer (Perkin Elmer, Waltham, MA). The excitation wavelengths of ThT and 

FlAsH were 440 and 508 nm respectively. Spectra from 460 to 540 nm for ThT and 

520 to 600 nm for FlAsH were collected with a scan rate of 100 nm/min. 

2.4.4 Circular Dichroism Spectroscopy 

Lyophilized aliquots of monomerized IAPP and its analogs were solubilized in 20 mM 

Tris-HCl (pH 7.4) at a concentration of 50 μM and incubated at 25 °C without agitation. 

At the desired time of incubation, samples were incorporated into a 2 mm path length 

quartz cell. Far-ultraviolet (far-UV) CD spectra were recorded from 260 to 190 nm 

using a J-815 CD spectropolarimeter (Jasco) at 25 °C. The wavelength step was set at 

0.5 nm with an average time of 10 s per scan at each wavelength step. Each collected 

spectrum was background subtracted with peptide-free buffer. The raw data were 

converted to mean residue ellipticity (MRE) using the following formula: 
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𝑀𝑅𝐸 (𝑑𝑒𝑔 ∙ 𝑐𝑚2 ∙ 𝑑𝑚𝑜𝑙−1)

=
𝑀𝑒𝑎𝑛 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑒 𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 (𝑔 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1)  ×  𝐶𝐷 𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 (𝑑𝑒𝑔)

10 × 𝑝𝑎𝑡ℎ 𝑙𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ (𝑐𝑚) × 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑔 ∙ 𝑚𝐿−1)
     

 

2.4.5 Dynamic light scattering 

Measurements were performed at 25°C using a Malvern Zetasizer Nano S90 (Malvern 

Instruments, UK) containing a 4 mW helium-neon laser with a wavelength of 633 nm 

and a scattering angle of 90°. Lyophilized and monomerized IAPP and its analogs were 

solubilized in 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) at a concentration of 50 μM followed by a 

filtration through a 0.22 μm polyvinylidene fluoride (PVDF) filter and incubated at 

25 °C without agitation for 30 min and 24 h, referred as prefibrillar species and amyloid 

fibrils, respectively. For each experiment, 3 measurements were recorded. Each 

measurement corresponds to 10 runs of 10 seconds. Data results are representative of 

3 individual experiments. The experimental results were analyzed using the built-in 

Zetasizer software 7.11 and the results were plotted as number of distribution (%) of 

particles versus hydrodynamic diameter (nm). 

2.4.6 Atomic force microscopy 

Lyophilized and monomerized IAPP peptides were solubilized in 20 mM Tris-HCl, pH 

7.4 at a final concentration of 50 µM. Solution was incubated for 30 minutes at 25°C 

without agitation before being diluted in 1% acetic acid and immediately applied to 

freshly cleaved mica. The mica was washed twice with deionized water and air-dried 

for 24 hours after blotting. Images were acquired on a Veeco/Bruker Multimode AFM 

using tapping mode with a silicon tip (2-12 nm tip radius, 0.4 N/m force constant) on 

a nitride lever. Images were taken at 0.2 Hz and 1024 scan/minute.  
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2.4.7 Transmission Electron Microscopy 

Lyophilized and monomerized IAPP peptides were solubilized in 20 mM Tris-HCl, pH 

7.4, at a final concentration of 50 μM. The solution was incubated for 24 h at 25 °C 

without agitation before being diluted to a final concentration of 5 μM in deionized 

water. Solutions were immediately applied to glow-discharged carbon films on 300 

mesh copper grids. After adsorption for 1 min and air-blotting, samples were negatively 

stained with 1.5% uranyl formate for 1 min and air-dried for 15 min. Images were 

recorded using a FEI Tecnai 12 BioTwin microscope operating at 120 kV and equipped 

with an AMT XR80C CCD camera system. 

2.4.8 Preparation of Large Unilamellar Vesicles 

LUVs were formed of DOPC/DOPG (7:3; molar ratio). Lipids were solubilized in 

100% chloroform in a glass tube and evaporated with a nitrogen gas stream. The lipid 

film was then rehydrated in 20 mM Tris-HCl pH 7.4 for at least 30 minutes. The 

solution was freeze-thawed 5 times before being extruded through a 0.1 µm nucleopore 

membrane for 15 cycles. Size and homogeneity of LUVs were confirmed by DLS. 

2.4.9 Kinetics of Self-Assembly 

Lyophilized and monomerized IAPP peptides were solubilized at 25 μM in 20 mM 

Tris-HCl, pH 7.4. The peptide solution was then diluted to 12.5 μM with Tris-HCl, 

supplemented, or not, with 500 μM TCEP and 125 μM BAL. ThT, FlAsH or both (for 

FRET experiments), were added to a final concentration of 10 μM and 0.5 μM 

respectively. Assays were carried out with 100 μL volumes in triplicate in sealed 96-

well microplate (Corning, black walled, clear bottomed, non-binding surface). Using a 

Molecular Devices Spectramax i3 plate reader, the microplate was agitated for 5 

seconds (linear shaking, 2 mm amplitude, 654 rpm) and the fibrillization kinetics were 
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performed at 25 °C under quiescent conditions. Self-assembly was monitored by ThT 

(λexcitation = 440 nm, λemission = 485 nm), FlAsH (λexcitation = 508 nm, λemission = 533 nm) 

or FRET (λexcitation = 508 nm, λemission = 533 nm) fluorescence with measurements taken 

from the bottom of the plate every 10 minutes under quiescent conditions. For 

competition assays on oligomeric species, the same protocol was followed with 

different BAL concentrations. After 30 minutes spectra were recorded on a M1000 Pro 

plate reader (Tecan) with an excitation wavelength of 508 nm and an emission scan 

from 520 to 600 nm. Kinetic data from triplicates were averaged and fitted with a 

Boltzmann sigmoidal curve where t50 is the time to half-maximum intensity, k is the 

apparent first-order rate constant and F0 and Fmax are the minimum and maximum 

fluorescence intensities, respectively. 

𝐹 =
𝐹0 + (𝐹𝑚𝑎𝑥 − 𝐹0)

1 + 𝑒
−(𝑡− 𝑡50)

𝑘

 

The lag time (tlag) was defined as the time before the any detectable amyloid forms and 

was calculated from the sigmoidal model as: 𝑡𝑙𝑎𝑔 = 𝑡50 − 2𝑘. 

2.4.10 Photochemical-Induced Cross-Linking (PICUP) 

IAPP peptides and its derivatives were solubilized at 50 μM in 20 mM Tris-HCl, pH 

7.4, at 25°C for 30 minutes without agitation. Samples were centrifuged at 16,000 g for 

30 min and aliquots from the supernatant were removed. Cross-linking solution was 

added to aliquots for final concentration of 70 µM Tris(bipyridyl)Ru(II) and 1.4 mM 

ammonium persulfate. Aliquots were illuminated with a 150 W incandescent bulb for 

5s, as previously described (Abedini et al., 2016). The reaction was quenched by the 

addition of 1M dithiothreitol (DTT). Oligomers were separated by SDS-PAGE 

electrophoresis using a 10% Tris-tricine gel and visualized by silver staining. 
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2.5 Results and discussion 

2.5.1 FlAsH detects IAPP amyloid fibrils but not prefibrillar species 

According to the structural model of IAPP amyloid fibrils inferred from solid-state 

NMR (Luca et al., 2007), monomers are stacked on each other with the same 

orientation along the fibril axis. The N-terminal domain, which encompasses two Cys 

residues at positions 2 and 7 (Figure 2.3A), displays a random coil conformation within 

these fibrils. This quaternary conformation should allow the formation of a FlAsH 

tetra-Cys binding site by the convergence of Cys-(Xxx)4-Cys motif of adjacent peptide 

monomers (Figure 2.2). To initially validate that the FlAsH biarsenical probe 

specifically binds to this non-contiguous tetra-Cys motif, amyloid fibrils were prepared 

by incubating monomerized IAPP (50 μM, pH 7.4) for 24 h under quiescent conditions 

at room temperature. FlAsH binds to IAPP amyloid fibrils in presence of 125 µM of 

the thiol competitor 2,3-dimercapto-1-propanol (British Anti Lewisite (BAL)), as 

reflected by the amplification of fluorescence intensity signal (Figure 2.3B). To 

confirm that the increase of FlAsH fluorescence is not simply associated with a change 

of its surrounding environment, i.e. binding to the amyloid hydrophobic core, an IAPP 

analog in which both Cys were substituted by Ser was prepared (S2S7; Figure 2.3A). 

It was reported that the Cys-to-Ala substitution does not alter amyloid morphology and 

fibrillization kinetics (Jayasinghe et Langen, 2004). In the present study, replacement 

of Cys by Ser was preferred to preserve similar physicochemical properties. As shown 

by transmission electron microscopy (TEM), S2S7 amyloid fibrils have similar 

morphology as WT IAPP fibrils (Figure 2.3D, E) and are ThT positive (Figure 2.4). 

The β-sheet secondary structure of amyloids was validated by circular dichroism (CD) 

spectroscopy (Figure 2.3C). In the presence of S2S7 IAPP fibrils, no increase of 

fluorescence intensity was monitored (Figure 2.3B), confirming that FlAsH 

fluorescence observed for WT IAPP fibrils is associated with a tetra-Cys binding motif 

formed upon amyloid assembly. 
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We next evaluated if IAPP prefibrillar species form a non-contiguous tetra-Cys motif, 

allowing FlAsH recognition upon oligomerization. Prefibrillar species were assembled 

by incubating IAPP (50 μM, pH 7.4) for 30 min. As observed by CD spectroscopy, 

these prefibrillar species displayed a random coil conformation (Figure 2.3C). By 

Photo-Induced Cross-Linking of Unmodified Proteins (PICUP) (Bitan et al., 2001), we 

determined that these prefibrillar species include different oligomers, ranging from 

dimer to hexamer (Figure 2.5). As revealed by dynamic light scattering (DLS), 

incubation of IAPP for 30 min led to the formation of a somewhat heterogeneous 

mixture of small particles with hydrodynamic radius ranging between 1.5 to 30 nm 

(Figure 2.3F, Figure 2.6). In contrast, particles of over 1000 nm hydrodynamic 

diameter were detected after 24 h incubation, i.e. amyloid fibrils. Moreover, by atomic 

force microscopy (AFM), no fibrillary assemblies were observed and spherical 

aggregates could be detected for the IAPP sample incubated for 30 min (Figure 2.3G). 

Finally, these unstructured prefibrillar species were ThT negative (Figure 2.13). When 

the FlAsH fluorogenic probe was incubated with these prefibrillar assemblies, no 

fluorescence signal was measured (Figure 2.3B). This result is somewhat surprising 

considering the recent work of Wang et al. reporting that WT IAPP prefibrillar species 

form a tetra-Cys binding motif and induce an increase of FlAsH fluorescence (Wang 

et al., 2017). However, the absence of a thiolic competitor (BAL) in this previous study 

most likely led to the binding of FlAsH molecule to two separate monomeric units 

carrying a Cys-Cys motif, resulting in a low-specificity increase of fluorescence. The 

use of BAL in the present study confirms that the FlAsH fluorescence amplification 

observed in presence of IAPP amyloid fibrils is specifically due to the formation of a 

stable and well-defined tetra-Cys motif (Hoffmann et al., 2010; Krishnan et Gierasch, 

2008). Taken together, these results indicate that the non-contiguous tetra-Cys motif 

formed upon amyloid formation allows the detection of amyloid assemblies by FlAsH, 

whereas prefibrillar proteospecies do not encompass any stable FlAsH recognition site 

involving residues Cys-2 and Cys-7. 
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Figure 2.3. Detection of IAPP amyloid fibrils by FlAsH. A) Sequence of IAPP and 
S2S7 analog. Native Cys residues are indicated in green and non-native Ser are 
indicated in red. B-G) Peptides were incubated under quiescent conditions at 25°C in 
20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) at 50 μM for 30 min and 24 h referred as prefibrillar 
species and fibrils, respectively. B) FlAsH (0.5 μM), TCEP (500 μM) and BAL (125 
μM) were added to prefibrillar species or fibrils and emission fluorescence spectra were 
recorded after excitation at 508 nm. C) Far-UV CD spectra of IAPP prefibrillar species, 
fibrils and S2S7 fibrils. D, E) Representative TEM images of IAPP and S2S7 amyloid 
fibrils. Scale bar is 100 nm. F) Dynamic light scattering analysis of IAPP prefibrillar 
species and fibrils. G) Representative AFM images of IAPP prefibrillar species. 
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Figure 2.4. S2S7 fibrils are ThT positive. IAPP and S2S7 derivative were incubated 
under quiescent conditions at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, at 50 μM in 
presence of TCEP (500 μM) and BAL (125 μM). ThT (10 μM) was added after 30 min 
or 24 h of incubation, referred as prefibrillar species and amyloid fibrils respectively. 
ThT emission fluorescence spectra were recorded after excitation at 440 nm. 

 
Figure 2.5. SDS-PAGE of photochemically cross-linked IAPP prefibrillar species. 
IAPP was incubated under quiescent conditions at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 
7.4) at 50 μM for 30 min before PICUP treatment. 1: Molecular weight marker (MM). 
2: IAPP prefibrillar species with PICUP treatment. 3: IAPP prefibrillar species without 
cross linking. 
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Figure 2.6. Dynamic light scattering analysis of IAPP prefibrillar species and amyloid 
fibrils. IAPP was solubilized in 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) at 50 μM immediately 
followed by a filtration through a 0.22 μm polyvinylidene fluoride (PVDF) filter. The 
peptide was incubated for 30 min (prefibrillar species) and 24 h (fibrils). A) 
Correlation. B) Intensity distribution. 
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2.5.2 Kinetics of IAPP self-assembly with FlAsH detection 

We then evaluated if the kinetics of self-assembly can be monitored with the FlAsH-

based approach. Monomerized IAPP was solubilized at 12.5 μM in 20 mM Tris-HCl 

(pH 7.4) in the presence of BAL and tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) and the 

fluorescence of ThT or FlAsH was measured every 10 min. Strikingly, kinetics of IAPP 

self-assembly monitored by ThT and FlAsH both revealed a sigmoidal growth with 

three distinctive phases, whereas no FlAsH signal was monitored for the S2S7 analog 

(Figure 2.7). Initially, a lag phase with no fluorescence preceded a rapid increase of 

fluorescence before reaching a plateau. FlAsH fluorescence signal increased 

immediately after the increase of ThT fluorescence with lag times of 4.3 ± 0.5 h and 

3.6 ± 0.3 h, respectively (Figure 2.7A). This result suggests that there is no stable tetra-

Cys motif formed during the lag phase of IAPP amyloid formation. This observation is 

in sharp contrast with the recent work of Wang et al. reporting a rapid and constant 

amplification of FlAsH fluorescence after IAPP solubilization (Wang et al., 2017). 

However, again, their assays were performed in the absence of a thiolic competitor. 

We reproduced a FlAsH-based kinetic assay under the same conditions, i.e IAPP in the 

presence of TCEP without BAL, and we observed an equivalent rapid increase of 

fluorescence (Figure 2.8). Accordingly, the increase of FlAsH fluorescence during the 

ThT-lag phase could be associated with FlAsH binding to distinct IAPP proteospecies 

(diffusion), and/or to a poorly defined and unstable tetra-Cys motif. To validate this 

hypothesis, IAPP was solubilized in 70% hexafluoroisopropanol (HFIP), which is 

known to abrogate IAPP self-recognition (Yanagi et al., 2011), and FlAsH 

fluorescence was measured over time. Under these conditions, a linear increase of 

FlAsH fluorescence over time was observed in absence of BAL (Figure 2.14). 

Similarly, FlAsH incubation with a short soluble and non-amyloidogenic peptide 

model in absence of BAL (WCGGPCK, encompassing two Cys residues) also induced 

a time-dependent increase of fluorescence (Figure 2.8). These results indicate that in 
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the absence of any thiolic competitor, FlAsH binding to non-contiguous tetra-Cys tag 

can occur even without self-assembly. 

It was reported that the removal of the intramolecular disulfide bond does not 

significantly alter the overall timescale of IAPP fibril formation. This was revealed by 

using the N-terminally truncated fragment 8-37 and an IAPP derivative with a 

carboxyamidomethyl unit on Cys-2 and Cys-7 side chains (Koo et Miranker, 2005). In 

contrast, in the present study, the concurrent substitution of residues Cys-2 and Cys-7 

by Ser led to an extension of the lag phase measured by ThT fluorescence (Figure 2.7). 

This dissimilarity could be ascribed either to the difference in the chemical 

modifications and/or to the presence of HFIP as co-solvent in the previous study (Koo 

et Miranker, 2005). It is worth mentioning that the presence of FlAsH, which binds 

covalently up to four Cys side chains, did not affect the kinetics of IAPP fibrillization 

measured by ThT fluorescence (Figure 2.9). The lower intensity of ThT fluorescence 

at the end-point is attributed to the Förster resonance energy transfer (FRET) between 

ThT and FlAsH (Figure 2.10) (Lee et al., 2011). Moreover, FlAsH had no observable 

effect on fibril morphology, as revealed by TEM (Figure 2.9). While BAL had no effect 

on the kinetics of fibrillization, the presence of TCEP in the aggregation mixture 

accelerated IAPP amyloid formation (Figure 2.11). Although it has recently been 

reported that reducing environment could accelerate IAPP fibrillization (Rodriguez 

Camargo et al., 2017), TCEP could also act as a multivalent anion that promotes self-

assembly (De Carufel et al., 2013; Nespovitaya et al., 2016). Overall, the kinetic assays 

revealed that IAPP amyloid formation can be monitored using FlAsH, whereas this 

detection method is insensitive to the formation of oligomers and non-amyloid 

prefibrillar species assembled from the WT peptide. 
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Figure 2.7. Representative kinetics of A) IAPP and B) S2S7 self-assembly monitored 
by ThT and FlAsH fluorescence. Peptides were incubated at 12.5 μM under quiescent 
conditions at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented with TCEP 
(500 μM) and BAL (125 μM). Fluorescence of ThT (10 μM) and FlAsH (0.5 μM) was 
measured every 10 min with excitation at 440 nm and emission at 485 nm and with 
excitation at 508 nm and emission at 533 nm, respectively. 

 

 

 

Figure 2.8. FlAsH binding to noncontiguous tetra-Cys tag without self-assembly. A, 
B) IAPP was incubated at 12.5 μM under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM Tris-
HCl buffer (pH 7.4) supplemented with A) 500 μM TCEP, B) 500 μM TCEP and 70% 
hexafluoroisopropanol (HFIP). The fluorescence of FlAsH (0.5 μM) was measured 
every 10 min with excitation at 508 nm and emission at 533 nm. C) WCGGPCK was 
incubated at 12.5 μM under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM Tris-HCl buffer 
(pH 7.4) supplemented with 0.5 μM FlAsH, 500 μM TCEP and 125 μM BAL, if 
indicated. Fluorescence was measured every 10 min with excitation at 508 nm and 
emission at 533 nm. 
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Figure 2.9. IAPP and S2S7 self-assembled in presence of FlAsH. A) IAPP and B) S2S7 
were incubated under quiescent conditions at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) 
at 50 μM in presence of 0.5 μM FlAsH prior TEM analysis. Scale bar is 100 nm. C, D) 
Kinetics of self-assembly of IAPP (C) and S2S7 (D) monitored by ThT fluorescence. 
Peptides were incubated at 12.5 μM under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented with 0.5 μM FlAsH, 500 μM TCEP and 125 
μM BAL. Fluorescence of ThT (10 μM) was measured every 10 min with excitation at 
440 nm and emission at 485 nm.  
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Figure 2.10. Kinetics of IAPP self-assembly monitored by ThT, FlAsH and ThT-to-
FlAsH Förster resonance energy transfer (FRET). IAPP was incubated at 12.5 μM 
under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) in presence of 
10 μM ThT and/or 0.5μM FlAsH supplemented with 500 M TCEP and 125 M BAL. 
ThT, FlAsH or ThT-to-FlAsH fluorescence was measured every 10 min. 
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Figure 2.11. Kinetics of A) IAPP and B) S2S7 self-assembly in presence or absence of 
BAL and/or TCEP monitored by ThT fluorescence. Peptides were incubated at 12.5 
μM under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) 
supplemented with 500 M TCEP and/or 125 M BAL as indicated. Fluorescence of 
ThT (10 μM) was measured every 10 min with excitation at 440 nm and emission at 
485 nm. 

2.5.3 Cys-Cys motif at the C-terminus allows FlAsH detection of prefibrillar species 

The absence of any positive FlAsH signal during the so-called lag phase is somewhat 

surprising considering the fact that we observed the rapid oligomerization of IAPP, as 

previously reported by numerous studies (Buchanan et al., 2013; Dupuis et al., 2011a; 

Laghaei et al., 2011; Young et al., 2014). The absence of a FlAsH signal during the lag 

phase could be either ascribed to the transient nature of the proteospecies and/or to an 

unfavorable positioning of Cys-2 and Cys-7 side chain. For efficient protein labelling, 

the preferred contiguous tetra-Cys sequence is CCPGCC, which results in an optimal 

geometry for the binding of the two arsenic separated by 5Å (Scheck et Schepartz, 

2011; Zürn et al., 2010). Such configuration involving Cys-2 and Cys-7 might not be 

accessible within WT IAPP prefibrillar aggregates. Accordingly, two S2S7 IAPP 

derivatives in which a Cys-Cys motif was subsequently inserted at the N- and C-

terminus were prepared (Figure 2.12A). As their WT counterpart, CC-IAPP and IAPP-

CC assembled into a mixture of small particles after 30 min incubation (Figure 2.12B, 

2.12C, Figure 2.13). Using AFM, small spherical aggregates were observed (Figure 

2.12D, 2.12E). PICUP revealed similar oligomer size distribution for both analogs, 

A) B) 
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ranging from dimer to hexamer (Figure 2.14). Addition of a Cys-Cys motif at the C- or 

N-terminus led to the formation of amyloid fibrils with similar morphology (Figure 

2.12F, 2.12G). CD spectroscopy revealed that prefibrillar species of both Cys-Cys 

derivatives displayed a random coil conformation while amyloids were characterized 

by a β-sheet secondary structure (Figure 2.15). Moreover, amyloids assembled from 

these two analogs led to an increase of ThT fluorescence similar to WT IAPP fibrils 

(Figure 2.15). CC-IAPP and IAPP-CC amyloid fibrils allowed the formation of a stable 

non-contiguous tetra-Cys motif, as observed by FlAsH fluorescence intensity (Figure 

2.12H, 2.12I). However, ThT-negative prefibrillar species of IAPP-CC led to a 

significant increase of FlAsH fluorescence, in contrast to those assembled from CC-

IAPP (Figure 2.12H, 2.12I). This result suggests that in the early steps of IAPP self-

assembly, an oligomeric conformation allows the formation of a stable FlAsH 

recognition motif within adjacent C-terminal domains, whereas N-terminal domains 

are distant in these prefibrillar assemblies. 
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Figure 2.12. Detection of IAPP-CC Prefibrillar Species by FlAsH. A) Sequence of 
IAPP encompassing Cys-Cys motif; non-native residues are indicated in red. B, C) 
Dynamic light scattering analysis of CC-IAPP and IAPP-CC after 30 min (prefibrillar 
species) and 24 h incubation (fibrils). D, E) Representative AFM images of CC-IAPP 
and IAPP-CC prefibrillar species. F, G) Representative TEM images of CC-IAPP and 
IAPP-CC amyloid fibrils. Scale bar is 100 nm. H, I) Peptides (50 μM) were incubated 
for 30 min (prefibrillar species) or for 24 h (fibrils) and FlAsH, TCEP and BAL were 
added. Emission fluorescence spectra were recorded with an excitation at 508 nm. 
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Figure 2.13. Dynamic light scattering analysis. CC-IAPP and IAPP-CC were 
solubilized in 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) at 50 μM followed by a filtration through a 
0.22 μm polyvinylidene fluoride (PVDF) filter. CC-IAPP and IAPP-CC were incubated 
for 30 min (prefibrillar species) and 24 h (amyloid fibrils) before DLS measurements. 
A, B) Correlation. C, D) Intensity distribution. 

 
Figure 2.14. SDS-PAGE of CC-IAPP and IAPP-CC prefibrillar species 
photochemically cross-linked. Both analogs were incubated under quiescent conditions 
at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) at 50 μM for 30 min prior to cross-linking. 
1: Molecular weight marker (MM: kDaltons). 2: CC-IAPP cross-linked prefibrillar 
species. 3: IAPP-CC cross-linked prefibrillar species. 
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Figure 2.15. CC-IAPP and IAPP-CC fibrils display a characteristic β-sheet secondary 
structure and are ThT positives. Peptides were incubated under quiescent conditions at 
25°C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) at a final concentration of 50 μM. A, B) Far-
UV CD spectra were collected after 30 min (prefibrillar species) and 24 h (amyloid 
fibrils). C, D) ThT (10 μM), TCEP (500 M) and BAL (125 M) were added after 30 
min or 24 h of incubation. Emission fluorescence spectra were recorded after an 
excitation at 440 nm. 

2.5.4 IAPP oligomerization can be monitored by introducing a Cys-Cys motif at the C-

terminus 

We next evaluated if the self-assembly of Cys-Cys analogs can be monitored using 

FlAsH detection. As noticed in Figure 2.16A, the IAPP derivative containing a Cys-

Cys tag at the N-terminus (CC-IAPP) showed a sigmoidal growth in both the ThT and 

the FlAsH kinetic assays, as observed for WT IAPP. In contrast, by detecting the self-

assembly of IAPP-CC using FlAsH, a biphasic growth characterized by a rapid increase 

of fluorescence was observed. ThT detection revealed a standard sigmoidal growth 

curve (Figure 2.16B). Particularly, the second increase of FlAsH signal closely 

coincided with the end of the ThT-lag phase (Figure 2.16B). It is worth mentioning 

A) B) 

C) D) 
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that, as observed for WT IAPP, BAL and FlAsH did not affect the kinetics of 

fibrillization of both CC analogs whereas TCEP accelerated amyloid formation, as 

revealed by ThT (Figure 2.17, 2.18). The kinetics of IAPP-CC self-assembly detected 

by FlAsH validates the rapid oligomerization of IAPP during the so-called lag phase, 

as previously reported (Dupuis et al., 2009; Dupuis et al., 2011a). The regions 

implicated in IAPP self-recognition and oligomerization are still the matter of active 

debates (Chen et al., 2013; Tu et al., 2014; Wei et al., 2011). While many studies have 

pointed towards initial self-recognition involving the 20-29 segment, our data also 

suggest that the C-terminal domain of IAPP could be associated with oligomer 

formation. As exemplified with WT IAPP and CC-IAPP, the N-terminal domains of 

cognate monomers would be distant within prefibrillar assemblies. Interestingly, the 

conformational conversion of IAPP-CC oligomers into amyloid fibrils preserves the 

tetra-Cys motif, which is consistent with the NMR model of amyloid fibrils (Luca et 

al., 2007). The mechanism of IAPP self-assembly has often been described as a 

nucleated polymerisation. However, similar to what has been proposed for Aβ(1-40) 

peptide, it also responds to some characteristics of a nucleated conformational 

conversion (Kayed et al., 1999; Lee et al., 2011). 

 

 

 

Figure 2.16. Representative kinetics of self-assembly of A) CC-IAPP and B) IAPP-CC 
monitored by ThT and FlAsH fluorescence. Peptides were incubated at 12.5 μM under 
quiescent conditions in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented with TCEP (500 
μM) and BAL (125 μM). Fluorescence of ThT (10 μM) and FlAsH (0.5 μM) was 
measured every 10 min. 
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Figure 2.17. Kinetics of A) CC-IAPP and B) IAPP-CC self-assembly in presence or 
absence of BAL and/or TCEP monitored by ThT fluorescence. Peptides were incubated 
at 12.5 μM under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) 
supplemented with 500 M TCEP and/or 0.125 M BAL, as indicated. ThT 
fluorescence of was measured every 10 min with excitation at 440 nm and emission at 
485 nm. 

 

 

 

 

 

Figure 2.18. CC-IAPP and IAPP-CC self-assembled in presence of FlAsH. A) CC-
IAPP and B) IAPP-CC were incubated under quiescent conditions at 25°C in 20 mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.4) at 50 μM in presence of 0.5 μM FlAsH prior to TEM analysis. 
Scale bar is 100 nm. C, D) Kinetics of CC-IAPP (C) and IAPP-CC (D) self-assembly 
monitored by ThT fluorescence. Peptides were incubated at 12.5 μM under quiescent 
conditions at 25 °C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented with 0.5 μM 
FlAsH, 500 M TCEP and 125 M BAL. Fluorescence of ThT (10 μM) was measured 
every 10 min with excitation at 440 nm and emission at 485 nm.  
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2.5.5 Stability of the tetra-Cys motif within prefibrillar species 

Taking advantage of the fact that BAL competes with tetra-Cys tag for FlAsH binding 

(Zürn et al., 2010), the stability of the non-contiguous tetra-Cys motifs formed during 

oligomerization was evaluated using a competition experiment. Prefibrillar species 

were assembled under the same conditions of the kinetic assays for 1 h in the presence 

of increasing BAL concentrations and fluorescence signals were measured (Figure 

2.19A, B, C). To obtain competition curves, FlAsH emission at 533 nm of each scan 

was normalized to the fluorescence obtained in the presence of the lowest BAL 

concentration (0.1 μM). Using a nonlinear least-square regression, apparent IC50 values 

(i.e. concentration of BAL needed to displace 50% of FlAsH fluorescence) were 

obtained, reflecting the affinity of FlAsH to the corresponding non-contiguous tetra-

Cys motif. It is important to mention that a high IC50 value of BAL reflects a high 

stability of the FlAsH-recognition motif. Interestingly, prefibrillar assemblies from 

IAPP-CC exhibited a competition curve with two phases and two different IC50 could 

be extrapolated; 10.7 μM and 6.3 mM of BAL (Figure 2.19D). This competition curve 

suggests the presence of two, or more, populations of prefibrillar species with different 

stability of their tetra-Cys motif. WT IAPP and CC-IAPP displayed a competition 

curve with comparable IC50 values of 1.5 μM and 6.9 μM of BAL, respectively. This 

indicates the formation of a low stability tetra-Cys motif within these non-amyloid 

proteospecies. As a negative control and to evaluate the contribution of peptide 

diffusion under these conditions, we used the peptide WCGGPCK, which encompasses 

two Cys in an appropriate FlAsH-binding geometry. In the absence of BAL, this 

peptide induces a time-dependent increase of FlAsH fluorescence (Figure 2.20). Using 

the competition assay, we determined that the WCGGPCK peptide displays an IC50 of 

0.15 μM BAL (Figure 2.20). Accordingly, the non-contiguous tetra-Cys FlAsH-

binding motif of WT IAPP and CC-IAPP prefibrillar species is not simply due to 

peptide diffusion, but most likely reflects the fact that in IAPP oligomeric quaternary 

conformation, the N-terminal domain of adjacent monomeric peptides remains distant. 
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Overall, these competition curves indicate that the C-terminal domains of neighbouring 

IAPP are in close contact in the initial phase of self-recognition, as previously 

suggested (Cheng et al., 2011; Young et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.19. Competition assay for FlAsH binding. A, B, C) Prefibrillar species were 
assembled by incubating the peptide at 12.5 μM under quiescent conditions at 25 °C 
for 1 h in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) in presence of 500 μM TCEP, 0.5 M FlAsH 
and increasing BAL concentrations (μM). Emission fluorescence spectra were recorded 
after excitation at 508 nm. D) Decrease of FlAsH binding by increasing BAL 
concentrations. 
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Figure 2.20. Competition assay for FlAsH binding with WCGGPCK. A) WCGGPCK 
was incubated at 12.5 μM under quiescent conditions at 25 °C in 20 mM Tris-HCl 
buffer (pH 7.4) supplemented with 0.5 μM FlAsH, 500 μM TCEP and in presence of 
125 μM of BAL, if indicated. Fluorescence was measured every 10 min with excitation 
at 508 nm and emission at 533 nm. B) WCGGPCK was incubated at 12.5 μM under 
quiescent conditions at 25°C for 1 h in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented 
with 0.5 μM FlAsH, 500 μM TCEP and increasing BAL concentrations. Emission 
fluorescence spectra from 520 to 600 nm were recorded after an excitation at 508 nm. 
The maximum emission at 533 nm was used to determine the relative fluorescence, i.e. 
with a ratio between each spectrum and fluorescence intensity in presence of the lowest 
BAL concentration. 

2.5.6 FlAsH detection of oligomers assembled from the non-amyloidogenic rodent 

IAPP  

Rodent IAPP (rIAPP), which encompasses 3 Pro residues within the 20-29 segment 

(Figure 2.21A), is known to be poorly amyloidogenic (Akter et al., 2016; Nishi et al., 

1989; Westermark et al., 2011; Westermark et al., 1990). Nonetheless, rIAPP has been 

shown to form oligomers with a similar size distribution to human IAPP, ranging from 

dimer to hexamer (Abedini et al., 2016; Young et al., 2014). To evaluate if rIAPP 

oligomerization can be detected with FlAsH, two derivatives in which a non-native 

Cys-Cys motif was successively introduced at the N- and C-terminus were prepared 

(Figure 2.21A). Upon incubation for 24 h at 50 µM, no ThT signal was measured for 

rIAPP and its CC-motif derivatives (Figure 2.21B). Proteospecies generated from 

rIAPP-CC after 24 h incubation led to the formation of a FlAsH binding motif, as 

revealed by the increase of fluorescence (Figure 2.21C). In contrast, when the Cys-Cys 

motif is located within the N-terminal domain (rIAPP, CC-rIAPP), no significant 

A) B) 
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increase of FlAsH fluorescence could be measured. By AFM and DLS, small spherical 

aggregates were detected for all three rIAPP derivatives, as exemplified with rIAPP-

CC (Figure 2.21D, Figure 2.22). Strikingly, monitoring the kinetics of self-assembly 

with FlAsH detection revealed an increase of FlAsH fluorescence overtime for rIAPP-

CC, while in the case of WT rIAPP and CC-rIAPP, no FlAsH signal was detected. 

Kinetic assays were performed in presence of the thiolic competitor BAL, since its 

absence can lead to an increase of FlAsH fluorescence not necessarily related to the 

formation of stable tetra-Cys binding sites (Figure 2.8, Figure 2.23). The increase of 

FlAsH fluorescence observed for rIAPP-CC in the first 2 hours of self-assembly was 

similar to the one recorded for human IAPP-CC, whereas rIAPP-CC did not show the 

second phase associated with amyloid fibril formation (Figure 2.21D). These results 

indicate that the C-terminal domains are in close contact within rIAPP oligomeric 

assemblies, as observed for human IAPP. By positional scanning of the Cys-Cys motif, 

the FlAsH detection method appears as an appropriate strategy to observe the 

oligomerization of poorly amyloidogenic peptides.  
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Figure 2.21. FlAsH detection of rIAPP oligomers. A) Sequence of rIAPP and 
derivatives. Native Cys are indicated in green, non-native residues are in red and 
residues that differ from human IAPP are in blue. B, C) Peptides were incubated at 12.5 
μM for 24 h and ThT (B) or FlAsH (C) fluorescence was measured. D) Representative 
AFM images of rIAPP-CC incubated for 24 h. E) Peptides were incubated at 12.5 μM 
under quiescent conditions in presence of FlAsH (0.5 μM), TCEP (500 μM) and BAL 
(125 μM). Fluorescence was measured every 10 min with excitation at 508 nm and 
emission at 533 nm.  
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Figure 2.22. Dynamic light scattering analysis. rIAPP-CC was solubilized in 20 mM 
Tris-HCl (pH 7.4) at 50 μM followed by a filtration through a 0.22 μm polyvinylidene 
fluoride (PVDF) filter. rIAPP-CC was incubated for 24 h preceding measurements. A) 
Number distribution. B) Intensity distribution. C) Correlation. 
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Figure 2.23. A) rIAPP, B) CC-rIAPP and C) rIAPP-CC were incubated at 12.5 μM under 
quiescent conditions at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented with 0.5 
M FlAsH, 500 μM TCEP and 125 μM BAL, if indicated. Fluorescence was measured 
every 10 min with excitation at 508 nm and emission at 533 nm.  

2.5.7 Detection of ThT-negative amyloid fibrils with FlAsH  

It was recently reported that IAPP sequence from the puffer fish (pfIAPP; Figure 

2.24A) can self-assemble into amyloid fibrils, although these fibrils are ThT-negative 

(Wong et al., 2016). This previous study highlights limitations of ThT for the detection 

of amyloid fibrils. Accordingly, we probed if the amyloid self-assembly of pfIAPP 

could be monitored using the FlAsH detection method. Monomerized CC-pfIAPP was 

incubated at 50 μM for 24 h and no significant increase of ThT fluorescence was 

measured (Figure 2.24B), despite the formation of -sheet amyloid fibrils observed by 

TEM (Figure 2.24D) and CD spectroscopy (Figure 2.25). In sharp contrast, FlAsH 

binding to the N-terminal non-contiguous tetra-Cys motif formed upon pfIAPP self-

assembly allowed the detection of amyloid fibrils (Figure 2.24C). Moreover, a FlAsH-

based kinetic assay revealed a sigmoidal growth curve similar to human IAPP whereas 

ThT signal remained negative (Figure 2.24E). Accordingly, the FlAsH detection 

constitutes a relevant alternative strategy to monitor amyloid formation from ThT-

insensitive assemblies. 

 

 

A) B) C) 
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Figure 2.24. FlAsH detection of ThT negative pfIAPP fibrils A) Sequence of IAPP and 
pfIAPP. Native Cys are in green, non-native residues are in red and residues that differ 
from human IAPP are in blue. B, C) Peptides were incubated at 12.5 μM for 24 h. and 
ThT (B) and FlAsH (C) fluorescence spectra were collected. D) TEM analysis of CC-
pfIAPP. Scale bar is 100 nm. E) CC-pfIAPP was incubated at 12.5 μM under quiescent 
conditions in presence of ThT (10 μM) or FlAsH (0.5 μM). Fluorescence of ThT (Ex 
440 nm, Em 485 nm) or FlAsH (Ex 508 nm, Em 533 nm) was measured every 10 min. 
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Figure 2.25. CD spectra of CC-pfIAPP prefibrillar species and fibrils. CC-pfIAPP was 
incubated under quiescent conditions at 25°C in 20 mM Tris-HCl, pH 7.4 at a 
concentration of 50 μM. Far-UV CD spectra were recorded after 30 min (prefibrillar 
species) and 24 h (fibrils) incubation. 
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2.5.8 Monitoring self-assembly with FlAsH detection in presence of biological co-
factors and inhibitors  

Considering that amyloid assembly of WT IAPP can be monitored with FlAsH, we 

next investigated if this detection method is appropriate to evaluate the effects of co-

factors and inhibitors. It is known that IAPP self-assembly is modulated by numerous 

biological co-factors, such as lipids and glycosaminoglycans (GAGs), which are both 

closely associated with amyloid fibrils extracted from patients (Cao et al., 2013a; De 

Carufel et al., 2013; Jha et al., 2011; Nguyen et al., 2015). By using large unilamelar 

vesicles (LUVs) composed of phosphocholine/phosphoglycerol (DOPC:DOPG; 7:3 

molar ratio) as membrane model, we showed that FlAsH detection revealed the 

acceleration of IAPP self-assembly induced by LUVs similar to ThT fluorescence 

(Figure 2.26A). Moreover, the effect of low molecular weight heparin (i.e. dalteparin), 

which is known to accelerate IAPP fibrillization (Jha et al., 2011), could be monitored 

using FlAsH as a probe (Figure 2.26B). These results indicate that FlAsH detection 

constitutes an appropriate strategy to monitor IAPP amyloid formation in presence of 

biological co-factors without any modifications of IAPP primary structure. Ultimately, 

the FlAsH probe, which binds specifically to tetra-Cys motif, could constitute an 

interesting alternative to the low-specific ThT dye (Hong et al., 2012) for the detection 

of IAPP amyloid fibrils in biological samples. 

The interaction of exogenous compounds with ThT signal can lead to false positive hits 

when screening for amyloid inhibitors (Hudson et al., 2009). For instance, the 

polyketide rifampicin was initially demonstrated to inhibit IAPP amyloid formation, 

according to its capacity to decrease ThT fluorescence (Meier et al., 2006). However, 

thorough biophysical characterization revealed that, in fact, rifampicin does not prevent 

IAPP amyloid formation but simply interferes with ThT signal (Meng et al., 2008). In 

this context, the FlAsH detection method appears as a promising alternative strategy to 

screen and validate putative amyloid inhibitors such as rifampicin. Kinetic assays were 
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performed in presence, or absence, of 12.5 μM rifampicin and self-assembly was 

monitored by ThT and FlAsH fluorescence. As previously reported, by measuring ThT 

signal rifampicin inhibited IAPP amyloid formation (Figure 2.26C). In contrast, with 

FlAsH detection, the presence of rifampicin in the aggregation mixture did not change 

the lag time of IAPP amyloid formation (Figure 2.26C). Next, we evaluated the usage 

of FlAsH detection to screen amyloid inhibitors to the polyphenol resveratrol, which is 

known to exert an inhibitory effect on IAPP amyloid formation, although it can also 

interfere with ThT (Tu et al., 2015). Under the conditions of our assay, we observed 

that the presence of 12.5 M resveratrol led to a significant decrease of ThT 

fluorescence at the plateau (Figure 2.26D). By sharp contrast, using FlAsH as a probe, 

kinetics of IAPP fibrillization in presence and absence of resveratrol were virtually 

identical (Figure 2.26D). Overall, FlAsH detection appears as a promising alternative 

method to ThT fluorescence to evaluate the efficacy of amyloid inhibitors and their 

mechanisms of action. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.26. Kinetics of IAPP self-assembly monitored by ThT and FlAsH detection. 
IAPP was incubated at 12.5 μM under quiescent conditions in 20 mM Tris-HCl buffer 
(pH 7.4) supplemented, or not, with A) 500 μM LUVs, B) 1.25 μM dalteparine (Dalt), 
C) 12.5 μM rifampicin (Rif) and D) 12.5 μM resveratrol (Res). ThT (10 μM) and FlAsH 
(0.5 μM) fluorescence was measured every 10 min. 
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2.6 Conclusion 

In this study, we extended the use of the fluorogenic probe FlAsH to study the kinetics 

of IAPP self-assembly and to obtain conformational insights of prefibrillar species. By 

incorporating a Cys-Cys motif at varying positions within the sequence, peptide self-

recognition can be monitored by FlAsH fluorescence upon the formation of a non-

contiguous tetra-Cys binding motif. We observed that a Cys-Cys motif located in IAPP 

N-terminal domain enables the detection of amyloid fibrils, whereas oligomer 

formation can be monitored with the incorporation of a Cys-Cys tag at the C-terminus. 

Furthermore, the stability of the tetra-Cys FlAsH-recognition site assembled from 

adjacent peptides revealed that the C-terminal domains are in close proximity during 

the early steps of oligomerization. The transition of IAPP through stable oligomers 

along the amyloidogenic pathway suggests that IAPP self-assembles via a nucleated 

conformational conversion mechanism where oligomers are converted into amyloid 

protofilaments. Moreover, we showed that FlAsH detection method can be used in 

presence of biological co-factors known to accelerate IAPP self-assembly. Finally, we 

reported that the specific interaction between FlAsH and the tetra-Cys motif constitutes 

a promising alternative to ThT fluorescence to monitor amyloid formation and to 

evaluate amyloid inhibitors that are known to interfere with ThT signal. In summary, 

by combining the FlAsH detection method with positional scanning of Cys-Cys motif, 

we obtained unique time-dependent conformational insights along the amyloidogenic 

cascade. This strategy could now be applied to numerous amyloidogenic polypeptides 

associated with protein misfolding diseases, including Aβ peptide, α-synuclein and 

calcitonin. 
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3.1 Résumé 

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des hétéropolysaccharides polyanioniques 

linéaires, qui sont retrouvés associés avec la majorité des dépôts amyloïdes 

pathologiques extraits de patients. Les GAGs sulfatés solubles sont reconnus pour leur 

capacité à favoriser l'auto-assemblage de nombreux polypeptides amyloïdogéniques in 

vitro et à moduler leur cytotoxicité. Bien que les GAGs soient abondants à la surface 

externe de la membrane plasmique sous forme de protéoglycanes, leur contribution à 

la perturbation des bicouches lipidiques induite par les polypeptides amyloïdogéniques 

demeure inconnue. Dans cette étude, nous avons élucidé les rôles des GAGs dans la 

cytotoxicité et la perturbation de la membrane plasmique induites par l’islet amyloid 

polypeptide (IAPP), dont le dépôt tissulaire au niveau des îlots pancréatiques est 

associé au diabète de type II. Des essais cellulaires utilisant des lignées déficientes en 

GAGs ont révélé que la présence de GAGs exacerbe la cytotoxicité induite par l'IAPP 

et la perméabilisation de la membrane plasmique. Des analyses de microscopie 

confocale et de cytométrie en flux ont révélé que la liaison et la séquestration de l'IAPP 

à la surface cellulaire dépendent de la présence de GAGs et de la prédisposition à 

l'agrégation du peptide. À l'aide de vésicules géantes de la membrane plasmique, ou 

GPMV, préparées à partir de cellules déficientes en GAGs, nous avons validé les 

contributions des protéoglycanes intégrés à la membrane dans le désassemblage 

membranaire induit par l'IAPP. Enfin, des tests de cinétique de formation de fibres 

amyloïdes ont révélé que la présence de GAGs sur les GPMV ne module pas l'auto-

assemblage in vitro, contrairement aux GAGs sulfatés solubles. Dans l'ensemble, cette 

étude indique que les GAGs augmentent la concentration locale d'IAPP à la surface 

cellulaire, ce qui favorise la perturbation de la membrane plasmique et la mort cellulaire 

sous-adjacente. 
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3.2 Abstract 

Glycosaminoglycans (GAGs) are long and unbranched anionic heteropolysaccharides 

that have been associated with virtually all amyloid deposits. Soluble sulfated GAGs 

are known for their propensity to promote the self-assembly of numerous 

amyloidogenic proteins and to modulate their cytotoxicity. Nonetheless, although 

GAGs are prevalent on the outer leaflet of eukaryotic cell plasma membrane as part of 

proteoglycans, their contributions in the perturbation of lipid bilayer induced by 

amyloid polypeptides remain unknown. Herein, we investigate the roles of GAGs in 

the cytotoxicity and plasma membrane perturbation induced by the islet amyloid 

polypeptide (IAPP), whose deposition in the pancreatic islets is associated with type II 

diabetes. Cellular assays using GAG-deficient cells reveal that GAGs exacerbate IAPP-

induced cytotoxicity and permeabilization of the plasma membrane. Confocal 

microscopy and flow cytometry analyses show that IAPP binding and sequestration at 

the cell surface are dependent of GAGs and of the aggregation propensity of the 

peptide. Using giant plasma membrane vesicles (GPMVs) prepared from GAG-

deficient cells, we validate the contributions of membrane-embedded proteoglycans in 

IAPP-induced membrane disassembly. In sharp contrast to soluble sulfated GAGs, 

kinetics of amyloid self-assembly expose that the presence of GAGs on GPMVs does 

not significantly modulate amyloid formation. Overall, this study indicates that cell 

surface GAGs increase the local concentration of IAPP in the vicinity of the plasma 

membrane, promoting lipid bilayer perturbation and cell death.  
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3.3 Introduction 

The extracellular deposition and tissue accumulation of amyloid fibrils are the hallmark 

of numerous diseases such as the Alzheimer’s disease, familial amyloid 

polyneuropathy and type II diabetes (T2D) (Chiti et Dobson, 2017). In the vast majority 

of individuals afflicted with T2D, amyloid deposits mainly composed of a 37-residue 

peptide hormone, known as the islet amyloid polypeptide (IAPP) or amylin, are 

observed in the pancreatic islets (Cooper et al., 1987; Westermark et al., 1987). IAPP 

is co-secreted with insulin by pancreatic β-cells and acts as a glucomodulatory hormone 

inhibiting glucose uptake and glucose-stimulated insulin secretion (Westermark et al., 

2011). Under pathophysiological conditions associated with T2D, IAPP self-assembles 

into amyloid fibrils, which are ordered protein aggregates characterized by a cross-β-

sheet quaternary structure (Luca et al., 2007). A strong correlation is observed between 

the accumulation of insoluble islet amyloid deposits and the severity and duration of 

T2D (Jurgens et al., 2011; Lorenzo et al., 1994). This close association of amyloid 

deposits with pancreatic tissue degeneration as well as early in vitro studies have 

initially led to the postulate that IAPP fibrils directly cause β-cell death (Jurgens et al., 

2011; Krotee et al., 2017; Lorenzo et al., 1994). However, most recent studies have 

reported that prefibrillar intermediates assembled along the amyloidogenic cascade 

and/or off-pathway oligomers, are the most proteotoxic species (Abedini et al., 2016; 

Haataja et al., 2008; Jeong et An, 2015). IAPP amyloidogenesis occurs extracellularly 

in the heterogeneous environment of pancreatic islets and the resulting amyloid 

deposits are virtually always associated with different biological components, such as 

serum amyloid P (Kisilevsky, 2000), lipids (Gellermann et al., 2005) and 

glycosaminoglycans (GAGs) (Ancsin, 2003). These biological co-factors are known to 

generally promote amyloid aggregation and to modulate the cytotoxicity of numerous 

amyloidogenic proteins, including IAPP (Madine, 2019; Nguyen et al., 2015).   
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GAGs are long and unbranched polyanionic heteropolysaccharides mainly localized in 

the extracellular matrix (ECM) and at the cell surface, where they can be found either 

unbound or attached to the protein core of proteoglycans (PGs) (Theocharis et al., 

2016). IAPP insoluble pancreatic deposits are found in close association with heparan 

sulfate (HS), which is the most encountered GAG associated with amyloids (Ancsin, 

2003; Papy-Garcia et al., 2011; Young et al., 1992). Biophysical studies have shown 

that heparin, a highly sulfated derivative of HS, accelerates the amyloid self-assembly 

of IAPP (Castillo et al., 1998; De Carufel et al., 2013; Jha et al., 2011; Quittot et al., 

2017; Wang et al., 2013) and of a large diversity of amyloid-related proteins (Bourgault 

et al., 2011c; McLaurin et al., 1999; Relini et al., 2008; Sebastiao et al., 2019; Solomon 

et al., 2011). These studies have revealed that sulfated GAGs hastens amyloid 

formation by facilitating the formation of competent nuclei and/or by promoting the 

growth of protofilaments and their subsequent packing into amyloid fibrils (De Carufel 

et al., 2013; Jha et al., 2011; Quittot et al., 2017). Besides, it has been reported that 

soluble GAGs play a protective role against the cytotoxicity of amyloidogenic peptides 

by sequestering toxic oligomers and/or by enhancing the formation of poorly toxic 

amyloid fibrils (Bergamaschini et al., 2002; Madine et Middleton, 2010; Maiza et al., 

2018). Soluble heparin in the tissue culture media protects cells against IAPP-mediated 

cytotoxicity (De Carufel et al., 2013; Jha et al., 2011). Furthermore, it has been shown 

that cell surface GAGs modulate IAPP-induced cytotoxicity and that membrane-

embedded HSPGs promote the apoptosis mediated by the extracellular treatment of 

IAPP (Oskarsson et al., 2015; Potter et al., 2015). In addition, the reduction of GAGs 

content on the outer surface of β-cell correlates with a decrease of amyloid loads in the 

pancreatic islets and a larger functional β-cell area (Oskarsson et al., 2015; Potter et 

al., 2015; Templin et al., 2019). These studies indicate that sulfated GAGs promote 

IAPP amyloid self-assembly and the formation of insoluble tissue deposits, ultimately 

modulating IAPP toxicity. 
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Multiple mechanisms have been suggested for IAPP-mediated cytotoxicity, including 

plasma membrane permeabilization, apoptosis, mitochondrial dysfunction and 

inflammasome activation (Abedini et Schmidt, 2013; Raleigh et al., 2017). As for other 

amyloidogenic proteins, plasma membrane disruption is one of the most accepted 

mechanism, and likely constitutes an upstream event of numerous biochemical events 

associated with cell death (Brender et al., 2012; Caillon et al., 2016; Engel, 2009). On 

the one hand, it has been suggested that IAPP monomers and/or oligomers interact with 

the outer leaflet of the cell membrane, hastening fibril growth and leading to membrane 

disassembly and permeabilization (Engel et al., 2008; Green et al., 2004). On the other 

hand, it has been reported that oligomeric proteospecies initiate membrane disruption 

by the formation of transmembrane pores (Mirzabekov et al., 1996).  

Notwithstanding which precise mechanism of membrane perturbation is involved, 

these models were inferred mainly from biophysical studies conducted with vesicles 

assembled with synthetic lipids. Although these membrane models are useful tools as 

their lipid composition, size and curvature can be fine-tuned easily, they poorly 

recapitulate the complexity, fluidity and heterogeneity of the plasma membrane of 

eukaryotic cells. Particularly, these synthetic lipid vesicles lack GAG chains of PGs 

that play a critical role in IAPP self-assembly and cytotoxicity. Accordingly, the direct 

contribution of cell surface GAGs in plasma membrane perturbation induced by IAPP 

and other amyloid-associated polypeptides remains unknown. In this context, by using 

a combination of cell-based and biophysical assays, we investigated the effects of cell 

surface GAGs in IAPP-induced toxicity and membrane permeabilization. By means of 

GAG-deficient cells and derived giant plasma membrane vesicles (GPMVs), we 

observed that the presence of GAGs on the outer leaflet of the plasma membrane 

exacerbates IAPP-induced membrane disassembly by contributing to the sequestration 

of the amyloidogenic peptide at the cell surface. 

 

  



99 
 
3.4 Materials and methods 

3.4.1 Peptide Synthesis and sample preparation 

Peptides were synthesized on a Rink amide resin by standard Fmoc chemistry, as 

previously described (Godin et al., 2019). Oxazolidine pseudoproline dipeptide 

derivatives were incorporated to facilitate the synthesis (Abedini et Raleigh, 2005). For 

fluorescein labeling, an additional Fmoc-Lys-(Dde)-OH was first coupled at the N-

terminus of the peptidyl-resin. After Dde removal with 2% hydrazine, a solution 

containing fluorescein isothiocyanate (FITC; 3 eq.) and triethylamine (6 eq.) in DMF 

was added and the mixture reacted overnight. Peptides were cleaved from the solid 

support with a mixture of trifluoroacetic acid (TFA), ethanedithiol (EDT), phenol and 

water. Crude peptides were precipitated and washed with diethyl ether, recovered by 

vacuum filtration, solubilized in distilled water before being lyophilized. Peptides were 

dissolved in 100% acetic acid and diluted to 35% to be purified by a reverse-phase high 

performance liquid chromatography (RP-HPLC) on a C18 column using a linear 

gradient of acetonitrile (ACN) in a H2O/TFA mixture at (0.06% (v/v)). Collected 

fractions were analyzed by analytical RP-HPLC using a C18 column and mass-verified 

by electrospray ionization time-of-flight mass spectrometry (ESI-TOF-MS). Fractions 

corresponding to the desired peptide with a purity of >95% were pooled and 

lyophilized. Peptides were cyclized with 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) overnight 

under mild agitation and then diluted to 20% to be purified a second time by RP-HPLC. 

Aliquots of monomerized IAPP were prepared by dissolving the pure lyophilized 

peptide in hexafluoro-2-propanol (HFIP) to a concentration of 1 mg/mL. Solution was 

filtered through a 0.22 μm hydrophilic PVDF filter and sonicated for 20 min before 

being lyophilized. The resulting peptide powder was solubilized a second time in HFIP 

to a concentration of 1 mg/ml, sonicated for 20 min and the solution was aliquoted and 

lyophilized again. Monomerized IAPP samples were kept dried at -20°C until used, but 

not for longer than 4 weeks. 
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3.4.2 Cell-based assays 

Chinese hamster ovary cells K1 (CHO K1) and CHO pgs-A-745 (deficient in 

xylosyltransferase (Esko et al., 1985)) were maintained in Ham’s F12 media 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine and antibiotic 

antimycotic (10 000 UI/ml penicillin and 10 000 UI/ml streptomycin) referred as 

complete media. Cells were maintained as a monolayer at 37°C in a humidified 

atmosphere of 5% CO2 and 95% air. CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells were cultured 

in black wall clear bottom 96-well plates (tissue culture treated) at the indicated density 

(100 µL/well) for 48 h before treatment with the peptide. Lyophilized/monomerized 

IAPP was solubilized in 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) and cells were treated with 50 µL 

of peptide solutions at 3× of the final treated concentration. To form prefibrillar species 

and amyloid fibrils, peptides were incubated without agitation at 75 µM, 25 °C, for 30 

min and 24 h, respectively (Quittot et al., 2018). After 24 h treatment with the peptide 

solutions (monomers, prefibrillar species, amyloid fibrils) cellular viability was 

evaluated using the resazurin reduction assay. Cell viability (in %) was calculated from 

the ratio of the fluorescence of the treated sample to the control (vehicle treated). 

Release of cellular lactate dehydrogenase (LDH) in the media associated with 

membrane perturbation was measured using the Pierce™ LDH cytotoxicity kit. Briefly, 

aliquots of cell culture media were taken and LDH activity was measured using a 

coupled enzymatic assay resulting in formation of red formazan, which was detected 

by measuring the absorbance at 490 nm. LDH release (in %) was calculated from the 

ratio of the absorbance of the treated cell to the positive control, i.e. treated with lysis 

buffer. For both experiments, data of at least four assays (with different peptide lots) 

performed in triplicates were averaged and expressed as the mean ± S.E.M. Statistical 

analysis was performed using the Student’s t-test and statistical difference (between 

CHO K1 and CHO pgs-A-745) was established at P < 0.01. For Live/Dead assays, cells 

were seeded in 12-well plates at density of 30 000 cells/well, for 48 h before treatment. 

Analyses were performed by the addition of the reagent solution (4 × 10-6 M ethidium 
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homodimer-1 and 2 × 10-6 M calcein-AM). After 45 min incubation, plates were 

imaged using a fluorescent microscope. 

3.4.3 Enzymatic digestion of cell surface GAGs 

For confocal microscopy imaging, cells were cultured in 8-well cell culture chamber at 

density of 6 000 cells/well for 48 h before treatment. Cells were incubated with Ham’s 

F12 media supplemented with 1 % FBS, containing 1.7 mUI/mL heparinase III for 1 

h, or 24 h, at 37 °C. After incubation, cells were washed three times with PBS, fixed 

with 4% paraformaldehyde (PFA) for 10 minutes and washed three times with PBS 

prior to immunocytochemistry. Fixed cells were blocked using 10 % goat serum diluted 

in PBS for 1 h. After washing, cells were incubated for 1 h with primary mouse anti-

HS antibody, diluted at 1/200 in goat serum 3 % in PBS. Cells were washed and 

incubated with Alexa-Fluor conjugated secondary goat anti-mouse antibody diluted 

1/1000 in 3 % goat serum, for 1 h. For viability assays, cells were cultured in 96-well 

plate for 48 h before being treated with 1.7 mUI/mL heparinase III and 1 UI/mL 

chondroitinase ABC, diluted in media supplemented with 1 % FBS, for 1 h at 37 °C. 

After 1 h incubation, the media was replaced by fresh 1% FBS media containing the 

enzymes and IAPP, or not, and incubate for another 24 h before measuring viability 

using the resazurin reduction assay.  

3.4.4 Evaluation of IAPP sequestration by flow cytometry and confocal microscopy 

For flow cytometry analysis, CHO cells were cultured in 12-well plates at density of 

30 000 cells/well, for 48 h. Fluorescein-labeled peptide was solubilized in 100% 

DMSO at 100× final concentration and then diluted in complete media. Media was 

replaced by fresh media containing 12.5 μM labeled peptide, or 1% DMSO, as the 

vehicle control. Cells were incubated at 37°C for 30 min. After incubation, cells were 

washed 3 times with ice-cold PBS buffer and detached manually. Cells were suspended 
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in ice-cold PBS buffer and kept on ice prior to flow cytometry analysis. Analyses were 

performed using a BD accuri C6 with 10 000 gated cells/sample with excitation at 488 

nm and emission at 530 nm. For confocal microscopy, cells were cultured in 8-well 

cell culture chamber at a density of 6 000 cells/well for 48 h before treatment. After 

incubation with labelled peptide, cells were washed three times with PBS, fixed with 

4% paraformaldehyde. Actin and nucleus were stained with 1 U/mL of Texas-red-

phalloidin and 0.1 μg/mL DAPI (4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride), 

respectively, for 25 min in the dark and cells were washed three times with PBS. 

Fluorescence was analyzed with a confocal Nikon microscope equipped with a 60× oil 

immersion objective and images were analyzed using ImageJ software. 

3.4.5 Preparation of giant plasma membrane vesicles 

CHO cells were cultured in 150 mm dishes for 48 h. Cells were washed twice with 

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) and twice with GPMV buffer (10 mM HEPES, 

150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, pH 7.4). For plasma membrane vesiculation, cells were 

exposed to GPMV buffer supplemented with 2 mM N-ethyl maleimide (NEM) for 2 h 

(Sezgin et al., 2012). Buffer containing GPMVs were harvested and transferred into a 

conical tube. Samples were centrifuged at 300 g for 3 minutes to pellet cells and larges 

debris. To concentrate GPMVs, supernatant was transferred into spin concentrators 

with a 100 kDa mass cutoff. Sample were centrifuged at 300 g until the desire 

concentration is reached. Lipid concentration was estimated by an inorganic phosphate 

colorimetric assay (Carles, 1956). For fluorescent microscopy imaging, GPMVs were 

incubated with the fluorescent probes Cell Tracker Orange (0.01 µM) and FAST DiO 

(50 µg/mL) for 45 minutes at 37 °C. Labelled GPMVs were then concentrated as 

previously described using spin concentrators with a 100 kDa mass cutoff to eliminate 

the excess of fluorescent dyes. For membrane perturbation, GPMVs were incubated in 

presence of 12.5 μM peptide (monomerized, pre-fibrillar species, amyloid fibrils). 

Images were acquired using a confocal Nikon microscope equipped with a 60× oil 
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immersion objective at the indicated time. At least three images were acquired for each 

condition at indicated times. Intensity fluorescence of merged fluorescence was 

measured for at least 30 vesicles per image. Data of at least three assays (with different 

peptide and GPMV lots) performed in triplicates were averaged and expressed as the 

mean ± S.E.M. 

3.4.6 Kinetics of amyloid self-assembly 

Lyophilized and monomerized IAPP was solubilized at 25 μM in GPMV buffer. 

Peptide solution was then diluted to reach a final concentration of 12.5 μM in presence 

of GPMVs, or not, and 10 µM thioflavin (ThT) or 0.5 μM Fluorescein arsenical hairpin 

binder (FlAsH). Assays were carried out in 96-well microplates (black-wall, clear 

bottom, non-binding surface) with a volume of 100 μL per well. Microplate was 

agitated for 5 s (linear shaking, 2 mm amplitude, 654 rpm) before first measurement 

and the fibrillization kinetics were performed at 25 °C under quiescent conditions. 

Fluorescence, excitation at 440 nm and emission at 485 nm for ThT and excitation at 

508 nm and emission at 528 nm for FlAsH, was measured every 10 min. Data obtained 

from triplicate wells were averaged, corrected by subtracting the corresponding control 

reaction and plotted as fluorescence vs time. Time dependence of fluorescence intensity 

were fitted to a sigmoidal Boltzmann model, where T50 is the time required to reach 

half of the fluorescence intensity, k is the apparent first-order constant and Ymax and Y0 

are, respectively, the maximum and initial fluorescence values:  

𝑌 =  
𝑌0 + (𝑌𝑚𝑎𝑥 − 𝑌0)

1 + 𝑒−
(𝑇−𝑇50)

𝑘⁄
 

The lag time is described as T50 – 2/k. Data of at least four different lots of peptides 

were averaged and were expressed as the mean ± S.E.M. Evaluation of the results was 

made using the Student’s t-test and statistical difference was established at P < 0.01. 
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3.4.7 Atomic force microscopy 

Lyophilized and monomerized peptides were solubilized in 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 

at a final concentration of 75 μM. Solution was incubated for 30 min at 25 °C without 

agitation before being diluted in 1% acetic acid and immediately applied to freshly 

cleaved mica. The mica was blotted dry with filter paper and washed twice with 

nanopure water, blotted dry between washings. The washed mica was allowed to dry 

completely (24h) before imaging. Samples were analyzed using a Veeco/Bruker 

Multimode AFM using tapping mode with a silicon tip (2-12 nm tip radius, 0.4 N/m 

force constant) on a nitride lever. Images were taken at scan rate of 0.5 Hz and 1024 

scan/min. 

3.4.8 Transmission electronic microscopy 

Lyophilized and monomerized IAPP was solubilized in 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) at a 

final concentration of 75 μM and incubated for 24 h before being applied to glow-

discharged carbon films on 400 mesh copper grids. After adsorption, samples were 

negatively stained with 1. 5 % uranyl formate for 1 min and air dried for 15 min. Images 

were recorded using a FEI Tecnai 12 BioTwin microscope operating at 120 kV and 

equipped with an AMT XR80C CCD camera system. 

3.4.9 Photochemical-induced cross-linking (PICUP) 

Peptides were solubilized at 75 μM in 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, at 25 °C for 30 min. 

Cross-linking solution was added to a final concentration of 70 μM Tris- 

(bipyridyl)Ru(II) and 1.4 mM ammonium persulfate. Aliquots were illuminated with a 

150 W incandescent bulb for 5 sec. Reaction was quenched by the addition of 1 M 

dithiothreitol. Prefibrillar species were separated by SDS-PAGE electrophoresis using 

a 15% Tris-tricine gel and visualized by silver staining. 
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3.4.10 Fluorescence spectroscopy 

IAPP was solubilized in 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) at a final concentration of 75 μM in 

presence of 10 μM ThT or 40 µM anilino-1-naphtalensulfonic acid (ANS). Solutions 

were incubated for the indicated time, at 25 °C without agitation. ThT and ANS 

fluorescence were measured in an ultra-micro 10 mm length cells using a Horiba 

spectrofluorometer. ThT emission was measured with excitation at 440 nm and 

detected between 450 and 550 nm, while ANS emission was measured between 385 

and 585 nm after excitation at 370 nm. Spectra were blank-subtracted with the 

corresponding peptide-free solution. 

3.5 Results 

3.5.1 Cell surface GAGs potentiate IAPP cytotoxicity 

We initially evaluated how cell surface GAGs modulate IAPP-mediated cytotoxicity 

using K1 and pgs-A-745 CHO cells. CHO pgs-A-745 cells are deficient in 

xylosyltransferase, a key enzyme in proteoglycan synthesis that catalyzes the transfer 

of the first sugar to the protein core. This mutation leads to the absence of GAGs at the 

cell surface (Esko et al., 1985). Cells were plated at four different densities in 96-well 

plates and incubated for 48 h before being treated with freshly dissolved monomerized 

IAPP for 24 h. At a density of 1 000 and 2 500 cells/well, the viability of CHO K1 cells 

is reduced to 15 % and 31 %, respectively, of the control upon treatment with 12.5 µM 

IAPP (Figure 3.1A). In sharp contrast, under these conditions, no significant decrease 

of the metabolic activity was measured for CHO pgs-A-745 cells. At higher cell 

density, i.e. up to 10 000 cells/well, 12.5 μM of IAPP did not decrease the viability of 

both cell types. At a peptide concentration of 25 µM, the cellular viability of CHO K1 

cells is significantly lower compared to CHO pgs-A-745, for all densities evaluated 

(Figure 3.1B). No significant decrease of metabolic activity was measured upon 



106 
 
treatment with 6.25 µM monomerized IAPP, whereas no difference was observed 

between K1 and pgs-A-745 treated with 50 μM IAPP, for all cell densities (Figure 3.2). 

These results suggest that the presence of GAGs at the cell surface potentiates IAPP 

cytotoxicity. This observation is in agreement with a previous study reporting that CHO 

pgs-D-677 cells, which are deficient in HSPGs, are more resistant against IAPP 

induced apoptosis, in contrast to their wild-type CHO counterpart (Oskarsson et al., 

2015).  

Plasma membrane perturbation by IAPP oligomers and/or by the self-assembly process 

constitutes a main upstream biochemical event leading to cell death (Brender et al., 

2012; Demuro et al., 2005). Accordingly, the activity of the cytoplasmic enzyme LDH 

in the culture media upon IAPP treatment was measured, a common indicator of plasma 

membrane permeabilization. When cells were treated with 12.5 μM freshly dissolved 

IAPP, the level of LDH activity in the media was significantly higher for K1 cells 

compared to pgs-A-745, for all cell densities evaluated (Figure 3.1C). In contrast, no 

significant difference in cytoplasmic LDH release was measured between K1 and pgs-

A-745 cells for the other concentrations tested, i.e. 6.25, 25 and 50 μM (Figure 3.1D, 

3.2). By fluorescence microscopy, we evaluated simultaneously the presence of 

metabolically active cells in green (calcein-AM), and the plasma membrane integrity 

in red (ethidium homodimer-1). Cells were cultured in a 12-well plate at a density of 

30 000 cells/well, which is the equivalent of 2 500 cells/well for a 96-well plate, and 

treated for 24 h with 12.5 and 25 µM IAPP. At both peptide concentrations, more green 

cells were observed for pgs-A-745 cells, whereas red fluorescence was particularly 

noticeable for K1 cells (Figure 3.1E), in agreement with the results of LDH release and 

the resazurin-based metabolic assay. 
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Figure 3.1. Cell surface GAGs potentiate IAPP cytotoxicity. A-D) CHO K1 and CHO 
pgs-A-745 cells were treated with monomerized IAPP for 24 h at the indicated 
concentrations. A-B) Cell viability was measured using the resazurin assay and 
compared to that of vehicle-treated cells. C-D) Membrane perturbation was evaluated 
by measuring LDH activity in the media and compared to that of cells treated with the 
lysis buffer. A-D) Data represent mean ± S.E.M. of at least four individual experiments 
performed in triplicate. Results were analyzed using the student’s t-test and statistical 
difference between CHO K1 and CHO pgs-A-745 was established at * P ˂ 0.01. E) 
Cell viability was evaluated by staining with calcein-AM (green; lived cells) and 
ethidium homodimer (red; dead cells). Scale bar: 20 μm. 
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Figure 3.2. hIAPP mediated cytotoxicity at high concentration is independent of the 
presence of GAGs and cell density. CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells were treated 
with freshly dissolved hIAPP in Tris HCl 20 mM (pH 7. 4) at indicated concentrations 
for 24 h. A-B) Cell viability was measured using the resazurin reduction assay and 
compared to that of cells treated with vehicle. C-D) Cytotoxicity was evaluated by 
measuring LDH released in media and compared to that of cells treated with vehicle. 
For both assays data represent mean ± S.E.M. of at least four experiments performed 
in triplicate. Results were analyzed using the student’s t-test and statistical difference 
(between CHO K1 and CHO pgs-A-745) was established at * P ˂ 0.01. ND: not 
determined. 

To validate that the divergent vulnerability over IAPP toxicity observed between K1 

and pgs-A-745 cells arises directly from the absence of GAGs, cell surface GAGs of 

CHO K1 cells were digested enzymatically prior to viability assays. Treatment of CHO 

KI cells with heparinase III (Hep III) for 1 and 24 h reduced the level of HS, as observed 

by immunocytochemistry using an anti-HS antibody (Figure 3.3A). For viability 

assays, cells were simultaneously treated with Hep III and chondroitinase ABC or with 

the vehicle control for 1 h. Cell media was then removed and replaced with fresh media 

containing the enzymes, or not, and 12.5 µM monomerized IAPP. Cells were incubated 

for 24 h before measuring the metabolic activity. As anticipated, enzymatic digestion 

of GAGs significantly protected CHO K1 from IAPP-induced toxicity (Figure 3.3B). 
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The same assay was performed with pgs-A-745 cells and no significant difference was 

observed between enzyme-treated and control cells, indicating that the presence of 

GAG-degrading enzymes in the media has no effect on IAPP cytotoxicity (Figure 

3.3B). Taken together, these results reveal that the presence of GAGs on the outer 

leaflet of the plasma membrane decreases the concentration of IAPP required to induce 

cytotoxicity and membrane permeabilization. 

 

 
 

 

Figure 3.3. Enzymatic digestion of cell surface GAGs protects against IAPP 
cytotoxicity. A) Representative confocal microscope images of CHO K1 cells 
incubated for 1 and 24 h with Hep III or not. Immunostaining was performed using a 
primary mouse anti-HS and an Alexa-Fluor conjugated goat anti-mouse as secondary 
antibody. Scale bar is 10 µm. B) CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells were treated with 
1.7 mUI/mL Hep III and 1 UI/mL chondroitinase ABC (+ Enz) or with the vehicle 
control (- Enz) for 1 h. Cells were washed and incubated with 12.5 µM monomerized 
IAPP for 24 h, in presence, or absence, of GAG-degrading enzymes. Cell viability was 
measured using the resazurin assay and compared to that of cells treated with the 
vehicle control. Data represent mean ± S.E.M. of at least four experiments performed 
in triplicate. Results were analyzed using the student’s t-test and statistical difference 
was established at * P ˂ 0.01. 

3.5.2 Cytotoxicity of IAPP quaternary proteospecies is independent of the presence of 

cell surface GAGs 

Compelling experimental evidences have indicated that oligomers and prefibrillar 

intermediates are the most proteotoxic species of the amyloid cascade, whereas well-

defined fibrils are poorly toxic (Abedini et al., 2016; Kayed et al., 2003). Therefore, 

we evaluated if cell surface GAGs could also modulate the toxicity of pre-assembled 

IAPP quaternary species. Oligomers, or prefibrillar species, were assembled by 

incubating IAPP in Tris HCl 20 mM (pH 7.4) at 75 µM for 30 min (Quittot et al., 2018). 

- Hep III + Hep III 
(B) (A) 

C H O  K 1 C H O  p g s- A- 745

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

V
ia

b
ili

ty
 (

%
)

- E nz +  Enz

*

- Hep III + Hep III 
1 h 24 h 



110 
 
Atomic force microscopy revealed the formation of a mixture of oligomers (Figure 

3.4A) and photochemical-induced cross-linking (PICUP) confirmed the presence of 

oligomers, ranging from dimer to hexamer (Figure 3.4B). Amyloid fibrils were 

prepared by incubating IAPP under these conditions for 24 h, resulting in the formation 

of a dense network of unbranched filaments, as observed by transmission electronic 

microscopy (Figure 3.4C). To validate the quaternary conformational identity of the 

proteospecies, the fluorescence of ThT and ANS was measured. ThT is a benzothiazole 

dye whose fluorescence quantum yield increases upon specific binding to cross-β-sheet 

quaternary structure (LeVine, 1993; Sebastiao et al., 2017), whereas the fluorescence 

of ANS is known to increase upon binding to protein hydrophobic patches (Hawe et 

al., 2008). Prefibrillar species assembled for 30 min were ThT and ANS negative, 

whereas IAPP incubated for 24 h led to a sharp increase of ThT and ANS fluorescence, 

confirming the formation of cross-β-sheet aggregates (Figure 3.4D, E). Prefibrillar 

IAPP species showed high cytotoxicity, with cell viability of around 30% of the treated 

control cells at a peptide concentration of 6.25 µM, without significant difference 

between cell types (Figure 3.4F). At 12.5 and 25 µM, no significant metabolic activity 

could even be detected, indicative of high cell death. These observations suggest that 

IAPP oligomeric proteospecies «by-pass» the effect of GAGs on IAPP-mediated 

cytotoxicity. Considering that no significant toxicity was observed for monomeric 

IAPP at 6.25 μM (Figure 3.2), these results also highlight the high toxicity of pre-

assembled oligomeric species, as previously reported (Abedini et al., 2016). Evaluation 

of plasma membrane disruption, i.e. measurement of LDH release, upon treatment with 

prefibrillar IAPP also revealed no significant differences between K1 and pgs-A-745 

cells (Figure 3.4G). We also validated that defined amyloid fibrils did not exert 

cytotoxicity (Figure 3.4H) nor membrane permeabilization (Figure 3.5), in presence or 

absence of GAGs at the cell surface. Finally, the IAPP isoform from rodent (rIAPP), 

which is known to be poorly amyloidogenic and non-toxic owing to the presence of 

multiple proline residues within the 20-29 amyloidogenic segment (Quittot et al., 2018; 

Westermark et al., 1990), was not toxic for both cell types (Figure 3.6). Moreover, pre-
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assembled rIAPP oligomers (Figure 3.7) were non-toxic to CHO K1 and pgs-A-745 

cells (Figure 3.4I). These results indicate that the self-assembly of IAPP into distinct 

quaternary species, i.e. oligomers and fibrils, before cell treatment abrogates the effect 

of GAGs on cytotoxicity and membrane permeabilization. 
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Figure 3.4. Cell surface GAGs do not affect the toxicity of IAPP quaternary species. 
A-I) Monomerized IAPP was freshly dissolved in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) at 
75 μM and assembled under quiescent conditions at 25°C for 0h (monomers), 30 min 
(prefibrillar species) and 24 h (amyloid fibrils). A) Representative AFM image of IAPP 
prefibrillar species, scale bar is 5 µm. B) SDS-PAGE of photochemically cross-linked 
IAPP prefibrillar species. C) Representative TEM image of IAPP amyloid fibrils. Scale 
bar is 100 nm. D) ThT fluorescence emission spectra after an excitation at 440 nm. E) 
ANS fluorescence emission spectra after an excitation at 355 nm. F-I) Cells were plated 
at 2 500 cells/well (96-well plate) before being treated for 24 h with (F,G) IAPP 
prefibrillar species, (H) amyloid fibrils and (I) prefibrillar rIAPP. F,H,I) Cell viability 
was measured using the resazurin assay and compared to that of vehicle treated cells. 
G) Membrane perturbation was evaluated by measuring LDH activity in media and 
compared to that of cells treated with the lysis buffer. F-I) Data represent mean ± 
S.E.M. of at least four experiments performed in triplicate.  
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Figure 3.5. Membrane perturbation is not induced by amyloid fibrils. hIAPP was 
freshly dissolved in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7. 4) at 50 μM and pre-incubated under 
quiescent conditions at 25°C for 24 h. Amyloid fibrils were applied to cells at a density 
of 2 500 cells/well and incubated for 24 h. Indicated final concentrations are relative to 
hIAPP in its monomeric forms. Membrane perturbation was evaluated by measuring 
LDH released in media and compared to that of cells treated with vehicle. Data 
represent mean ± S.E.M. of at least four experiments performed in triplicate. ND: not 
determined. 

 

 

 

Figure 3.6. Treatment of exogenous monomeric rIAPP is not associated with 
cytotoxicity. A-C) CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells were platted at the indicated cell 
density for 48 h. Cells were treated with freshly dissolved rIAPP in Tris HCl 20 mM 
(pH 7. 4) at the indicated concentrations for 24 h. Cell viability was measured using 
the resazurin reduction assay and compared to that of cells treated with vehicle. Data 
represent mean ± S.E.M. of at least four experiments performed in triplicate. 

 

 

 

Figure 3.7. Photochemically cross-linked of pre-incubated rIAPP.  
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3.5.3 Cell surface GAGs sequester IAPP 

Considering that cell surface GAGs increase the predisposition towards IAPP 

cytotoxicity, the capacity of these sulfated polysaccharides to bind and sequester IAPP 

was evaluated by flow cytometry and confocal microscopy. IAPP was labelled with 

fluorescein (FITC) on the side chain of an additional Lys residue incorporated at the 

N-terminus (position 0), a strategy that affects as little as possible the physicochemical 

(net charge at physiological pH, hydrophobicity) and the self-assembling properties of 

IAPP. CHO cells were plated at a density corresponding to 2 500 cells/well for a 96-

well plates (Figure 3.1), i.e. 6 000 cells/well for an 8-well chamber slide for confocal 

microscopy and 30 000 cells/well for 12-well plates for flow cytometry. After 48 h 

incubation, cells were treated with 12.5 µM of fluorescently labelled monomerized 

IAPP for 30 min at 37 °C before analyses. As observed by flow cytometry, CHO K1 

cells sequestered a significant higher level of fluorescence compared to the CHO pgs-

A-745 cells, with the mean fluorescence intensity of cells reduced by 65 % (Figure 

3.8A, B). Confocal microscopy images of cells treated with freshly dissolved labelled 

IAPP, showed a dense network of green fluorescent puncta at the cell surface of CHO 

K1 cells, whereas the green fluorescence was less prevalent for CHO pgs-A-745 

(Figure 3.8C). These observations indicate that cell surface GAGs facilitate membrane 

adsorption of IAPP. Next, we evaluated if GAG-mediated sequestration of IAPP could 

be associated with the aggregation of the peptide at the plasma membrane facilitated 

by GAGs. The same experiment was performed with labelled non-amyloidogenic 

rIAPP. It has been previously reported in vitro that heparin binds rIAPP with a similar 

affinity to IAPP, although rIAPP displays a higher net positive charge at physiological 

pH than human IAPP owing to an His to Arg substitution at position 18 (Oskarsson et 

al., 2015). Surprisingly, we observed that rIAPP was poorly sequestered on the cell 

surface of both cell types, independently of the presence of cell-surface GAGs (Figure 

3.8D). This result suggests that the higher binding and sequestration of IAPP on CHO 

K1 compared to pgs cells is associated with the aggregation propensity of the peptide. 
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Finally, we validated that the sequestration of IAPP at the cell membrane of CHO K1 

cells is associated with cytotoxicity by competitive binding with soluble heparin, which 

mimics the highly sulfated domains of HS. It has been previously shown that soluble 

heparin has a protective effect against IAPP-mediated cytotoxicity, likely by hastening 

peptide self-assembly into cytocompatible amyloid fibrils and/or by decreasing the 

concentration of toxic proteospecies in solution (De Carufel et al., 2013; Oskarsson et 

al., 2015; Potter et al., 2015). As anticipated, the presence of soluble heparin protected 

CHO K1 cells against IAPP mediated cytotoxicity (Figure 3.8E) and decreased IAPP 

sequestration at the cell surface of CHO KI cells to a level similar to CHO pgs-A-745, 

in absence of heparin (Figure 3.8). This result indicates that reducing IAPP binding and 

sequestration at the cell surface abrogates IAPP-mediated cytotoxicity. 
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Figure 3.8. Cell surface GAGs sequester IAPP. A-D) CHO K1 and CHO pgs-A-745 
cells were treated with 12.5 µM FITC-IAPP for 30 min at 37°C in presence, or absence, 
of 12.5 μM heparin (Hep). A) Flow cytometry histograms showing the cellular 
sequestration of IAPP on CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells. B) Data represent the 
relative mean fluorescence intensity (± S.E.M) of 10 000 gated cells from at least three 
individual experiments. Results are expressed as a percentage of the maximal 
fluorescence for 12.5 µM monomer FITC-IAPP on CHO K1. C) Representative 
confocal microscopy images of cell sequestration of IAPP on CHO K1 and CHO pgs-
A-745. Scale bar: 10 μm. D) Flow cytometry histograms showing the cellular 
sequestration of rIAPP on CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells. E) CHO K1 and CHO 
pgs-A-745 cells were treated with 12.5 μM monomerized IAPP in 20 mM Tris-HCl 
(pH 7.4) for 24 h, in presence or absence of 12.5 μM heparin (Hep). Cell viability was 
measured using the resazurin reduction assay and compared to that of cells treated with 
the vehicle control. B,E) Results were analyzed using the student’s t-test and statistical 
difference (between CHO K1 and CHO pgs-A-745) was established at * P ˂ 0.01. 

3.5.4 Preparation of giant vesicles derived from CHO plasma membrane 

The effect of IAPP on plasma membrane perturbation, which is exacerbated by the 

presence of cell surface GAGs, could be the result of other cell death events, such as 

apoptosis and mitochondrial dysfunctions (Abedini et Schmidt, 2013). For instance, it 
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has been observed that the translocation of IAPP into the cytosol by scrape-loading 

procedures leads to membrane permeabilization through mitochondria uncoupling 

(Magzoub et Miranker, 2012). Accordingly, to specifically address the direct 

contributions of cell surface GAGs in amyloid-related plasma membrane disruption, 

GPMVs derived from CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells were prepared. In addition, 

using such lipid vesicles derived from cells will allow us to evaluate biophysically how 

membrane-embedded GAGs modulate IAPP self-assembly. GPMVs were formed by 

treating CHO cells with 2 mM NEM for 2 h at 37°C (Figure 3.9A). The recovered 

GPMVs were concentrated by means of a 100 kDa cutoff centrifugal concentrator, 

while eliminating small cell debris. GPMV lipid membrane could also be labelled with 

FAST DiO, whereas the cytoplasmic content was labelled with the thiol-reactive dye 

Cell Tracker Orange, which is known to be retained into cytoplasm. Double-labelled 

GPMVs were isolated as decribed above, while eluating the excess of the remaining 

dye. Double labelling of GPMVs was validated by fluorsecence confocal microscopy, 

where the GPMV membrane is observed in green and the cytoplasmic content in orange 

(Figure 3.9B). To estimate the amount of GPMVs in the different preparations, 

phospholipid concentration was determined by measuring total inorganic phosphate 

with a colorimetric assay (Carles, 1956). Phospholipid concentration was used as a 

relative estimation of the quantity of GPMVs. 
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Figure 3.9. Preparation of giant plasma membrane vesicles. A) Schema presenting the 
preparation of GPMVs derived from CHO K1 and CHO pgs-A-745 cells. B) 
Representative confocal microscopy images of non-labelled GPMVs by DIC (scale bar 
is 10 µm), or double labelled Fast Dio/Cell Tracker orange GPMVs by fluorescence 
(scale bar is 5 µm). 

3.5.5 GAGs promote IAPP-induced membrane disassembly of GPMVs 

We first evaluated if the presence of GAGs on the outer leaflet of GPMVs contributes 

to the membrane permeabilization induced by IAPP, as observed for cells (Figure 3.1). 

Recently, GPMVs isolated from INS-1 pancreatic cells were used to observe in real-

time the membrane perturbation associated with IAPP amyloidogenesis (Birol et al., 

2018). This elegant study showed that membrane perturbing IAPP oligomers are 

dynamic assemblies and that a conformational switch within these oligomers is 

associated with two classes of poration, with a transition from small to large pores. 

Nonetheless, the roles of membrane-embedded GAGs on the perturbation of lipid 

vesicles derived from cell membrane has never been addressed so far. GPMVs were 

labelled with the lipid bilayer in green and the cytoplasmic content in orange and the 
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resulting merged fluorescence in yellow is indicative of intact GPMVs (Figure 3.10A). 

This yellow merged fluorescence is lost upon disassembly of GPMVs upon 24 h 

treatment with 12.5 μM IAPP. Accordingly, the propensity of IAPP to disrupt the 

integrity of GPMVs as a function of the presence of GAGs could be monitored by 

evaluating the decrease of the merged fluorescence by confocal microscopy. Images of 

12.5 µM GPMVs (expressed as the concentration of phospholipids) were taken after 1, 

3 and 24 h treatment with 12.5 µM monomerized IAPP and rIAPP (Figure 3.10B). For 

each condition, at least three images were taken and the merged fluorescence intensity 

of at least 30 vesicles per images was measured. The mean fluorescence was expressed 

as a percentage of the fluorescence of the GPMVs treated with the vehicle buffer 

control. After 1 h of incubation with both peptides, the average intensity of the merged 

yellow fluorescence of GPMVs was similar to the one of the vehicle control, indicative 

of intact GPMVs (Figure 3.10C). However, upon 3 h incubation with IAPP, a decrease 

of merged fluorescence intensity was measured for K1-derived GPMVs treated with 

IAPP, while the merged fluorescence was maintained for GPMVs prepared from pgs-

A-745. As observed on Figure 3.10B, GPMVs treated with IAPP for 3 h displayed a 

disordered morphology, whereas K1 vesicles treated with the buffer, or the non-

amyloidogenic rIAPP, remained circular with a high intensity of merged fluorescence. 

After 24 h incubation in presence of IAPP, both K1 and pgs-A-745 GPMVs lost their 

circular shape and the merged fluorescence intensity decreased sharply. In contrast, 

vesicles incubated with rIAPP maintained their integrity (Figure 3.10B). It is worth 

mentioning that GPMVs can spontaneously disassemble after 2 days at 4 °C (Sezgin et 

al., 2012), likely explaining the partial loss of circular shape after 24 h incubation at 

room temperature observed in presence of the buffer. Nonetheless, these data clearly 

indicate that the presence of GAGs at the surface of GPMVs hastens the lipid bilayer 

disassembly induced by IAPP. 
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Figure 3.10. GAGs contribute to the disassembly of GPMVs induced by IAPP. A, B) 
Labelled GPMVs were treated with 12.5 µM IAPP, rIAPP or GPMV buffer (control) 
and were imaged by confocal microscopy after 1h, 3h and 24 h incubation.  A) Scale 
bar is 1 µm. B) Scale bar is 20 µm. C) Merged fluorescence intensity. Data represent 
the relative mean fluorescence intensity (± S.E.M) from at least three individual 
experiments. Results are expressed as a percentage of the buffer treated GPMVs. 
Results were analyzed using the student’s t-test and statistical difference (between K1 
and pgs-A-745) was established at * P ˂ 0.01. 

Using lived cells, we observed that the capacity of pre-assembled IAPP quaternary 

proteospecies, i.e. oligomers and amyloid fibrils, to disrupt plasma membrane was 

independent of the presence of GAGs at the cell surface (Figure 3.4). Accordingly, we 

evaluated if this effect could also be observed for vesicles derived from the plasma 

membrane by incubating K1 and pgs-A-745 GPMVs with IAPP prefibrillar species and 

fibrils. Interestingly, prefibrillar species induce an high level of membrabe dissambly 

after 3 h incubation, independlty of the presence of GAGs (Figure 3.11A, B). In sharp 
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contrast, the integrety of K1 and pgs-A-745 derived GPMVs was not significantly 

affected after 24 h incubation with amyloid fibirls. These resuts indicate that once the 

IAPP self-assembly is triggered, cell surface GAGs does not affect the capacity of the 

peptide to induce plasma membrane permabilization and disassembly.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.11. Disassembly of GPMVs by IAPP quaternary proteospecies is independent 
of GAGs. A) Labelled GPMVs were treated with 12.5 µM IAPP prefibrillar species 
and amyloid fibrils, and were imaged by confocal fluorescence microscopy after 1h, 
3h and 24 h incubation. Scale bar is 20 µm. B) Merged fluorescence intensity. Data 
represent the relative mean fluorescence intensity (± S.E.M) from at least three 
individual experiments. Results are expressed as a percentage of the buffer treated 
GPMVs. Results were analyzed using the student’s t-test and statistical difference 
(between K1 and pgs-A-745) was established at * P ˂ 0.01. 

3.5.6 GPMV-embedded GAGs have a modest effect on IAPP amyloid self-assembly 

Numerous studies have shown that soluble sulfated GAGs, such as heparin and HS, as 

well as well large unilamellar anionic vesicles composed of synthetic lipids 

dramatically hasten the self-assembly of IAPP into amyloid fibrils (De Carufel et al., 

2015; Nguyen et al., 2015). Conversely to synthetic lipid vesicles, a study has shown 
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that GPMVs prepared from an immortal β-cell line prevent IAPP self-assembly, and 

this inhibitory effect could be related to the presence of proteins or to the physical 

properties, such as curvature and size (Schlamadinger et Miranker, 2014). However, 

the effect of GAGs embedded in membrane-derived vesicles on IAPP amyloidogenesis 

has never been addressed so far. By using unlabelled GPMVs successively isolated 

from K1 and pgs-A-745 cells, we evaluated the effects of these vesicles on the kinetics 

of amyloid formation. As revealed by time-resolved ThT fluorescence, increasing the 

concentrations of GPMVs, expressed relative to phospholipid content, delayed IAPP 

self-assembly (Figure 3.12A, B). While the lag-time, which is the thermodynamic rate-

limiting step precluding elongation, was unaffected by the presence of 12.5 and 25 µM 

GPMVs, the lag phase was significantly extended at higher vesicle concentrations 

(Figure 3.12C). In sharp contrast, in presence of large unilamelar vesicles (LUVs) 

composed of phosphocholine/phosphoglycerol (DOPC/DOPG; 7:3 molar ratio), 

widely used membrane model, IAPP self-assembly was drastically accelerated (Figure 

3.13). Interestingly, no significant differences were observed between K1 and pgs-A-

745 derived vesicles, suggesting that the presence of GAGs on the surface of GPMVs 

does not affect the kinetics of self-assembly under these conditions. At an IAPP 

concentration at 6.25 μM, i.e. increasing the ratio of GPMVs, the inhibitory effect of 

GPMVs was even more pronounced, and no significant difference between K1 and 

pgs-A-745 GPMVs was observed (Figure 3.14). 

 

As ThT fluorescence is known to be sensitive to the environment and could led to non-

specific interactions in complex biological media such as GPMVs (Hong et al., 2012), 

we validated the ThT data by an alternative approach based on FlAsH. This probe, 

whose fluorescence increase upon binding to tetra-cys motif, has been recently used to 

monitor IAPP fibril formation. Actually, a non-contiguous tetracysteine FlAsH-

binding motif is formed upon amyloid self-assembly, through the clustering of the 

cysteine in positions 2 and 7, which allows monitoring kinetics of amyloid formation 

(Quittot et al., 2018). As observed with ThT, FlAsH-based kinetics assays revealed that 
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12.5 and 25 µM GPMVs did not affect significantly the lag-time of IAPP amyloid 

formation (Figure 3.12D, E, F). Increasing the concentration of GPMVs to 50 µM led 

to a decrease of the fluorescence signal, suggestive of a delay in the formation of the 

non-contiguous tetra-cys motif associated with amyloid formation. Taken together, 

these results indicate that, in contrast to artificial lipid vesicles and soluble GAGs, lipid 

vesicles derived from eukaryotic plasma membrane have a negligible effect on the in 

vitro fibrillization kinetics of IAPP. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 3.12. GPMVs have a negligible effect on the kinetics of IAPP self-assembly. 
Representative kinetics of IAPP amyloid assembly monitored by (A,B) ThT and (D,E) 
FlAsH fluorescence. IAPP was incubated at 12.5 μM under quiescent conditions in 
presence, or absence, of K1 and pgs-A-745 GPMVs, respectively. Fluorescence of ThT 
(10 μM) and FlAsH (0.5 μM) was measured every 10 min. The curves represent 
Boltzmann sigmoidal fit. C) Lag time from ThT (A,B) and FlAsH (D,E) kinetics. Data 
represent the mean ± S.E.M. of at least four individual experiments performed in 
triplicate. ND: could not be determined. 
  

(A) (B) 

0 5 1 0 1 5 2 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

G P M V pgs-A -745

T im e (h )

T
h

T
 F

lu
o

re
sc

en
ce

 (
a.

u
) 0  M

12. 5  M

25  M

50  M

100  M

0 5 1 0 1 5 2 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

G P M V  K 1

T im e (h )

T
h

T
 F

lu
o

re
sc

en
ce

 (
a.

u
)

0 5 1 0 1 5

0 .0

0 .4

0 .8

1 .2

G P M V  K 1

T im e (h )

F
lA

sH
 f

lu
o

re
sc

en
ce

 (
a.

u
)

0 5 1 0 1 5

0 .0

0 .4

0 .8

1 .2

G P M V pgs-A -745

T im e (h )

F
lA

sH
 f

lu
o

re
sc

en
ce

 (
a.

u
)

0  M

12. 5  M

25  M

50  M

(D) (E) 

(C) 

0 1 2 .5 2 5 5 0 1 0 0

0

2

4

6

T h T

G P M V s ( M )

L
ag

 t
im

e 
(h

)

G P M V  K1
G P M V
pgs-A-745

0 1 2 .5 2 5 5 0

0

2

4

6

FlAsH

G P M V s ( M )

L
ag

 t
im

e 
(h

)

G P M V  K1
G P M V
pgs-A-745

N D

(F) 



124 
 

0 2 4 6 8 1 0

0

1

2

3

4

LU Vs

T im e (h )

T
h

T
 F

lu
o

re
sc

en
ce

 (
a.

u
) 0  M

12. 5  M

25  M

50  M

100  M

 
Figure 3.13. IAPP self-assembly is drastically increased by the presence of soluble 
heparin and LUVs. Representative kinetic traces of IAPP amyloid assembly monitored 
by ThT. hIAPP was incubated at 12. 5 μM under quiescent conditions in presence of 
increasing concentrations of LUVs in Tris HCl 20mM, pH 7.4. Fluorescence of ThT 
(10 μM) was measured every 10 min with excitation at 440 nm and emission at 485 
nm. 

 

 

 

Figure 3.14. IAPP self-assembly is independent of the presence of GAGs at the GPMVs 
surface. Representative kinetic traces of IAPP amyloid assembly monitored by ThT. 
hIAPP was incubated at 12. 5 μM under quiescent conditions in presence of GPMV K1 
or GPMV pgs-A-745 in GPMV buffer supplemented with NEM 2 mM, pH 7.4. 
Fluorescence of ThT (10 μM) was measured every 10 min with excitation at 440 nm 
and emission at 485 nm. The curves represent Boltzmann sigmoidal fit. C) Lag time 
for the fitting curves in A) and B). Data represent mean ± S.E.M. of at least four 
experiments performed in triplicate. ND: not determined 

3.6 Discussion 

Islet amyloid deposits associated with the pathogenesis of T2D comprise numerous 

non-IAPP components, including apolipoprotein E (Vidal et al., 2003), serum amyloid 

P (Pepys et al., 1994) and the HSPG perlecan (Young et al., 1992). While these 

cofactors were initially regarded as accessory molecules and/or contaminants of the 

amyloids, biophysical and cellular studies have revealed that these biological 
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macromolecules promote and/or modulate amyloid formation and deposition. These 

biomolecules not only affect the rate and extent of aggregation, but also reshape the 

self-assembly landscape as well as the structure, the toxicity, the lifespan and/or the 

stability of the quaternary proteospecies, i.e. oligomers, prefibrillar species and fibrils. 

Among these co-factors mediating IAPP amyloidogenesis and toxicity, PGs, and more 

particularly HSPGs, are important for islet amyloid deposition and IAPP-induced 

toxicity. For instance, decreasing content of GAGs in the pancreatic islets, through 

enzymatic digestion on isolated islets (Oskarsson et al., 2015; Potter et al., 2015) or a 

transgenic mice harboring a perlecan mutation that prevents HS attachment (Templin 

et al., 2019), led to a decrease of the amyloid load. Moreover, absence of membrane-

bound HSPGs reduces IAPP-induced apoptosis, supporting the contributions of cell 

surface GAGs in IAPP-cytotoxicity (Oskarsson et al., 2015). Nonetheless, the 

mechanistic details of the contributions of cell surface GAGs on IAPP cytotoxicity 

remain partially unknown and more particularly, in the context of plasma membrane 

perturbation. Such knowledge is critical to develop therapeutic approaches to decrease 

amyloid loads and the associated tissue degeneration. 

In this study, we first evaluated the contribution of cell surface GAGs in IAPP-induced 

cytotoxicity using CHO pgs-A-745 cells, defective in proteoglycan synthesis. By 

varying the peptide/cell density ratio, we observed that the presence of GAGs at the 

cell surface correlates with a higher vulnerability towards IAPP-induced cytotoxicity. 

These results indicate that cell surface GAGs reduces the minimal concentration of 

IAPP required to induce cell death. This observation is in agreement with a previous 

study showing that HS participates in IAPP-induced apoptosis (Oskarsson et al., 2015). 

Similarly, the toxicity of the Alzheimer’s disease-related amyloid-β (Aβ) peptide on 

CHO cells is also increased by the presence of HS (Sandwall et al., 2010). Among the 

numerous mechanisms proposed for amyloid-associated toxicity, membrane 

permeabilization and/or perturbation is one of the most recognized upstream event for 

numerous amyloidogenic polypeptides (Abedini et Schmidt, 2013; Brender et al., 
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2012; Last et al., 2013). Astonishingly, the implication of cell surface GAGs in the 

disassembly and/or permeabilization of plasma membrane has never been directly 

addressed so far. By measuring the release of cytoplasmic LDH into the media upon 

IAPP treatment, we observed that membrane permeabilization is significantly more 

important on cells displaying GAGs. Particularly, at a concentration of 12.5 μM IAPP, 

GAG-deficient cells show no release of LDH for all cell densities evaluated, in contrast 

to CHO cells that were sensitive to IAPP. This indicates that the presence of GAGs on 

the plasma membrane reduces the peptide concentration necessary to permeabilize the 

plasma membrane. Interestingly, comparison between cell viability, as measured by 

metabolic activity, and plasma membrane permeabilization, i.e. cytoplasmic LDH 

release, revealed that for some peptide/cell ratios, no cytotoxicity was measured 

although membrane perturbation was observed. This observation suggests that 

membrane permeabilization by its own may not be sufficient to induce a decrease of 

metabolic activity. It was recently shown that IAPP self-assembly induces two classes 

of poration, and that the transition from small pores to larger pore induces cytotoxicity, 

indicating that poration may not to be sufficient for cell death (Birol et al., 2018). 

Moreover, membrane permeabilization is likely an upstream event to numerous 

biochemical events, such as mitochondrial dysfunction and activation of apoptotic 

pathways (Abedini et Schmidt, 2013; Magzoub et Miranker, 2012). Accordingly, in the 

present study, such downstream events could not have been triggered and membrane 

permeabilization could occur locally. 

Upon treatment with monomerized peptide, cytotoxicity could result from the 

fibrillization process and/or by the formation of discrete toxic oligomers and 

prefibrillar assemblies (Abedini et al., 2016; Gurlo et al., 2010). To better understand 

the contributions of GAGs in the modulation of IAPP cytotoxicity, prefibrillar 

proteospecies were first assembled before treatment. Strikingly, the potentiating effect 

of cell surface GAGs on IAPP toxicity was not observed when IAPP is assembled into 

a mixture of oligomers, as prefibrillar species exert similar cytotoxicity against both 
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CHO cell types, independently of GAGs. This result suggests that GAGs likely 

contribute to IAPP cytotoxicity by increasing the peptide concentration at the cell 

surface and/or by triggering local assembly into membrane-active oligomers. Confocal 

microscopy and flow cytometry showed that IAPP was more sequestered at the cell 

surface of K1 cells compared to their GAG-deficient counterpart. Competition of 

GAG-mediated cell adsorption of IAPP by soluble heparin revealed that the 

sequestration of IAPP and cytotoxicity are associated. Furthermore, the non-

amyloidogenic rIAPP showed a low binding to K1 and pgs cells, revealing that GAG-

associated sequestration of IAPP is related to aggregation. Previous biophysical studies 

have indicated that sulfated GAGs act as a scaffold increasing local peptide 

concentration and facilitating their conformational conversion into β-sheet rich 

assemblies (De Carufel et al., 2013; Jha et al., 2011). Our results suggest that a similar 

mechanism likely occurs in the vicinity of the plasma membrane environment, 

promoting its permeabilization.  

Two main mechanisms have been proposed for the membrane disassembly and/or 

permeabilization induced by amyloid peptides; (i) the fibrillization process into the 

lipid bilayer induces membrane disruption, similar to the carpet-like model, (ii) the 

insertion of oligomers into the plasma membrane induces pore formation, similar to the 

barrel-stave mechanism (Caillon et al., 2016). These mechanistic models have been 

inferred mostly from in vitro studies with artificial membrane models that do not 

recapitulate the complexity, heterogeneity and fluidity of biological membranes. By 

using GPMVs, we showed that GAGs directly contribute to the perturbation of plasma 

membrane-derived lipid vesicles, indicating that GAGs need to be considered in these 

previously proposed models. Microscopy imaging of GPMVs treated with the 

proteospecies revealed a strong capacity of monomerized IAPP and oligomers to 

dismantle vesicles. Moreover, as observed for lived cells, assembling IAPP into a 

mixture of oligomers before treatment, by-pass the involvement of GAGs in GPMV 

disassembly. Finally, while biophysical studies have abundantly shown that soluble 
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sulfated GAGs and lipid anionic vesicles hasten IAPP amyloid formation (Nguyen et 

al., 2015), these biophysical studies lack the biological complexity of the plasma 

membrane. Herein, by using giant vesicles derived from eukaryotic cells, we observed 

that GAGs at the GPMVs surface did not significantly alter the kinetics of amyloid 

fibril formation. Accordingly, caution should be taken when extrapolating results 

obtained with synthetic lipid vesicles and soluble GAGs to complex biological systems, 

as these simplistic models of fibrillogenesis do not recapitulate the amyloid deposition 

associated with the T2D etiology.  

In conclusion, this study revealed for the first time that cell surface GAGs potentiate 

IAPP-induced cytotoxicity by directly contributing to plasma membrane 

permeabilization and disassembly. Therefore, membrane embedded PGs should be 

considered as much as the biochemical and physicochemical features of the lipid 

bilayer in understanding the toxicity mechanisms of IAPP. It will now be critical to 

evaluate if this proposed model can be extrapolated to other membrane-active 

amyloidogenic polypeptides, such as -synuclein and Aβ peptide. 
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4.1 Résumé 

La sécrétine est une hormone peptidique qui exerce des fonctions physiologiques 

variées en se liant spécifiquement à son récepteur membranaire. Le modèle de la 

catalyse membranaire des interactions entre peptide et récepteur indique que les ligands 

peptidiques solubles interagissent initialement avec la membrane plasmique. Cette 

interaction augmente la concentration locale et structure le peptide, ce qui augmente le 

taux de liaison au récepteur. Toutefois, ce modèle ne tient pas en compte le dense 

réseau de glycosaminoglycanes (GAGs) à la surface des cellules eucaryotes. Ces 

chaînes de polysaccharides sulfatés sont connues pour séquestrer de nombreuses 

molécules de signalisation de nature protéique. Dans cette étude, nous avons évalué 

l'interaction entre l'hormone peptidique sécrétine et les GAGs sulfatés, et sa 

contribution à la liaison à la surface des cellules. En utilisant des cellules déficientes 

en GAGs et une expérience de compétition avec des GAGs solubles, nous avons 

observé par microscopie confocale et cytométrie en flux que les GAGs modulent la 

séquestration de la sécrétine à la surface des cellules. Le titrage calorimétrique 

isotherme et la résonance des plasmons de surface ont révélé que la sécrétine se lie à 

l'héparine avec des constantes de dissociation comprises entre 0,9 et 4 M. En 

concevant des dérivés de la sécrétine avec un ensemble conformationnel restreint, nous 

avons observé que cette interaction est modulée par la présence d'un motif de 

reconnaissance conformationnel spécifique aux GAGs à la surface du peptide lors du 

repliement hélicoïdal. Cette étude identifie la sécrétine comme un nouveau polypeptide 

liant les GAGs et ouvre vers de nouvelles avenues de recherche sur le rôle fonctionnel 

des GAGs dans la biologie de la sécrétine. 
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4.2 Abstract 

Secretin is a peptide hormone that exerts pleiotropic physiological functions by 

specifically binding to its cognate membrane-bound receptor. The membrane catalysis 

model of peptide-receptor interactions states that soluble peptidic ligands initially 

interact with the plasma membrane. This interaction increases the local concentration 

and structures the peptide, enhancing the rate of receptor binding. However, this model 

does not consider the dense network of glycosaminoglycans (GAGs) at the surface of 

eukaryotic cells. These sulfated polysaccharide chains are known to sequester 

numerous proteic signaling molecules. In this study, we evaluated the interaction 

between the peptide hormone secretin and sulfated GAGs and its contribution to cell 

surface binding. Using GAG-deficient cells and competition experiment with soluble 

GAGs, we observed by confocal microscopy and flow cytometry that GAGs mediate 

the sequestration of secretin at the cell surface. Isothermal titration calorimetry and 

surface plasmon resonance revealed that secretin binds to heparin with dissociation 

constants ranging between 0.9 and 4 M. By designing secretin derivatives with a 

restricted conformational ensemble, we observed that this interaction is mediated by 

the presence of a specific conformational GAG-recognition motif that decorates the 

surface of the peptide upon helical folding. This study identifies secretin as a novel 

GAG-binding polypeptide and opens new research direction on the functional role of 

GAGs in the biology of secretin. 
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4.3 Introduction 

The regulation of the activation level of plasma membrane receptors plays key 

physiological roles and these proteins constitute the target of over 50% of the drugs 

used in the clinics (Overington et al., 2006).  The conformational state of membrane 

receptors is modulated by a wide variety of chemically diverse ligands, from photons 

to large proteins (Gether, 2000). Hundreds of G-protein coupled receptors (GPCRs), 

the most abundant membrane-bound signaling receptors, are activated by peptide 

ligands, such as glucagon, oxytocin and secretin (Fredriksson et al., 2003). These 

peptide hormones bind to their cognate receptors with very high selectivity and with 

dissociation constants within the low nanomolar range (Gether, 2000; Harmar, 2001). 

The peptide-receptor binding reaction is often described as an event with multiple 

sequential steps involving (i) interaction of the ligand with the membrane environment, 

(ii) cell surface accumulation and diffusion and (iii) receptor binding and activation 

(Bourgault et al., 2009a; Inooka et al., 2001; Langelaan et Rainey, 2010). This model 

originally proposed by Sargent and Schwyzer in 1986 (Sargent et Schwyzer, 1986), 

known as the membrane catalysis hypothesis, is still today applied to explain the 

mechanism of activation of a receptor by a peptidic ligand (Bourgault et al., 2011a; 

Bourgault et al., 2009b; Couvineau et Laburthe, 2012; Hoare, 2005; Hruby, 2002; 

Langelaan et al., 2009; Langelaan et Rainey, 2009; Nanga et al., 2009). This model is 

characterized by four key elements. (Langelaan et Rainey, 2010; Sargent et Schwyzer, 

1986). First, a peptide more likely binds first to the outer leaflet of the membrane rather 

than directly to its cognate receptor as the protein occupies a very small surface area. 

Second, membrane adsorption amplifies the local concentration, increasing the rate of 

receptor binding. Third, upon adsorption, ligand diffusion becomes two-dimensional 

instead of three-dimensional, increasing peptide-receptor binding rates. Fourth, the 

lipidic membrane environment triggers a conformational conversion to a structure that 

prompts recognition by the receptor. 
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Although indirect experimental evidences support this model, the membrane catalysis 

hypothesis perceives the cell surface as a simple anionic/zwitterionic lipid bilayer and 

does not take into account the heterogeneity of the membrane environment. The surface 

of eukaryotic cell is decorated with a diversity of macromolecules, including a high 

density of (glyco)proteins and proteoglycans (PGs) (Bishop et al., 2007). PGs are 

ubiquitously expressed on membrane and consist of highly-glycosylated membrane 

proteins comprising a protein core with covalently attached glycosaminoglycan (GAG) 

chain(s). Disaccharides form the basic subunit of a GAG chain, a long, linear and 

heterogeneous polysulfated polysaccharides that can reach up to 25 000 disaccharides 

(Handel et al., 2005). GAGs, including chondroitin sulfate (CS) and heparan sulfate 

(HS), participate in many physiological functions such as organogenesis, cell adhesion, 

inflammation and cell signaling (Bernfield et al., 1999; Handel et al., 2005). Cell 

surface GAGs are known to sequester numerous proteic soluble ligands and to play an 

integral role in the biological activities of chemokines, cytokines and growth factors 

(19). Owing to the high density of sulfate and carboxylate groups on the GAG chains, 

PGs are highly negatively charged (Handel et al., 2005). Thus, proteins that are known 

to bind GAGs display cationic-rich domain(s). Studies have revealed that the 

XBBXBX and XBBBXXBX sequences, in which B is a basic amino acid (Arg or Lys), 

is a common GAGs recognition motif for many GAGs-binding proteins (Cardin et 

Weintraub, 1989). Whereas the contributions of GAGs in the sequestration of 

numerous signaling proteins have been well-documented, the roles of GAGs in cell 

surface binding of peptide ligands, in the context of the membrane-catalysis hypothesis, 

have not been addressed so far. 

Secretin is a 27-amino acid C-terminally amidated peptide that was first identified in 

jejunal mucosa extracts for its ability to stimulate pancreatic secretion (Bayliss et 

Starling, 1902). Secretin is widely expressed throughout the body and exerts a large 

array of biological activities, including regulation of bicarbonate secretion, modulation 

of water homeostasis as well as gastric acid secretion (Afroze et al., 2013; Singh et al., 
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2016). This hormone is a member of the secretin/glucagon/GHRH superfamily which 

includes a group of (neuro)peptides that share significant sequence and conformational 

homology (Tam et al., 2014; Vaudry et al., 2009). These peptide ligands mediate their 

biological functions by activating class B GPCRs (Chapter et al., 2010). 

Pharmacological studies have revealed the existence of a single human secretin 

receptor, which is endogenously expressed by a number of organs including brain, 

pancreas, stomach, kidney and liver (Afroze et al., 2013).  

Owing to its net positive charge and wide conformational landscape, secretin can 

interact electrostatically with various polyanions located on the outer leaflet of 

eukaryotic cell membrane, including GAGs. We recently reported that glucagon and 

secretin bind avidly to a heparin-functionalized column and that the salt concentrations 

needed to elute these hormones were higher to than ones reported for chemokines and 

cytokines (Tchoumi Neree et al., 2015). Nonetheless, the contribution of GAGs in the 

binding of peptide hormones to cell surface has not been addressed so far. In this study, 

we evaluated the roles of GAGs in cell surface adsorption/sequestration of secretin by 

means of GAG-deficient cells. By combining biophysical and chemical approaches, 

we observed that the affinity of secretin towards sulfated GAGs resides in the presence 

of a specific conformational heparin recognition motif. 

4.4 Materials and methods 

4.4.1 Peptide synthesis, purification and characterization  

Peptides were synthetized on a Tribute peptide synthesizer (Protein Technologies) with 

standard Fmoc chemistry using 2-(6-chloro-1-H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethylaminium hexafluorophosphate (HCTU) as a coupling reagent and 

diisopropylethylamine (DIEA) as a base. Deprotection used 20% piperidine in DMF. 

For fluorescein labeling, Fmoc-Ahx-OH was first coupled at the N-terminus of each 
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peptidyl-resin. After Fmoc removal, a solution containing fluorescein isothiocyanate 

(FITC; 3 eq.), triethylamine (TEA; 3 eq.) in DCM:DMF (1:1) was added to the reaction 

vessel and was allowed to react overnight. FITC coupling was monitored using the 

ninhydrin test. Peptides were cleaved from the resin using a mixture of trifluoroacetic 

acid (TFA): ethanedithiol: phenol: water (92:2.5:3:2.5; v/v). After filtration and 

evaporation of the cleavage mixture, peptides were precipitated and washed with 

diethylether, solubilized in water and lyophilized. Crude peptides were purified by 

reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) on a preparative 

Luna C18 column (250 mm x 21.2 mm; 5µm, 100Å, Phenomenex using a linear gradient 

of acetonitrile (ACN) in H2O/TFA (0.06% v/v). Collected fractions were analyzed by 

analytical RP-HPLC using an Aeris peptide XB C18 column (150 mm x 4.6 mm; 3.6 

µm, Phenomenex) and by ESI-TOF mass spectrometry. Fractions corresponding to the 

peptidic hormone, as confirmed by mass spectrometry, with purity higher than 95%, as 

measured by analytical HPLC, were pooled and lyophilized. 

4.4.2 Cell culture 

Chinese hamster ovary cells K1 (CHO K1; obtained from ATCC) and CHO pgs-A-745 

(xylosyltransferase deficient cells; obtained from ATCC (Esko et al., 1987)) were 

maintained in Ham’s F12 medium supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 

2 mM L-glutamine and antibiotic antimycotic (10 000 UI/ml penicillin, and 10 000 

UI/mL streptomycin). Cells were maintained as a monolayer at 37°C in a humidified 

atmosphere of 5% CO2 and 95% air and passaged by trypsinization when the cells 

reached 70-80% confluence. 

4.4.3 Evaluation of cell surface sequestration by flow cytometry  

Cell surface adsorption was assessed using a protocol adapted from Gump et al. (Gump 

et al., 2010). Briefly, CHO K1 and CHO pgs-A-745 were seeded in 12-well plates at a 
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density of 30 000 cells/well for 48 hours to approximately 75% confluence. Cells were 

pre-chilled for 10 min at 4C in 1% FBS Ham’s F12 medium (supplemented with 

glutamine and antibiotic/antimycotic) before being incubated in presence of different 

concentrations of fluorescein-labelled peptide for 15 min at 4°C. After incubation, cells 

were washed twice with ice-cold HBSS buffer and detached manually in 500 L of 

complete Ham’s F12 media supplemented with 10% FBS and cells were centrifuged 

for 5 min at 400 x g. Cells were suspended in ice-cold sorting buffer (Ca/Mg free PBS, 

1 mM EDTA, 25 mM HEPES, 1% FBS) and kept on ice until flow cytometry analysis. 

Flow cytometry analyses were performed using a FACS Calibur instrument (BD 

Biosciences) and a minimum of 10 000 gated cells per sample were analyzed. The 

fluorescein-peptide was excited at 488 nm and emission was measured through a 530 

nm filter. Data analysis was performed with the WinMDI software (Windows Multipe 

Document Interface for Flow Cytometry).  

4.4.4 Confocal microscopy  

CHO K1 and CHO pgs-A-745 were seeded on coverslip placed in 6-well plates at a 

density of 150 000 cells/well for 48 hours to reach approximately 75% confluence. 

After removing the culture media, cells were incubated in 1% FBS Ham’s F12 medium 

(supplemented with glutamine and antibiotic/antimycotic) for 10 min at 4C. Cells 

were then treated with fluorescein-labelled peptides at 4C for 15 min. After 

incubation, cells were washed twice with ice-cold PBS buffer and fixed with 4% 

formaldehyde for 10 min, then wash 3 times with PBS. The actin and nucleus of cells 

were stain with 1 unit/mL of Texas-Red-phalloidin and 100 ng/ml of 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) for 25 minutes in the dark and cells were washed 3 times. 

Subcellular localization of FITC-conjugated secretin was analyzed using a confocal 

Nikon microscopy equipped with a 60x oil immersion objective was used. Images were 

captured and analyzed using Nikon imaging software. 
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4.4.5 Analytical heparin-affinity and ion-exchange chromatography  

The relative binding affinity of the peptides for sulfated GAGs was evaluated using a 

1 mL HiTrap Heparin HP column packed with Sepharose and immobilized heparin 

(GE Healthcare). The column was connected to a FPLC Aktapure system (GE 

Healthcare) and equilibrated with phosphate buffer (20 mM, pH 7.4) prior to injection. 

A volume of 500 L of 0.5 mg/mL peptide solution was injected at a flow rate of 0.5 

mL/min. After injection, the elution consisted of an isocratic step of 5 mL phosphate 

buffer (20 mM, pH 7.4) followed by a gradient from 0 to 2 M NaCl in phosphate buffer 

(pH 7.4). Peptide elution was monitored using the absorbance at 230 nm whereas NaCl 

gradient was monitored with conductivity. For the cation exchange, a 1 mL HiTrap SP 

HP packed with sepharose functionalized with sulfopropyl was used under the 

conditions described above. 

4.4.6 Circular dichroism spectroscopy 

Far-ultraviolet circular dichroism (CD) spectra were recorded at 25C using a Jasco J-

810 CD spectrometer (Jasco). Secretin, without or with heparin was prepared in 

phosphate buffer (20 mM, pH 7.4). Heparin used in the present study was from porcine 

intestinal mucosa with an average molecular weight of 17  2 kDa (Sigma-Aldrich). 

All spectra were measured from 260 to 190 nm and were corrected by subtracting the 

appropriate blank solution (with or without heparin). A 1 mm path length quartz cuvette 

was used. 

4.4.7 Isothermal titration calorimetry  

Measurements were performed using a Microcal VP-ITC (GE Healthcare). 

Lyophilized aliquots of peptides were dissolved in phosphate buffer (pH 7.4) at a final 

concentration of 100 M just before being injected into the calorimeter cell. Heparin 
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was prepared at a final concentration of 30 M in phosphate buffer (pH 7.4). Titrations 

were performed by injecting 10 L of the heparin solution (except for the initial 2 L 

injection) into the peptide solution. The temperature was set at 25C. Heats of dilution 

were measured by injecting heparin solution into the corresponding buffer and were 

included in the final analysis. Data analysis was done with the software package 

(Origin) provided by manufacturer. Data were fit to an independent set of multiple 

binding sites model. 

4.4.8 Surface plasmon resonance 

SPR analyses were performed using a Biacore T200 instrument (GE Healthcare). 

Heparin (average molecular weight of 17 kDa) was biotinylated with biotin-ɛ-

aminocaproic acid N-hydroxysuccinimide ester (biotin-X-NHS) according to the 

protocol developed by Debbage (Debbage et al., 1988). Biotinalyted heparin in HBS-

EP buffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% surfactant P20, pH 

7.4) was injected at 10μL/min for 180s on a SA sensor chip, coated with carboxymethyl 

dextran and streptavidin. By this approach, approximately 150 resonance units of 

heparin were immobilized on the surface. Secretin and its derivatives were injected at 

a flow rate of 30 μL/min for 240 s at 25C in 20 mM phosphate buffer, pH 7.4. Surface 

regeneration was performed with 2 M NaCl, with a flow rate of 30 μL/min and a contact 

time of 60s. Binding sensograms were obtained by subtraction of the reference flow 

cell (without heparin). Experiments were performed in duplicate and data analysis was 

performed using the BIAevaluation software package (GE Healthcare). 
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4.5 Results  

4.5.1 GAGs mediate cell surface binding of secretin   

We initially probed the contributions of GAGs in the adsorption/sequestration of 

secretin by flow cytometry and confocal microscopy. We used the CHO pgs-A-745 

cells that are deficient in xylosyltransferase, an enzyme that catalyzes the transfer of a 

D-xylosyl group to the side chain of a serine residue, a key step in the synthesis of 

proteoglycans (Esko et al., 1987). Therefore, these cells do not express any GAGs, HS 

and CS, on the outer leaflet of their plasma membrane. To monitor cell surface 

adsorption, secretin was labeled with fluorescein (FITC) at its N-terminal amine 

function. Cells were incubated in presence of secretin at 4C for a short period of time 

in order to minimize cellular uptake. As previously reported, endocytosis is inhibited 

at 4°C and the fluorescence level correlates closely with peptide cell surface binding 

(Bechara et al., 2013; Gump et al., 2010; Tchoumi Neree et al., 2014). By flow 

cytometry, pgs-A-745 cells were significantly less effective to adsorb and sequester 

secretin than their wild type counterpart (Figure 4.1A). The mean fluorescent intensity 

of cells was reduced by 70% for CHO pgs-A-745 cells when treated with 50 μM FITC-

secretin. This effect was also observed at concentrations of 10 and 5 M, for which 

peptide adsorption was 3-4 fold higher for CHO K1 (Figure 4.1B). These results were 

confirmed by confocal microscopy. As shown in Figure 1C, 10 M labelled-secretin 

was barely detectable on GAGs-deficient cells whereas CHO K1 cells display high 

fluorescence. Z-stack reconstruction validated that under the conditions of our assay 

(4C, 15 mins), the fluorescence signal was principally localized on the cell surface, 

i.e. on top of actin labelling with phalloidin (red). 
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Figure 4.1. GAGs mediate cell surface binding of secretin. (A) Representative flow 
cytometry histograms showing cell surface sequestration of 10 M secretin on CHO-
K1 and CHO-pgs-A-745 cells.  (B) Cell surface adsorption of secretin on CHO-K1 and 
CHO-pgs-A-745 cells. Data represent the relative mean fluorescence intensity (S.E.M.) 
of gated cells from at least 3 individual experiments and results are expressed as a 
percentage of the median fluorescence for 50 µM secretin on CHO-K1 cells. (C) 
Representative confocal microscopy images of cell surface adsorption of 10 µM 
secretin labelled with FITC on CHO-K1 and CHO-pgs-A-745 cells at 4C and for 15 
minutes. Scale bar: 10 m. 

We then performed a competition assay between cell surface GAGs and soluble 

sulfated GAGs. CHO K1 cells were first incubated with 100 g/mL heparin, used as a 

model of the sulfated domain of HS, for 5 mins before treatment with secretin. As 

measured by flow cytometry, the presence of heparin in culture media reduced 

membrane sequestration of secretin by over 70% (Figure 4.2A). Interestingly, the level 

of cell surface binding of secretin on CHO K1 cells in presence of soluble heparin was 

equivalent to the level observed for CHO pgs-A-745 cells, confirming the key roles of 

GAGs in cell surface adsorption. Confocal microscopy validated that the presence of 

heparin reduces binding of secretin at the cell surface (Figure 4.2B). Overall, these 

results indicate that GAGs mediate the adsorption/sequestration of the peptide hormone 

to the cell surface. 
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Figure 4.2. Soluble heparin inhibits cell surface binding of secretin. (A) Cellular 
sequestration of secretin on CHO-K1 in absence or in presence of heparin. Data 
represent the relative mean fluorescence intensity ( S.E.M.) of gated cells from at least 
3 individual experiments and results are expressed as a percentage of the median 
fluorescence for 50 µM secretin in absence of heparin. (B) Representative confocal 
microscopy images of cellular adsorption of 10 µM secretin on CHO-K1 in presence 
or absence of heparin. Scale bar: 10 m. 

4.5.2 Characterization of secretin–heparin interaction  

There are many methods to characterize protein-GAG interactions. The most common 

method relies on the salt concentration required to elute the protein from a heparin 

sepharose column. As observed in Figure 4.3A, a concentration of over 1.7 M NaCl 

was needed to elute secretin from the heparin-functionalized column, indicating a 

strong electrostatic binding. This NaCl concentration is higher than the one reported 

for the majority of chemokines and growth factors known to interact in vivo with 

sulfated GAGs (Handel et al., 2005). For instance, interleukin-8 needs a concentration 

of 0.6 M NaCl to be eluted whereas the basic fibroblast growth factor is eluted at 1.38 

M NaCl (Kuschert et al., 1998; Thompson et al., 1994). We validated the specificity 

of the secretin-heparin interaction by injecting the peptide on a cation exchange column 

(sulfopropyl). Surprisingly, although secretin has a pI of 9.45 and a net charge of +2 at 

pH 7.4, the peptide was not retained by the column (Figure 4.3B). This low binding to 

the sulfopropyl column is most likely related to the salts of the PBS buffer that shield 
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the purely electrostatic interactions. These data indicate that the binding of secretin to 

heparin is not simply driven by nonspecific electrostatic forces.  

The kinetics of secretin-heparin interaction was investigated by SPR. Heparin was 

biotinylated at its reducing-end (Debbage et al., 1988) before being immobilized on a 

streptavidin (SA) coated sensor chip. Secretin was successively injected at increasing 

concentrations on the sensor chip at a flow rate of 30 μL/min for 240 s. The SPR 

binding sensorgrams of secretin-heparin interaction are shown in Figure 4.3C. These 

are characterized with fast association and dissociation rates, as previously reported for 

human interleukin-7 binding to immobilized heparin (Zhang et al., 2012). The binding 

equilibrium dissociation constant (koff/kon = Kd) was calculated at 0.89 μM. Figure 3D, 

top panel, shows a representative calorimetric heat flow trace obtained by the titration 

of heparin into secretin. The downward direction of the titration peaks indicates that 

binding of heparin to secretin is an exothermic reaction at 25C. The integrated titration 

peaks (corrected for the heats of dilution) were fitted to a model of independent 

identical binding sites, where secretin was considered as the ligand, as previously 

described for the interaction of IAPP and melittin with GAGs (De Carufel et al., 2013; 

Klocek et Seelig, 2008). The thermodynamics parameters obtained were an enthalpy 

of Hsecretin-8.15 kcal/mol and entropy of -TSsecretin0.81 kcal/mol. This suggests 

that the binding is driven by enthalpy, most likely through electrostatic interactions and 

hydrogen bonds. The obtained binding constant (K) of 2.44  105 M corresponds to a 

dissociation constant (Kd) of around 4.1 M, suggestive of a moderate affinity of 

secretin for heparin. With the inverse of the midpoint of the transition, the binding 

stoichiometry (n) was evaluated at 32.4, providing an estimation of the number of 

secretin molecules bound per heparin molecule, based on an average molecular weight 

of 17 kDa for heparin. The dissociation constants obtained by ITC and SPR in the low 

micromolar range as well as the chromatography results indicate that the binding of 

secretin to heparin is tight.  
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Figure 4.3. Characterization of secretin-heparin interaction. (A,B) Chromatograms of 
secretin with increasing NaCl concentration (dashed line) on a (A) heparin or (B) strong 
sulfopropyl cation exchange column. 500 µl of 0.5 mg/ml secretin was injected in 
phosphate buffer, pH 7.4. (C) SPR sensograms of secretin/heparin interaction. Secretin 
solutions were injected over immobilized biotinylated heparin on a streptavidin coated 
sensor chip in phosphate buffer, pH 7.4. (D) Titration of heparin into secretin. Top 
panel: calorimetric trace of reaction obtained at 25°C by the titration of heparin (30 
µM) into a solution of secretin (100 µM) in phosphate buffer, pH 7.4. Bottom panel: 
heats of reaction were integrated from the calorimetric trace and plotted as a function 
of heparin/secretin molar ratio.  
 

4.5.3 Heparin binding stabilizes secretin -helical structure  

In aqueous solution, secretin displays a secondary structure that is characterized by a 

short helical domain spanning from residues Thr-5 to Leu-14, whereas the N- and C-

terminus segments are mainly disordered (Wray et al., 1998). As for other class B 

GPCR peptide ligands, secretin adopts an -helical conformation in presence of 

organic solvents and lipid micelles, commonly employed to mimic the lipophilic 

environment of the plasma membrane (Bourgault et al., 2009a). Studies have revealed 
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that the binding of cationic peptides to GAGs, such as the lytic peptide melittin (Klocek 

et Seelig, 2008), the cell-penetrating peptide (CPP) penetratin (Bechara et al., 2013) 

and the neurohormone PACAP (Tchoumi Neree et al., 2014), triggers a random coil-

to--helix conformational conversion. We evaluated if upon binding to sulfated GAGs 

secretin undergoes a structural transition towards an extended -helix. By circular 

dichroism spectroscopy (CD), secretin spectrum displays two minima at 205 and 222 

nm and a single maximum at around 190 nm, indicative of a partial helical secondary 

structure in aqueous solution (Figure 4.4A). In presence of heparin, the helical structure 

of secretin is drastically stabilized, as shown with the red-shift of the minima from 205 

to 208 nm and the increases of the negative ellipticity at 222 nm and of the positive 

ellipticity at 192 nm. Thus, upon binding to sulfated GAGs, secretin undergoes a 

secondary conformational conversion into a well-defined -helix, a structure closely 

related to its biological active conformation (Tam et al., 2014). 
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Figure 4.4. Binding of secretin to heparin stabilizes α-helical conformation. (A) 
Circular dichroism spectra of secretin (50 µM) in absence or in presence of heparin 
(1.5 M) in phosphate buffer, pH 7.4. (B) Schematic ribbon representation of secretin 
helical secondary structure showing the side chain of residues Arg-14, Arg-18 and Arg-
21 and surface representation colored according to the electrostatic potential with 
positive and negative regions in blue and red, respectively. (C) Helical wheel 
representation of the putative α-helical segment of secretin (10-27) with basic residues 
indicated in blue.  

4.5.4 Identification of a conformational heparin-binding motif  

The high affinity between secretin and sulfated GAGs observed by affinity 

chromatography, ITC and SPR is intriguing since the sequence of secretin 

(HSDGTFTSELSRLLREGARLQRLQGLV) does not encompass any heparin-binding 

domain. Secretin is a slightly cationic peptide with a net charge of +2 at physiological 

pH and comprises four Arg residues. Strikingly, upon folding into a helical secondary 

structure, the Arg residues in positions 14, 18 and 21 are located on the same face of 

the -helix (Figure 4.4B). Surface representation of the electrostatic potential 

highlights the presence of a cationic-rich domain. Moreover, helical wheel 

representation of the putative α-helix segment of secretin clearly shows the formation 

of a conformational heparin-binding motif that includes residues L10, R21, R14, G25 and 
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R18 (Figure 4.4C). This tri-dimensional epitope could explain the good affinity of 

secretin towards sulfated GAGs and the key contributions of GAGs in cell surface 

sequestration.  

To probe this hypothesis, we initially designed 3 secretin analogs in which two adjacent 

amino acids of the helical segment were substituted by their D-enantiomers. Successive 

double D-substitutions introduced in a helical region result in local disturbance of the 

-helix, without modifying other properties of the peptide such as hydrophobicity and 

net charge (De Carufel et al., 2015; Tchoumi Neree et al., 2014; Wieprecht et al., 

1996). Taking into account that the -helix of secretin, in structure-inducing 

environment, spanned over the central domain, we successively introduced the D-

amino acids at positions 11-12, 13-14 and 18-19. As revealed by CD spectroscopy, the 

3 D,D-derivatives display predominantly a random coil conformation (Figure 4.5A). 

In presence of a high concentration of heparin (50 M), [D-Leu10, D-Ser11]secretin and 

[D-Leu13, D-Arg14]secretin adopt a partially helical conformation whereas [D-Arg18, 

D-Leu19] secretin remains in random coil (Figure 4.6). 

We then evaluated the binding affinity of these helically-frustrated secretin analogs by 

ITC, SPR and affinity chromatography. Under the conditions employed for secretin, 

ITC experiments revealed that D,D-peptides interact weakly with heparin (Figure 4.7). 

Similarly, sensograms obtained by SPR revealed poor binding of these 3 derivatives 

towards immobilized heparin (Figure 4.5B). By affinity chromatography, we observed 

that hindering secretin helical folding precludes its binding to the heparin-

functionalized sepharose resin. Indeed, [D-Leu10, D-Ser11], [D-Leu13, D-Arg14] and [D-

Arg18, D-Leu19]secretin were eluted from the column with a NaCl concentration of 0.3 

M whereas native secretin was eluted at over 1.7 M NaCl (Figure 4.5C vs Figure 4.3A). 

These results indicate that the GAG-binding motif of secretin is encrypted within its 

tridimensional conformation and not simply in the linear disposition of positively 

charged Arg residues. 
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Figure 4.5. Destabilization of secretin -helix inhibits binding to sulfated GAGs. (A) 
Circular dichroism spectra of [D-Leu10, D-Ser11], [D-Leu13, D-Arg14] and [D-Arg18, D-
Leu19]secretin at 50µM in phosphate buffer, pH 7.4. (B) SPR sensograms of D,D-
secretin derivatives / heparin interaction. Peptide solutions (50 M) were injected over 
immobilized biotinylated-heparin on a SA-sensor chip in phosphate buffer, pH 7.4. (C) 
Superimposed chromatograms of secretin derivatives with increasing NaCl 
concentration (dashed line) on a sepharose heparin column. 500µl of 0.5 mg/ml 
peptides were injected in phosphate buffer, pH 7.4. 

 

 

 

 
Figure 4.6. Conformational transition of secretin derivatives induced by heparin. 
Circular dichroism spectra of (A) [D-Leu10, D-Ser11]secretin, (B)[D-Leu13, D-
Arg14]secretin and (C) [D-Arg18, D-Leu19]secretin at 50µM in absence (red) and in 
presence of 50 M heparin (blue). 
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Figure 4.7. Binding of secretin derivatives to heparin by isothermal titration 
calorimetry. Titration of heparin into (A) [D-Leu10, D-Ser11]secretin, (B)[D-Leu13, D-
Arg14]secretin and (C) [D-Arg18, D-Leu19]secretin. (A,B,C) Top panels: calorimetric 
trace of reaction obtained at 25C by the titration of 30 M heparin into a secretin 
solution (100 M) in phosphate buffer, pH 7.4. Bottom panels: heats of reaction were 
integrated from the calorimetric trace and plotted as a function of heparin/secretin 
molar ratio. 

To validate this hypothesis and to evaluate how individual Arg contributes to heparin 

binding, 4 secretin analogs in which each Arg residues were successively substituted 

by Ala were prepared and binding was evaluated by affinity chromatography. As 

observed in Figure 4.8, R12A secretin exhibits a similar binding affinity towards 

heparin compared to its WT counterpart. In contrast, the R14A and R18A derivatives 

were eluted from the heparin column at lower NaCl concentration compared to WT 

secretin, around 1.1 M NaCl. The R21A mutant was eluted at 0.9 M NaCl, indicating 

a major contribution of Arg-21 side chain in GAG-binding. Thus, these data confirm 

that the Arg-14, Arg-18 and Arg-21 are mediating the binding of secretin to heparin 

whereas Arg-12, located on the other face of the -helix is not part of the heparin-

binding domain. 

A) B) C) 
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Figure 4.8. Contribution of individual Arg residues in binding to heparin. 
Superimposed chromatograms of secretin and R12A, R14A, R18A and R21A mutants 
with increasing NaCl concentration (dashed line) on a sepharose heparin column. 500µl 
of 0.5 mg/ml peptides were injected in phosphate buffer, pH 7.4. 

4.5.5 Role of secretin secondary conformation for GAG-mediated cell surface binding  

We evaluated the contribution of this 3-dimensional GAG-recognition motif in cell 

surface binding by measuring the sequestration of the fluorescently labelled [D-Arg18, 

D-Leu19]secretin. Flow cytometry analysis revealed that [D-Arg18, D-Leu19]secretin 

was significantly less absorbed compared to its wildtype counterpart to the cell surface 

of CHO K1 at concentrations ranging from 50 to 5 M (Figure 4.9A). Interestingly, 

the relative level of cell surface binding of [D-Arg18, D-Leu19]secretin was in the same 

order of that secretin on pgs-A-745 (Figure 4.9A vs Figure 4.1A). Moreover, in GAGs-

defective CHO pgs-A-745 cells, cell surface sequestration of secretin was similar to 

the adsorption of the helical-deficient secretin derivative (Figure 4.9B). This indicates 

that GAGs-independent membrane adsorption of secretin is not affected by inhibiting 

helical folding. In contrast, GAGs-mediated sequestration is supressed by hindering 

the formation of a tri-dimensional heparin binding surface on secretin. These data 

emphasize the key contribution of GAGs in the cellular adsorption of secretin and 

indicate that the binding of secretin to sulfated GAGs is specific. 
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Figure 4.9. Role of secretin -helical structure in cell surface binding. Cellular 
sequestration of secretin and [D-Arg18, D-Leu19]secretin on CHO-K1 (A) and CHO-
pgs-A-745 cells (B). A,B) Data represent the relative mean fluorescence intensity 
(S.E.M.) of gated cells from at least 3 individual experiments and results are expressed 
as a percentage of the median fluorescence for 50 µM secretin on cells. A,B) 
Representative confocal microscopy. Scale bar: 10 m. 

4.6 Discussion 

Over the last two decades, the interaction of peptides with GAGs has been abundantly 

studied in the context of the cellular uptake of CPPs (Favretto et al., 2014) and of the 

formation of amyloid fibrils (Quittot et al., 2017).  In contrast, the interaction of peptide 

hormones with sulfated GAGs and its significance on the stability, conformation and 

cell surface sequestration have been poorly addressed so far. Although secretin was 

characterized over 40 years ago (Mutt et al., 1970), uncertainties in the understanding 

of the mechanism of receptor binding remain. The model describing that the membrane 

lipid phase acts as a catalyst for peptide-receptor interactions (Langelaan et Rainey, 

2010; Sargent et Schwyzer, 1986) is attractive to explain the sequential steps that lead 

to secretin binding to its GPCR. However, this model does not recapitulate the 

complexity of the microenvironment of the cell surface, including the high density of 

sulfated GAGs.  

In this study, by means of GAG-deficient cells and competition experiment with 

soluble heparin, we observed that the adsorption of secretin to the cell surface is mainly 
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mediated by sulfated GAGs whereas other anionic components of the plasma 

membrane, such as sialic acid-glycoproteins and anionic lipids, play a negligible role. 

In contrast to cationic CPPs where GAG-mediated cell surface binding leads to cellular 

uptake, secretin is poorly internalized when incubated at 37C for longer period 

(Tchoumi Neree et al., 2015). Principally, we demonstrated that this strong interaction 

is mediated by the presence of a conformational heparin-recognition motif. Whereas 

residues Arg-14, Arg-18 and Arg-21 are somewhat distant in secretin primary structure, 

they cluster to define a potential GAG interaction surface upon helical folding. 

Preventing the formation of an -helix without altering the net charge and 

hydrophobicity of the peptide with the incorporation of two consecutive D-amino acids 

revealed that the high affinity recognition of GAGs by secretin is specifically mediated 

by the spatial orientation of these 3 Arg side chains. Taking into account the solution 

conformation of heparin (PDB: 1HPN (Mulloy et al., 1993)), these guanidinium groups 

are perfectly positioned upon secretin helical folding to interact with the sulfate 

moieties of heparan sulfate/heparin. Such high affinity heparin-binding site that is 

dependent on a helical secondary structure has been reported for the apolipoprotein B-

100 (Mulloy et al., 1993) and the chemokine lymphotactin (Peterson et al., 2004). 

Besides, we conducted a sequence database search (basic local alignment search tool; 

BLAST) to identify proteins with sequence homology with the fragment 13-23 of 

secretin (LRQGARLQRL), which encompasses this conformational heparin binding 

motif. Interestingly, the apolipoprotein L contains a high sequence homology and many 

apolipoproteins (E4, E7 and B-100) are known to interact with sulfated GAGs (Dong 

et al., 2011; Mulloy et al., 1993; Yamamura et al., 1999). However, the binding of 

apolipoprotein L to sulfated GAGs has not been reported so far.    

PGs are recognized as a storage site for many signaling proteins in the extracellular 

matrix and the basement membrane (Handel et al., 2005). As observed by flow 

cytometry and confocal microscopy, the interaction of soluble secretin with membrane-

bound PGs increases the local concentration of the peptide ligand at the cell surface 
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and this could have major biological significance. For instance, binding to GAGs leads 

to enrichment, accumulation and/or sequestration of secretin at the cell surface. This 

allows the establishment of a gradient of concentration that can affect the kinetics of 

receptor binding. The affinity between sulfated GAGs and secretin in the low 

micromolar range reported in the present study, is around 3-log higher than the affinity 

of peptide ligands towards their cognate GPCR(s) (Hoare, 2005). Thus, surface 

accumulation of secretin through electrostatic attraction and hydrogen bonding with 

PGs would be a very effective mechanism to enhance subsequent kinetics of receptor 

binding. Moreover, as a linear and partially random coil peptide, secretin undergoes 

rapid enzymatic degradation after its introduction in the systemic circulation. Members 

of the secretin/glucagon/GHRH superfamily exhibit short blood half-life: GLP-1 and 

PACAP showing plasmatic half-lives of less than 2 mins (Bourgault et al., 2008; 

Knudsen, 2004; Zhu et al., 2003). Accordingly, binding of secretin to the 

polysaccharide motifs of PGs and its sequestration from the circulation could extend 

the biological activity of secretin by hindering its cleavage by proteolytic enzymes 

and/or its elimination from the circulation.  

PGs are known for their capacity of modulating receptor binding and signal 

transduction of chemokines by acting as co-receptor and presenting the signaling 

proteins to the receptor (Handel et al., 2005). However, in view of the molecular size 

of secretin and the fact that the pharmacophores of secretin are spread throughout the 

sequence of the ligand (Singh et al., 2016), this mechanism is unlikely applicable to 

secretin. For instance, residues Arg-18 and Arg-21, which are putative residues of the 

heparin-binding motif characterized in this paper, were proposed to make direct contact 

with the secretin receptor (Dong et al., 2008). 

Considering the high GAG density on eukaryotic cells and the affinity of secretin for 

sulfated GAGs, it appears more likely, in the context of the membrane catalysis 

hypothesis, that cell surface binding is mediated by the polysaccharide motifs of PGs 
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and not directly by the lipid phase of the membrane. In eukaryotic cells, the fraction of 

anionic lipids is usually lower than 10% (Güttler et Clausen, 1969; Pankov et al., 2006; 

Ziegler et Seelig, 2008). Particularly, lipids are not distributed symmetrically across 

the two sides of the membrane bilayer and in healthy mammalian cells, anionic lipids 

are mainly localized on the cytosolic leaflet of the plasma membrane (Devaux, 1991; 

Martin et al., 1995; Ziegler et Seelig, 2008). Thus, as suggested for cationic CPPs 

(Favretto et al., 2014; Ziegler et Seelig, 2008) and according to the net positive charge 

and low hydrophobicity of secretin, binding of secretin to GAGs is certainly more 

probable than direct adsorption of the peptide to the lipid bilayer. In elucidating the 

structure-activity relationships (SAR) of peptide hormones, researchers have so far 

exclusively focused on the structure of the peptide in lipid-membrane environment to 

recapitulate the conformation which is recognized by the receptor. We observed that 

upon binding to GAGs, the secondary structure of secretin is stabilized into a well-

defined -helix, a conformation closely related to its bioactive structure (Robinson et 

al., 1982). It is likely that this GAG-induced helical conformation provides a 

biofunctional scaffold for increasing the kinetics of receptor binding.  

The binding model presented here opens new research directions on the functional role 

of GAGs in the biology of secretin and provides key insights for further functional 

characterization. This study highlights that peptide hormone-GAG interactions need to 

be considered when studying peptidic ligands and that the membrane catalysis 

hypothesis should be revisited to introduce the contributions of PGs. 

4.7 Acknowledgments 

This work was supported by a grant from the Natural Sciences and Engineering 

Research Council of Canada (NSERC) to S.B. [418614]. 



 

CHAPITRE V 

 

 

 

DISCUSSION 

 

 

 

Les ligands peptidiques des RCPG de la classe B, qui affichent un large ensemble 

conformationnel, sont soumis à de nombreux réarrangements de structure secondaire, 

tertiaire et quaternaire. Ces conversions structurales pouvant être modulées par 

l’environnement et les interactions moléculaires, sont au cœur de leurs fonctions 

biologiques, aussi bien physiologiques que pathologiques. Toutefois, à ce jour, soit plus 

d’un siècle depuis la découverte de la première hormone peptidique en 1902 (Bayliss 

et Starling, 1902), de nombreuses questions subsistent quant à la relation entre les 

modulations conformationnelles et l’environnement de ces hormones. En effet, dans 

un contexte physiologique, la modulation de la structure secondaire permet au peptide 

d’adopter une conformation bioactive précise, permettant d’exercer une activité 

biologique. Selon l’hypothèse de la catalyse membranaire, l’environnement de la 

membrane plasmique permettrait d’induire des modulations conformationnelles vers la 

conformation bioactive (Sargent et Schwyzer, 1986). Cependant, cette hypothèse ne 

prend pas en considération la présence des GAGs à la surface des cellules qui 

pourraient, au vue de leur localisation, interagir avec les hormones peptidiques et 

induire un changement conformationnel. Par ailleurs, dans un contexte pathologique, 

la propension des ligands peptidiques des RCPG de la classe B à s’auto-assembler peut 

conduire à la formation de dépôts amyloïdes (Chiti et Dobson, 2017). La formation de 

ces dépôts implique de nombreux réarrangements conformationnels, aussi bien au 

niveau de la structure secondaire que quaternaire et dont les mécanismes et les 

cinétiques demeurent à éclaircir. De plus, ces modifications structurales se produisent 
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au sein d’un environnement biologique hétérogène et complexe, et de nombreux 

cofacteurs se retrouvent associés aux dépôts amyloïdes, tels que les ions métalliques, 

les lipides, des protéines et les GAGs (Nguyen et al., 2015). Notamment, les GAGs se 

retrouvent intrinsèquement associés aux dépôts amyloïdes et accélèrent in vitro la 

formation de fibres amyloïdes (Iannuzzi et al., 2015; Quittot et al., 2017). Cependant, 

le rôle des GAGs dans le processus d’auto-assemblage de peptides amyloïdogéniques 

dans un environnement biologique complexe reste à élucider. D’autre part, la 

contribution des GAGs dans les mécanismes de cytotoxicité associés à l’auto-

assemblage demeure inconnue. Dans ce contexte, les travaux de recherche de cette 

thèse avaient pour premier objectif de développer des outils chimiques pour étudier les 

modulations conformationnelles quaternaires d’hormones peptidiques prônes à 

l’agrégation. Un second objectif visait à déterminer la contribution des GAGs situés à 

la surface de la membrane plasmique sur les réarrangements conformationnels de 

peptides amyloïdogéniques et de la perturbation membranaire associée. Finalement, 

cette thèse avait pour troisième et dernier objectif l’évaluation de la contribution des 

GAGs au sein de l’hypothèse de la catalyse membranaire.  

5.1 Utilisation d’une sonde fluorogénique pour étudier la cinétique et le mécanisme de 

l’auto-assemblage de l’IAPP 

La forte propension à l’auto-assemblage de nombreux polypeptides conduit à la 

formation de fibres amyloïdes, dont la déposition tissulaire peut être associée à de 

nombreuses maladies, telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie d’Huntington ou 

le DTII (Benson et al., 2018). Bien que les fibres amyloïdes aient longtemps été 

considérées comme des espèces cytotoxiques, l’hypothèse des oligomères toxiques 

suggère que les intermédiaires oligomériques de la cascade amyloïdogénique sont les 

espèces toxiques (Iadanza et al., 2018). Toutefois, un doute subsiste encore quant à la 

nature de la toxicité qui pourrait provenir d’une conformation oligomérique précise 

et/ou du processus d’auto-assemblage en lui-même. La nature transitoire et le large 
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ensemble conformationnel des espèces intermédiaires rendent leurs études complexes 

(Moore et al., 2018; Nagel-Steger et al., 2016). De ce fait, la compréhension fine du 

mécanisme de l’auto-assemblage, d’un point de vue cinétique aussi bien que d’un point 

de vue structural, revêt un intérêt crucial pour prévenir leur agrégation. Dans ce 

contexte, nous avions comme premier objectif de développer des outils chimiques afin 

d’obtenir simultanément de nouvelles données sur la cinétique d’auto-assemblage et 

l’ensemble conformationnel et ce, en ciblant les espèces pré-fibrillaires. 

Les cinétiques d’auto-assemblage de nombreux polypeptides amyloïdogéniques restent 

majoritairement étudiées à l’aide de la sonde ThT, qui se lie aux structures riches en 

feuillets-β-croisés caractéristiques des structures amyloïdes (Biancalana et Koide, 

2010; LeVine, 1993). Ainsi, l’essai basé sur la fluorescence de la ThT ne permet pas la 

détection des espèces intermédiaires oligomériques. De plus, une sonde fluorogénique 

a récemment été développé et permet de suivre la cinétique de formation de fibres 

amyloïdes de l’IAPP mais ne renseigne pas sur la cinétique d’oligomérisation (Chen et 

al., 2020). Pour pallier à ce problème, une nouvelle approche basée sur la 

reconnaissance d’un motif tetracystéique par la sonde FlAsH a été mis en place en 2011 

(Lee et al., 2011). En effet, cette sonde a été utilisée avec le peptide Aβ où 

l’incorporation d’un motif Cys-Cys à l’extrémité N-terminale du peptide a permis la 

formation d’un motif tetracystéique non-contigu lors de l’oligomérisation, permettant 

de suivre l’auto-assemblage dès les premiers instants. De façon intéressante, l’IAPP 

présente l’avantage de contenir deux cystéines endogènes aux positions 2 et 7. Par 

l’utilisation de cet essai, il a été montré qu’une augmentation de la fluorescence de la 

sonde FlAsH se produisait dès les premiers instants de l’auto-assemblage de l’IAPP 

(Wang et al., 2017). Cependant, dans cette étude précédente à nos travaux, les auteurs 

ont omis d’ajouter à leur essai la présence d’une espèce thiolique pour entrer en 

compétition avec le motif tetra cystéique néoformé pour la liaison du FlAsH. Ainsi, le 

signal de fluorescence obtenu par ces auteurs ne reflète pas la formation d’un motif 

tetracystéique stable. Dans notre étude, par l’ajout du compétiteur thiolique BAL, nous 
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avons pu valider la présence d’un motif tetra-cystéique stable au sein des fibres 

amyloïdes formées par l’IAPP sauvage. Ce résultat suggère que les extrémités N-

terminales sont proches au sein de la structure fibrillaire, ce qui corrèle avec la structure 

des fibres amyloïdes de l’IAPP obtenue par RMN à l’état solide (Luca et al., 2007). 

Dans un second temps, contrairement à l’étude de Wang et al., nous avons montré que 

les cystéines en position 2 et 7 ne forment pas un motif tetra-cystéique stable lors de 

l’oligomérisation, ne permettant donc pas d’étudier la formation des espèces 

préfibrillaires. Pour évaluer l’oligomérisation de l’IAPP via l’essai FlAsH, la stratégie 

adoptée fut d’incorporer par synthèse chimique deux cystéines adjacentes dans la 

structure primaire de l’IAPP, soit successivement à l’extrémité N- et C-terminale. 

Grâce à cette approche, il a pu être mis en évidence que les espèces préfibrillaires de 

l’IAPP présentant un motif Cys-Cys à l’extrémité C-terminale induisaient une 

augmentation de la fluorescence de la sonde FlAsH, et qui était conservée lors de la 

formation de fibres amyloïdes. De plus, un essai de compétition pour la liaison du motif 

tetra-cystéique entre la sonde FlAsH et des concentrations croissantes du compétiteur 

thiolique, BAL, a permis de valider la présence d’un motif tetra-cystéique stable formé 

par les Cys-Cys à l’extrémité C-terminale. Nos résultats indiquent donc un 

rapprochement des régions C-terminales lors de l’oligomérisation de l’IAPP. De façon 

intéressante, des études sur la dimérisation de l’IAPP montrent que la région 20-29 

forme des brins beta parallèles qui pourrait induire le bon positionnement du motif Cys-

Cys à l’extrémité C-terminale pour la reformation du motif tetracystéique (Buchanan 

et al., 2013; Chiu et de Pablo, 2015; Dupuis et al., 2011b). Toutefois, il faut prendre en 

considération que les espèces préfibrillaires formées dans notre étude sont plus larges 

que des dimères, tel qu’il a été montré par PICUP, DLS et AFM, ce qui pourrait donc 

impliquer la présence d’autres structures quaternaires. Par ailleurs, il a été montré par 

replica exchange molecular dynamics (REMD) qu’une des voies possibles de l’auto-

assemblage de l’IAPP implique l’association de deux brins β parallèles formés par la 

région 31-37 (Buchanan et al., 2018). Notre étude permet de réévaluer le mécanisme 

d’auto-assemblage de l’IAPP. En effet, actuellement le mécanisme d’auto-assemblage 
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de l’IAPP est considéré comme un mécanisme de polymérisation nucléée où la 

formation d’un noyau oligomérique compétent précède l’élongation. Cependant, en 

considérant les résultats de cette étude, nous proposons que l’IAPP suit un mécanisme 

de conversion conformationnelle, où une formation oligomérique stable précoce 

précède la formation de fibres, tel qu’il a été proposé pour le peptide Aβ (Lee et al., 

2011). 

De façon similaire à l’essai réalisé en présence de l’IAPP humain, l’incorporation du 

motif Cys-Cys à l’extrémité C-terminale a permis de suivre pour la première fois 

l’oligomérisation du rIAPP, pourtant connu pour être faiblement amyloïdogénique 

(Westermark et al., 1990). En effet, l’isoforme de l’IAPP de rat diffère de 6 acides 

aminés par rapport à celle de l’humain, incluant 3 prolines (A25P, S28P et S29P), qui 

sont reconnues pour déstabiliser les structures en feuillets-β. De façon intéressante, une 

stratégie utilisée pour inhiber l’auto-assemblage de l’IAPP fut de substituer dans la 

séquence de l’IAPP humain les trois prolines issues de la séquence du rat pour donner 

un analogue non-amyloïdogénique, nommé le pramlintide (Kruger et Gloster, 2004). 

Cependant, cet analogue affiche la capacité de s’auto-assembler (Łoboda et Rowińska-

Żyrek, 2017) et présente une faible solubilité à pH physiologique (Frigori, 2017) et 

peut former des fibres amyloïdes sous certaines conditions (da Silva et al., 2016). De 

plus, une étude récente a montré, par des essais ThT, que la substitution S28P était la 

plus critique pour réduire la formation de fibres (Ridgway et al., 2020). Cependant, les 

auteurs ont montré par spectrométrie de masse à mobilité ionique et par PICUP que cet 

analogue peut s’auto-assembler. Ainsi, l’essai basé sur la sonde fluorogénique FlAsH 

couplé à la stratégie de déplacement du motif Cys-Cys pourrait être une nouvelle 

approche pour évaluer les modulations conformationnelles quaternaire de peptides 

faiblement amyloïgéniques, ce qui permettrait d’affiner le développement d’inhibiteurs 

peptidiques de la formation de fibres amyloïdes 
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En plus des stratégies thérapeutiques à partir d’analogue de l’IAPP, de nombreuses 

petites molécules ont été proposées pour inhiber la formation de fibres amyloïdes 

(Dhouafli et al., 2018; Ma et al., 2020). À ce jour, l’essai ThT reste majoritairement 

utilisé pour évaluer l’effet d’un inhibiteur sur la cinétique de l’auto-assemblage de 

polypeptides amyloïdogéniques (Sun et al., 2020). Cependant, il a été montré que des 

petites molécules, comme la rifampicine et le resvératrol, peuvent interagir avec la 

ThT, diminuant ainsi le signal de fluorescence (Meng et al., 2008; Tu et al., 2015). En 

proposant d’évaluer l’effet de ces inhibiteurs via l’essai basé sur la sonde fluorogénique 

FlAsH, nous avons pu valider que ces molécules n’inhibaient que faiblement l’auto-

assemblage de l’IAPP. Ainsi, l’essai FlAsH constitue un nouvel essai pour évaluer les 

inhibiteurs de la formation de fibres amyloïdes. 

Nos travaux ont montré qu’un essai basé sur la fluorescence de la sonde fluorogénique 

FlAsH permettait d’évaluer les modulations quaternaires de l’IAPP. En plus de l’IAPP, 

d’autres membres de la famille des ligands RCPG de la classe B sont prônes à 

l’agrégation et présentent deux cystéines naturelles dans la région N-terminale, telle 

que la calcitonine (Thomas et al., 2019), et l’αCGRP (Tsiolaki et al., 2018). En outre, 

les modulations quaternaires d’hormones peptidiques peuvent mener à la formation 

d’amyloïdes fonctionnels pour laquelle l’essai FlAsH pourrait renseigner sur les 

cinétiques d’auto-assemblage. 

Finalement, l’essai basé sur la sonde FlAsH, en comparaison à l’essai ThT, repose sur 

un site de liaison spécifique et peut donc être réalisé dans un environnement hétérogène 

et complexe. Ici, nous avons montré la possibilité de suivre l’auto-assemblage 

amyloïde en présence de co-facteurs comme l’héparine ou de membranes modèles 

synthétiques. Ainsi, cet essai peut être développé pour l’étude des modulations 

conformationnelles de peptides amyloïdogéniques dans des environnements 

biologiques complexes, tel qu’il sera évoqué dans la section suivante. 



161 
 
5.2 Contributions des glycosaminoglycanes dans la perturbation membranaire induite 

par l’IAPP  

Le dépôt tissulaire de fibres amyloïdes se déroule dans un environnement biologique 

complexe. Ainsi, les modulations conformationnelles des hormones peptidiques sont 

grandement influencées par leur environnement, tels que la présence de GAGs 

(Nguyen et al., 2015; Tomasello et al., 2015). Notamment, les dépôts amyloïdes 

extraits de patients sont toujours associés aux GAGs (Iannuzzi et al., 2015; Quittot et 

al., 2017). Par ailleurs, de nombreuses études in vitro ont montré que les GAGs 

accélèrent le processus de formation de fibres amyloïdes de nombreux peptides 

amyloïdogéniques (Quittot et al., 2017). De plus, il a été montré sur des cellules en 

culture, ou des tissus, que les GAGs modulent la quantité de dépôts amyloïdes et la 

cytotoxicité sous-adjacente (Oskarsson et al., 2015; Potter et al., 2015; Templin et al., 

2019). Cependant, le rôle joué par les GAGs au sein d’un environnement hétérogène et 

complexe sur la modulation conformationnelle de peptides amyloïdogéniques et la 

cytotoxicité qui en résulte reste à déterminer. Ainsi, dans un premier temps, nous avons 

évalué la cytotoxicité associée à l’auto-assemblage de l’IAPP sur deux types 

cellulaires, l’un présentant des GAGs (CHO K1), l’autre en étant dépourvu (CHO pgs-

A-745). Nous avons montré que l’IAPP induit une diminution accrue de l’activité 

métabolique des cellules présentant des GAGs à leur surface, comparativement à celles 

qui en sont dépourvues. Ce résultat corrèle avec une étude précédente qui montre que 

HS est requis pour déclencher la mort cellulaire par apoptose induite par l’IAPP 

(Oskarsson et al., 2015). De façon intéressante, parmi les nombreux mécanismes de 

cytotoxicité, le plus couramment décrit est la perturbation membranaire (Caillon et al., 

2016). Étonnamment, le rôle des GAGs dans la perturbation des membranes 

biologiques par les peptides amyloïdogéniques n’a jamais été étudié. Dans notre étude, 

la perturbation membranaire induite par l’IAPP a été évaluée par le dosage de l’activité 

enzymatique de la LDH, une enzyme cytoplasmique, libérée dans le milieu de culture 

lorsque l’intégrité membranaire est détériorée. En réalisant cet essai sur les deux types 
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cellulaires mentionnés précédemment, nous avons montré que la présence de GAGs à 

la surface cellulaire exacerbe la perturbation membranaire.  

L’hypothèse des oligomères toxiques postule que les espèces intermédiaires de la 

cascade amyloïdogénique sont les espèces les plus cytotoxiques (Iadanza et al., 2018; 

Kayed et al., 2003). Le traitement des deux types cellulaires, K1 et pgs-A-745, par des 

espèces préfibrillaires de l’IAPP indiquent que les GAGs ne modulent pas la 

cytotoxicité de ces espèces. De façon similaire, la perturbation membranaire induite 

par les espèces préfibrillaires est indépendante de la présence de GAGs. De plus, à 

concentration équivalente, le traitement par les espèces préfibrillaires induit une plus 

forte cytotoxicité que le traitement avec l’IAPP monomérique. Ainsi, nos résultats 

suggèrent que suite à l’initiation du processus d’auto-assemblage, la modulation de la 

cytotoxicité de l’IAPP par les GAGs est abrogée. 

Étant donné que la présence de GAGs à la surface cellulaire diminue la concentration 

requise pour induire la cytotoxicité et la perturbation membranaire, nous avons évalué 

si les GAGs pouvaient augmenter la séquestration de l’IAPP à la surface cellulaire. À 

l’aide d’un IAPP marqué avec un fluorophore et via des analyses par cytométrie en flux 

et microscopie confocale, nous avons observé que l’IAPP était plus présent à la surface 

des cellules présentatrices de GAGs. De façon intéressante, l’IAPP de rat qui est non 

amyloïdogénique et présente une charge nette à pH physiologique supérieure à celle de 

l’IAPP, due à la présence d’une Arg en position 18 contre une His pour la séquence 

humaine, était séquestré de manière indépendante aux GAGs à la surface cellulaire. Ce 

résultat suggère que la haute séquestration de l’IAPP à la surface des cellules 

présentatrices de GAGs résultent d’une forte interaction due à l’auto-assemblage 

modulé par les GAGs. 

Il est important de noter que la corrélation entre la présence de GAGs et la perturbation 

membranaire induite par l’IAPP puisse résulter d’événements en amont. Par exemple, 



163 
 
il a été montré qu’un dysfonctionnement de la mitochondrie induit par l’auto-

assemblage intracellulaire de l’IAPP entraine un relargage de la LDH (Magzoub et 

Miranker, 2012). Dans ce contexte, la formation des vésicules dérivées de la membrane 

plasmique (GPMV) a permis d’évaluer plus directement la relation entre la perturbation 

membranaire induite par l’IAPP et la présence de GAGs. Afin d’évaluer l’interaction 

de l’IAPP avec les GAGs à la surface des GPMV, les vésicules ont été marqué en rouge 

avec un fluorophore lipophile et l’IAPP a été marqué en vert. Des analyses par 

cytométrie en flux ont permis de discriminer les différentes populations, vésicules 

seules, peptide seul, et peptide séquestré à la surface des vésicules. En comparant la 

séquestration de l’IAPP sur les deux types de vésicules, nous avons montré que l’IAPP 

est davantage séquestré sur les vésicules présentant des GAGs, de façon similaire aux 

résultats obtenus à l’aide des cellules entières. De plus, la perturbation membranaire 

des GPMV a été évalué à l’aide d’un double marquage des vésicules, permettant 

d’identifier les vésicules présentant une fluorescence mixte comme étant intègre. À 

l’opposé, la diminution ou la perte de cette fluorescence mixte indique une diminution 

de l’intégrité vésiculaire et donc une perturbation membranaire. Ainsi, il a été observé 

que la présence d’IAPP exacerbe la perturbation membranaire des vésicules avec 

GAGs. Finalement, les GPMV permettent d’évaluer l’implication des GAGs dans un 

environnement membranaire sur la cinétique d’auto-assemblage de l’IAPP. La 

cinétique d’auto-assemblage de l’IAPP en présence des deux types de GPMV a été 

évalué par des essais basés sur les sondes ThT et FlAsH. Ces essais n’ont pas permis 

d’observer de modulation de la cinétique d’auto-assemblage par les GAGs dans un 

environnement complexe. En conclusion, cette étude montre que la présence de GAGs 

à la surface cellulaire favorise une séquestration accrue de l’IAPP, soit une 

augmentation de la concentration peptidique locale, déclenchant ainsi la cascade 

amyloïdogénique et qui peut conduire in fine à une cytotoxicité.  

De façon intéressante, il a été suggéré que l’IAPP traverse la membrane plasmique, tel 

un CPP cationique (Magzoub et Miranker, 2012). Les CPP cationiques présentent 
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généralement au moins une charge nette positive de +8 (Futaki et al., 2001) et 

nécessitent habituellement d’interagir avec les GAGs pour être internalisés (Ziegler et 

Seelig, 2008). Pour l’IAPP, ce dernier ne présente qu’une charge nette positive de +3 

à pH physiologique. Toutefois, l’oligomérisation pourrait induire une augmentation 

locale du nombre de charges positives. Ainsi, on pourrait supposer qu’un tel 

agencement de charges positives permettent l’interaction avec les GAGs chargés 

négativement, et ainsi moduler l’internalisation de l’IAPP, tel que montré pour d’autres 

peptides amyloïdogéniques, incluant le peptide Aβ (Wesen et al., 2018), l'α-synucléine 

(Ihse et al., 2017) et la protéine tau (Holmes et al., 2013). En plus de l’internalisation, 

il a été montré que les GAGs modulent la propagation d’espèces cytotoxiques de la 

protéine tau (Holmes et al., 2013). De façon intéressante, il a récemment été suggéré 

que l’IAPP puisse se propager par un mécanisme similaire à celui du prion (Mukherjee 

et al., 2017), bien que le rôle des GAGs dans ce mécanisme reste à être déterminé pour 

l’IAPP. 

5.3 Identification d’un site de liaison conformationnel de l’héparine chez l’hormone 

peptidique sécrétine 

 

Les ligands peptidiques des RCPG de la classe B sont d’importants messagers 

impliqués dans la régulation de nombreux processus physiologiques essentiels chez 

l’humain. Bien qu’elles affichent une structure secondaire partiellement aléatoire en 

solution, ces hormones peptidiques doivent adopter une conformation 

tridimensionnelle précise afin d’activer leurs récepteurs respectifs (Jazayeri et al., 

2017; Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2017). De façon intéressante, il a été montré 

qu’en présence de membranes modèles, ces hormones peptidiques subissaient un 

réarrangement conformationnel vers la structure bioactive hélicoïdale (Gao et Wong, 

1998). Ainsi, il a été suggéré que l’environnement membranaire pourrait déclencher 

les réarrangements conformationnels en amont de l’interaction avec le récepteur 

(Behnam et Deber, 1984; Sargent et Schwyzer, 1986). Toutefois, les membranes 
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modèles ne représentent que partiellement la complexité membranaire, en omettant, 

par exemple les GAGs, qui forment un réseau dense à la surface cellulaire. En 

considérant leur localisation, leur charge et leur densité, les hormones peptidiques 

peuvent avoir une plus grande probabilité d’interagir avec les GAGs, plutôt qu’avec 

leur récepteur enfoui dans la membrane. En outre, il a été montré in vitro que plusieurs 

ligands peptidiques des RCPG de la classe B ont la capacité de se lier à l’héparine 

(Tchoumi Neree et al., 2015). D’autre part, les hormones peptidiques PACAP38, VIP 

et glucagon subissent un réarrangement conformationnel suite à leur interaction avec 

l’héparine, et cette conformation est proche de la structure bioactive. Toutefois, le rôle 

des GAGs dans l’adsorption des ligands peptidiques des RCPG de la classe B à la 

surface cellulaire reste à élucider. 

L’utilisation de deux types cellulaires, l’un présentant des GAGs (CHO K1) et l’autre 

en étant dépourvu (CHO pgs-A-745), a permis d’évaluer la séquestration de la sécrétine 

marquée à la surface des cellules. Ainsi, via des analyses de microscopie confocale et 

de cytométrie en flux, il a pu être révélé que la sécrétine était plus présente à la surface 

cellulaire des cellules pourvues de GAGs. Par la suite, différentes approches ont été 

utilisées afin d’étudier l’interaction entre la sécrétine et les GAGs. Premièrement, une 

haute concentration en sel est requise pour éluer la sécrétine d’une colonne 

fonctionnalisée avec de l’héparine, révélant ainsi une forte interaction électrostatique. 

De plus, les constantes de dissociation obtenues par SPR et ITC se situent dans le bas 

μM, confirmant la forte affinité entre l’héparine et la sécrétine observée par 

chromatographie d’affinité. 

Il a été montré dans une précédente étude que l’interaction entre l’héparine et les 

ligands GPCR de la classe B, induit un réarrangement conformationnel vers une 

structure hélicoïdale (Tchoumi Neree et al., 2015). Des analyses par spectroscopie de 

CD ont révélé que la sécrétine subit également un réarrangement conformationnel vers 

une conformation hélicoïdale en présence de GAGs sulfatés. Lors de ce repliement en 
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hélice α, les chaînes latérales des arginines aux positions 14, 18 et 21 se projettent sur 

une même face de l’hélice, conduisant ainsi à la formation d’un domaine fortement 

cationique. De plus, la représentation en roue hélicoïdale de la sécrétine (Figure 4.4 C) 

montre la disposition d’un motif de reconnaissance spatial à l’héparine, XBBXBX où 

B est un résidu basique et X un résidu hydrophobe non chargé, avec les résidus L10, 

R21, R14, G25 and R18. Afin de déterminer si la conformation hélicoïdale est requise pour 

l’interaction de la sécrétine avec l’héparine, des dérivés de la sécrétine présentant un 

ensemble conformationnel restreint ont été développés. En outre, la substitution de 

deux résidus adjacents par leurs énantiomères de conformation D permet d’inhiber la 

formation d’hélice-α. Par chromatographie d’affinité, SPR et ITC, il a été observé que 

les dérivés de la sécrétine présentaient une faible interaction avec l’héparine, validant 

ainsi que la liaison entre la sécrétine avec l’héparine est dépendante de la structure 

secondaire du peptide. L’importance des différentes Arg fut ensuite évaluée en 

substituant successivement les Arg par un résidu Ala (Ala-Scan). Notamment, la 

substitution successive des Arg 14, 18 et 21, positionnées sur la même face de l’hélice, 

réduit drastiquement l’interaction avec l’héparine, tandis que la substitution de l’Arg 

en position 12 influence peu l’affinité de liaison. Finalement, la séquestration d’un 

analogue de la sécrétine contraint à la surface cellulaire des CHO K1 est fortement 

réduite, comparativement à la sécrétine sauvage. 

L’interaction entre les ligands peptidiques des RCPG de la classe B et les GAGs 

pourrait avoir un rôle physiologique important, en facilitant la liaison à la surface 

cellulaire et le réarrangement conformationnel vers la structure bioactive. Par 

conséquence, l’hypothèse de la catalyse membranaire pourrait être actualisée et devrait 

intégrer la liaison aux GAGs comme une étape supplémentaire. Toutefois, au cours de 

nos études nous avons montré qu’évaluer l’interaction entre les GAGs et les hormones 

peptidiques à la surface cellulaire peut se révéler difficile, en considérant l’agrégation 

et l’internalisation. Ainsi, le choix de la sécrétine qui est soluble et ne s’agrège pas aux 

contacts des GAGs s’est révélé judicieux. Cependant, une analyse de chaque membre 
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de la famille des ligands RCPG de la classe B permettrait d’assurer que les GAGs sont 

bien un partenaire physiologique qui participe à l’activation des récepteurs. 

5.4 Conclusion et perspectives 

En conclusion, les travaux de cette thèse indiquent que les GAGs favorisent une 

séquestration accrue des hormones peptidiques à la surface cellulaire et induisent des 

modulations structurales secondaires et/ou quaternaires. Ainsi, dans un contexte 

physiologique, cette liaison conduirait à l’adoption d’une structure secondaire proche 

de la conformation bioactive. Cet évènement conduisant à l’augmentation de la 

concentration locale en peptide pourrait mener à une augmentation du taux de liaison 

au récepteur. Pour élucider l’importance des GAGs dans le processus physiologique de 

l’activation de RCPG de la classe B par les hormones peptidiques, plusieurs approches 

pourraient être développées. D’une part, l’expression du récepteur de la sécrétine dans 

les cellules CHO K1 et CHO pgs-A-745 permettrait d’évaluer si la présence de GAGs 

influence la liaison et l’activation du récepteur. D’autre part, il existe des modèles 

animaux porteurs de mutation limitant l’expression de certains GAGs, ou exprimant 

des enzymes de dégradation de GAGs. Ainsi, on pourrait évaluer in vivo l’importance 

des GAGs dans la physiologie de la sécrétine. 

Dans un contexte pathologique, nos travaux suggèrent que l’augmentation de la 

concentration locale de peptides prônes à l’agrégation permet de déclencher l’auto-

assemblage et favorise la perturbation de la membrane plasmique. Ainsi, l’inhibition 

de l’interaction entre les peptides amyloïdogéniques et les GAGs, par des fragments 

courts d’héparine (Jha et al., 2011) ou de petites molécules sulfatées mimant les GAGs 

comme l’acide fuschine ou le fast green FCF  (Meng et Raleigh, 2011), permettrait 

d’évaluer une approche thérapeutique conduisant à l’inhibition de la perturbation 

membranaire et de la cytotoxicité associée. 
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Finalement, il serait intéressant de pouvoir étudier l’interaction entre les GAGs et les 

peptides prônes à l’agrégation dans un contexte physiologique. En effet, ici l’étude de 

l’interaction de l’IAPP avec les GAGs est réalisée en présence de concentrations 

élevées de peptides, favorables à l’agrégation et considérées comme toxiques. Étant 

donné que nos travaux suggèrent une forte interaction entre l’IAPP et les GAGs et que 

cette liaison est associée à l’agrégation, des concentrations plus faibles de peptides 

pourraient être associées à une activité biologique via l’activation du récepteur de 

l’IAPP. 
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