UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

RELATIONS STRUCTURE-AUTO-ASSEMBLAGE DE L’ISLET AMYLOID
POLYPEPTIDE : VERS UNE COMPREHENSION DE LA CONTRIBUTION DU
DOMAINE LEU12-VAL17

MEMOIRE
PRESENTE
COMME EXIGENCE PARTIELLE
DE LA MAITRISE EN BIOCHIMIE

PAR
MATHILDE FORTIER

AVRIL 2022



UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL
Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé
le formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
supérieurs (SDU-522 — Rév.04-2020). Cette autorisation stipule que «conformément a
larticle 11 du Reéglement no 8 des études de cycles supérieurs, ['auteur] concéde a
'Université du Québec a Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de
publication de la totalité ou d’'une partie importante de [son] travail de recherche pour
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, ['auteur] autorise
I'Université du Québec a Montréal a reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des
copies de [son] travail de recherche a des fins non commerciales sur quelque support
que ce soit, y compris I'Internet. Cette licence et cette autorisation n’entrainent pas une
renonciation de [la] part [de 'auteur] a [ses] droits moraux ni a [ses] droits de propriété
intellectuelle. Sauf entente contraire, [I'auteur] conserve la liberté de diffuser et de
commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire.»



REMERCIEMENTS

Je tiens tout d’abord a remercier mon directeur de recherche, le Professeur Steve
Bourgault, de m’avoir accueillie au sein de son équipe de recherche, de m’avoir fait
confiance au courant de mon parcours académique, mais surtout de m’avoir encouragée
et de m’avoir donné une si grande opportunité. Je le remercie également de sa patience

et de ses conseils judicieux.

Je tiens aussi a remercier tous mes colléegues de laboratoire (passés et présents), Trang,
Magaryta, Mélanie, Vy, Mathew, Nadjib, Félix, Salma, Ximena, Noé, Vinay,
Elizabeth, Guillaume et Dominic pour leur entraide, leur temps ainsi que leurs précieux

conseils et pour tous les beaux moments passés ensembles.

Je tiens a remercier les organismes subventionnaires, le Fonds de recherche du Québec-
Nature et technologies (FRQNT), pour leur soutien financier dans la réalisation de mon

projet de maitrise.

Enfin, je tiens a remercier ma famille, mes amis(es), mes collégues du centre de Tai
Chi et de Kung Fu, pour leur soutien moral, leur écoute, leur patience et leurs

encouragements.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ...ttt ettt ene s il
LISTE DES FIGURES. .....c..ootiiiiitiieee ettt vi
LISTE DES TABLEAUX .....ootiiiteieteseeteeeeee ettt s viii
LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES.................... ix
RESUME ... imtiimitsises sttt Xi
CHAPITRE I INTRODUCTION........oottiiiiiieiiiieiieiieieiete ettt 1
1.1 Islet amyloid polypeptide (IAPP) ......coovieiiiiiieieeeeet e 1
1.1.1  Découverte de PTAPP ......coooiiiiiiiiiiieeeeee e 1
1.1.2 Phylogénie de PTAPP ........ccoeiiiiiee e 1
1.1.3  Peptides de la famille de la calcitonine...........cccceeeevevieeniieniienienieeene, 3
1.1.4 Expression et maturation in vivo de 'TAPP ........ccocoviiiniiiiiiiice 4
1.1.5 Ensemble conformationnel seCONdaire ............cceceveererieneenienieneenennne 6
1.1.6  Récepteurs de TAPP.........oooiiiiieee e 7
L1.1.7  ACtiVités DIOLOZIQUES....cuvirrieiieeiieeiieeiteeiieeite ettt eae et ee e et seaeensee e 9
1.2 Dépdts amyloides pancréatiques et diabéte de type .......ccceeeieeiienieniiennnnnn, 12
1.2.1  Physiopathologie du diabete ...........cceeeuieiiiiiiieiiiiiieiecieeeee e 12
1.2.2  Dépots amyloides de 'IAPP dans les ilots de Langerhans..................... 13
1.3 Fibres amyloTdes......cccuieiieiieeiieiiieiieeie ettt et 14
1.3.1 Aspects structuraux des fibres amyloides ...........ccccceevieeeiieniencieeniennenns 14
1.3.2  Les fibres amyloides de PIAPP..........cccooeiiiiiiiiiiieiceceeeee e 15
1.3.3 Mécanisme d’auto-assemblage ...........ccceereeriiieriieeiiieniieeieeree e 16

1.3.4 Modeles des intermédiaires transitoires de la phase de nucléation chez
PTAPP .ttt 18

1.3.5 Facteurs extrinseéques influengant I’auto-assemblage des peptides

AMYLOTAOZENIUES ...ovvieiieeiiieeiie ettt ettt ea 22
1.3.6  Résidus et domaines influengant 1’auto-assemblage de I'TAPP.............. 26
1.3.6.1 Implication du pont disulfure (Cys2-CyS7)....ccceevvererienieeiieenrennnnne 26
1.3.6.2 Role des résidus aromatiques ..........ccveeeveerveeiieenieeieenieeieesiee e 27
1.3.6.3 Role inhibiteur des résidus proline chez I’TAPP de rongeurs. ........ 28
1.3.6.4 Capacité d’auto-assemblage des fragments de I'TAPP.................... 29

1.4 CytotoXiCité de TAPP ..ot 30



1.4.1 Relations entre structure quaternaire et CytotoXiCité...........covvveruerruennnene 30

1.4.2  Mécanismes de CYLOTOXICILE .....eevuieuieriieiiieeieeiie e eiee et e eveeiee e e 31
1.4.2.1 Perturbation membranaire.............ccoeveeeveenieecieeniesieenee e 32
1.4.2.2 Stress du réticulum endoplasmique (RE)........ccccoovieviiiniieniienennne. 34
1423 Autres mécanismes intracellulaires.............ccoeeeeviienieniicniennnenen. 36

1.5 Problématique, hypothéses et Objectifs........cccuvrviirriiiiiieniieiieieeeee e 38

1.5.1  ProblématiqUe .........cccieiuiiiiieiiieeiieiee ettt ettt ens 38

1.5.2 HYPOIRESES . .veeiiieiieeieeieece ettt ettt st beeenneens 38

L.5.3  ODJECHTS ..ttt ettt ettt ettt b e eaneens 39

CHAPITRE IT ARTICLE.......ctiiiiiiiierieeteteeteee et 41
2.1 RESUIME ...ttt sttt ettt b et ene e 43
2.2 ADSITACT ... ettt sttt et st 44
2.3 INtrOAUCHION. .eutiiiiiieiiieit ettt sttt ettt et sbee bt 45
2.4 Materials and methods...........coveiiiiiiiiiiiiiiee e 48

2.4.1 Peptide Synthesis, Purification and Monomerization .............cccccecueueene. 48

2.4.2 Kinetics of Amyloid Formation Monitored by ThT Fluorescence ......... 49

2.4.3 Self-Assembly under Fully Quiescent Conditions............ccceeeveerevennnnnne 49

2.4.4 ThT and ANS Fluorescence SpectroSCOPY .....eeeveeveerereriueerrreeveenieenneens 50

2.4.5 Circular DichroiSm SPectrOSCOPY ...c.veevreruieeiiieniieeiieniieeieeriieereenieeseeens 50

2.4.6 Transmission Electron MiCTOSCOPY......ccevvreruierieeiiieniieeiieniieeieenieeseens 50

247  Atomic FOTce MiCIOSCOPY .. ueeiuiieiieriieeiieniieeiiesieeteenireeteesieesneensaesnseens 51

2.4.8 Lipid Membrane Leakage ..........ccceeueeiiienieeiiienieeieeriie et 51

2.4.9  Cell viability MeasuremMents...........cccueeruierieeriienieeieenreeieenreereenseesneens 52

2.5 Results and DISCUSSION ......cc.ceviiiiiiiniieiiiiesieeeseeee sttt 53

2.5.1 The Fragment Leul2-Vall7 Self-Assembles into B-Sheet-Rich Fibrils. 53
2.5.2  Ala-Scan Reveals Key Side Chains Contributions of the 12-17 Domain

for Amyloid FOrmation ...........ccceeieviieiiienieeiieie e 55
2.5.3 Residue Side Chains of IAPP 12-17 Segment Modulate Lipid Membrane
Perturbation and Contribute to CytotOXiCity .....cccveruvercvieriieriieeiienieennen. 60
2.5.4 Destabilizing the Local Conformation by Pro Incorporation Modulates
TAPP Self-AsSemDIY ......cccooouiiiiiiiiieiieeeeee e 63
2.5.5 Glycine Substitution within the 13-16 Segment Site-Specifically Affects
TAPP Self-AsSemDIY ......cccooouiiiiiiiiieiieeeeee e 66
2.5.6  Successive Incorporation of a-Methylalanine at Positions Phel5 and
Leul6 Inhibits IAPP Amyloid Formation...........cccccceevevienienciienienieennee. 69

2.5.7. Modulating the Conformation of the Alal3-Leul6 Segment Alters IAPP
(04001 10) < (61 1 2RSSR PRI 72



2.0 CONCIUSIONS. ..ttt 73

2.7 Supporting INfOrmMAation............cceeriieiiieriieiierie ettt ettt e e seesaeeens 75
CHAPITRE III DISCUSSION.......cctiiitiiiirinieinenctei sttt 84
3.1 Capacité du fragment LANFVL a former des fibres amyloides.............cc..c...... 85

3.2 La substitution successive des résidus du domaine Leul2-Vall7 par une alanine
révele le role crucial des chaines latérales hydrophobes au sein du processus
d’auto-assemblage de PTAPP.........cooiiiiiiiii e 87

3.3 L’incorporation successive de résidus modifiant localement le squelette
peptidique aux positions Alal3-Leul6 module 1’auto-assemblage de I'TAPP..89

3.4 Les chaines latérales des résidus du domaine Leul2-Vall7 jouent un role clé

dans la cytotoxicité médiée de PIAPP .........coccviviiiiiiiiiiieeeee e 94
3.5 Lamodification locale du squelette peptidique aux positions Alal3-Leul6

module significativement la cytotoxicité de 'TAPP ........cccccoceeviriiiniininicnnne 96
CHAPITRE IV CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.......cccoviiiiieieieieeee 99

BIBLIOGRAPHIE ........ocoiiiiiiiiiiiiicc e 101



LISTE DES FIGURES

Figure

1.1

1.2

1.3

1.4

L.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

1.11

1.12

2.1
2.2

23

24

Alignement de séquence des peptides de la famille CT .........ccccocevieienen.
Différentes étapes de la production de I'ITAPP mature ..........cccccccevveiennen.
Structure secondaire de I’'TAPP en présence de micelles SDS apH 7.3......
Récepteurs de 1’ Islet amyloid polypeptide. .............ccccovevvevcevaniinaiianienannn.
Activation des récepteurs de I’ Islet amyloid polypeptide. ...........................
Organisation structurale de ’Islet amyloid polypeptide...............................
Représentation des trois phases du mécanisme d’auto-assemblage de
PTAPP <.ttt
Modeles hypothétiques des intermédiaires de la phase de nucléation lors
de I’auto-assemblage de 1’ Islet amyloid polypeptide..........................c........
Différentes voies transitionnelles entre les différentes conformations de
hIAPP MONOMETE. ....ccueiiiiiiiiiiiieieeie sttt s
Les espéeces toxiques de IAPP correspondent aux intermédiaires de la
phase de NUCIEAtION.........c.eeiiiiiieieeiiee e
Meécanismes hypothétiques de la perturbation membranaire causée par
PTAPP <ttt
Meécanismes intracellulaires hypothétiques par lesquels I’'IAPP pourrait
INAUITE UNE CYLOLOXICITE ....uvieeiieiiieiieeiieeiie ettt ettt
Amyloidogenicity of the 12-17 region of IAPP .........ccccooviiiiiiniiniiis
Effects of Ala substitution within the 12-17 domain on the kinetics of TAPP
SEIF-ASSEMDLY ..ot e
Effect of Ala-substitution within the 12-17 segment of IAPP on amyloid
FOMALION. ..c..eiiiiiieiiee et

Lipid vesicle perturbation and cytotoxicity of Ala-substituted derivatives.

Page

O 0 9 &N b~

17

20

21

31

34

37
54

56

59
61



2.5

2.6

2.7

2.8

2.81
2.52
2.83
2.54
2.S5
2.56
2.57
2.S8
3.1

32

33

32

Effects of Pro substitution within the 13-16 segment of IAPP on amyloid
SEIf-ASSEMDLY ...eoviiiiiiciiee e
Effects of Gly substitution within the 13-16 segment on IAPP self-
ASSEIMIDLY ..ottt ettt e nb et enbeeaee e
Effects of backbone a-methylation within 13-16 segment on IAPP self-
ASSEIMIDLY ..ottt e e ettt s enne
Cytotoxicity of Pro, Gly and Aib substituted IAPP...........cccocvviininnnnenn.
ThT and ANS fluorescence of IAPP12-17 .ccveveeviiviinieiiiiieeeeee
In silico analysis of alanine substitution within the 12-17 domain .............
TEM image of F15A TAPP after 168h incubation............cccccevevvinieniennnnne.
Effect of substitutions at position Asnl4 on amyloid formation.................
Effect of substitutions at position Phel5 on amyloid formation .................
TEM image of F15P IAPP after 168h incubation .........c..cccceevevvenieeiennnnne
TEM image of F15G IAPP after 168h incubation.............cccoevevvenieniennnnne
TEM image of F15Aib IAPP after 168h incubation...........ccccevverueeiennenne
Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues Pro
par une surface INAUCHIICE .......ccuierieiiieiie et
Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues Gly
par une surface INAUCHIICE .......ccuieruiieiieiie et
Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues Aib
par une surface INAUCHIICE .......ccuierieeiieiieeieeee et
Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues de

TP AT SCAI ..t eeeeneennnennnn

65

68

71
73
76
77
78
79
80
81
82
83

90

92

93



LISTE DES TABLEAUX

Tableau Page
1.1 Séquences primaires de I’TAPP répertoriées chez plusieurs especes........... 3
1.2 Modifications de I'TAPP influencant son caractére amyloidogénique........ 29

2.S1 Mass spectrometry analysis of peptides ........cccoevverviieriieeiiienieniieieeeeenee. 75



LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES

AP Peptide amyloide-3

Aib Acide aminoisobutyrique

AM Adrénomédulline

AM?2 Adrénomédulline 2

AMY Amyline

ANS Acide 8-Anilino-1-naphthalenesulfonique
AP Area postrema

CD Dichroisme circulaire

CGRP Calcitonin gene-related peptide

CHO Cellules d’ovaires d’hamsters chinois
CHO-P Classe stable de cellules CHO transfectées avec la sélectine-P
COS-7 Cellules rénales de singes africains

CPE Carboxypeptidase E

Cryo-EM Cryomicroscopie électronique

CTR Récepteur de la calcitonine

DMSO Diméthylsulfoxyde

FDA Food and Drug Administration

GAG Glycosaminoglycane

GPCR Récepteurs couplés aux protéines G



HFIP

HPLC

IAPP

hIAPP

rIAPP

PAM

PC1/3

PC2

PDB

RAMP

RMN

RE

TEM

TFA

TFE

ThT

Hexafluoroisopropanol

Chromatographie liquide a haute performance
Islet amyloid polypeptide

Isoforme de I'APP chez I’homme

Isoforme de I’ APP chez le rat
Peptidylglycine a-amidating monooxygenase
Prohormone convertase 1/3

Prohormone convertase 2

Protein Data Bank

Receptor-activity modifying protein
Résonance magnétique nucléaire

Réticulum endoplasmique

Microscopie électronique a transmission
Acide trifluoroacétique

2,2 ,2-Trifluoroéthanol

Thioflavine T



RESUME

Il existe de nombreuses maladies associées au repliement erroné de protéines, et de leur
agrégation et accumulation tissulaire subséquentes. Alors que ces amyloidoses
affectent une portion importante de la population, le manque de compréhension du
mécanisme d’auto-assemblage et de la structure des espéces quaternaires associées a la
dégénérescence tissulaire empéche le développement d’approches thérapeutiques
efficaces et ciblées. L’islet amyloid polypeptide (IAPP) est une hormone peptidique de
37 résidus co-sécrétée avec I’insuline par les cellules B-pancréatiques. L’IAPP exerce
plusieurs fonctions physiologiques, dont la régulation du glucose sanguin et I’inhibition
de la sécrétion de glucagon. Nonobstant ses activités biologiques, ’TAPP est fortement
enclin a l’agrégation et sa déposition tissulaire subséquente est associée a la
pathogenése du diabeéte de type II. De méme, ce caractére amyloidogénique limite
grandement 1’utilisation de I’JAPP dans la thérapie du diabéte. A cet effet, plusieurs
¢tudes ont cherché a définir les domaines contribuant a I’auto-assemblage amyloide de
I’TAPP, et la majorité de celles-ci ont ciblé le segment Ser20-Ser29. Toutefois, peu
d’études ont révélé la contribution du domaine Leul2-Vall7, et ce malgré son
hydrophobicité élevée. De plus, plusieurs hypothéses ont été proposées quant aux
intermédiaires transitoires responsables de 1’oligomérisation, dont le modele des
intermédiaires hélicoidaux, stipulant que la conformation en hélice-a favoriserait
I’auto-reconnaissance, via le domaine Leul2-Vall7. Dans ce contexte, 1’objectif de
cette étude était d’¢élucider I’implication du domaine Leul2-Vall7 et des intermédiaires
hélicoidaux dans I’auto-assemblage de 'IAPP. En appliquant diverses substitutions
ciblées, il a été observé que les chaines latérales hydrophobes des positions 12, 15 et
17 sont critiques dans 1’auto-assemblage. La substitution successive par une proline en
positions 13 a 15 a accéléré I’agrégation de I'TAPP, suggérant que les intermédiaires
hélicoidaux ne constituent pas une espéce quaternaire sur la voie amyloidogénique. Les
résultats émanant de cette étude pourraient permettre une meilleure compréhension des
domaines déclenchant le processus de fibrillisation, supportant le développement
d’inhibiteurs spécifiques de I’amyloidogénese de I’ IAPP.

Mots clés: Islet amyloid polypeptide, Fibres amyloides, Auto-assemblage,
Cytotoxicité, Conformations secondaires et quaternaires



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1  Islet amyloid polypeptide (IAPP)

1.1.1 Découverte de I’TAPP

En 1901, Opie a observé une dégénérescence d’apparence cristalline au niveau des ilots
de Langerhans chez des patients atteints du diabéte de type II (Opie, 1901). Ces dépdts
furent d’abord caractérisés comme étant un mélange d’insuline, de fragments
d’insuline ou de proinsuline (Pearse et al., 1972; Westermark et Wilander, 1983).
Néanmoins, 86 ans apres 1’observation initiale de Opie, deux groupes de recherche ont
indépendamment défini ces dépdts comme étant majoritairement composés d’une
hormone neuropancréatique, a laquelle ils donnérent le nom amyline (Cooper et al.,
1988) ou islet amyloid polypeptide (IAPP) (Westermark et al., 1987). Aujourd’hui, le
nom IAPP est plus couramment utilisé qu’amyline. L’TAPP se compose de 37 résidus
(Cooper et al., 1987), et est co-exprimé et co-sécrété avec I’insuline par les cellules
pancréatiques (Moore et Cooper, 1991). Bien qu’associ¢ a une maladie de type

amyloidose, I'TAPP exerce plusieurs fonctions physiologiques.

1.1.2  Phylogénie de I'TAPP

A ce jour, ’'TAPP a été caractérisé a maintes reprises chez différentes espéces, et la
séquence primaire a été déterminée chez plusieurs de celles-ci (tableau 1.1). Il est

possible d’observer une certaine conservation de la séquence primaire aux extrémités
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N- et C-terminales, alors que la région 20-29 présente quant a elle une faible similarité
de séquence entre les espéces (Akter et al., 2016). La forte conservation des deux
extrémités semble indiquer que ces régions jouent un role important dans les fonctions
physiologiques de I'TAPP (Nishi ef al., 1989a). Du c6té de la région 20-29, il s’agit du
cceur amyloidogénique, une région encline a 1’agrégation amyloide (Glenner et al.,
1988; Porat et al., 2004; Tenidis et al., 2000; Westermark et al., 1990). Contrairement
aux humains, les rongeurs ne peuvent pas développer le diabéte de type II et leur
isoforme ne s’agrége pas en fibres amyloides (Betsholtz et al., 1989). L’IAPP chez le
rat (rIAPP) differe de 6 résidus par rapport a I’isoforme humaine (hIAPP), dont 5
résidus se retrouvent dans la région 20-29 de la séquence et 3 de ses substitutions
correspondent a une substitution par un résidu Pro (aux positions Ala25, Ser28 et
Ser29) (tableau 1.1). Cet acide aminé est un puissant perturbateur de feuillets-f3
(MacArthur et Thornton, 1991; Moriarty et Raleigh, 1999; Smith ez al., 1994), structure
secondaire adoptée par ’LAPP une fois le processus d’auto-assemblage. Ce résidu est
d’ailleurs reconnu pour inhiber I’auto-assemblage amyloide (Abedini et al., 2016;
Kraus, 2016; Westermark et al., 1990). Le faible caractére amyloidogénique de rIAPP
pourrait étre attribué au grand nombre de modifications des résidus dans la région 20-

29 ainsi qu’a la présence des 3 prolines (Westermark et al., 1990).
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Tableau 1.1 Séquences primaires de I’IAPP répertoriées chez plusieurs espéces (Akter et al.,

2016i. _

Humain !KCNTATCAT OQRLANFLVHS SNNFGAILSS TNVGSNTY?’
Chat !KCNTATCAT OQRLANFLIRS SNNLGAILSP TNVGSNTY?’
Chien !KCNTATCAT OQRLANFLVRT SNNLGAILSP TNVGSNTY?®’
Hamster !KCNTATCAT OQRLANFLVHS NNNLGPVLSP TNVGSNTY?’
Ours !KCNTATCAT OQRLANFLVRS GNNLGAILSP TNVGSNTY?’
Rat !KCNTATCAT OQRLANFLVRS SNNLGPVLPP TNVGSNTY?’
Singe !RKCNTATCAT OQRLANFLVRS SNNFGTILSS TNVGSDTY?’
Vache !RKCGTATCET OQRLANFLAPS SNKLGAIFSP TKMGSNTY?’
Poisson globe | 'KCNTATCVT QRLADFLVRS SNTIGTVYAP TNVGSTTY?*’
Furet !RKCNTATCVT OQRLANFLVRS SNNLGAILLP TDVGSNTY?’

Les résidus en rouges correspondent a ceux qui différent de la séquence chez I’homme

1.1.3 Peptides de la famille de la calcitonine

L’TAPP fait partie de la famille des peptides de la calcitonine. Cette famille comprend
6 peptides: I’'TAPP, la calcitonine, 1’adrénomedulline 1 et 2 ainsi que les deux formes
des peptides reliés au géne calcitonine (0CGRP et BCGRP) (Barwell et al., 2012; Roh
et al., 2004). Ces peptides affichent une taille allant de 32 a 52 résidus et sont associés
a de maintes fonctions physiologiques. Ainsi, leurs récepteurs correspondent a des
cibles thérapeutiques pour plusieurs maladies telles 1’ostéoporose, le diabéte,
I’insuffisance lymphatique ou encore les maladies cardiovasculaires (Barwell ef al.,
2012). Les deux types de récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) de cette famille
de peptides sont le calcitonin receptor (CTR) et le calcitonin receptor-like receptor
(CLR) tel qu’illustré a la figure 1.4. Enfin, les peptides de cette famille présentent des
caractéristiques semblables tel le pont disulfure, une région pouvant adopter une
conformation en hélice-a et une extrémité C-terminale amidée. Malgré leurs

similarités, ces peptides n’ont qu’une faible homologie de séquence (figure 1.1).



hCT -CGNLSTCMLGTYTQ--————~ DFNKFHTFPQTAIGVGAP
hAMY KC-NTATCATORLANFLVHSS-NNFGAILSS-INVGSNTY
haCGRP  AC-DTATCVTHRLAGLLSRSG-GVVKNNFVP-TNVGSKAF
hBCGRP  AC-NTATCVTHREAGLESRSG-GMVKSNFVE-TNVEDKAF
hAM GC-RFGTCTVQOKLAHQIYQFT-DKDKDNVAPRSKISPQGY
hAM2 GC-VLGTCOVONLSHRLWOLMGPAGRODSAPVDPSSPHSY

Figure 1.1. Alignement de séquence des peptides de la famille CT (adaptée de Hay et
al., 2018). Alignement de séquence des peptides de la famille CT chez I’homme, en
omettant les portions N-terminales de ’AM et AM2. Les résidus identiques entre les

peptides sont surlignés en vert. Les résidus en gris affichent une similarité allant de 70 a
100%. AM: Adrénomédulline; AMY: Amyline/IAPP; CT: Calcitionine; CGRP:
calcitonin gene-related peptide.

1.1.4 Expression et maturation in vivo de 'APP

Tel que mentionné précédemment, I’TAPP est un peptide de 37 acides aminés (Cooper
et al., 1987) contenant un pont disulfure et une extrémité C-terminale amidée
(Westermark et al., 2011). On retrouve une seule copie du géne de I'lAPP sur le bras
court du chromosome 12 (Westermark et al., 2011; Wimalawansa, 1997). Le géne du
PreprolAPP contient notamment 3 exons, dont les deux derniers encodent la prépro-
hormone compléte (Ahrén et al., 1998; Mosselman et al., 1989; Nishi et al., 1989b;
Westermark et al., 2011). De plus, les génes de I'TAPP et de I’insuline contiennent des
¢léments promoteurs similaires (German et al., 1992), et sont ainsi régulés par le
facteur de transcription PDX1 suite a une stimulation au glucose (German et al., 1995;
Ohlsson et al., 1993; Watada et al., 1996). Cette régulation d’expression des deux
hormones par les cellules B pancréatiques est considérée comme étant parallele (Kahn

et al., 1991; Mulder et al., 1996).

L’TAPP est exprimé initialement en une prepro-molécule de 89 résidus (figure 1.2)
(Akter et al., 2016; Westermark et al., 2011). Le peptide signal de 22 acides amings est
clivé au niveau du réticulum endoplasmique (RE) afin d’obtenir ProlAPP d’une

longueur de 67 acides aminés. ProlAPP est ensuite clivé par deux endoprotéases, la



5

prohormone convertase 2 (PC2) et la prohormone convertase 1/3 (PC1/3), ainsi que par
la carboxypeptidase E (CPE) au niveau de 1’appareil de Golgi et des vésicules
sécrétoires (Akter et al., 2016; Cao et al., 2013; Westermark et al., 2011). Ce clivage
est pH dépendant est également subi par la prohormone insuline (Westermark et al.,
2011). La PC2 effectue le clivage du segment N-terminal de ProlAPP entre le segment
Lys-Arg aux positions 10 et 11, alors que la portion C-terminale du peptide est clivée
aprés le motif dibasique Lys50-Arg51 par la PC(1/3) (Marzban et al., 2004). En
absence de PC(1/3), il est aussi possible que PC2 puisse effectuer le clivage de prolAPP
a ’extrémité C-terminale (Wang et al., 2001). La CPE est en mesure de cliver I’Arg et
la Lys restantes apres le passage de la PC(1/3), laissant alors un résidu Gly a I’extrémité
C-terminale, qui sera utilis¢ comme donneur d’azote afin d’amider le résidu Tyr, une
réaction effectuée par le complexe peptidylglycine a-amidating monooxygenase
(PAM) (Cao et al., 2013; Marzban et al., 2005; Marzban et al., 2004). La formation du
pont disulfure a 'extrémité N-terminale de I’'TAPP se produit quant a elle dans la
lumiére du RE (Asthana et al., 2018). L’IAPP mature est entreposé avec I’insuline a
I’intérieur des granules de sécrétion, jusqu’a ce qu'un stimulus engendre leur co-
sécrétion par les cellules p pancréatiques (Akter et al., 2016; Kahn et al., 1990;
Lukinius et al., 1989; Stridsberg et al., 1993). L’IAPP se retrouve a une concentration
molaire d’environ 1% par rapport a celle de I’insuline dans les granules de sécrétion
(Hull et al., 2004), concentrations respectives de 1 mM pour ’IAPP et 100 mM pour
I’insuline (Kanatsuka et al., 1989).



PreprolAPP
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Figure 1.2. Différentes étapes de la maturation de ’LAPP (Akter et al., 2016).

La séquence primaire de la préprohormone est composée de 89 résidus (PreprolAPP).
Le peptide signal de 22 acides aminés est représenté en italique, les régions N- et C-
terminales de prolAPP sont soulignées. La séquence primaire de prolAPP est d’une
longueur de 67 résidus. ProlAPP est clivé par les prohormones convertases PC(1/3) et
PC2 aux deux sites dibasiques conservés représentés par les fleches (|). L’ extrémité C-
terminale amidée est produite a la suite de la transformation effectuée par les enzymes
CPE et PAM. Enfin, la séquence primaire est composée de 37 acides aminés chez I’ IAPP
mature. Le peptide biologiquement actif posséde une extrémité C-terminal amidée ainsi
qu’un pont disulfure entre Cys2 et Cys7. PC(1/3): Prohormone convertase 1/3; PC2:
Prohormone convertase 2; CPE : Carboxypeptidase E; PAM: Peptidyl amidating
monooxygensase.

1.1.5 Ensemble conformationnel secondaire

L’TIAPP affiche une structure native principalement désordonnée, tout comme la
calcitonine, a-synucléine ou encore le peptide amyloide-B (AB) (Chiti et Dobson,
2017). Cependant, le segment 5-20 de la séquence primaire peut adopter une
conformation hélicoidale de maniére transitoire (Williamson et al., 2009). En présence
d’un milieu imitant les membranes plasmiques, la conformation hélicoidale de IAPP
se trouve alors stabilisée entre les segments 5-17 et 20-27 (figure 1.3) (Cao et al., 2013;
Nanga et al., 2011; Patil et al., 2009). Les résidus 1-19 permettraient aussi a I’'IAPP de
se lier aux membranes biologiques, interactions pouvant contribuer a [’auto-
assemblage en fibres amyloides (Abedini et Raleigh, 2009a; Nanga et al., 2011;
Williamson et al., 2009). De plus, la conformation hélicoidale adoptée par I’'TAPP
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semble correspondre a la forme bioactive de I’hormone peptidique (Wu et Shea, 2013).
Toutefois, I'TAPP est aussi en mesure d’adopter une autre structure secondaire, riche

en feuillet B qui correspond a sa forme amyloide et agrégée.

\f\w

Extrémité N-terminale

Figure 1.3. Structure secondaire de I’IAPP en présence de micelles SDS a pH 7.3 (PDB
21.86) déterminée par la résonance magnétique nucléaire solide (RMN) en solution
(Nanga et al., 2011).

1.1.6  Récepteurs de IAPP

L’TAPP est en mesure de lier faiblement les récepteurs a la calcitonine (CTR).
Cependant, son affinité pour ces derniers se retrouve augmentée lorsque le CTR se
retrouve associé a 1’'une des trois protéines RAMPs (receptor activity-modifying
proteins), modifiant alors la sélectivité du complexe hétérodimérique pour ’IAPP.
Ainsi, IAPP pourrait interagir avec un total de 4 récepteurs, tel que le montre la figure
1.4 (Cao et al., 2013); toutefois son affinité envers les récepteurs AMY1 et AMY3 est
la plus grande (Alexander et al., 2017; Hay et al., 2018) .

Au niveau de I’activation de ses récepteurs, I’extrémité C-terminale de I’TAPP semble
initier la liaison, afin d’optimiser le positionnement du segment N-terminal.

L’interaction impliquant 1’extrémité N-terminale semble moduler un changement



conformationnel du récepteur et donc, 1’activation de celui-ci. La protéine G associée
au complexe se retrouve ainsi activée et permet 1’augmentation de la production
d’AMPc par son association avec 1’adényle cyclase, tel que schématisé a la figure 1.5

(Bower et Hay, 2016).

CTRQ@e

@ Amylin

[T
e

] RAMP1

ﬂ RAMP2

] RAMP3

Figure 1.4. Récepteurs de 1’Islet amyloid polypeptide.

Composition et classification actuelle des récepteurs de la famille de la calcitonine chez
I’homme. Les différents ligands sont illustrés par des spheres de grosseur différente
représentant leur affinité relative pour chaque récepteur (Hay et al., 2018).

Il est aussi important de noter que la région N-terminale (résidus 1-19) de I'IAPP est
nécessaire pour la liaison a haute affinité a ces récepteurs (Barwell ef al., 2012). En
effet, les peptides faisant partie de la famille de la calcitonine, une fois liés a leur
récepteur, adoptent une conformation en hélice-a et effectuent maintes interactions
hydrophobes et électrostatiques afin de stabiliser la conformation active du récepteur
(Barwell et al., 2012). De surcroit, il est important de noter que I’affinit¢ d’IAPP pour
les différentes combinaisons de CTR et RAMP n’est pas toujours la méme, et peut
méme varier selon le type cellulaire. Par exemple, les complexes CTR-RAMPI et

CTR-RAMP3 affichent une forte affinité avec IAPP dans les cellules COS-7, alors que
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dans les cellules CHO-P, une forte affinité de toutes les combinaisons CTR-RAMP (1,2
et 3) est observable pour I'TAPP (Tilakaratne et al., 2000).

.
-

Figure 1.5. Activation des récepteurs de 1’Islet amyloid polypeptide (Bower et Hay,
2016).

Schématisation du modéle a 2 domaines en ce qui concerne la liaison de I'TAPP et
I’activation du récepteur. A partir de la gauche, le peptide rencontre un GPCR a 7
domaines transmembranaires associ¢ a une protéine RAMP au niveau de la membrane
plasmique. L’extrémité C-terminale du peptide se lie a I’extrémité N-terminale du
récepteur. Cette liaison induit alors I’alignement de 1’extrémité N-terminale du peptide
avec la région juxta membranaire du récepteur, facilitant ainsi I’activation de la protéine
G associée au complexe GPCR-RAMP. La protéine G stimule [’adényle cyclase (AC),
dont la résultant est une augmentation de la production d’AMPc.

1.1.7 Activités biologiques

A ce jour, les fonctions physiologiques de I’'ITAPP ne sont que partiellement
caractérisées. Ceci est en partie di au fait qu’il est difficile de différencier
expérimentalement le réle physiologique du rdle pathophysiologique (Westermark et
al., 2011). En outre, il est excessivement difficile d’évaluer expérimentalement 1’effet
pharmacologique exact de I’'IAPP, puisque le CTR existe sous différentes formes de
variants d’épissage, et ce selon 1’espéce. L’¢épissage alternatif permet d’avoir ou non
une séquence supplémentaire de 16 acides aminés au sein de la premicre boucle
intracellulaire, venant ainsi moduler son couplage avec les protéines G (Gs, Gg). De

plus, le CTR s’exprime seul a la surface cellulaire; son expression transitoire dans
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certains systémes peut mener a I’obtention de populations hétérogénes des complexes
CTR/RAMP (Hay et al., 2018). Ainsi, en termes d’activité biologique, I'TAPP exerce

deux catégories d’effets physiologiques.

D’une part, ’'TAPP exercerait une fonction au sein des cellules des ilots de Langerhans
en tant que molécule paracrine. L’effet exact de I'ITAPP en tant que molécule paracrine
demeure malgré tout le sujet de discussion. De méme, in vivo chez ’homme, il
semblerait que seule une forte concentration de I’IAPP, bien au-dela de celle retrouvée
dans des conditions physiologiques, puisse avoir un réel impact sur la sécrétion
d’insuline stimulée par le glucose. Dans cette étude, aprés injection de forte
concentration d’TAPP exogene, les sujets voyaient leur sécrétion d’insuline grandement
diminuée (Bretherton-Watt et al., 1992). Du coté des études réalisées in vitro, les
résultats obtenus sont plutdt contradictoires concernant la régulation de la sécrétion de
I’insuline induite par 'IAPP (Westermark et al., 2011). Certaines études exposent que
I’TAPP inhibe la sécrétion d’insuline méme a tres faibles concentrations (Dégano et al.,
1993) (Kogire et al., 1991; Zhu et al., 2011), alors que d’autres études proposent que
I’hormone peptidique n’exerce aucun impact significatif (Broderick et al., 1991;
O'Brien et al., 1991). En outre, Akesson et son équipe ont proposé une dualité d’action
induite par 'IAPP sur la régulation d’insuline, et ce selon les conditions. Sous
conditions basales, 'IAPP stimule la sécrétion d’insuline, alors qu’a de fortes

concentrations, I'TAPP inhibe sa sécrétion (Akesson et al., 2003).

D’autre part, ’action physiologique médiée par I'IAPP en tant qu’hormone
impliquerait le systéme nerveux central. En effet, plusieurs sites de liaisons de I'IAPP
sont retrouvés dans le cerveau, incluant le noyau accumbens et I’area postrema (AP)
(Christopoulos et al., 1995), suggérant que cette hormone peut passer la barriére
hématoencéphalique suite a sa production dans les ilots de Langerhans. De ce fait,

’IAPP correspond a I’inhibiteur universel du glucagon (Akesson et al., 2003). Aprés
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sa sécrétion par les cellules B pancréatiques, ’IAPP circulerait dans le sang jusqu’a
I’area postrema pour se lier a ses récepteurs spécifiques (CTR-RAMP; / RAMP3).
L’activation du récepteur enclencherait une cascade de signalisation causant la
production de GMPc et la sécrétion de noradrénaline par les neurones AP. Les neurones
AP stimuleraient ensuite d’autres régions du cerveau, enclenchant ultimement les
actions physiologiques exercées par I'APP (Hay et al., 2015; Lutz, 2010). Cette
inhibition de sécrétion de glucagon a été observée a la fois chez les humains et les rats.
Selon I’étude menée par Silvestre et al., lorsque des rats anesthésiés, auxquels on a mis
un clamp euglycémique, sont exposé€s a une injection intraveineuse de L-arginine
couplée a celle de ’APP, ceux-ci ont vu leur sécrétion de glucagon considérablement
réduite. Toutefois, I’effet glucagonostatique de I’TAPP serait extérieur au pancréas,
puisque des résultats similaires n’ont pas été obtenus chez des ilots pancréatiques isolés
(Silvestre et al., 2001). Enfin, une autre ¢tude menée sur des patients souffrant de
diabete de type I a été réalisée dans le but de comprendre I’effet glucagonostatique du
peptide. Via I’utilisation d’un analogue synthétique de I’IAPP, le pramlintide, les
auteurs ont observé une réduction de la sécrétion de glucagon a la suite des repas ainsi
que diminution du taux sanguin de glucose. Un effet semblable a long terme a été
observé a la suite d’un traitement par le pramlintide d’une durée de 14 jours avec une

fréquence d’injection de 3 fois par jour (Fineman et al., 2002).

En tant que neurohormone, I’TAPP exercerait aussi un effet sur la satiété et sur la
vidange gastrique (Westermark et al., 2011). L’effet stimulateur de I’'TAPP sur la satiété
gastrique semble d’ailleurs provenir de son action directe sur les neurones AP (Lutz,
2010). Du co6té de la vidange gastrique, I’'lAPP I’inhibe (Reidelberger ef al., 2001) via
sa liaison au niveau du cerveau (Arnelo et al., 1996) et non par une action sur les fibres
nerveuses du nerf vague afférant tel que le ferait la cholécystokinine (CCK) (Wickbom
et al., 2008). Enfin, I'IAPP agit sur le métabolisme osseux via une diminution de

I’activité de résorption (Muff et al., 1995), en inhibant ’activité des ostéoclastes (Zaidi
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et al., 1990). L’IAPP a également un effet vasodilatateur, quoique moins efficace que
celui exercé par le CGRP (Muff ez al., 1995). En somme, les fonctions physiologiques

de 'TAPP demeurent encore aujourd’hui que partiellement caractérisées.

1.2 Dépots amyloides pancréatiques et diabéte de type 11

1.2.1 Physiopathologie du diabete

Le diabéte est considéré comme étant un trouble métabolique caractérisé par une
concentration sanguine élevée et anormale du glucose (Kalofoutis ez al., 2007). Il existe
notamment 2 types de diabéete. Le diabete de type I est la résultante d’une destruction
auto-immune des cellules B pancréatiques, cellules responsables de la sécrétion de
I’insuline (Atkinson et al., 2014). Ce premier type est aussi défini comme étant
insulinodépendant; les patients souffrant de cette forme dépendent entierement d’une
source exogeéne d’insuline pour survivre (Kalofoutis et al., 2007). Le diabéte de type 11
quant a lui n’est pas insulinodépendant, et se caractérise par une hyperglycémie, une
résistance a I’insuline et une déficience dans la production d’insuline bioactive par les
cellules B (Kalofoutis et al., 2007; Olokoba et al., 2012). Celui-ci résulte d’un mélange
entre des facteurs génétiques, environnementaux et des habitudes de vie (Olokoba et

al., 2012).

Du coté de la physiopathologie du diabete de type 11, cette derniére est le produit d’une
combinaison de 2 facteurs: un dysfonctionnement de la sécrétion d’insuline par les
cellules B pancréatiques et une résistance a I’insuline (Galicia-Garcia et al., 2020;
Olokoba et al., 2012). De plus, la défaillance des boucles de rétroaction entre la
sécrétion de I’insuline et ses fonctions exécutées cause une hausse anormalement
¢levée de la concentration sanguine de glucose. La résistance a 1’insuline enclenche
une réduction de I’absorption du glucose par les muscles, le foie et les tissus adipeux

ainsi qu’une augmentation de la production de glucose par le foie (Galicia-Garcia et
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al., 2020). Cette diminution de la gestion du glucose améne les adipocytes a libérer
leurs acides gras libres. Ces acides gras libres peuvent ensuite inhiber 1’action médic¢e
par I’insuline au niveau du foie, favorisant une augmentation de la gluconéogencse et
induisant une amplification de I’hyperglycémie sanguine (Kalofoutis et al., 2007). Cet
exces de glucose et d’acides gras peut induire un dysfonctionnement des cellules
pancréatiques par I’activation de plusieurs voies de signalisation, dont notamment un
stress du RE, un stress oxydatif, une dérégulation du flux de Ca? et une activation de
I’apoptose, causant d’importants dommages cellulaires (Galicia-Garcia et al., 2020).
La forte concentration sanguine de glucose est aussi responsable d’une augmentation
de la synthése de I’insuline et de I'IAPP, pouvant conduire a 1’agrégation amyloide de
I’'TAPP (Galicia-Garcia et al., 2020). Ces différents mécanismes responsables du
dysfonctionnement des cellules B engendrent une rupture de I’intégrité¢ des ilots
pancréatiques ainsi qu’une perturbation de la communication entre les cellules au sein
de I'ilot. Ces événements contribuent ainsi a une mauvaise régulation de 1’insuline et
du glucagon, en plus d’ultimement de causer une amplification de I’hyperglycémie
(Galicia-Garcia et al., 2020). En résumé, les patients souffrant de cette pathologie sont
sujets a des complications a long et court terme, qui peuvent mener a une mort

prématurée (Olokoba et al., 2012).

1.2.2 Dépots amyloides de I'IAPP dans les ilots de Langerhans

Les dépdts amyloides ont été initialement découverts au niveau des ilots de Langerhans
chez des patients souffrant de diabéte de type II (Opie, 1901), alors que sa principale
composante, 'IAPP, n’a été qu’identifiée qu’ apres plusieurs décennies (Cooper ef al.,
1988; Cooper et al., 1987; Westermark et al., 1987). On soupgonne I’'IAPP d’étre
associ¢ au diabéte de type II étant donné que des agrégats ont été retrouvés dans
I’espace extracellulaire des cellules f pancréatiques chez plus de 90% des patients
souffrant de cette maladie (Westermark ef al., 2011). Bien que ’agrégation amyloide

de I'TAPP soit associée au diabéte de type II (Bell, 1952), il semblerait qu’elle se
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produise aussi chez des patients sains, mais a plus faible degré (Bell, 1959;
Westermark, 1972). Etant donné que des dépdts de IAPP ont été retrouvés des individus
sains, que ces dépots soient beaucoup moins prononcés que dans les pancréas atteints
de la maladie, et que des cellules B saines et bien granulées aient été retrouvées dans
des ilots contenant une forte quantité de dépots, il semblait alors qu’il n’y a aucun lien
entre I’agrégation de I’'TAPP et le diabete de type II. Nonobstant, plusieurs études ont
démontré que la déposition de I'IAPP est associée a une réduction du volume des ilots
de Langerhans ainsi qu’a une réduction de la masse de cellules B saines (Clark et al.,
1988; Westermark, 1973; Westermark et Grimelius, 1973; Westermark et Wilander,
1978). Cette réduction du volume semblait étre néanmoins une explication suffisante
pour I’inaptitude de la réponse a I'insuline observée dans le cadre de la maladie
(Westermark ef al., 2011). Il a été démontré que les cellules P a proximité des dépots
amyloides étaient infiltrées par un grand nombre de fibres amyloides (Westermark,
1973). 1l est raisonnable de soupgonner que la fonction exercée par de telles cellules se
retrouverait ainsi compromise. De plus, certaines études ont indiqué que I’interaction
entre les fibres d’TAPP et la membrane plasmique mene a une dérégulation du flux de
Ca**, ce qui pourrait fortement compromettre les fonctions exercées par les cellules B
pancréatiques (Kawahara et al., 2000). En somme, ces études suggerent fortement
qu’un lien entre le diabéte de type II et la présence de I'TAPP sous forme insoluble et

agrégée dans les ilots de Langerhans existe.

1.3 Fibres amyloides
1.3.1 Aspects structuraux des fibres amyloides

En ce qui concerne la structure commune des fibres amyloides, qu’elles soient générées
en laboratoire ou extraites de patients souffrant d’amyloidoses (diabéte de type II,
Alzheimer, Parkinson), ces derniéres, une fois observées en microscopie électronique

ou a force atomique, possedent habituellement un diamétre de 7 a 13 nm (Chiti et
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Dobson, 2017). Ces fibres sont aussi généralement composées de 2 a 8 protofilaments,
ayant un diametre approximatif de 2 a 7 nm, qui sont entrelacés ou associés tels des
rubans (Chiti et Dobson, 2017). Malgré cela, il a été possible d’observer des fibres
monoprotofilamenteuses (Paravastu et al., 2008; Wasmer et al., 2008). Ces fibres
voient leurs brins-f orientés perpendiculairement le long de I’axe de la fibre
grandissante et sont assemblées en une structure quaternaire appelée feuillets-f3 croisés
(Chiti et Dobson, 2017). Cette caractéristique structurale a d’ailleurs été initialement
détectée via diffraction des rayons X pour étre par la suite confirmée par la transformée
de Fourier (spectroscopie infrarouge), la RMN a I’état solide et la diffraction aux

rayons X (Chiti et Dobson, 2017).

1.3.2 Les fibres amyloides de I'TAPP

Du coté de I'TAPP, ce peptide possede plusieurs caractéristiques générales structurales
des fibres amyloides. Les fibres de 'TAPP sont habituellement composées de 2 a 8
protofilaments dans lesquels des feuillets-B croisés orientés perpendiculairement le
long de I’axe sont retrouvés (figure 1.6A, B). Une distance de 10 A sépare deux brins-
B antiparalléles, alors que les feuillets-B se retrouvent a une distance de 4.7 A (Quittot
et al., 2017). Plusieurs études ont caractérisé plus amplement la structure atomique de
I’TAPP au sein des fibres amyloides matures. Dans le premier modéle, ’TAPP adopte
une conformation en U, qu’on représente comme 2 brins-f antiparalléles connectés par
une boucle (figure 1.6C). Selon ce modele obtenu a I’aide de la RMN, les résidus 18-
27 de la séquence primaire sont compris dans la région dite boucle, alors que les deux
brins-f3 impliquent respectivement les résidus 8-17 et 28-37. L’extrémité N-terminale
(1-7) reste sous une conformation aléatoire (Luca et al., 2007). Toutefois, en 2020, trois
¢tudes réalisées en cryo-microscopie électronique (cryo-EM) ont découvert que la
structure atomistique serait composée de 3 brins-f§ au lieu de 2 (figure 1.6D) (Cao et
al., 2020; Gallardo et al., 2020; Roder et al., 2020). Cette notion de polymorphisme de

la structure moléculaire de ’IAPP a aussi été retrouvée in vivo chez des patients
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souffrant de diabéte de type II. En effet, Cao et son équipe ont obtenus quatre types
différents de fibres a la suite de leur extraction des ilots pancréatiques. Ces quatre types
fibrillaires pourraient d’apres les auteurs provenir de différentes combinaisons des trois

protofilaments enroulés (Cao ef al., 2021).
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Figure 1.6. Organisation structurale de 1’ Islet amyloid polypeptide.

A) Image de microscopie €lectronique de fibres amyloides de ’IAPP obtenue par auto-
assemblage (Quittot et al., 2017). B) Schématisation de 1’organisation hiérarchique
d’une fibre amyloide (Quittot et al., 2017). C) Schématisation du modéle RMN solide
d’un dimere d’IAPP au sein d’un protofilament (Luca et al., 2007). D) Schématisation
PYMOL des mode¢les de cryo-microscopie électronique (cryo-EM) d’un dimere d’TAPP
au sein d’un protofilament (PDB 7M64; 6ZRF; 6Y1A) (Cao et al., 2020; Gallardo et al.,
2020; Roder et al., 2020).

1.3.3  Mécanisme d’auto-assemblage

L’auto-assemblage de peptides et protéines amyloidogéniques est généralement décrit
comme étant un processus de polymérisation nucléée (Bemporad et Chiti, 2012). Ce
modele se caractérise par la formation d’'un noyau oligomérique
thermodynamiquement défavorable, constituant alors 1’étape limitante du processus

(Abedini et al., 2016). Une fois que ce noyau est formé, la suite du processus survient
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rapidement via I’addition de monomeéres compétents, ou d’oligomeres aux extrémités
grandissantes des protofilaments (Abedini et al., 2016). Il est possible de diviser ce
processus en trois phases: (i) la nucléation, (if) I’élongation et (ii7) la saturation (figure
1.7) (Abedini et al, 2016; Westermark et al., 2011). Initialement, le peptide
amyloidogénique oscille entre sa forme intrinsequement désordonnée, ou partiellement
dénaturée, et une série de conformations intermédiaires, avant de former ultimement
un noyau stable, amorcant ainsi la phase d'élongation (Buchanan et al., 2013). Cette
phase de nucléation survient a un rythme plutot lent, étant donné les interactions peu
favorables entre monomeres (Quittot et al., 2017), en plus de ’importante barriere
énergétique a franchir pour I’atteinte du noyau stable (Buchanan et al., 2013). Ensuite,
I’ajout de monomeres et/ou d’oligoméres au noyau favorise 1’¢longation des
protofilaments et des fibres amyloides. La phase de saturation est ainsi définie par
I’apparition des fibres matures, qu’on peut détecter via plusieurs sondes, ou visualiser
par microscopie a force atomique et par microscopie électronique (lannuzzi et al.,

2015; Westermark et al., 2011).
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Figure 1.7. Représentation des trois phases du mécanisme d’auto-assemblage de I’TAPP
(adaptée de Abedini et al., 2016).
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D’autres modeles mécanistiques ont été proposés, tels que la polymérisation
descendante (Hurshman et al., 2004), la conversion directe des monomeéres (Prusiner,
1982), ou encore la conversion conformationnelle nucléée (Lee et al., 2011). Outre les
phases de nucléation et d’¢longation, il est fort probable que des processus secondaires
survenant puissent avoir un important impact sur la cinétique du processus (Chiti et
Dobson, 2017). L’un de ces événements correspond a la fragmentation, dans lequel un
agrégat fibrillaire se fragmente en plusieurs morceaux. Il y a aussi les réactions de
nucléation secondaires, ou la surface des fibres catalyse la formation de nouveaux
noyaux compétents (Chiti et Dobson, 2017). Ces deux exemples de processus
secondaires sont en mesure d’augmenter le nombre d’agrégats compétents en
croissance, et causent alors une accélération de la vitesse du processus d’auto-

assemblage (Chiti et Dobson, 2017).

1.3.4 Modeles des intermédiaires transitoires de la phase de nucléation chez ’IAPP

Il existe plusieurs hypothéses quant aux intermédiaires présents lors du réarrangement
moléculaire au courant de la phase de nucléation de 1’auto-assemblage amyloide de

I’IAPP. Il est possible de les diviser en trois modeles, qui sont non exclusifs.

Le premier modéle correspond au modéle des intermédiaires hélicoidaux. Celui-ci
propose qu’il existe un équilibre entre la forme aléatoire et celle en hélice-o de I'TAPP.
Ces intermédiaires hélicoidaux transitoires faciliteraient 1’alignement des extrémités
C-terminales de 2 diméres d’IAPP en brins-f antiparalleles, et permettrait
I’augmentation de la concentration locale, générant une réduction de la barriere
énergétique nécessaire a la formation des brins-f (Wiltzius et al.,, 2009). Ce
positionnement des brins permettrait d’induire un empilage cote a cote des feuillets-3,
dont la résultante serait la continuité du processus d’auto-assemblage (figure 1.8A)

(Wiltzius et al., 2009). Cette association du peptide en dimeéres serait alors
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thermodynamiquement dépendante de la formation de I’hélice-a a I’extrémité N-
terminale, des résidus Ala5 a Asn22 (Abedini et Raleigh, 2009a; Hebda et Miranker,
2009). Williamson et ses collaborateurs ont proposé le mécanisme suivant: I’ITAPP,
initialement sous sa conformation native désordonnée, affiche en solution une structure
en hélice transitoire, et cette structure en hélice est stabilisée en présence de membranes
lipidiques. Cette structure hélicoidale du peptide ne s’étend qu’a une partie de séquence
primaire, soit des résidus 5 a 22. A la surface membranaire, I'IAPP pourrait se
regrouper en oligomeéres hélicoidaux paralleles facilitant une nucléation du domaine
non hélicoidal, une région fortement encline a I’agrégation amyloide. Cette nucléation
subséquente et I’¢longation résultante meneraient a la formation de fibres amyloides
matures. Les auteurs suggerent aussi que ce mécanisme survient en solution, mais a
moins grande échelle (Williamson et al., 2009). En d’autres mots, ce regroupement
d’oligomeres hélicoidaux permettrait une augmentation locale de la région fortement
amyloidogénique menant a la formation intermoléculaire de feuillets-p (Abedini et
Raleigh, 2009a). Cependant, il faut tout de méme se rappeler que ces intermédiaires
hélicoidaux du réarrangement moléculaire n’accélérent pas toujours le processus. Si
ces derniers sont trop stables, ils pourraient le ralentir et cela constituerait ainsi une
trappe cinétique (Abedini et Raleigh, 2009a). Une étude réalisée sur I’analogue D-
hIAPP, ayant eu une incorporation de résidus D en position Phel5 et Leul6 qui
déstabilise le repliement hélicoidal du peptide, révele notamment que les especes
intermédiaires hélicoidales ne constitueraient pas une espéce de la voie d’auto-

assemblage amyloide, que ce soit dans un environnement aqueux ou en présence de
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membranes lipidiques (De Carufel et al., 2015). Devant cette divergence d’opinions,

ce modéle demeure actuellement sujet de discussion.
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Figure 1.8. Mode¢les hypothétiques des intermédiaires de la phase de nucléation lors de
I’auto-assemblage de 1’Islet amyloid polypeptide. A) Modéle des intermédiaires
hélicoidaux (Wiltzius et al., 2009). B) Modéle des intermédiaires en conformation
épingle (Dupuis et al., 2011). C) Modele des intermédiaires en conformation brins-f3
(Buchanan et al., 2013).

Le second modele, le modele en épingle a cheveux (B-hairpin), propose plutot qu’il
existe un équilibre entre les trois conformations de IAPP sous forme monomérique:
forme aléatoire, forme hélice-a /coil, et la forme en épingle. Cependant, il n’y aurait
que la forme épingle qui permettrait la continuité du processus de formation de fibres
amyloides (figure 1.8B) (Dupuis et al., 2011a). Au travers de cette conformation, [APP
verrait ses résidus 12 a 28 inclus dans la structure en épingle. Le premier brin
engloberait les résidus 12-18, alors que le second brin impliquerait les résidus 22-28.
Les résidus 19-21 correspondent a la boucle connectant les deux brins antiparalléles
(Mirecka et al., 2016). Selon Mirecka et son équipe, les extrémités N- et C-terminales,
correspondant respectivement a 1-11 et 29-37, demeurent alors sous forme aléatoire

(Mirecka et al., 2016). Une étude réalisée par Singh et son équipe dévoile 1’équilibre
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existant entre les 3 formes de I'TAPP sous forme monomérique; cependant seule
I’atteinte de la conformation B-hairpin permettrait la continuité du processus (figure
1.9). 1l existerait deux voies entre ces 3 structures. La premiére voie constitue le
passage de I’hélice vers le B-hairpin. Les résidus 7-17 verraient un changement de
conformation allant de la structure hélicoidale vers celle en épingle. Une importante
étape de cette transition correspondrait a une réduction de la surface accessible au
solvant des résidus hydrophobes (L16, V17, F23, G24, A25, 126, L27), causant
I’effondrement hydrophobe de la structure oligomérique. Le tout serait alors suivi de
la formation d’un coude au niveau de la région 20-23, causant ’initiation du zipping
process menant ultimement a la structure en épingle. La seconde voie partirait aussi de
I’hélice-0, mais passerait plutdt par la conformation aléatoire avant d’atteindre la
structure en épingle. La rotation du résidu F15 de ’extérieur (région riche en solvant)
vers I’intérieur du peptide causerait un dé-enroulement de 1’hélice, menant vers la

structure désordonnée, transition vers I’épingle (Singh et al., 2013).
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Figure 1.9. Différentes voies transitionnelles entre les différentes conformations de
hIAPP monomeére adaptée de Singh et al., 2013.
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Enfin, Buchanan et son équipe (2013) suggerent plutot I’hypothese suivante: le peptide
sous forme native et désordonnée verrait, par diverses forces tels 1’empilement
aromatique ou I’effondrement hydrophobe, sa région 20-29 former un brin-f. Ce brin
devrait alors franchir une barri¢re énergétique avant d’adopter une structure en boucle
dans le noyau en conformation en U. Cette conformation quaternaire oligomérique
constituerait ainsi 1’une des transitions conformationnelles vers I’atteinte du noyau
stable (figure 1.8C) (Buchanan et al., 2013). En effet, en utilisant des peptides
macrocycliques en forme de feuillets-f, les auteurs ont pu confirmer I’hypothése selon
laquelle la région 2*FGAIL?’ constituerait un oligomére compétent lors de la phase de
nucléation. Les peptides macrocycliques, composés de 2 brins-f antiparalleles
connectés par 2 ornithines, reconnaissent une région cible de I’TAPP, tout en empéchant
I’¢longation de la fibre due a la contrainte des quatre ponts hydrogeénes internes et a
I’incapacité¢ de former des ponts H externes (Buchanan ef al., 2013). Des cinq
macrocycles, seul celui ciblant la région 21-27 de la séquence primaire de IAPP ralentit
considérablement le processus, voir I’inhibe. Ces résultats obtenus par les auteurs
révelent alors que le processus de formation de fibres amyloides passe possiblement
par un intermédiaire contenant un brin-f au niveau du segment FGAIL. Ils suggérent
aussi que c’est la nature amyloidogénique de cette région qui lui permet de former un
empilement de plusieurs copies du peptide (Buchanan ef al., 2013). Ainsi donc, il existe
plusieurs hypotheses émises quant aux intermédiaires de la phase de nucléation,
néanmoins aucun consensus n’est suggéré actuellement. Comme pour le
polymorphisme structural des fibres, ces mécanismes, et d’autres peuvent survenir en

paralléle.

1.3.5 Facteurs extrinseques influengant 1’auto-assemblage des peptides
amyloidogéniques

Bien que le mécanisme d’auto-assemblage des peptides amyloidogéniques ne soit pas

entiérement compris, plusieurs facteurs extrinseques pouvant 1’influencer ont été



23

identifiés. Un des premiers facteurs constitue les forces mécaniques, telle I’agitation.
L’agitation augmente notamment le taux de fragmentation, un type de réaction
secondaire se produisant lors de la phase de nucléation, mais aussi le transport de la
masse associé a la nucléation primaire (Grigolato et al., 2017). De la méme étude, il a
¢t¢ démontré que l’interface hydrophobe initie le processus d’auto-assemblage en
promouvant la nucléation primaire hétérogéne (Grigolato et al., 2017). Ce type de
surface est en mesure d’attirer les peptides, ce qui a pour effet d’induire un changement
de conformation ou encore d’augmenter la concentration locale, dont la résultante est
I’accélération du processus d’auto-assemblage (Grigolato et al, 2017).
L’hydrophobicité de surface dans laquelle le peptide s’auto-assemble en combinaison
avec ’agitation influence la cinétique du processus et la structure finale des fibres

(Grigolato et al., 2017; Sebastiao et al., 2017).

L’ajout de membranes lipidiques dans le milieu cause aussi une accélération du
processus de fibrillisation (Cox et al., 2006; Khondker et al., 2017; Zhang et al.,
2017a). Certaines études ont démontré que I'IAPP voyait son auto-assemblage
accélérer en présence de vésicules lipidiques synthétiques (Knight et Miranker, 2004;
Zhang et al., 2017a). Cependant, plusieurs propriétés des membranes peuvent avoir
différents effets sur I’auto-assemblage, incluant la composition membranaire, le type
de lipide, ou encore la courbure de la membrane (Terakawa et al., 2018). Ces exemples
de facteurs n’ont pas toujours un effet accélérateur. Par exemple, il a d’ailleurs été
observé que plus le diamétre de la vésicule synthétique était grand, moins la formation
des fibres était favorisée (Terakawa et al., 2018). Le type de lipide peut aussi constituer
un élément important. En effet, en présence de liposomes zwitterionic 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DOPC) ou cationique 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium
propane (DOTAP), aucune augmentation de D’intensité de fluorescence de la
Thioflavine T (ThT) n’a été observée, suggérant qu’aucune fibre n’a été produite, et ce
méme apreés 8h d’incubation (Knight et Miranker, 2004). La ThT est un fluorophore

couramment utilisé pour la détection des fibres amyloides (Nilsson, 2004). En effet,
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une fois lié¢ aux fibres, la ThT se retrouve coincée dans une conformation restreignant
une rotation autour de la liaison C-C entre les 2 noyaux aromatiques. Pour se
débarrasser de son énergie, elle émet alors un photon pouvant étre ainsi détecté comme
une hausse de la fluorescence (Sulatskaya et al., 2011). La composition de la couche
de phospholipides constitue alors un facteur d’importance. Les auteurs ont d’ailleurs
observé une accélération optimale a une composition membranaire de 70% de lipides

anioniques (7:3; DOPC:DOPG) (Knight et Miranker, 2004).

Le pH a aussi un réel impact sur le processus d’auto-assemblage. En effet, dans les
granules de sécrétion dont le pH se situe a 5.5, I’auto-assemblage de I'TAPP semble
inhibé (Abedini et Raleigh, 2005). Dans le contexte de 1’environnement de la matrice
extracellulaire, soit a un pH de 7.4, on retrouve I’TAPP sécrétée sous hormone active et
mature. Toutefois, ce pH physiologique favorise 1’auto-assemblage de I'IAPP (Abedini
et Raleigh, 2005). Jha et son équipe (2014) ont mené des expériences afin de mesurer
I’impact du pH sur la fibrillisation de I'TAPP. L’équipe a réalisé plusieurs cinétiques
d’auto-assemblage en faisant varier le pH du milieu entre 3 et 8.5. Via utilisation de la
ThT, Jha et al. (2014) se sont rendu compte que I’auto-assemblage était davantage
accéléré lors d’une augmentation du pH. Avec un changement d’un milieu acide vers
un environnement basique, le temps de latence diminue considérablement alors que le
taux de croissance et 1’intensité de fluorescence se retrouvent augmentés (Jha et al.,
2014). Une autre étude avait d’ailleurs démontré que I’[APP avait une plus forte
tendance a former des fibres en milieu basique qu’acide (Patil ez al., 2011). En effet, a
pH 5.5, la chaine latérale du résidu His18 se retrouve protonée, étant donné que son
pKa est d’une valeur d’environ 6. La présence de cette charge positive en position
His18 engendre alors un ralentissement du processus d’agrégation amyloide

(Khemtemourian et al., 2017).

Enfin, les glycosaminoglycanes (GAGs), de longues chaines linéaires de

polysaccharides sulfatées composées de répétitions de disaccharides (Bishop et al.,
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2007; Praillet et al., 1998), sont aussi reconnus pour accélérer le processus d’auto-
assemblage chez les peptides amyloidogéniques in vitro. Les peptides sous forme
amyloidogéniques, sous forme monomériques ou oligomériques, interagissent avec les
GAGs via des liaisons électrostatiques. Ces interactions augmentent de la concentration
locale et donc promeuvent I’agrégation (Bourgault ez al., 2011; Motamedi-Shad e al.,
2009; Nguyen et al., 2015; Solomon et al., 2011). L’IAPP, a pH physiologique,
contient une nette charge positive, et peut de ce fait se lier aux GAGs via interactions
¢lectrostatiques (Nguyen et al., 2015). En effet, suite a des analyses de spectroscopie
RMN, il a été observé que I’héparine (un type de GAGs) se liait au segment N-terminal
du peptide (Jha ef al., 2011), segment contenant 4 charges positives potentielles: le
groupement amine-a, Lysl, Argll et Hisl8. De plus, au moyen du dichroisme
circulaire, il a été possible d’observer qu’en présence de GAGs, I’IAPP et prolAPP
voyaient un changement de conformation passant de la forme aléatoire a celle en
hélice-a (Abedini et al., 2006; De Carufel et al., 2013), et que cette structure hélicoidale
se transformait rapidement en feuillets-f. De surcroit, il est suggéré que les GAGs
induisent une accélération de I’auto-assemblage de I’TAPP, et ce via liaison du segment
N-terminal chargé positivement a la surface des GAGs sulfatés. Cette liaison induit
¢galement la formation d’une hélice-a. La concentration peptidique locale se voit
augmentée, entralnant alors une association du segment amyloidogénique de plusieurs
molécules d’IAPP dont la résultante se traduit par une accélération drastique d’especes
riches en feuillets-f (Nguyen ef al., 2015). Enfin, une étude récente a approfondi un
peu plus 'impact des GAGs. La présence de ces derniers a réduit la concentration
minimale de I'IAPP nécessaire pour induire la mort cellulaire et la perméalisation
membranaire. Les GAGs contribuaient a la cytotoxicité du peptide soit par une
augmentation de la concentration de IAPP a la surface cellulaire ou encore par une
activation de I’assemblage du peptide en espéces oligomériques cytotoxiques (Quittot
et al.,2021). En somme, les GAGs présents a la surface membranaire potentialisent la
cytotoxicité de I'TAPP sans altérer les paramétres cinétiques du processus (Quittot et

al., 2021).
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1.3.6 Résidus et domaines influencant 1’auto-assemblage de I’'TAPP

La séquence primaire de I’TAPP influence grandement la capacité du peptide a s’auto-
assembler en fibres amyloides. Maintes études au travers des derniéres décennies ont
¢été réalisées afin de mieux comprendre les résidus clés impliqués dans le processus
d’auto-assemblage, et ce via des substitutions ciblées. Plusieurs études ont aussi
fragmenté le peptide en plusieurs régions afin de mesurer la capacité intrinséque de

chaque région a former des fibres amyloides.

1.3.6.1 Implication du pont disulfure (Cys2-Cys7)

Le pont disulfure entre Cys2 et Cys7 constitue une modification post-traductionnelle
nécessaire aux fonctions physiologiques de I'TAPP (Hay et al., 2015). Bien que le pont
disulfure permette la stabilisation d’une conformation hélicoidale au niveau de
I’extrémité N-terminale (Williamson et al., 2009), il se pourrait qu’il ne soit pas
impliqué a 1’obtention d’une structure riche en feuillets-p lors d’un processus d’auto-
assemblage. La contribution de cette modification post-traductionnelle demeure
partagée au sein de la communauté. Selon une étude, la réduction du pont disulfure, via
I’introduction d’un groupement carboxyamidométhyle (CAM) ou via le retrait de la
région K1-C7, n’affecte pas la morphologie des fibres amyloides matures, mais ralentit
la nucléation secondaire (Koo et Miranker, 2005). De maniére plus récente, la
substitution des résidus Cys par Ser semble aussi mener a un ralentissement de 1’auto-
assemblage de I’APP via une prolongation du temps de nucléation (Quittot et al.,
2018). Toutefois, selon certaines expériences de dynamiques moléculaires, le retrait du
pont disulfure entrainerait une réduction du polymorphisme des espéces oligomériques
dont la résultante serait une accélération du processus (Wineman-Fisher et al., 2016).
Cette absence de consensus s‘explique par un manque de reproductibilité entre
laboratoires, 1’auto-assemblage de I'IAPP étant trés sensible a différents facteurs

extrinseques (pH, agitation, température, surface) (Cao et al., 2013).
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1.3.6.2 Role des résidus aromatiques

Un autre ¢élément pouvant influencer 1’auto-assemblage est la présence de résidus
aromatiques. En effet, la contribution des acides aminés aromatiques a largement été
¢tudiée au sein des peptides AP et IAPP (Armstrong et al., 2011; Marek et al., 2007;
Tracz et al., 2004; Tu et Raleigh, 2013b), étant donné leur présence dans la séquence
primaire. La structure aromatique contribue a I’empilage n-m, un ¢élément clé
possiblement promoteur de I’auto-assemblage amyloide de ses peptides (Gazit, 2002),
faisant alors des interactions aromatiques-aromatiques ou aromatiques-hydrophobes un
intérét d’étude. Il a été reporté que les 3 résidus aromatiques de I’TAPP ne sont pas
essentiels au processus d’auto-assemblage, leur substitution par une leucine
n’empéchant pas la formation de fibres amyloides (Marek et al., 2007; Tu et Raleigh,
2013b). Toutefois, leur présence peut jouer un role dans les parameétres cinétiques. En
effet, I’équipe de Tu et Raleigh, via une substitution par une leucine en position Phel5,
Phe23 et Tyr37, ont observé que chacun des résidus affichait une contribution
différente au processus, Tyr37 ayant la contribution la plus importante (voir tableau
1.2) (Tu et Raleigh, 2013b). Les auteurs suggerent que le résidu Phel5 est impliqué
dans les premicres étapes de I’oligomérisation. Phel5 se retrouve dans la région 8-22
pouvant former une hélice-a, nécessaire a I’association initiale du peptide en dimeres.
L’hypothese des intermédiaires hélicoidaux serait d’autant plus soutenue par les
résultats des substitutions en position Phel5 par divers acides aminés ayant un indice
d’hydrophobicité semblable, mais des propensions hélice-a et feuillets- distincts. Plus
I’acide aminé posséde une propension hélice-a élevée et celle des feuillets-p faible,
plus le temps de nucléation est réduit (Tu et Raleigh, 2013b). Ainsi, bien que les résidus
aromatiques ne soient pas essentiels a la formation de fibres, ils jouent un rdle clé dans
les paramétres cinétiques. D’autres facteurs sont aussi a considérer au niveau de la
nature du résidu, tels que la taille, la propension hélice-a et feuillets-B, 1’indice

d’hydrophobicité (Tracz et al., 2004).
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1.3.6.3 Rdle inhibiteur des résidus proline chez I’TAPP de rongeurs.

La séquence primaire de I'TAPP chez les rongeurs différe de 6 résidus. Le peptide
rTAPP est souvent utilis€ comme contréle négatif dans les études puisqu’il ne forme
pas de fibres amyloides in vitro (Betsholtz et al., 1989) et n’est pas toxique pour les
cellules B pancréatiques (Abedini et al., 2016). Le trés faible caractere
amyloidogénique de rIAPP serait possiblement attribué a la présence de trois prolines
dans la région 20-29 (Westermark et al., 1990). Ridgway et son équipe ont caractérisé
le role individuel de chaque proline retrouvée dans la séquence de rIAPP afin de
pouvoir identifier celle responsable de la perte du caractére amyloidogénique (tableau
1.2). Ils ont successivement incorporé une proline aux positions Ala25, Ser28 et Ser29
dans la séquence de hIAPP, puis ont aussi réalisé des doubles mutants (A25P/S28P,
A25P/S29P, S28P/S29P). Les auteurs ont évalué le caractére amyloidogénique et
cytotoxique chez chacun des analogues, pour observer que la substitution S28P réduit
considérablement la cytotoxicité et la capacité d’auto-assemblage du peptide (Ridgway
et al., 2020). La substitution S29P est celle la plus modeste, alors que A25P cause un
ralentissement de I’auto-assemblage sans pour autant 1’inhiber complétement. En
somme, cette étude révele alors la puissance du réle inhibiteur de la substitution S28P

(Ridgway et al., 2020).
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Tableau 1.2 Modifications de I’'IAPP influengant son caractére amyloidogénique.

Réduction du pont

R(()llle;l(llll;u[:.(;nt disulfure via ajout du (Réduit la nucleatlon (Koo ?012)451;anker
groupement CAM. secondaire)
Création d’une Reduc‘goq 4 et e (Quittot et al.,
ol coge | S R S ) 2018)
(S2S7)
F15L +
F23L -
Y37L -
R F15L / F23L --
l::;f d‘:l‘zs FISL/Y37L - (Tu et Raleigh,
aromatiques F23L/Y37L -—- 2013b)
F15L/F23L/Y37L -—--
F151 --
F15NLe -
F15TLe ---
A25P --
Contribution S28P -
inhibitrice des S29p - (Ridgway et al.,
résidus proline A25P / S28P -——- 2020)
chez rIAPP A25P / S29P -
S28P / S29P -

TLe: tert-leucine; NLe: norleucine; CAM: carboxyamidométhyle;
+ : accélere la formation de fibres amyloides; +/-: n’a pas d’effet significatif;
-: faible ralentissement; --: ralentissement; ---: ralentissement considérable;

----: inhibition

1.3.6.4 Capacité d’auto-assemblage des fragments de I'TAPP

Concernant les domaines de ’IAPP responsables de son auto-assemblage, multiples
¢tudes sur des fragments de I’TAPP ont été faites. L’extrémité N-terminale (résidus
Lys1-Cys7) du peptide ne serait pas en mesure d’influencer de facon importante la
formation des fibres amyloides et leur morphologie finale; toutefois, elle peut affecter
les parameétres cinétiques du processus (Goldsbury et al., 2000). Du c6té de la région

20-29, plusieurs études ont démontré que de courts peptides comprenant cette séquence
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affichaient une forte capacité d’auto-assemblage en une structure fibrillaire riche en
feuillets-p (Goldsbury et al., 2000; Westermark et al., 1990). Du c6té de I’extrémité C-
terminale de ’TAPP (résidus Thr30-Tyr37), le fragment de cette derniére a démontré
une capacité auto-assemblage en fibres en solution, peu importe I’emploi de la
séquence primaire de hIAPP ou rIAPP (Nilsson et Raleigh, 1999). Enfin, une autre
région bien conservée entre les espéces, le domaine Ala8-Ser20 affiche une capacité
d’auto-assemblage en fibres, dont la morphologie s’apparente beaucoup a celle
observée chez les fibres amyloides (Jaikaran et al., 2001). En effet, 1’équipe de
Scrocchi a découvert les séquences minimales ayant cette capacité amyloidogénique
au sein du domaine Ala8-Ser20: il s’agit du peptide Leul2-Vall7 ainsi que du fragment
Phe15-Ser20 (Scrocchi et al., 2003). Toutefois, il est important de noter que la majorité
de ses études ont été réalisées a I’aide de fragments de I’TAPP ou encore des dérivés de
I’TAPPg_37. L’auto-assemblage amyloide étant un processus complexe faisant intervenir
plusieurs facteurs, il est fort possible qu’il nécessite 1’interaction de plusieurs domaines

a différents stades. Les études réalisées sur le peptide complet sont ainsi nécessaires.

1.4 Cytotoxicité de I'TAPP
1.4.1 Relations entre structure quaternaire et cytotoxicité

La déposition tissulaire de I’TAPP est intrins€quement associée au diabéte de type 11
(Westermark et al., 2011). En effet, des agrégats ont été retrouvés dans les ilots
Langerhans pancréatiques chez plus de 90% des patients souffrant de cette maladie
(Westermark et al., 2011). La perte de la viabilité cellulaire serait en lien avec la
formation d’agrégats d’IAPP, la quantit¢ de cellules vivantes étant grandement
inférieure au sein des ilots pancréatiques contenant des dépdts du peptide (Brender et
al., 2012). 1l a été initialement proposé que la perte de viabilité cellulaire était causée
par les fibres amyloides (Lorenzo ef al., 1994). Cependant, maintes récentes é¢tudes ont

démontré que cette dégénérescence pancréatique serait plutot induite par des especes



31

non fibrillaires, des oligomeéres et/ou le processus d’auto-assemblage (Cao et al., 2013;
Nguyen et al., 2015). D’ailleurs, 1’é¢tude menée par Abedini et son équipe en 2016
démontre que la cytotoxicit¢ induite par IAPP est dépendante du temps d’auto-
assemblage; les fibres n’étant pas toxiques pour les cellules, alors que les especes

intermédiaires de la voie amyloidogénique le sont (figure 1.10) (Abedini et al., 2016).
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Figure 1.10. Les espéces toxiques de IAPP correspondent aux intermédiaires de la phase
de nucléation (Abedini et al., 2016). A) Essai de réduction alamarBlue en fonction du
temps sur des cellules-f (INS-1) de rat traitées avec hIAPP (¢) et rIAPP (4 ). Images de
microscopies a contraste de phase: (f) cellules viables a temps zéro, (f) cellules-p
apoptotiques incubées avec des espéces préfibrillaires, (d) cellules viables a la suite de
leur incubation avec les fibres matures. Le réactif alamarBlue utilise la capacité
réductrice intrinséque des cellules vivantes pour convertir la résazurine en résofurine
fluorescente. B) Cinétique de I’auto-assemblage de hIAPP () et rIAPP ( 4 ) mesurée par
la thioflavine T. Image de microscopie électronique: (#) hIAPP non toxique a temps
initial, (§) intermédiaires toxiques de la nucléation, (¢) fibres amyloides (échelle: 200
nm).

1.4.2 Mécanismes de cytotoxicité

Il existe de nombreuses hypothéses quant a la toxicité induite par les intermédiaires

oligomériques de I'TAPP sur les cellules B pancréatiques; cependant le mécanisme
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exact demeure encore méconnu a ce jour. Ces différentes hypothéses incluent entre
autres la formation d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS), le stress du réticulum
endoplasmique (RE), une réponse d’inflammation ou encore des dommages a la

membrane plasmique (Westermark et al., 2011).

1.4.2.1 Perturbation membranaire

La perturbation membranaire correspond a I’une des hypothéses proposées lors d’une
accumulation extracellulaire du peptide, a la suite de son exocytose des vésicules
sécrétoires. Cette théorie propose plusieurs mécanismes pour la perte de 1’intégrité
membranaire induite par 'IAPP et de ses espéces quaternaires (figure 1.11A). Une
premigére voie correspond a I’insertion des oligoméres ou des especes préfibrillaires de
I’auto-assemblage (Abedini et al., 2016; Cao et al., 2013; Nguyen et al., 2015), au sein
de la membrane plasmique. Ces intermédiaires formeraient alors un canal ionique
(Anguiano et al., 2002; Lashuel et al., 2002; Mirzabekov et al., 1996; Porat et al., 2003;
Westermark et al., 2011). Lors de la préparation de ses especes in vitro, une grande
variété de structures préfibrillaires peuvent étre obtenues: oligomeres préfibrillaires et
protofilaments en forme d’anneau. Kayed et ses collaborateurs ont remarqué que les
protofilaments préformés n’étaient pas en mesure de perméaliser les bicouches
lipidiques alors que les oligomeres le pouvaient. Ils ont suggéré qu’un oligomere se lie
a la membrane, recrutent d’autres oligomeres, et ceux-ci forment ensuite la structure
en anneau, pouvant mimer un canal ionique (figure 1.11B) (Kayed et al., 2009). Cette
capacité de formation de pores est proposée comme étant un mécanisme universel de
cytotoxicité pour les protéines amyloidogéniques. L’analyse de la composition de ces
complexes oligomériques en présence de bicouches lipidiques artificielles révele que
ces derniers vont des diméres aux octameres. Dans le cas de I'APP, ses pores

pourraient étre formés de trimeres jusqu’aux hexameres (Quist et al., 2005).
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La seconde voie de perturbation de I’intégrit¢ membranaire suggere que la pression
induite par la croissance des fibres amyloides a la surface membranaire en cause la
rupture de la bicouche (Engel et al., 2008; Westermark et al., 2011). Un autre modéle
basé sur 1’absorption de IAPP a la surface propose que la portion N-terminale du
peptide (Lys1-Ser19) se retrouve insérée au travers de la membrane plasmique (Engel
et al., 2006; Khemtémourian et al., 2008). Cette région de I'TAPP étant alors insérée
laisse le segment 20-29 suffisamment accessible pour s’assembler et I’élongation
résultante peut forcer la rupture de I’intégrité membranaire (Engel et al., 2008; Engel
et al., 2006). L’importante différence de ce modele réside dans le fait que ce sont les
monomeéres qui interagissent avec la membrane plutdt que les oligomeéres et les espéces
préfibrillaires. Quoiqu’il en soit, le processus demeure assez complexe a déterminer,
étant donné les multiples facteurs le modulant, tels les chaperonnes, la concentration
du peptide, la composition et fluidit¢ membranaire, ou encore le pH du milieu (Calloni

et al., 2008).

Enfin, de maniére plus récente, un autre modele hypothétique de la perturbation
membranaire a été suggéré par Dong et son équipe. En faible concentration dans un
environnement lipidique, I’TAPP s’insére dans la bicouche sous sa conformation en
hélice-a et permet la formation de pores ioniques. Si 'IAPP est trés concentré, le
peptide monomérique s’agreége a la surface membranaire. Les oligoméres pourraient
causer une rupture de I’intégrité via un mécanisme non spécifique de fragmentation

(figure 1.11C) (Dong et al., 2018).
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Figure 1.11. Mécanismes hypothétiques de la perturbation membranaire causée par 'TAPP. A)
Modele des 2 mécanismes de perturbation membranaire (Westermark et al., 2011). B) Modele
de I’insertion des oligoméres au travers de la membrane plasmique (Kayed et al., 2009). C)
Modele récent des 2 mécanismes de perturbation membranaire possibles (Dong ef al., 2018).

1.4.2.2  Stress du réticulum endoplasmique (RE)

Le réticulum endoplasmique (RE) est un compartiment cellulaire essentiel au bon
repliement des protéines et pour certaines modifications post-traductionnelles
(Flamment et Foufelle, 2013; Westermark et al., 2011). Un systéme de contrdle qualité
assure le bon repliement protéique des protéines au niveau du RE avant leur exportation
vers I’appareil de Golgi. Différentes voies de signalisation sont régulées par 3 senseurs
de stress qui font partie du systeme UPR (unfolding protein response): ATF6, IRE1 et
PERK (Flamment et Foufelle, 2013; Westermark et al, 2011). La résistance
périphérique a I’insuline observée dans le cadre du diabéte de type Il peut compenser

pendant un certain temps par augmentation de la synthése de 1’insuline (Flamment et
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Foufelle, 2013; Westermark et al., 2011). Cette forte augmentation de synthése
peptidique peut malheureusement entrainer un stress du RE, et étre possiblement li¢e a

la cytotoxicité induite par IAPP (Westermark et al., 2011).

Du coté du lien de la cytotoxicit¢ de I'IAPP, il a été démontré qu’une forte
augmentation de la concentration prolAPP au niveau du RE pouvait activer le systeme
UPR. ProlAPP nouvellement synthétisé se retrouvait aussi étiqueté pour les différentes
voies de dégradation (Raleigh et al., 2017; Westermark et al., 2011). Une surexpression
de prolAPP, tout aussi amyloidogénique que I'ITAPP mature (Exley et al., 2010),
affecterait le fonctionnement normal du systtme de RE, pouvant méme causer une
surcharge du systéme UPR, un stress significatif et ultimement la mort de la cellule
(Raleigh et al., 2017). Etant donné que I’TAPP est enclin a I’agrégation et qu’il est
fortement présent dans les ilots Langerhans pancréatiques, 1’agrégation intracellulaire
de I'IAPP pourrait induire un stress du RE et conduire a 1’apoptose. Selon les
découvertes de I’équipe de Butler, une surexpression de hIAPP chez le rat déclenchait
I’apoptose et réduisait la présence de cellules B vivantes (Butler et al, 2004;
Matveyenko et Butler, 2006). Par ailleurs, une importante concentration nucléaire de
la protéine CHOP a été aussi retrouvée chez des sections pancréatiques de patients
diabétiques, et non pas chez les sujets sains (Huang et al., 2007). Malgré ce qui a été
observé dans les études précédentes, il reste qu’il n’y a pas encore une association claire
entre la surexpression de I’TAPP et le stress du réticulum endoplasmique. En effet, Hull
et son équipe n’ont pas été en mesure de détecter un stress du RE induit par hIAPP chez
les ilots pancréatiques humains et de souris apres une culture des cellules en présence

de forte et faible concentration de glucose (Hull et al., 2009).
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1.4.2.3 Autres mécanismes intracellulaires

La déposition observée habituellement dans le cadre du diabéte de type II est dite
extracellulaire. Or, il est plausible que cette agrégation a été initiée de fagon
intracellulaire. Dans les cellules B pancréatiques, I’autophagie est nécessaire au
maintien des granules sécrétoires (Halban, 1991) ainsi qu’au renouvellement des
mitochondries dysfonctionnelles (Ashrafi et Schwarz, 2013). Certaines observations
réalisées dans des ilots pancréatiques de souris transgéniques exprimant 1’isoforme
humaine de I'TAPP révélent un matériel cytoplasmique intracellulaire répondant
positivement a la thioflavine S (sonde parente a la ThT) qui est liée a p62, une protéine
impliquée dans I’autophagie (Rivera et al., 2014). Cette observation semble indiquer
que les espéces fibrillaires de I’TAPP sont reconnues par le systéme autophagique pour
leur dégradation. De plus, chez des souris transgéniques déficientes au niveau du
systeme autophagique, la quantité d’hIAPP se retrouve augmentée, indiquant alors que
I’autophagie régule la quantité d’IAPP présente dans les cellules (Meier et al., 2014;
Rivera et al., 2014; Westermark et al., 2011).

Il est aussi possible de penser que les granules sécrétoires constituent une autre cible
de la cytotoxicité de I'TAPP (figure 1.12). Les ProlAPP et proinsuline sont transférées
du Golgi vers les granules de sécrétion (Raleigh et al., 2017), celles-ci contenant les
enzymes nécessaires a la maturation des 2 hormones (PC1/3, PC2, PAM). Les ilots des
souris transgéniques dépourvues de la PC2 exprimant hIAPP sont beaucoup moins
vivants que ceux des souris ayant la PC2 fonctionnelle, suggérant alors que prolAPP
est plus cytotoxique que sa forme mature (Courtade ef al., 2017). Les vésicules
contiennent notamment de nombreux ¢léments inhibiteurs de 1’amyloidogénése (pH
acide, forte concentration en insuline/proinsuline et en Zn**) (Kanatsuka et al., 1989;
Raleigh et al., 2017). La proinsuline et 1’insuline sous forme hétérodimérique sont
reconnues pour former un complexe avec I’IAPP et ainsi inhiber son assemblage en

fibres amyloides (Knight et al., 2008; Larson et Miranker, 2004; Wiltzius et al., 2009).
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Toutefois, dans le cas de surproduction de I’TAPP, ces ¢léments inhibiteurs ne sont pas
toujours en mesure de prévenir I’agrégation, résultant en une accumulation de prolAPP
et d’IAPP assemblés (Raleigh et al, 2017; Westermark et al., 2011). Cette
accumulation dans les vésicules sécrétoires peut causer une rupture de la membrane de
la vésicule et le matériel fibrillaire peut alors s’accumuler dans le cytosol (Westermark,
2011). En résumé, il est encore difficile de savoir ce qui cause exactement la mort des

cellules B pancréatiques et plusieurs hypothéses sont toujours le sujet de recherches

actives.
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Figure 1.12. Mécanismes intracellulaires hypothétiques par lesquels I’LAPP pourrait
induire une cytotoxicité (Westermark et al., 2011). A) Les protéines non repliées dans
le RE sont transportées en dehors du compartiment pour étre dégradées par le systéme
ubiquitine-protéasome (UPS). B) Les oligomeéres cytotoxiques a la suite de la
surexpression de prolAPP ou de IAPP sont retrouvés dans le cytosol. Ils peuvent venir
perforer la membrane des mitochondries et causer un stress oxydatif et une production
de ROS. C) Une accumulation de IAPP et de prolAPP dans les vésicules peut causer une
rupture de la membrane de la vésicule et le matériel fibrillaire peut s’accumuler dans le
cytosol. D) Des agrégats matures ne peuvent malheureusement pas étre dégradés par le
protéasome. Ils seront ubiquitinés et déclencheront une autophagie particuliére qu’on
appelle aggréphagie. Les autophagomes intégrent les agrégats et fusionnent avec un
lysosome pour former un autophagolysosome. Un dysfonctionnement de 1’une des voies
décrites peut mener a d’importantes conséquences sur le milieu intracellulaire et induire
I’apoptose.



38

1.5 Problématique, hypotheses et objectifs
1.5.1 Problématique

L’administration de ’TAPP couplée a celle de I’insuline normalise les fluctuations des
niveaux de glucose, et ce a un meilleur degré d’efficacité que celui de I’insuline seule,
dans le cadre de thérapies du diabete de type I et II. Toutefois, 'ITAPP est treés enclin a
I’agrégation amyloide et est cytotoxique sous sa conformation quaternaire
oligomérique, ce qui empéche son utilisation dans la lutte contre le diabéte (Akkati et
al., 2011; Akter et al., 2016; Allard et al., 2005; Kruger et Gloster, 2004; Lebovitz,
2010). C’est pour ces raisons que le pramlintide, un analogue non amyloidogénique et
non toxique de I’TAPP ayant des prolines aux positions Ala25, Ser28 et Ser29, a été
développé. Bien qu’approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) (Kruger et
Gloster, 2004; Ratner et al., 2004), cet analogue n’est toutefois pas soluble sous
conditions physiologiques (Akter ef al., 2016). La conception de nouveaux analogues
de I'IAPP solubles en conditions physiologiques, non amyloidogéniques et non
cytotoxiques constitue encore aujourd’hui un important domaine de recherche. En
outre, le manque de caractérisation des espéces transitoires oligomériques responsables
de la dégénérescence pancréatique et le polymorphisme de la structure atomistique de
I’TAPP au sein de fibres matures observé in vitro et in vivo empéchent la compréhension
fine de I’amyloidogénicité et cytotoxicité de I'ITAPP. Il est ainsi nécessaire de réaliser
des études relation structure/auto-assemblage chez I'IAPP pour découvrir ce qui

engendre les mécanismes d’oligomérisation et de cytotoxicité.

1.5.2 Hypotheses

Plusieurs années se sont écoulées depuis que Scrocchi et son équipe ont découvert que
les séquences Leul2-Vall7 et Phel5-Ser20 de I'IAPP affichent une capacité d’auto-

assemblage (Scrocchi et al., 2003). Pourtant, leur étude ne s’est réalisée que sur de
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courts fragments de ’LAPP et non pas a 1’aide du peptide complet. Selon les résultats
obtenus par les auteurs de 1’étude, il semble plausible que le domaine Leul2-Vall7
constitue une région ayant un impact clé sur le processus d’auto-assemblage de ’LAPP.
De plus, tel que décrit par le modéle des intermédiaires hélicoidaux, 1’association de
I’IAPP en dimere serait thermodynamiquement dépendante de la formation de I’hélice
entre les résidus Ala5-Asn22 (Abedini et Raleigh, 2009a; Hebda et Miranker, 2009).
Les résultats des simulations en dynamique moléculaire réalisée par Laghaei et son
équipe révelent que les premieres étapes de 1’oligomérisation sont induites par une
association dimérique hélicoidale de I’extrémité N-terminale du peptide. Les dimeres
de I'TAPP présentent de fortes interactions hydrophobes intermoléculaires entre les
chaines latérales des résidus Leul2-Phel5 et Leul2-Leul6. Cette courte région affiche
aussi 80% de probabilité d’adopter une structure en hélice-a (Laghaei et al., 2011). De
surcroit, il est possible d’émettre I’hypothése suivante: les résidus du domaine Leul2-
Vall7 et son ensemble conformationnel local jouent un role possiblement crucial dans

le processus d’auto-assemblage amyloide et de la cytotoxicité médiée de ’LAPP.

1.5.3 Objectifs

L’objectif général de ce projet de maitrise vise a 1’élucider la contribution du domaine

Leul2-Vall7 ainsi que I’implication des intermédiaires hélicoidaux dans 1’auto-

assemblage et la cytotoxicité de 'TAPP. Afin de réaliser cet objectif global, les objectifs

spécifiques seront ciblés:

1) Evaluer la capacité du court fragment IAPP12.17 a s’auto-assembler en fibres
amyloides.

2) Comprendre la contribution de chaque chaine latérale de la région Leul2-Vall7
dans le processus d’auto-assemblage et de cytotoxicité du peptide, et ce au moyen

de substitutions successives par une alanine.
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3) Explorer le réle de la flexibilité conformationnelle du squelette peptidique via
incorporation successive de Pro/Gly/Aib aux positions Alal3 a Leul6, dans le but

de favoriser ou non le repliement hélicoidal de I’'TAPP.
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2.1 Résumé

L’islet amyloid polypeptide (IAPP) est une hormone glucomodératrice co-sécrétée et
co-exprimée avec I’insuline par les cellules B pancréatiques. Néanmoins, ce peptide de
37 résidus est trés enclin a 1’agrégation et sa déposition tissulaire subséquente en
agrégats insoluble dans les ilots de Langerhans est notamment associée au diabete de
type II. Le manque de compréhension du mécanisme d’auto-assemblage et de la
structure des espéces quaternaires associées a la dégénérescence pancréatique
empéchent le développement d’approches thérapeutiques efficaces et ciblées. A cet
effet, plusieurs études ont cherché a définir les domaines contribuant a 1’auto-
assemblage amyloide de I’TAPP, et la majorité de celles-ci ont ciblé le segment Ser20-
Ser29. Toutefois, peu d’études ont révélé la contribution du domaine Leul2-Vall7
dans la nucléation et I’oligomérisation, et ce malgré son hydrophobicité élevée. Dans
ce contexte, 1’objectif de cette étude était d’élucider la contribution mécanistique du
domaine Leul2-Vall7 dans I’auto-assemblage de ’IAPP et sa cytotoxicité médice. Les
résultats obtenus de 1’Ala-scan ont révélé le rdle essentiel des chaines latérales
hydrophobes Leul2, Phel5 et Vall7 au sein du processus. La déstabilisation de la
structure secondaire en hélice-o. engendrée par 1’incorporation d’un résidu Pro en
position Alal3, Asnl4 et Phel5 a fortement accéléré 1’auto-assemblage de I’'TAPP, en
comparaison aux analogues Ala respectifs. En modulant la flexibilit¢ du squelette
peptidique par I’incorporation successive de Pro, Gly et Aib en position Leul6, 1’auto-
assemblage de I'IAPP s’est retrouvé fortement réduit, tout comme son caractére
cytotoxique. A 1’opposé, I’Ala scan avait révélé que la chaine latérale du résidu Leul6
n’était pas essentielle a 1’auto-assemblage ni a la cytotoxicité associée. Les résultats de
la présente étude soulignent ’importante contribution du domaine Leul2-Vall7 a
I’agrégation amyloide et a la cytotoxicité, supportant ainsi le développement

d’inhibiteurs spécifiques de I’amyloidogénése.
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2.2 Abstract

The islet amyloid polypeptide (IAPP) is a glucomodulatory hormone co-secreted with
insulin by pancreatic B-cells. This 37-residue peptide is highly prone to aggregation
and its deposition into insoluble amyloid fibrils in the islets of Langerhans is associated
with type II diabetes. Therapeutic interventions targeting IAPP amyloidogenesis,
which contributes to B-cell degeneration, remain elusive owing to a lack of
understanding the mechanism of self-assembly and of the quaternary proteospecies
mediating toxicity. Countless studies have investigated the contributions of the 20-29
region of [APP in amyloid self-assembly, while the central hydrophobic domain 12-17
has been the subject of limited studies, notwithstanding its potential key role in
oligomerization and/or nucleation. In this context, further investigating the chemical
and conformational properties of the Leul2-Vall7 region driving IAPP self-assembly
and associated cytotoxicity is needed. With the use of biophysics tools such as circular
dichroism spectroscopy, ThT and ANS fluorescence and TEM, to evaluate amyloid
self-assembly, two series of IAPP full-length were made. Alanine scanning revealed
that the hydrophobic side chains of Leul2, Phel5 and Vall7 are particularly important
for the self-assembly process. Destabilization of the o-helix structure by Pro
incorporation promoted amyloid formation when the pyrrolidine ring was introduced
at position Alal3, Asnl4 and Phel5, in comparison to their respective Ala-substituted
counterparts. Modulating the peptide backbone flexibility at position Leul6 through
successive incorporation of Pro, Gly and a-aminoisobutyric acid, inhibited amyloid
formation and reduced cytotoxicity, while the Leu16 isobutyl side chain was not critical
for self-assembly and toxicity. In summary, these results highlight the importance of
IAPP 12-17 region for aggregation and cell toxicity, ultimately supporting the

development of therapeutic approaches to arrest fibrillization.

Keywords: islet amyloid polypeptide, self-assembly, amyloid fibrils, cytotoxicity,

protein aggregation
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2.3 Introduction

The islet amyloid polypeptide (IAPP) is a 37-residue peptide hormone that is co-
expressed and co-secreted with insulin by pancreatic B-cells (Westermark et al., 2011).
Although its physiological functions are still not fully characterized, IAPP is known to
inhibit glucagon secretion, food intake and gastric emptying, ultimately modulating
levels of blood glucose (Hay et al., 2015). Coadministration of the IAPP analog
pramlintide to diabetic patients with insulin contributes to normalizing glucose levels,
more than insulin alone (Kruger et Gloster, 2004). Notwithstanding essential
physiological functions and therapeutic usage, IAPP is mainly known for its high
propensity to aggregate into insoluble amyloid fibrils, which are associated with the
pathogenesis of type Il diabetes (Westermark, 2011). Actually, the extracellular
deposition of IAPP in the pancreatic islets is observed in over 90% of type Il diabetic
patients (Westermark et al., 2011). The process of IAPP aggregation and amyloid
deposition correlates closely with pancreatic -cell mass reduction and loss of function
(Kahn, 2000). Different supramolecular structures of IAPP fibrillar assemblies have
been reported and these models have highlighted the high polymorphism of amyloid
fibrils. As implied by solid-state NMR, each of the monomeric units adopts a U-shaped
structure, with two B-strands connected by a chain-reversing loop involving residues
18-27 (Luca et al., 2007). In contrast, three recent Cryo-EM studies revealed that [APP
monomers within fibrils encompass 3 B-strands of various lengths (Cao et al., 2020;
Gallardo et al., 2020; Roder et al., 2020). Interestingly, IAPP fibrils seeded with
amyloids extracted from diabetic patients, exhibited at least four different atomistic
structures, suggesting that pancreatic islet amyloid deposits are heterogenous (Cao et
al., 2021). This polymorphism complexifies our understanding of the relationships
between IAPP deposition and B-cell degeneration, as different fibrillar architectures
could lead to divergent toxicity (Nguyen et al., 2021). Furthermore, compelling
biochemical evidence has revealed that oligomers and prefibrillar assemblies are the

most culprit proteospecies of the amyloidogenic cascade, while mature fibrils are
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usually poorly cytotoxic (Cao et al., 2013; Nguyen et al., 2015). Highly toxic IAPP
oligomers transiently populating the lag phase were found to be soluble, globally
flexible, partially structured with solvated aromatic side chains, and to range from
dimers up to hexamers (Abedini et al., 2016). This large secondary and quaternary
conformational ensemble precludes the structural characterization of proteotoxic
oligomers. The polymorphism of IAPP amyloid fibrils and the transient nature of
oligomers makes it very challenging to pinpoint the molecular basis of the toxicity of
amyloid related assemblies. In this context, it remains critical to elucidate the regions
and the side chains driving self-recognition and toxicity, to design therapeutic

strategies to arrest [APP aggregation.

Since its discovery, countless studies have highlighted the key contributions of the 20-
29 domain for IAPP self-assembly (Glenner ef al., 1988). The fact that the sequence
from rodent IAPP (rIAPP) includes 3 B-breaker proline residues within the 20-29
region, and is non-amyloidogenic and non-toxic, further highlights the critical role of
this segment (Moriarty et Raleigh, 1999). Short peptides comprising the 20-29 region
spontaneously assemble into B-sheet-rich fibrillar structures (Azriel et Gazit, 2001;
Babych et al., 2018; Goldsbury et al., 2000; Westermark et al., 1990). A short peptide
corresponding to the C-terminal domain was also able to form fibrils in solution
(Nilsson et Raleigh, 1999). Intriguingly, while peptides corresponding to the highly
conserved 8-20 central region are known to self-assemble into fibrils (Jaikaran et al.,
2001), a limited number of structure-aggregation studies have focused on this region.
It was reported that the minimal peptide sequences of the 8-20 domain competent to
self-associates into amyloids consist of the segments 12-17 and 15-20 (Scrocchi et al.,
2003). Besides, residue-specific modifications have been exploited to refine the driving
forces of IAPP self-assembly (Cao et al., 2013). While the critical roles of several side
chains of the 20-29 region for IAPP aggregation and associated toxicity have been
reported, including residues Asn21 (Godin et al., 2019; Koo et al., 2008), Phe23 (Doran
et al., 2012; Tu et Raleigh, 2013b), Ser28 (Ridgway et al., 2020; Westermark et al.,
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1990) and Ser29 (Akter et al., 2018; Ridgway et al., 2020), other regions of IAPP have
been less investigated. Within the 8-20 region, Asnl4 is likely involved in a critical
hydrogen bond network favouring IAPP nucleation (Koo et al., 2008; Nguyen et al.,
2017), whereas the hydrophobic Phel5 participates in IAPP oligomerization (Tu et
Raleigh, 2013b; Wiltzius et al., 2009). These previous structure-aggregation studies
demonstrated that the process of self-assembly is complex and involves molecular
interactions between multiple domains, revealing the importance of conducting such

investigation with full-length IAPP.

The present study aims at further deciphering the physicochemical and conformational
properties of IAPP contributing to amyloid aggregation and associated cytotoxicity.
First, in silico analyses performed with AGGRESCAN (Conchillo-Sol¢ et al., 2007),
CamSol (Sormanni et al., 2015) and TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004)
predicated two main regions respectively contributing to aggregation, low solubility
and B-sheet formation: segments 12-17 and 23-29 (Figure 2.1). While the 23-29
domain has been extensively studied, the segment 12-17 has been less investigated.
After demonstrating that a short peptide corresponding to the 12-17 domain assembled
into fibrillar nanostructures, the importance of each side chain in amyloid formation
and cytotoxicity was investigated by successively substituting each residue with Ala
(Ala-scan). By replacing residues within this segment by amino acids affecting the
secondary conformational ensemble, such as Pro, Gly and aminoisobutyric acid (Aib),
insights into the mechanisms of amyloid formation were obtained. Our results revealed
the critical contributions of the hydrophobic sidechains of Leul2, Phel5 and Vall7 in
self-assembly as well the importance of backbone flexibility and local secondary

structure for amyloid formation.
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2.4 Materials and methods

2.4.1 Peptide Synthesis, Purification and Monomerization

IAPP and its derivatives were synthesized on Rink Amide AM solid support using
fluorenylmethyloxycarbonyl chloride (Fmoc) chemistry (De Carufel et al., 2013).
Pseudo-proline derivatives were used to facilitate synthesis and to increase yield
(Abedini et Raleigh, 2005). After cleavage from the resin with a mixture of TFA,
ethanedithiol, phenol, and water (92/2.5/3/2.5), crude peptides were precipitated with
ethyl ether, solubilized in H20, and lyophilized. Peptides were first dissolved in acetic
acid and diluted in H2O to 35% to be purified by RP-HPLC using a C18 column (Luna
10 pm C18(2) 100A LC Column 250 X 21.2 mm). Collected fractions were analyzed
by analytical HPLC using a C18 column (Kinetex 5 pum EVO C18 100A LC Column
150 X 4.6 mm). Accurate mass was validated by mass spectrometry using an Agilent
1200 series HPLC instrument connected to an electrospray time-of-flight mass
spectrometer (LC-ESI-TOF). Fractions corresponding to the desired peptide were
pooled and oxidation of Cys2 and Cys7 was performed in dimethyl sulfoxide (DMSO)
overnight for 16 h. Cyclized peptides were then diluted in 0.06% TFA water before
being purified by RP-HPLC. Fractions with purity higher than 95% were pooled and
lyophilized. Aliquots of monomerized IAPP were prepared by dissolving the
lyophilized peptide in 100% hexafluoro-2-propanol (HFIP) to a concentration of 1
mg/mL. Solution was filtered through a 0.22-um hydrophilic polyvinylidene difluoride
(PVDF) filter, sonicated for 30 min before being lyophilized. The resulting powder was
solubilized at 1 mg/mL for a second time in HFIP, sonicated for 30 min, and solution
was aliquoted and lyophilized to ensure IAPP monomerization. Monomerized IAPP

samples were kept dried at -20 °C until used.
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2.4.2 Kinetics of Amyloid Formation Monitored by ThT Fluorescence

Aggregation mixtures were prepared by dissolving the lyophilized peptide at a
concentration of 50 uM in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4. Assays were performed at 25 °C
without stirring in sealed black-wall clear-bottom 96-well nonbinding surface plates
with 100 pL/well. Final peptide concentrations were 12.5 and 25 pM, and thioflavin T
(ThT) concentration was fixed at 40 uM. Fluorescence was measured every 10 min
(excitation: 440 nm, emission: 485 nm) and data from triplicate wells were averaged,
corrected by subtracting the blank control, and plotted as ThT fluorescence vs time.
Data were normalized with maximum ThT fluorescence intensity obtained for

unmodified IAPP. Data were fitted to a sigmoidal Boltzmann model:

v = Yo+ (Ymax —Yo)

1 4 ¢—(T-T50) /K

where Tso is the time required to reach half of the maximum fluorescence intensity, k
is the apparent first-order constant, and Ymax and Yy are the maximum and initial ThT
fluorescence values. Lag time corresponds to Tso - 2/k. Data of at least six assays
performed with different peptide lots were averaged and expressed as the mean + S.D.
Statistical analysis was performed using Student's ¢ test, and statistically significant
difference between IAPP and analogs was established at (*) p < 0.05; (**) p < 0.005;
(***) p < 0.0005.

2.4.3 Self-Assembly under Fully Quiescent Conditions

Solutions were prepared by dissolving the peptide at a concentration of 50 uM in 20
mM Tris-HCI, pH 7.4, and were incubated at room temperature without agitation in 1.5
mL Eppendorf microtubes. For IAPP1,.17, the lyophilized peptide was dissolved in 20
mM acetate pH 6.5 in the presence of 3% DMSO, or HFIP, at a final concentration of
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500 uM and the peptide solution was incubated at 37°C under constant rotational

agitation.

2.4.4 ThT and ANS Fluorescence Spectroscopy

At the indicating time of incubation, peptide solutions were diluted to 25 pM in
presence of 40 uM ThT, or 25 puM 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANS).
Fluorescence was measured in 10-mm pathlength microcells using a PTI QuantaMaster
spectrofluorometer. For ThT, excitation was set at 440 nm, and the emission spectrum
from 450 to 550 nm was recorded. For ANS, the excitation was set at 355 nm, and the

emission scan was recorded from 385 to 585 nm.

2.4.5 Circular Dichroism Spectroscopy

After incubation, peptide solutions were diluted in water to 25 uM and incorporated
into a 2-mm path length quartz cell. For IAPP12.17, the solution was diluted to 150 uM.
Far-UV CD spectra were recorded from 190 to 260 nm using a Jasco J-815 CD
spectropolarimeter at 25 °C. The wavelength step was set at 0.5 nm with an average
time of 10 s per scan at each wavelength. Spectra were background-subtracted with

buffer solution. Raw data were converted to mean residue ellipticity (MRE):

. . g .
Mean residue weight (=) X CD signal (deg)
MRE = (mol)

10 X pathlength (cm) X protein concentration (%)

2.4.6 Transmission Electron Microscopy

After incubation, peptide solutions were diluted to 10 uM, or 100 uM for IAPP12.17,
before being applied on glow-discharged carbon films on 300-mesh copper grids.

Samples were adsorbed and negatively stained with 1.5% uranyl formate for 45 s.
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Images were recorded using a FEI Tecnai G2 Spirit Twin microscope operating at 120

kV and equipped with a Gatan Ultrascan scan 4000 4k x 4k CCD camera system.

2.4.7 Atomic Force Microscopy

After incubation, peptide solutions were diluted in 1% acetic acid to a concentration of
7.5 uM. Samples were immediately applied to freshly cleaved micas, washed twice
with deionized water, and air-dried for 24 h. Images were recorded using Veeco/Bruker
multimode AFM instrument using ScanAsyst-air mode with a silicon tip (2-12 nm tip
radius, 0.4 N/m force) on a nitride lever. Images were taken at 0.977 Hz and 512

scan/min.

2.4.8 Lipid Membrane Leakage

Large unilamellar vesicles (LUVs) were assembled from 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) and 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)
(DOPG) at a 9:1 molar ratio (DOPC:DOPG). Lipids were solubilized in 100%
chloroform, which was then evaporated. The lipid film was rehydrated in 20 mM Tris-
HCI pH 7.4 containing 70 mM calcein, whose solubility was increased by the addition
of 5SM NaOH and sonication. The lipid mixture was freeze-thawed five times before
being extruded through a 100 nm membrane for 20 cycles. Nonencapsulated calcein
was removed by gel filtration using a Sephadex G25 fine resin and 20 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 7.4, as elution buffer. Final lipid concentration was determined by
an inorganic phosphate detection colorimetric assay (Carles, 1956). Lyophilized
peptides were solubilized in 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4, at 50 uM prior
to dilution into calcein-LUVs, to reach 25 uM peptide and 500 uM phospholipids.
Fluorescence was monitored in sealed black-wall, clear-bottom 96-well non-binding

surface plates with 100 pL/well. Fluorescence (excitation: 495 nm, emission: 517 nm)
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was measured every 10 min over 24 h. 100% leakage (Fmax) was determined with 0.2%
Triton X-100 and LUV leakage was reported using:
Membrane leakage (%) = (F_Fbaseline) / (Fmax_Fbaseline)

Data of at least 4 assays with different peptide lots were averaged and expressed as the
mean + S.D. Statistical analysis was performed using Student's t test, and statistically

significant difference was established at (*) p <0.05; (**) p < 0.005; (***) p <0.0005.

2.4.9 Cell viability measurements

Rat INS-1E cells were cultured in treated black-wall clear-bottom 96-well plates at a
density of 25 000 cell/well in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS, 2 mM
L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 10 mM HEPES, 1 mM
sodium pyruvate and 50 uM B-mercaptoethanol. After 48 h of incubation at 37°C in
5% CO2, cells were treated with 50 puL of peptide freshly dissolved in 20 mM Tris HCI,
pH 7.4. Cells were incubated with the peptide for 24 h before cell viability was
measured with the reduction of 45 uM resazurin. Cell viability (%) was calculated from
the ratio of the fluorescence of the treated cells to the vehicle-treated cells. Data of at
least five assays performed with different peptide lots were averaged and expressed as
the mean = S.D. Statistical analysis was performed using Student's t test, and
statistically significant difference was established at (*) p <0.05; (**) p < 0.005; (***)
p < 0.0005. For Live/Dead, cells were plated in 12-well plates at density of 250 000
cell/well for 48 h before treatment with 25 uM peptide. After 24 h incubation, 4 uM of
ethidium homodimer-1 and 2 pM of calcein-AM were added to the media, and after 30
min of incubation, cells were imaged with a fluorescence confocal Nikon microscope

equipped with a 20x objective.
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2.5 Results and Discussion

2.5.1 The Fragment Leul2-Vall7 Self-Assembles into B-Sheet-Rich Fibrils

Analysis of IAPP amino acid sequence with in silico tools AGGRESCAN (Conchillo-
Solé et al.,2007), CamSol (Sormanni et al.,2015) and TANGO (Fernandez-Escamilla
et al.,2004) revealed two main amyloidogenic regions: the 12-17 domain and the 23-
29 segment (Figure 2.1B), with the 12-17 region predicted to be the most aggregation-
promoting region. Whereas the mechanistic contributions of the 23-29 region in
amyloid formation have been abundantly investigated (Buchanan et al., 2013;
Goldsbury et al., 2000; Wang et al., 2014), the segment 12-17 has been the subject of
a limited number of studies (Kajava et al., 2005; Scrocchi et al.,2003). In this context,
we initially evaluated if a short C-amidated peptide encompassing the 12-17 segment
(LANFLV) could assemble into amyloid fibrils. As the IAPP,, ;; peptide showed poor
solubility, the lyophilized/monomerized peptide was first solubilized in HFIP, or
DMSO, before being diluted in 20 mM acetate buffer pH 6.5 to reach a final
concentration of 3% of organic solvent and 500 puM peptide. The LANFLV
hexapeptide was incubated at 37°C under constant rotary agitation and periodically
analyzed by ThT and ANS fluorescence, CD spectroscopy, and TEM. Far-UV
spectroscopy revealed that IAPP,, ;;exhibits mainly a random coil secondary structure
after its solubilization into 3% HFIP solution, which evolves into [-sheet after
prolonged incubation times, suggesting the formation of amyloid-like assemblies
(Figure 2.1C). Because of high signal background, CD analysis was not performed in
presence of DMSO. TEM imaging performed after 7 days revealed the formation of
laterally aligned rod-like fibrils, which were longer in presence of HFIP, in comparison
to DMSO (Figure 2.1D, 2.1E). These [-sheet-rich fibrillar aggregates showed negative
ThT and ANS signals (Figure 2.S1), which could be associated with the fact that this
segment might not be sufficient to generate s-stacking and/or large hydrophobic
surfaces (Biancalana et Koide, 2010). A recent study fragmented IAPP into short

peptides and evaluated their amyloidogenicity. A pentapeptide corresponding to the
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segment 13-17 (ANFLV) did not form fibrils, even after several days of incubation
(Rozniakowski et al., 2020), suggestive of the critical participation of Leul?2.
Nonetheless, as amyloid self-assembly is very sensitive to the experimental conditions
(Khemtémourian et al., 2011), such as the presence of organic solvents (Nichols et al.,
2005; Padrick et Miranker, 2002), comparison between studies remains elusive.
Overall, these data indicate that a short peptide comprising the predicted aggregation-
prone 12-17 region forms fibril-like aggregates, encouraging further investigation to
elucidate its contributions to IAPP self-assembly in the context of the full-length

peptide.
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Figure 2.1. Amyloidogenicity of the 12-17 region of IAPP. (A) IAPP primary sequence
with the residues of the 12-17 segment indicated in red. (B) Computational predictions
performed with AGGRESCAN, CamSol and TANGO, carried out at pH 7.4 and with
amidated C-terminus. (C) CD spectra of IAPP,.1; over incubation time. IAPP1,.,; peptide
was solubilized at 500 uM in 20 mM acetate buffer, pH 6.5, 3% HFIP, and incubated at
37°C under constant agitation. (D, E) TEM images of IAPP,,.1; peptide after 7 days
incubation at 500 pM in presence of 3% HFIP (D) or 3% DMSO (E). Scale bars: 100
nm.
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2.5.2 Ala-Scan Reveals Key Side Chains Contributions of the 12-17 Domain for
Amyloid Formation

Because of the challenges associated with the synthesis and handling of full-length
IAPP, previous studies have often been conducted using short fragments (Louros et al.,
2015; Rozniakowski er al., 2020; Scrocchi et al., 2003; Wiltzius et al., 2008), or the
IAPPs ;; segment (Abedini et Raleigh, 2006; Koo et al., 2008; Wiltzius et al., 2009),
limiting the scope as amyloid formation is a complex self-recognition process
implicating multiple domains of the peptide. To initially probe the contributions of the
physicochemical properties of each side chain of the 12-17 region in self-assembly and
cytotoxicity, a small peptide library of full length IAPP was prepared by successively
incorporating Ala at positions 12 to 17. In-silico analysis predicted that the respective
replacement of the hydrophobic residues Leul2, Phel5, Leul6 and Vall7 by an Ala,
decreases IAPP amyloidogenicity, while the NI14A substitution increases its
aggregation propensity (Figure 2.S2). The impact of the successive substitution by Ala
on self-assembly was evaluated using a combination of standard biophysical methods.
First, kinetics of amyloid formation monitored by ThT fluorescence revealed if the
successive alanine replacement within the 12-17 domain inhibits, or delays, amyloid
formation (Figure 2.2). Under the conditions of the kinetics assay, i.e. 20 mM Tris-
HCI, pH 7.4, no agitation, nonbinding surface, unmodified IAPP showed a prototypical
sigmoidal curve characteristic of a nucleated polymerization with a lag time of 3.9 +
1.2 hat 25 puM (Figure 2.2B). In sharp contrast, the analogs L12A and F15A displayed
a delayed lag time of respectively 13.5 £ 4.1 h and 14.2 + 2.2 h, indicative of a key
contribution of Leul2 and Phel5 in primary nucleation. At 12.5 pM concentration, no
increase of ThT fluorescence signal could be detected for these two analogs. All alanine
substitutions reduced considerably the final ThT fluorescence (Figure 2.2C),
suggesting either a reduction of the number of amyloids and/or a decrease of
consecutive [3-strands in the cross-f3-sheet quaternary motif (Biancalana et Koide,

2010; Xue et al.,2017).
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Figure 2.2. Effects of Ala substitution within the 12-17 domain on the kinetics of IAPP
self-assembly. (A) Representative kinetics of amyloid formation monitored by ThT
fluorescence at a concentration of 12.5 and 25 pM. IAPP and its derivatives were
incubated in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, and fluorescence was measured every 10 min.
Data obtained from triplicate wells were averaged, corrected by subtracting the vehicle
control, and plotted as ThT fluorescence vs time (B) Parameters extracted from ThT
kinetics traces. Data represent mean + S.E.M. of a least 6 experiments performed in
triplicate and significant difference between IAPP, and analogs was established at (*) p
<0.05; (**) p <0.005; (***) p <0.0005.

Taking into account that the frequent displacements of the microplate within the
fluorimeter induce considerable agitation, which is known to promote amyloid
formation through primary (mass transport) and secondary (fibril fragmentation)
nucleation (Grigolato et al., 2017; Sebastiao et al., 2017), amyloid formation was
evaluated under fully quiescent conditions. IAPP and Ala-substituted analogs were
incubated at 50 pM in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4 in microcentrifuge tubes and the
aggregation mixtures were periodically evaluated by far-UV CD spectroscopy, ThT
and ANS fluorescence, and TEM. Under these conditions, unmodified IAPP shifted
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from a random coil (minimum around 200 nm) to a -sheet secondary conformation
(minimum at 218 nm) after 24 h of incubation, which was associated with an increase
of ThT and ANS fluorescence, and the formation of prototypical fibrils (Figure 2.3).
In sharp contrast, the L12A derivative remained mainly under a random coil structure
after a week of incubation, which was associated with an absence of a ThT-signal and
low ANS fluorescence. Surprisingly, long, and twisted fibrils were observed by TEM
after 48 h incubation (Figure 2.3D), indicating that the Leu—Ala substitution at
position 12 induces the formation of assemblies characterized with a poorly defined
cross-f quaternary organization. The N14A modification induced the appearance of
CD spectra characteristic of a helical-like conformation with two minima at 206 and
222 nm between 2 to 24 h incubation, which shifted towards [3-sheet after 48 h. TEM
analysis revealed a dense network of very thin fibrils after 48 h incubation, which was
associated with low ThT fluorescence and high ANS signal (Figure 2.3). Asnl4 is the
only H-bond donor/acceptor residue within the 12-17 domain, and removal of Asn
amide side chain could interfere with the protofilament interactions necessary for fibril
packaging. It was previously reported that the substitution of Asnl4 by Ala inhibits
IAPP self-assembly (Koo et al., 2008), although this earlier study was performed using
the N-truncated IAPP; ;; and under different experimental conditions. Replacement of
Phel5 by an alanine delayed the appearance of ThT and ANS-positive signal, and f3-
sheet-rich assemblies. In fact, no fibrillar aggregates could be observed by TEM after
48 h incubation, underlining the importance of this hydrophobic side chain in amyloid
formation. Nonetheless, after prolonged incubation time, i.e. 168 h, amyloid fibrils
could be observed by TEM for the F15A derivative (Figure 2.S3). The precise
contribution of Phel5 in IAPP amyloidogenesis remains somewhat ambiguous. While
the replacement of Phel5 by Ala, or Ser, accelerated the aggregation of the IAPP; 3,
fragment (Wiltzius et al., 2009), the FI5SA substitution within full-length TAPP
abrogated its self-assembly (Bakou et al., 2017), as observed herein, highlighting the

importance of conducting such studies with the entire peptide. Moreover, substituting
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Phel5 by the non-aromatic hydrophobic residue Leu, was shown to accelerate amyloid
formation of full-length IAPP under conditions closely related to those used in the
present study (Tu et Raleigh, 2013a), suggesting the importance of hydrophobicity
within this segment. As observed for unmodified IAPP, a random coil-to-f3-sheet
conformational conversion was observed after 24 h incubation for L16A derivative,
which was associated with a ThT-positive signal and the presence of fibrils. This result
is somewhat contradictory with a previous study showing that the L16A substitution
reduces substantially IAPP amyloid process, albeit this result was obtained in the
presence of 2% HFIP, which is known to markedly alter IAPP self-recognition (Bakou
et al.,2017). Finally, substituting Vall7 by Ala delayed the conformational transition
and led to the formation of short and poorly defined fibrils with low ThT and ANS
binding properties (Figure 2.3). Overall, as observed with the ThT-based kinetics
assay, the hydrophobic side chains of residues Leul2, Phel5 and Vall7 are important

for the formation of 3-sheet-rich fibrillar assemblies.
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Figure 2.3. Effect of Ala-substitution within the 12-17 segment of IAPP on amyloid
formation. (A-D) Peptides were incubated at 50 uM under quiescent conditions in 20
mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, and periodically analysed by (A) ThT fluorescence, (B)
ANS fluorescence, (C) CD spectroscopy, and (D) TEM. (D) Scale bar: 100 nm.
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2.5.3 Residue Side Chains of TAPP 12-17 Segment Modulate Lipid Membrane
Perturbation and Contribute to Cytotoxicity

Considering that the side chains of the 12-17 region are actively participating in [APP
amyloid formation, the impact of the X-to-Ala substitution on membrane perturbation
and cytotoxicity was investigated. Whereas multiple studies have indicated that
prefibrillar oligomers are the most toxic proteospecies of the amyloidogenic cascade
(Abedini et al., 2016; Raleigh et al., 2017), the underlying mechanisms are still the
matter of active debates. Among these cellular mechanisms, which include apoptosis,
oxidative stress, mitochondrial dysfunction and endoplasmic reticulum stress (Cadavez
et al.,2014; Gurlo et al.,2010; Li et al., 2009; Magzoub et Miranker, 2012; Park et al.,
2014), the perturbation of the plasma membrane remains one of the most studied
hypotheses of IAPP-mediated cell death (Brender et al., 2012). Perturbation of cell
membrane lipid bilayer by the oligomers, and/or the process of amyloid formation, has
been associated with pore-like formation and carpet-like mechanisms. The ability of
the Ala-substituted derivatives to induce leakage of lipid bilayer was evaluated using
synthetic anionic LUVs composed of DOPC and DOPG at molar ratio of 9:1
(DOPC:DOPG). This molar ratio between zwitterionic (DOPC) and anionic (DOPG)
lipids is within the range of what has been reported for the composition of the f3-
pancreatic cell membrane, which is composed between 2.5 to 13 mol % anionic lipids
(Sasahara, 2018). LUVs loaded with calcein were incubated in the presence of 25 uM
peptides and the fluorescence was measured every 10 min. For unmodified IAPP, an
increase of fluorescence associated with calcein release was observed after 5 h
incubation and a fluorescence of 17% of that obtained in presence of Triton X-100 was
reached after 10 h (Figure 2.4A,2.4B). Interestingly, successive substitution of Asn14,
Phel5 and Vall7 by Ala increased the capacity of IAPP to perturb anionic LUVs, with
maximum fluorescence respectively reaching 50%, 55% and 34% (Figure 2.4A,2.4B).
The analogs L12A and L16A showed a similar capacity to cause calcein release from

anionic LUVs, albeit the L16A substitution accelerated lipid bilayer damage. These
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observations indicate that although the sequential replacement of residues Leul?2,

Phel5 and Vall7 by Ala delays IAPP amyloid aggregation in homogeneous aqueous

solution, these substitutions did not reduce the capacity of the peptide to permeabilize

anionic LUVs.
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Figure 2.4. Lipid vesicle perturbation and cytotoxicity of Ala-substituted derivatives.
(A) Kinetics of lipid membrane perturbation. 500 pM of calcein-loaded LUVs
(DOPC:DOPG; 9:1) were exposed to 25 uM peptides in 20 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, pH 7.4, and fluorescence was measured every 10 min. (B) Maximum membrane
perturbation of at least four assays (with different peptide lots). Data are expressed as
the mean + S.D. (C) INS-1E cells were treated with freshly dissolved peptides for 24 h
and metabolic activity was measured by means of resazurin reduction. Data of at least
five assays were averaged and expressed as the mean + S.D. (D) Representative
fluorescence microscopy images showing the distribution of live (green) and dead (red)
INS-1E cells after treatment with 25 uM peptides for 24h. Scale bar: 50 um. (B, C)
Statistically significant difference (between IAPP and analogs) was established at (*) p
<0.05; (**) p <0.005; (***) p < 0.0005.
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As LUVs do not recapitulate the complexity of cell plasma membrane (Quittot et al.,
2021; Zhang et al., 2017b), and that numerous mechanisms are implicated in IAPP
cytotoxicity, we evaluated the capacity of Ala-substituted analogs to affect the viability
of the pancreatic-derived cell line INS-1E. Cells were treated with freshly dissolved
peptides, perhaps monomeric, and incubated for 24 h before measuring viability with
resazurin reduction. IAPP induced a concentration-dependent decrease of metabolic
activity, with less than 10% of viability observed at 50 uM (Figure 2.4C). While the
L16A derivative showed a comparable cytotoxicity to the unmodified peptide,
successive replacement of Leul2, Asnl4, Phel5 and Vall7 reduced IAPP toxicity.
Particularly, the amide side chain of Asn-14 appears to play a key role, with 50% of
cellular viability measured at 50 uM. Results obtained with resazurin reduction, which
is mainly associated with mitochondrial oxidoreductase activity (Magnani et Bettini,
2000), were validated using the LIVE-DEAD viability assay. As observed by
fluorescence microscopy, 24 h treatment with 25 pM freshly solubilized IAPP induced
a sharp increase in the number of red cells and a decrease of green cells (Figure 2.4D).
The green fluorescence of calcein-AM is associated with intracellular esterase activity,
while the red fluorescence of ethidium homodimer-III is linked to the loss of plasma
membrane integrity. Concurring with the resazurin-based assay, the L12A, N14A,
F15A and V17A analogs exhibited a decreased toxicity compared to unmodified [APP,
while the L16A peptide caused similar extent of cell death. These results indicate that
side chains of the 12-17 domain are implicated in IAPP-mediated cytotoxicity towards
pancreatic B-cells, with Leul6 playing a limited role. No correlation between the
capacity of the peptides to permeabilize anionic LUVs with their toxicity was observed,

highlighting that IAPP-mediated cell death is multifaceted.
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2.5.4 Destabilizing the Local Conformation by Pro Incorporation Modulates IAPP
Self-Assembly

Different structural models have been proposed regarding the intermediates populating
the lag phase and/or initiating amyloid formation, including the B-hairpin model
(Dupuis et al., 2011b), the parallel B-sheet model (Buchanan et al., 2013; Maj et al.,
2018), and the helical intermediate model (Abedini et Raleigh, 2009b; Hebda et
Miranker, 2009). The latter advocates that IAPP self-recognition is thermodynamically
linked with secondary helical transition within the 5-20 segment, as observed in coiled-
coil motif formation, ultimately aligning the C-terminal region and triggering the
formation of intermolecular P-sheets (Wiltzius et al., 2009). Moreover, molecular
dynamics simulations revealed that IAPP oligomerization is promoted by helix-helix
dimer association involving hydrophobic side chains of the 12-17 region (Laghaei et
al., 2011). Accordingly, the potential roles of helical intermediates in IAPP amyloid
formation were probed by incorporating residues within the core of the 12-17 segment,
i.e. at positions 13 to 16, to modulate the local secondary conformational ensemble
and/or backbone flexibility, such as Pro, Gly and Aib. First, residues Alal3 to Leul6
were successively substituted by Pro, which is well known to destabilize helical folding
(Li et al., 1996) and to inhibit amyloid formation (Moriarty et Raleigh, 1999) owing to
its pyrrolidine ring and conformational rigidity. Titration with TFE, a helical-inducing
solvent, evaluated by far-UV CD spectroscopy confirmed that consecutive proline
incorporation destabilizes IAPP helical folding (Figure 2.5A, 2.5B). Next, Pro-
substituted peptides were incubated at 50 uM under fully quiescent conditions and the
mixtures were periodically evaluated for amyloid formation. Interestingly, substitution
of Alal3 by Pro accelerated amyloid formation, as observed with the random coil—3-
sheet transition detected after 4 h and with the ThT and ANS positive signal arising
after 6 h incubation (Figure 2.5C, 2.5D, 2.5E). Prototypical fibrils were observed by
TEM, albeit some amorphous aggregates were also detected (Figure 2.5F). In

comparison to their Ala-substituted counterpart, incorporation of Pro at position Asn14
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and Phel5 accelerated IAPP conformational transition. For instance, N14P showed a
[-sheet CD signal associated with ThT and ANS fluorescence after 24 h incubation
(Figure 2.5), whereas N14A needed 48 h to perform this conformational transition
(Figure 2.3). In fact, AFM images revealed a dense network of fibrils for the N14P
peptide after 24 h incubation, while only poorly defined fibrils were observed for the
analog N14A (Figure 2.54). Similarly, F15P derivative formed typical fibrils after 96
h incubation, whereas only small aggregates were observed for the FISA analog
(Figure 2.S5), in agreement with ThT and ANS fluorescence and CD analysis (Figure
2.5). These findings regarding analogs A13P, N14P and F15P are intriguing since the
incorporation of a Pro residue constitutes a well-known strategy to inhibit amyloid
aggregation (Abedini et al., 2007; Abedini et Raleigh, 2006; Kraus, 2016; Ridgway et
al.,2020). In sharp contrast, substitution of Leul6 by Pro completely inhibited amyloid
formation, as noticed with the absence of a ThT and ANS signal and the random coil
conformation observed after 7 days incubation. The inhibitory effect of the L16P
substitution is not associated with the absence of the hydrophobic alkane side chain, as
L16A showed similar self-assembly propensity to IAPP (Figure 2.3), indicating that
the conformational rigidity imposed by the pyrrolidine loop is likely the cause. This
result concurs with a previous study showing that the H18P substitution into full-length
IAPP prevents amyloid formation (Akter et al., 2018). Overall, destabilizing the o-
helix by successively incorporating a Pro residue at positions Alal3 to Phel5
accelerates, in comparison to Ala-modified counterparts, the process of self-assembly,
whereas the opposite effect was observed at position Leul6. Thus, the effect of X-to-
Pro substitution on IAPP self-assembly is site-specific, precluding extrapolation on the
hypothesis that a-helical intermediates are on- or off-pathway to amyloid formation

(De Carufel et al., 2015).
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Figure 2.5. Effects of Pro substitution within the 13-16 segment of IAPP on amyloid
self-assembly. (A) Far-UV CD spectra of peptides in Tris-HCI 20 mM in presence, or
absence, of 30% TFE. (B) Effect of TFE on peptide ellipticity measured at 222 nm. (C-
E) Peptides were incubated under quiescent conditions in 20 mM Tris-HCI buffer, pH
7.4, at a concentration of 50 pM before being diluted at 25 uM for (C) ThT fluorescence,
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(D) ANS fluorescence and (E) CD analysis. (F) TEM images obtained after for 48 h
incubation. Scale bar: 100 nm.

2.5.5 Glycine Substitution within the 13-16 Segment Site-Specifically Affects IAPP
Self-Assembly

Glycine residue, bearing a single hydrogen atom as side chain, was successively
introduced into the core of the 12-17 domain to further probe the effect of helical
conformation destabilization on amyloid formation. In contrast to Pro, which increases
local conformational rigidity, Gly augments peptide backbone flexibility (Nick Pace et
Martin Scholtz, 1998). As revealed by TFE titration, consecutive incorporation of Gly
at positions Asnl14, Phel5 and Leul6 destabilize the propensity of IAPP to adopt an a-
helix, whereas the A13G analog showed similar propensity to helical folding to the
unmodified peptide (Figure 2.6A, 2.6B). These observations concur with the fact that
glycine can act as a «helix breaker» or a «helix inductor», depending on the external
environment and the local sequence (Li et Deber, 1992). Monomerized Gly-substituted
derivatives were solubilized in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, and incubated at room
temperature without agitation at a concentration of 50 pM. CD spectroscopy revealed
that the A13G analog was subjected to a conformational transition within 6 h
incubation, which was associated with an increase of ThT and ANS fluorescence
(Figure 2.6), suggesting that the substitution of Alal3 by a Gly accelerates IAPP
amyloid self-assembly. TEM images of A13G confirmed the presence of fibrillar
aggregates (Figure 2.6F). Substitution of Asn14 by Gly delayed the random coil-to-f3-
sheet shift and the increase of ThT and ANS fluorescence, in comparison to both the
unmodified and N14A IAPP. Moreover, N14G fibrils obtained after 48 h incubation
were short, less defined, and twisted (Figure 2.6F) compared to the Ala-substituted
counterpart. Incorporation of a Gly at positions Phel5 and Leul6 slow down IAPP
amyloid formation, as observed by CD spectroscopy, ThT and ANS fluorescence and

TEM imaging (Figure 2.6). Oligomer-like structures were observed by TEM after 48
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h incubation of the L16G derivative, whereas no aggregates could be detected for F15G
after 48 h. Nonetheless, amyloid fibrils were observed by TEM after 7 days incubation
(Figure 2.S7). These observations highlight inequivalence in site-specific Gly
substitution, as the Asian mutation S20G is known to enhance amyloid formation (Cao
etal.,2012; Sakagashira et al.,2000). Overall, increasing the peptide backbone flexibly
within the 13-16 segment promotes self-assembly when Gly is introduced at position
Alal3, while it inhibits amyloid formation when Gly is successively incorporated at

positions 15 and 16.
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Figure 2.6. Effects of Gly substitution within the 13-16 segment on IAPP amyloid self-
assembly. (A) Far-UV CD spectra of IAPP and Gly-substituted analogs in Tris-HCI 20
mM in presence, or absence, of 30% TFE. (B) Effect of TFE on the mean residue
ellipticity measured at 222 nm. (C-E) Peptides were incubated under quiescent
conditions in 20 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, at a concentration of 50 uM before (C)
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ThT fluorescence, (D) ANS fluorescence and (E) CD analysis. (F) TEM images obtained
after for 48 h incubation. Scale bar: 100 nm.

2.5.6 Successive Incorporation of c-Methylalanine at Positions Phel5 and Leul6
Inhibits IAPP Amyloid Formation

The aminoisobutyric acid (Aib), which corresponds to an additional methyl group on
the a-carbon of alanine (c.-methylalanine) was successively introduced within the 13-
16 segment to affect the local secondary conformation. Aib is known to promote helical
folding through the Thorpe-Ingold effect (Karle, 2001; Toniolo et al.,2001). However,
no clear effect on the secondary structure of IAPP in aqueous buffer could be observed
upon Aib substitution (Figure 2.7A) and Aib-based analogs displayed similar TFE
titration curve (Figure 2.7B). Interestingly, o-methylation of Alal3 led to the
formation of well-defined ThT-positive fibrils upon 48 h incubation, which were
associated with a CD spectrum characterized by a mixture of a-helix and p-sheet
(Figure 2.7). This CD spectrum evolved into a typical B-sheet-rich CD signal after 7
days (Figure 2.7E). In contrast, replacement of Asnl4 by an Aib delayed dramatically
amyloid formation, with the quasi absence of ThT signal, the appearance of a [3-sheet
CD signal after 72 h and no visible fibrils observable by TEM. Considering that the
N14A analog readily assembled into fibrillar aggregates (Figure 2.3), the low
amyloidogenicity of the N14Aib derivative is not associated with the removal of the
amide side chain, but likely resides in the steric hindrance on the backbone caused by
the a-methylation. The F15Aib analog remained in a random coil conformation after 7
days, with low ThT fluorescence, indicative of a complete inhibition of fibrillization,
as confirmed by TEM (Figure 2.7, Figure 2.S8). Similarly, substitution of Leul6 by
an Aib severely delayed the conformational transition, with the presence of a CD signal
with two minima at 208 and 222 nm after 7 days incubation. Interestingly, this
emergence of a helical CD spectrum correlates with an increase of ThT and ANS

fluorescence. Small dot-like nanostructures, closely related to oligomers, were
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observed for L16Aib by TEM after 48 h incubation. Considering that the L16A peptide
readily forms amyloid fibrils (Figure 2.3), these results indicate that the decrease of
amyloidogenicity caused by the Leu-to-Aib replacement is not merely associated with
the loss of the hydrophobic alkane chain. Overall, backbone a-methylation reveals that
position 13 tolerates the imposed steric hindrance, whereas incorporation of Aib at
positions 15 and 16 inhibits amyloid formation. This observation suggests that the site-
specific incorporation of Aib could be a strategy to inhibit amyloid aggregation of IAPP
peptide drugs.
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Figure 2.7. Effects of backbone c-methylation within the 13-16 segment on IAPP
amyloid self-assembly. (A) Far-UV CD spectra of peptides in Tris-HCI 20 mM in
presence, or absence, of 30% TFE. (B) Effect of TFE on the mean residue ellipticity
measured at 222 nm. (C-E) Peptides were incubated under quiescent conditions in 20
mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, at a concentration of 50 uM before being diluted at 25 uM
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for (C) ThT fluorescence, (D) ANS fluorescence and (E) CD analysis. (F) TEM images
obtained after for 48 h incubation. Scale bar: 100 nm.

2.5.7. Modulating the Conformation of the Alal3-Leul6 Segment Alters IAPP
Cytotoxicity
After observing that residues modulating the local secondary structure and/or the
backbone conformational flexibility influence IAPP amyloidogenicity, the impact of
these substitutions on cytotoxicity was evaluated. Pancreatic INS-1E cells were treated
with freshly solubilized peptides and incubated for 24 h before measurement of
metabolic activity by resazurin reduction. Whereas substitution of Alal3 by Pro
increased the cytotoxicity of IAPP at 12.5 and 25 uM, the L16P derivative was found
to be less cytotoxic than unmodified IAPP, particularly at 25 and 50 uM (Figure 2.8A).
N14P and F15P showed similar concentration-dependent toxicity to unmodified IAPP.
As observed for A13P, A13G showed a higher cytotoxicity compared to unmodified
IAPP (Figure 2.8B), suggesting that the destabilization of a-helix conformation within
this segment promotes the formation of toxic intermediates. Oppositely, consecutive
incorporation of a Gly at positions Asn14, Phel5 and Leul6 significantly reduced IAPP
cytotoxicity. Particularly, the N14G peptide was poorly toxic for pancreatic cells, even
at 50 uM, although this analog was prone to amyloid aggregation (Figure 2.6). This
observation indicates that not all oligomers are cytotoxic, as shown with rIAPP
(Abedini et al., 2016), and that specific quaternary structural motifs modulate toxicity
(Godin et al., 2019). Effect of Aib substitution on toxicity was site-specific, with
Alal3Aib derivative showing similar toxicity to the unmodified IAPP and analogs
N14Aib, F15Aib and L16Aib being poorly cytotoxic (Figure 2.8C). Notably, F15Aib
and L16Aib analogs, which were incompetent to assemble into amyloid aggregates
(Figure 2.7), were not toxic at the highest concentration, indicative of some correlation
between amyloidogenicity and toxicity. Considering the toxicity of IAPP and Ala-
modified analogs (Figure 2.4), these results indicate that the cytotoxic effect tolerates

alterations of backbone flexibility at position 13, whereas destabilization of local
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secondary structure and/or modulation of backbone conformational restriction at

position Leul6 impedes the formation of toxic proteospecies.
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Figure 2.8. Cytotoxicity of Pro, Gly and Aib substituted IAPP. (A,B,C) INS-1E cells
were treated with increasing of concentration of freshly dissolved peptides for 24h. Cell
viability was measured using the resazurin reduction assay and compared with cells
treated with vehicle. Data of at least five assays were averaged and expressed as the
mean + S.D. Results were analyzed using Student’s t test, and statistically significant
difference between IAPP and analogs was established at: (*) p < 0.05; (**) p < 0.005;
(***) p< 0.0005.

2.6  Conclusions

Overall, the present investigation underlines the importance of IAPP 12-17 central
region for amyloid aggregation and associated cell toxicity, a segment which has been
historically unrecognized in comparison to the 20-29 domain. Ala scanning revealed
that the hydrophobic side chains of Leul2, Phel5 and Vall7 are particularly important
to drive the self-assembly process. While the amide side chain of Asnl4 is not critical
form IAPP amyloidogenicity, it is contributing to the cytotoxic potential of the peptide.
Interestingly, the destabilization of the a-helix secondary structure by Pro substitution
hastened amyloid formation when the pyrrolidine ring was introduced at positions
Alal3, Asnl4 and Phel5, in comparison to their respective Ala-substituted
counterparts, suggesting that the a-helix do not constitute an obligatory on-pathway
quaternary intermediate. In sharp contrast, modulating the peptide backbone flexibility

at position Leul6 inhibited IAPP amyloid formation and reduced its cytotoxicity, while
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the Leul6 isobutyl chain is not critical for self-assembly and B-cell toxicity. In fact,
incorporation of a methyl group on the a-carbon of Phel5 and Leul6, i.e. F15Aib and
L16Aib, abrogated IAPP fibrillization and toxicity, suggesting that Aib incorporation
constitutes a promising strategy to convert IAPP from highly aggregation prone
peptides to a non-amyloidogenic peptide. It will now be interesting to evaluate if the
F15Aib and L16Aib derivatives can activate the AMY receptors and to test their ability

to inhibit amyloid formation of unmodified IAPP.
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2.7  Supporting information

Table 2.S1. Mass spectrometry analysis of peptides

Peptide Theorical molecular Experimental
weight* molecular weight

IAPP 3903.28 3904 .2
IAPP,;; 674.83 674.41
L12A 3861.20 3860.82
N14A 3860.26 3859.88
F15A 3827.19 3826.84
L16A 3861.20 3860.82
V17A 3875.23 3875.25
A13P 3929.32 3928.95
N14P 3886.29 3885.88
F15P 3853.22 3852.88
L16P 3887.24 3886.84
A13G 3889.26 3888.85
N14G 3846.23 3845.88
F15G 3813.16 3812.82
L16G 3847.18 3844.79
A13Aib 3917.40 3916.88
N14Aib 3874.28 3873.90
F15Aib 3841.21 3840.85
L16Aib 3875.23 3874.84

*Theorical molecular weight were obtained with the peptide property calculator
(INNOVAGEN, https://pepcalc.com/). Peptides are amidated at their C-terminus and
cysteines 2 and 7 form a disulfide bond.
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Figure 2.S1. ThT and ANS fluorescence of IAPP2.17. At the indicating incubation time,
IAPP».17 was diluted to 25 uM in presence of 40 uM ThT, or 25 uM ANS. (A) ThT
emission scan after excitation at 440 nm. (B) ANS emission scan after excitation at 355
nm.
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Figure 2.52. In silico analysis of alanine substitution within the 12-17 domain. Analysis
was performed with AGGRESCAN, Camsol and TANGO. Predictions were carried out
at pH 7.4 and for C-amidated, if possible.
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Figure 2.S3. TEM image of F15A TAPP after 168h incubation. Peptide was dissolved at
50 uM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 and incubated at room temperature without agitation
for 168 h before TEM analysis. Scale bar: 100 nm.
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Figure 2.54. Effect of substitutions at position Asnl4 on amyloid formation. Peptides
were dissolved at 50 pM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 and incubated at room temperature
without agitation for 24 h. Analogs were diluted in 1% acetic acid before being applied
application on freshly cleaved micas. Scale bar: 2 um.
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Figure 2.S5. Effect of substitutions at position Phel5 on amyloid formation. Peptides
were dissolved at 50 pM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 and incubated at room temperature
without agitation for 96 h. Analogs were diluted in 1% acetic acid before being applied
on freshly cleaved micas. Scale bar: 2 um.
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Figure 2.S6. TEM image of F15P IAPP after 168h incubation. Peptide was dissolved at
50 uM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 and incubated at room temperature without agitation
for 168 h before TEM analysis. Scale bar: 100 nm.
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 F15G IAPP 168h

Figure 2.S7. TEM image of F15G IAPP after 168h incubation. Peptide was dissolved at
50 uM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 and incubated at room temperature without agitation
for 168 h before TEM analysis. Scale bar: 100 nm.
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Figure 2.S8. TEM image of F15Aib IAPP after 168h incubation. Peptide was dissolved
at 50 uM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 and incubated at room temperature without agitation
for 168 h before TEM analysis. Scale bar: 100 nm.
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CHAPITRE IIT

DISCUSSION

L’TAPP s’auto-assemble en fibres amyloides selon un processus de polymérisation
nucléée comportant trois phases distinctes: (i) la nucléation, (if) 1’élongation et (iii) la
saturation (Abedini et al., 2016). Il s’agit d’un processus complexe faisant intervenir
plusieurs domaines et résidus clés, en plus de multiples facteurs extrinseéques. Depuis
1988, de nombreuses études ont été réalisées sur la contribution mécanistique du
domaine Ser20-Ser29 pour le processus d’auto-reconnaissance moléculaire (Azriel et
Gazit, 2001; Buchanan et al., 2013; Glenner et al., 1988; Goldsbury et al., 2000;
Kapurniotu, 2001; Wang et al., 2014; Westermark et al., 1990). Cela dit, il est fort
probable que d’autres régions soient impliquées, tels les domaines Ala8-Ser20
(Jaikaran et al., 2001), Leul2-Vall7, Asn22-Leu27 et Asn31-Tyr37 (Kajava et al.,
2005). La région Leul2-Vall7 a été le sujet de trés peu d’études (Kajava et al., 2005;
Scrocchi et al., 2003). En 2003, I’é¢tude réalisée par Scrocchi et ses collaborateurs a
révélé la capacité d’auto-assemblage amyloide du fragment 2LANFLV!” de I'TAPP.
Les auteurs ont aussi observé que ce fragment était en mesure d’agir comme seeds, des
particules amyloides préformées qui peuvent agir comme élément accélérateur de
I’amyloidogénése du peptide complet (Scrocchi et al., 2003). Néanmoins, il est
important de noter que la majorité¢ des études de la contribution mécanistique des
différents domaines ont ét¢ réalisées a 1’aide de fragments de I’'TAPP ou encore des
dérivés de ’APPg.37. Ainsi, il importe de réaliser une étude relation structure/auto-
assemblage de la contribution du domaine Leul2-Vall7 sur [’auto-assemblage
amyloide de I'IAPP afin de mieux définir les éléments dictant les mécanismes

d’oligomérisation et de cytotoxicité.
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3.1 Capacité du fragment LANFVL a former des fibres amyloides

Etant donné I’intérét envers le domaine Ser20-Ser29 dans les études mécanistiques, la
présente étude s’est plutdt penchée sur le domaine Leul2-Vall7. La capacité du court
peptide LANFVL, ayant une extrémité C-terminale amidée, a s’assembler en fibres
amyloides a été initialement évaluée. Du fait que le court peptide affiche une tres faible
solubilité, ce dernier a d’abord été solubilisé dans un solvant organique (HFIP ou
DMSO), avant d’étre dilué a une concentration finale de solvant de 3% (vol / vol). Via
I’analyse spectroscopique en UV-lointain par dichroisme circulaire (figure 2.1C), il a
¢été possible d’observer I’apparition d’une structure secondaire riche en feuillets-3 apres
7 jours d’incubation du fragment, suggérant 1’assemblage de ce dernier. Les images de
microscopie électronique des deux mélanges réactionnels ont confirmé la capacité du
peptide LANFLYV a former des agrégats fibrillaires (figure 2.1D, E). Toutefois, aucune
augmentation de la fluorescence des sondes ThT et ANS n’a été observée (figure 2.S1).
Cette incapacité du peptide a engendrer une réponse de la ThT résulte possiblement
d’un ou d’une combinaison des éléments suivants :

(i) Passemblage en fibres du fragment LANFLYV ne se compose pas d’un empilage de
5 brins-f consécutif; cet empilage consécutif de 5 brins-f correspond au site minimal
de liaison de la thioflavine T (Biancalana et Koide, 2010).

(if) le peptide LANFLV comporte un seul résidu aromatique. Or, la présence d’une
seule phénylalanine n’est peut-étre pas suffisante pour générer un empilage n-m ou
encore une surface hydrophobe assez grande pour la liaison de la ThT en comparaison
avec I’TAPP de pleine longueur (Biancalana et Koide, 2010).

Ces ¢léments constituent une piste de réflexion, néanmoins d’autres mécanismes
inconnus sont possiblement derriére 1’inaptitude du court peptide a engendrer une

augmentation de la fluorescence de la ThT.

Une comparaison avec la littérature a difficilement pu étre réalisée. L’étude de Scrocchi

(2003) a propos du fragment LANFLV n’a donné que trés peu d’information sur les
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conditions expérimentales, rendant sa reproduction quasiment impossible, outre
I’utilisation d’un tampon acétate 20 mM pH 6.5. Malgré tout, les fibres LANFLV
obtenues dans la présente étude affichent une certaine similarité morphologique a celles
de Scrocchi, particuliérement en présence du solvant organique HFIP: un réseau de
courts batonnets alignés de maniére latérale a été obtenu (figure 2.1D) (Scrocchi ef al.,
2003). En 2020, une autre étude a évalué la capacité d’auto-assemblage d’un fragment
parent de I’TAPP: le court peptide ANFLV correspond aux positions 13 a 17. Ce dernier
n’a pas ¢ét¢ en mesure de former des fibres amyloides dans les conditions
expérimentales de 1’étude (Rozniakowski et al., 2020). De méme, cette incapacité
d’auto-assemblage de ce fragment souligne I’important réle du résidu Leul2 a
I’obtention d’agrégats fibrillaires. La divergence de capacité de I’auto-assemblage des
différents fragments LANFLV et ANFLV des différentes études est certainement
associée au fait que 1’auto-assemblage amyloide est trés sensible aux conditions
expérimentales. En effet, ce processus est sensible aux forces ioniques, a la
température, au pH, a la concentration du peptide (Khemtémourian et al., 2011; Marek
et al.,2012), et a la présence de solvants organiques tels le DMSO et I’'HFIP, reconnus
pour promouvoir 1’auto-assemblage amyloide (Nichols et al, 2005; Padrick et

Miranker, 2002).

La présente étude comporte aussi certaines limitations. D’une part, les conditions
expérimentales sont peu représentatives des conditions physiologiques. L’utilisation de
solvant organique, 1’agitation constante et la forte concentration de I’essai éloignent
toute reproductibilit¢ adéquate in vivo chez les organismes. D’autre part, la
cytocompatibilité des fibres LANFLV n’a pas été évaluée in vitro. Bien que les especes
fibrillaires ne semblent pas étre responsables a priori d’une perte de la viabilité
cellulaire in vitro, ce ne sont pas tous les oligomeéres de I’TAPP qui sont toxiques
(Abedini et al., 2016), et le contraire peut étre vrai concernant les fibres matures,
comme démontré par les analogues N21F et N21Q une fois assemblés (Godin et al.,

2019; Nguyen et al., 2021).
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3.2 La substitution successive des résidus du domaine Leul2-Vall7 par une alanine
révele le role crucial des chaines latérales hydrophobes au sein du processus
d’auto-assemblage de I'APP

La substitution successive par une alanine des résidus aux positions Leul2 a Vall7,
sauf en position Alal3, a été réalisée afin de mesurer la contribution de chaque chaine
latérale sur le processus d’auto-assemblage amyloide au sein du peptide complet.
L’impact de la substitution successive d’une alanine en position Leul2 a Vall7 a été
¢valu¢ par une combinaison d’approches biophysiques. L’ensemble des résultats
obtenus révele que les résidus ayant une hydrophobicité élevée, soit les résidus Leul2,
Phel5 et Vall7, jouent un role critique dans 1’auto-assemblage de ’LAPP. Les résultats
obtenus a partir des cinétiques en microplaque (figure 2.2) indiquent une contribution
cruciale des résidus Leul2, Phel5 et Vall7 pour les phases de nucléation et
d’élongation; le temps de latence obtenu ¢tait particulicrement allongé chez ses
analogues. Il importe de noter une réduction significative de D’intensit¢ de la
fluorescence de la ThT chez tous ses analogues, et ce peu importe la nature de 1’acide
aminé substitué¢ (figure 2.2C). Cette diminution de fluorescence de la sonde est
possiblement causée par une réduction de 1’affinité de la ThT (Biancalana et Koide,
2010) ou encore du nombre de fibres (Xue et al, 2017). Grace aux essais sous
conditions entiérement quiescentes, il a été possible d’approfondir I’importance des
résidus hydrophobes Leul2, Phel5 et Vall7 au sein de processus. En effet, ces résidus
jouent un réle primordial pour la nucléation primaire; les analogues L12A, F15A et
VI17A ont affiché une transition conformationnelle de la forme aléatoire vers une
structure secondaire en feuillets-p retardée (figure 2.3). Cet essai en « tube » a permis
d’enlever les composantes de 1’agitation transitoire associée aux essais en microplaque
(Sebastiao et al., 2017) reconnus pour induire le transport de masse et la fragmentation,
accélérant ainsi I’auto-assemblage en favorisant la nucléation primaire et secondaire

(Godin et al., 2019; Grigolato et al., 2017).
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A la lumiére des analyses biophysiques, les analogues L12A et N14A ressortent tout
de méme du lot. L’analyse spectroscopique de dichroisme circulaire en UV lointain
révele que ’analogue L12A emprunte possiblement une voie alternative du processus
d’auto-assemblage amyloide. En outre, L12A IAPP engendre une faible augmentation
de I'intensité de la fluorescence des sondes ThT et ANS sur une période de 7 jours
(figure 2.3A,B). Le dérivé L12A demeure principalement sous sa conformation native
aléatoire (figure 2.3C). Néanmoins, des agrégats fibrillaires prototypiques, quoique
plus torsadés que le peptide sauvage, ont été observés en microscopie électronique pour
le peptide L12A (figure 2.3D); les fibres L12A résultantes affichent une morphologie
différente des fibres amyloides classiques de I'IAPP. Somme toute, les résultats
obtenus suggerent collectivement que 1’analogue L12A emprunte une voie alternative
du processus. Du coté de ’analogue N14A, celui-ci semble passer par un intermédiaire
transitoire différent de la voie de I’assemblage amyloide. En effet, les spectres de
dichroisme circulaire de N14A affichent un signal caractéristique d’une structure
hélicoidale de 4h a 24h d’incubation (figure 2.3C). A 48h d’incubation, un signal
caractéristique d’une structure secondaire riche en feuillets-p a été observé. La
fluorescence de la ThT demeure assez basse durant toute la durée de 1’expérience, alors
que celle de I’ANS augmente drastiquement dés 2h d’incubation. Ces résultats
suggerent un faible ralentissement du processus, néanmoins un vaste réseau constitué
de fibres minces a été observé en microscopie électronique chez 1’analogue N14A. 11
est plausible que I’analogue N14A emprunte une voie alternative du processus d’auto-
assemblage, sur laquelle 1’hélice-a constitue un intermédiaire transitoire, expliquant le
faible ralentissement obtenu ainsi que la forte affinité a la sonde ANS. En somme, les
chaines latérales du domaine Leul2-Vall7 sont fortement impliquées dans le processus
d’auto-assemblage amyloide de I’IAPP, particuliere celles affichant une forte

hydrophobicité.
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3.3 L’incorporation successive de résidus modifiant localement le squelette
peptidique aux positions Alal3-Leul6 module I’auto-assemblage de I'TAPP

En raison du manque de caractérisation des especes transitoires oligomériques
associées a la dégénérescence pancréatique, il importe d’approfondir les connaissances
sur les intermédiaires transitoires via des études relation/structure pour mieux €élucider
les mécanismes d’oligomérisation. Plusieurs modeles ont été proposé€s quant aux
intermédiaires transitoires présents lors de la phase de nucléation, tel le modele des
intermédiaires hélicoidaux. Brievement, ce modéle stipule que 1’association de I’TAPP
en dimere est thermodynamiquement dépendante de la formation de I’hélice-a entre les
résidus Ala5 et Asn22 (Abedini et Raleigh, 2009a; Hebda et Miranker, 2009), pour
pouvoir engendrer ultimement la continuité du processus d’auto-assemblage amyloide.
Les simulations de dynamiques moléculaires réalisées par 1’équipe de Laghaei ont
d’ailleurs révélé la forte contribution des résidus Leul2 a Vall7 a I’obtention de
I’hélice-a (Laghaei et al., 2011), faisant de cette région la cible parfaite pour une étude
relation structure/auto-assemblage. Une seconde série d’analogues de I’IAPP a donc
été¢ préparée via une incorporation de résidus modifiant localement le squelette

peptidique aux positions Alal3 a Leul6.

Premiérement, I’incorporation du résidu Pro en position Alal3-Leul6 a été effectuée
dans le but de déstabiliser le repliement hélicoidal de I'TAPP et d’apprécier son
implication dans I’auto-assemblage et la cytotoxicité de I'TAPP (Li et al., 1996;
Williams et Deber, 1991). Le résidu Pro entrainerait une réduction de la flexibilité¢ du
squelette peptidique (Jiang et al., 2009), étant donné sa structure cyclique et sa capacité
a former des ponts H au sein de structures non périodiques (Godin ef al., 2019; Smith
et al., 1980). Successivement incorporé aux positions Alal3-Leul6, le résidu Pro a
fortement déstabilisé la capacité de I’'lAPP a adopter une conformation en hélice-a, tel
que présenté par les courbes de titrations TFE (figure 2.5 A,B). En outre,

I’incorporation de Pro vient moduler le repliement hélicoidal de I'TAPP en présence
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d’une surface fortement inductrice d’hélice-a, les LUVs 30% anioniques
(DOPC:DOPG; 7:3) (figure 3.1). L’incorporation de Pro aux positions Alal3 et Phel5
déstabilise fortement le peptide, ce dernier se retrouvant sous une structure secondaire
de feuillets-p. Il est aussi possible que la présence de la surface membranaire des
liposomes 30% anioniques accélére de manicre trés prononcée 1’auto-assemblage des
analogues A13P et F15P (Knight et Miranker, 2004; Zhang et al., 2017a). Cette
réduction de stabilité hélicoidale est moins affectée aux positions Asnl4 et Leul6, ces
analogues demeurant sous la conformation native du peptide. L’impact de
I’incorporation de Pro dans la région Alal3-Leul6 sur le processus d’auto-assemblage
de I'TAPP est dépendant de la position dans la séquence primaire. En effet,
lorsqu’incorporée aux positions Alal3 a Phel5, la Pro accélére I’auto-assemblage
amyloide en comparaison au peptide non modifié, ou aux analogues Ala. Cette
accélération s’accompagne notamment d’une transition conformationnelle de la forme
aléatoire a une structure secondaire en feuillets- (figure 2.5E), d’une accélération d’un
signal positif a la ThT (figure 2.5D), et de la formation de matériel fibrillaire plus dense
(figure 2.5F; figure 2.S4, figure 2.S5). En revanche, lorsqu’introduit en position Leul®,

la Pro génére une inhibition compléte de la fibrillisation.
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Figure 3.1. Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues Pro par
une surface inductrice. Spectres de dichroisme circulaire en UV lointains de I’'IAPP et

des analogues Pro a 25 pM en présence de 500 uM des LUVs 30% anioniques
(DOPC:DOPG; 7:3).
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Deuxiémement, D’introduction d’un résidu Gly a été réalisée afin d’évaluer
I’augmentation de la flexibilité du squelette peptidique sur 1’agrégation. Cet acide
aminé affiche également une forte capacité de déstabilisation du repliement hélicoidal
(Liet Deber, 1992; Nick Pace et Martin Scholtz, 1998). La déstabilisation de la capacité
de repliement hélicoidal chez I’TAPP générée par Gly est beaucoup moins importante
que celle obtenue avec Pro, tel que démontré par les courbes de titration TFE (figure
2.6 A,B). D’ailleurs, cette incorporation en position Alal3 cause une déstabilisation
partielle. Par exemple, le dérivé A13G, en comparaison avec le peptide sauvage,
présente une déstabilisation en présence d’une faible concentration en TFE et une
stabilisation de 1’hélice a plus de 20% de TFE. En présence d’une surface inductrice
du repliement, I’analogue A13G perd partiellement sa capacité a adopter une hélice-a,
étant donné qu’il conserve sa forme aléatoire et ne forme pas directement une structure
en feuillets-f comme A13P (figure 3.2). Cette distinction d’effets de Gly est
dépendante de milieu environnant dans lequel le peptide se retrouve (Li et Deber, 1992;
Nick Pace et Martin Scholtz, 1998). A faible concentration de TFE, Gly agit comme
un déstabilisateur, étant donné que le retrait de la chaine latérale réduit la capacité
intrinséque du peptide a former une hélice-o.. A forte concentration de TFE ou dans un
environnement mimant une membrane plasmique, Gly aide a stabiliser le repliement
hélicoidal (Li et Deber, 1992). Ainsi, en position Alal3, la dualité d’impact semble étre
beaucoup plus sensible qu’aux positions Asnl4 a Leul6, comme le démontre les
résultats des titrations TFE et les spectres CD des analogues Gly en présence des LUVs
30% anioniques (figure 3.2). La dualité de I’impact de Gly a aussi été retrouvée au sein
du processus d’auto-assemblage. En effet, lorsqu’introduit en position Alal3, Gly
induit une accélération du processus d’auto-assemblage, tel qu’observé par
I’augmentation considérable de la fluorescence des sondes fluorimétriques et de la
transition conformationnelle rapide (figure 2.6 C,D,E). En revanche, I’introduction de
Gly aux positions Asnl4 a Leul6 induit un ralentissement, voire une inhibition (figure

2.6) lorsque comparée aux analogues Ala respectifs (figure 2.3). Toutefois, il est
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important de noter que I’analogue N14G conserve sa capacité de former des fibres
amyloides. Ces agrégats fibrillaires semblent étre plus courts, moins bien définis et plus

enroulés que les fibres amyloides de N14A (figure 2.3D, 2.6F).
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Figure 3.2. Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues Gly par
une surface inductrice. Spectres de dichroisme circulaire en UV lointains de I’'IAPP et
des analogues Gly a 25 uM en présence de 500 pM des LUVs 30% anioniques
(DOPC:DOPG; 7:3).

Troisiémement, 1’acide aminoisobutyrique (Aib) a été inséré successivement aux
positions 13 a 16 dans le but de stabiliser la structure secondaire de I’hélice-a. En effet,
I’ajout d’un groupement méthyle sur le carbone a de I’alanine vient modifier
I’encombrement stérique dans le squelette peptidique via I’effet Thorpe-Ingold, ce qui
a pour conséquence de stabiliser I’hélice-o (Karle, 2001; Toniolo et al., 2001).
Toutefois, les résultats de la titration au TFE révélent aucune modulation de la capacité
de repliement hélicoidal, et ce peu importe la position de I’incorporation de 1’Aib
(figure 2.7 A,B). Néanmoins, en présence des LUVs 30% anioniques, la capacité du
peptide a adopter I’hélice-a est augmentée lorsque 1’ Aib est incorporé aux extrémités
de la région, soit aux positions Alal3 et Leul6 (figure 3.3). Somme toute, 1’évaluation
de la stabilit¢é du repliement hélicoidal par deux méthodes distinctes révele que
I’introduction de I’Aib n’a pas réellement conduit a la stabilisation de 1’hélice-a chez
I’TAPP, au contraire de notre hypothése de départ. Nos analyses biophysiques révelent

que I’analogue A13Aib agit de maniere similaire lorsque comparé au peptide sauvage
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(figure 2.7C,D,E,F). Des fibres amyloides typiques ont été obtenues pour 1’analogue
A13Aib IAPP (figure 2.7F). L’introduction successive de 1’Aib aux positions 14 a 16
induit néanmoins un ralentissement considérablement du processus d’auto-assemblage,
voir une inhibition compléte en position Phel5 (figure 2.S8). Le dérivé N14Aib,
lorsque comparé a I’analogue N14A, affichait une transition conformationnelle
retardée, 72h d’incubation sont nécessaires pour observer un signal caractéristique des
feuillets-p en dichroisme circulaire (figure 2.7E). L16Aib, I'un des analogues avec une
forte capacité d’adopter une hélice en présence de LUVs (figure 3.3.), demeurait
principalement sous forme aléatoire, mais affichait un signal caractéristique d’une
hélice aprés 7 jours d’incubation. Il reste difficilement de savoir si I’incorporation de
I’Aib en position Leul6 cause réellement une inhibition du processus, étant donné qu’il
est possible que le signal observé en dichroisme circulaire évolue de I’hélice-a en
feuillets-P au-dela de 7 jours d’incubation. En résumé, bien que 1’Aib n’a pas conduit
a une stabilisation de I’hélice-a, son incorporation en position Asnl4 a Leul6 a ralenti

considérablement le processus d’auto-assemblage.
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Figure 3.3. Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues Aib par
une surface inductrice. Spectres de dichroisme circulaire en UV lointain de I’'TAPP et
des analogues Aib a 25 uM en présence de 500 pM des LUVs 30% anioniques
(DOPC:DOPG; 7:3).

En combinant les effets observés expérimentalement par I’incorporation successive des

résidus Pro et Aib, il est possible d’émettre I’hypothese suivante: les intermédiaires
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hélicoidaux ne semblent pas constituer une espéce quaternaire obligatoire de la voie

d’auto-assemblage amyloide de ’IAPP.

3.4 Les chaines latérales des résidus du domaine Leul2-Vall7 jouent un role clé¢ dans
la cytotoxicité médiée de ’IAPP

Apres avoir observé I’implication cruciale des chaines latérales des résidus du domaine
Leul2-Vall7 pour I’auto-assemblage amyloide, il a été question d’évaluer leur impact
sur la cytotoxicité médiée de I'TAPP. Les résultats combinés de I’activité métabolique
et des essais de viabilité cellulaire révelent une réduction considérable de la cytotoxicité
chez les analogues L12A, N14A, FI5A et VI7A en comparaison a I'lAPP (figure
2.4C,D). La substitution de la leucine-16 par une alanine, quant a elle, cause une
réduction moins importante de la cytotoxicité. Afin d’approfondir un peu plus les
mécanismes impliqués dans la cytotoxicité de I’'TAPP, la perturbation membranaire de
liposomes synthétiques composés de DOPC et DOPG, a un ratio molaire de 9:1, a été
¢valuée. De manicre surprenante, 1’incorporation successive d’une alanine aux
positions N14, F15 et V17 a augmenté la capacité du peptide a perturber les vésicules
synthétiques 10% anioniques en comparaison au peptide natif (figure 2.4A,B). Les
analogues L12A et L16A ont démontré une capacité de perturbation de 1’intégrité
membranaire similaire a celle de I'IAPP sauvage. Ces observations indiquent une

absence de corrélation entre la perturbation membranaire et la cytotoxicité.

Bien que la perturbation membranaire soit I'une des principales hypothéses du
mécanisme de toxicité de I'TAPP (Bishoyi et al., 2021; Brender et al., 2012; Nguyen et
al., 2015), plusieurs autres mécanismes de cytotoxicité ont été rapportés, dont
I’apoptose (Nguyen et al., 2015; Park et al., 2014; Zhang et al., 2008), le stress oxydatif
(Li et al., 2009; Nguyen et al., 2015; Westermark et al., 2011), le dysfonctionnement
des mitochondries (Gurlo et al., 2010; Magzoub et Miranker, 2012) et le stress du
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réticulum endoplasmique (Abedini et Schmidt, 2013; Cadavez et al., 2014; Nguyen et
al., 2015). Dans ce contexte, il aurait été intéressant de tester ’activation des caspases
impliquées dans le phénomeéne d’apoptose chez les cellules  pancréatiques de rat. La
vérification du relargage d’une enzyme cytoplasmique, la lactate déshydrogénase
(LDH), aurait aussi été un autre moyen de quantifier la perturbation membranaire dans
un environnement membranaire plus complexe que celui des vésicules lipidiques
synthétiques. En effet, ce test aurait pu étre effectué¢ directement chez les cellules 3
pancréatiques, et aurait mieux reflété I’environnement membranaire complexe de la
cellule. Ce type d’analyse aurait pu conduire & une meilleure corrélation avec les

résultats de viabilité cellulaire.

Afin de pouvoir potentiellement dégager une corrélation entre la cytotoxicité et la
capacité des dérivés alanines a former une conformation hélicoidale, la formation d’une
hélice-a en présence de deux agents inducteurs a été étudiée au moyen du dichroisme
circulaire (figure 3.4). En outre, I’analogue N14A affiche une plus forte capacité de
stabilisation de 1’hélice-a a faible concentration de TFE. Il s’agit du seul analogue
passant possiblement par un intermédiaire hélicoidal lors de son auto-assemblage en
fibres amyloides matures. De plus, 1’analogue N14A affiche une faible cytotoxicité a
une forte concentration (figure 2.4C). Donc, la stabilisation hélicoidale pourrait étre
associée a la réduction de la cytotoxicité observée chez I’analogue N14A IAPP. D’autre
part, I’analogue L12A affiche une faible capacité a former une hélice-a. En effet, la
titration TFE réalisée chez ce dernier indique une faible capacité a adopter une structure
secondaire en hélice-a. Néanmoins, il reste a déterminer a quel point I’incorporation
d’une alanine en position Leul2 affecte le processus d’auto-assemblage en
déstabilisant la structure secondaire. Dans une future étude, il serait important de
réaliser les modifications L12P, L12G et L12Aib, afin de pouvoir dégager une

corrélation entre la cytotoxicité et la capacité des analogues a adopter une hélice-a.
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Figure 3.4. Evaluation de la stabilité du repliement hélicoidal chez les analogues de I’Ala
scan. A) Spectres de dichroisme circulaire de ’TAPP et des analogues alanines a 25 uM
en présence de 0 et 30% de TFE dans un tampon Tris-HCI 20 mM pH 7.4. B) Titration
TFE de I'IAPP et des analogues alanines mesurées par 1’ellipticité¢ a 222 nm dans un
tampon Tris-HCl 20 mM pH 7.4 a une concentration peptidique finale de 25 puM. C)
Spectres de dichroisme circulaire en UV lointains de I’'IAPP et des analogues alanines a
25 uM en présence de 500 pM des LUVs 30% anioniques (DOPC:DOPG; 7:3).

3.5 La modification locale du squelette peptidique aux positions Alal3-Leul6
module significativement la cytotoxicité de I'TAPP

Apres avoir évalué I’impact de I’incorporation des acides aminés Pro, Gly et Aib en
positions Alal3-Leul6 sur le processus d’auto-assemblage amyloide, il a été question
de déterminer celui sur la cytotoxicité médiée par I'IAPP. L’impact de la substitution
successive de Pro sur la cytotoxicité a été défini comme étant position dépendante. Par
exemple, une Pro incorporée a la position Alal3 augmente la cytotoxicité de I’TAPP,
alors qu’en position Leul6, le caractére cytotoxique du peptide s’est retrouvé réduit

significativement (figure 2.8). A 1’oppos¢, aucune modulation du caractére cytotoxique
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de I'TAPP n’a été observée la suite de I’introduction successive de Pro aux positions
Asnl4 et Phel5. L’incorporation de Gly a aussi ét¢ définie comme étant position
dépendante. Lorsqu’incorporé en position Alal3, Gly a accentué la cytotoxicité de
I’IAPP. Le résidu Gly, une fois introduit aux positions Asnl4 a Leul6, a généré une
cytotoxicité moins importante en comparaison au peptide sauvage (figure 2.8).
Finalement, bien qu’aucune modulation de la cytotoxicité n’ait été observée a la suite
de I’introduction de 1’Aib en position Alal3, les substitutions successives des résidus
Asnl4, Phel5 et Leul6 par I’ Aib ont réduit considérablement le caractére cytotoxique

de ’IAPP (figure 2.8).

Notre étude expose également que la cytotoxicité d’un peptide amyloidogénique ne
correle pas toujours a son potentiel d’auto-assemblage. En outre, les analogues N14Aib
et N14G de la présente étude s’agrégent efficacement en fibres amyloides, tout en
affichant une cytotoxicité considérablement réduite en comparaison au peptide
sauvage. Ce phénomene avait également été observé lors d’une étude antérieure menée
au sein du laboratoire Bourgault. L’analogue N21G a été en mesure de former des
fibres amyloides, mais sa cytotoxicité a ét¢ considérablement réduite (Godin et al.,
2019). Ainsi, ce ne sont pas tous les oligomeéres et/ou especes transitoires générées lors
des étapes précoces de I’auto-assemblage qui sont cytotoxiques. Plusieurs propriétés
physicochimiques et conformationnelles spécifiques peuvent aussi moduler la
cytotoxicité de 'TAPP (Abedini et al., 2016; Godin et al., 2019), comme le démontre
notamment I’homologue du peptide chez les rongeurs: rIAPP affiche une forte capacité
d’oligomérisation sans pour autant étre cytotoxique envers les cellules -pancréatiques

(Abedini et al., 2016).

L’incorporation de Pro et de Gly en position Alal3 a généré des intermédiaires plus
cytotoxiques en comparaison a I’IAPP sauvage. Il est intéressant de noter que seuls les
analogues A13P et A13G voient leur auto-assemblage complété en moins de 24h, soit

4h et 6h respectivement. L’incorporation de Pro et Gly en position Alal3, pouvant
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déstabiliser la structure secondaire de 1’hélice-a, peuvent possiblement générer des
especes oligomériques transitoires beaucoup plus cytotoxiques dans I’environnement
membranaire complexe. Une corrélation entre la déstabilisation de la capacité du
repliement hélicoidal et I’augmentation de la cytotoxicité médiée chez I'ITAPP a d¢ja
été rapportée dans la littérature. En effet, I’analogue D-IAPP (F15f-L161 IAPP) a vu sa
capacité de formation d’une hélice-a considérablement réduite en comparaison au
peptide sauvage. Bien que I’incorporation de 2 acides aminés D en position 15 et 16
n’a pas causé un changement dans les parameétres cinétiques, elle a engendré une
augmentation importante de la cytotoxicité¢ (De Carufel et al., 2015). Ce concept de
déstabilisation de I’hélice-o augmentant la cytotoxicité reste néanmoins position
dépendante. Or, bien que I’analogue L16P ait en partie perdu sa capacité de former des
hélices-a, il n’en est pas plus cytotoxique en comparaison aux autres analogues

prolines.

A la lumiére des résultats obtenus, il est possible d’émettre I’hypothése suivante: la
stabilisation de 1I’hélice-a constitue une solution prometteuse pour inhiber le caractére
cytotoxique de I'IAPP. De surcroit, les résultats prometteurs de la réduction du
caracteére cytotoxique du peptide font aussi de I’Aib un résidu intéressant pour la
conception d’analogues non cytotoxiques. En somme, cette hypothése de stabilisation
du repliement hélicoidal comme stratégie inhibitrice de I’amyloidogénese et de la
cytotoxicité de I'TAPP est supportée par la conception récente des foldameéres comme

inhibiteurs (Kafty et al., 2020).
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CHAPITRE IV

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce projet de maitrise a permis d’¢lucider la contribution du domaine Leul2-Vall7 ainsi

que I’implication des intermédiaires hélicoidaux dans 1’auto-assemblage et la

cytotoxicité de I'LAPP.

Plus spécifiquement, nos résultats ont conduit & une meilleure compréhension de

I’implication d’un domaine peu étudié chez I'IAPP. De cette étude, les principales

observations ont été faites:

Y

2)

3)

4)

Le domaine Leul2-Vall7 joue un role essentiel dans le processus d’auto-
assemblage de I'TAPP, les résidus hydrophobes Leul2, Phel5 et Vall7 sont
nécessaires a la nucléation primaire.

Les chaines latérales des résidus du domaine Leul2-Vall7 modulent le caractére
cytotoxique du peptide.

L’incorporation des acides aminés Pro, Gly et Aib, qui modifient localement le
squelette peptidique aux positions Alal3-Leul6, a modulé considérablement
I’auto-assemblage amyloide de ’IAPP.

a. Ces effets dépendent de la position dans la séquence.

b. Les résultats combinés de I’incorporation de Pro et de I’ Aib suggerent que
les intermédiaires hélicoidaux ne constituent pas une espeéce quaternaire
obligatoire de la voie d’auto-assemblage amyloidogene.

L’incorporation des acides aminés Pro, Gly et Aib modulent aussi la cytotoxicité

médiée de I’IAPP.
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a. Les analogues A13P et A13G géneérent possiblement des intermédiaires
oligomériques plus cytotoxiques que le peptide sauvage.
b. L’utilisation de I’Aib aux positions Asnl4 a Leul6 réduit

considérablement, voir inhibe la cytotoxicité du peptide.

En termes de perspectives, il reste encore a réaliser maintes études relations
structure/auto-assemblage pour comprendre les subtilités mécanistiques de ce
processus complexe. Cette limitation s’inscrit notamment dans le manque de
modeles et hypotheses clairs sur les différents mécanismes moléculaires sous-
adjacents de I’auto-assemblage amyloide. Dans une future étude, il serait
intéressant d’évaluer la capacité des fibres LANFLV préformées a accélérer
I’auto-assemblage de I'IAPP au sein du peptide complet. Aussi, il serait
important d’approfondir les mécanismes de cytotoxicité dépendant du domaine
Leul2-Vall7. Enfin, afin d’établir une corrélation entre la stabilisation de
I’hélice-a et la réduction de la cytotoxicité au sein du domaine Leul2-Vall7, il
faudra incorporer les résidus Pro, Gly et Aib en position Leul2 et évaluer leur
impact sur le processus d’auto-assemblage amyloide, via les analyses
biophysiques classiques, mais aussi en faisant appel a d’autres méthodes dont la
dynamique moléculaire et la RMN. Somme toute, ce projet de maitrise s’inscrit
dans une démarche plus globale d’identification des espéces responsables de la
dégénérescence pancréatique, mais aussi de la conception de puissants
inhibiteurs de 1’auto-assemblage amyloide ou encore d’analogues fonctionnels et
non-amyloidogéniques de I’TAPP. D’un point de vue fondamental, ce projet
contribue a une meilleure compréhension des intermédiaires transitoires présents
lors de la phase de nucléation, ainsi qu’aux différents domaines impliqués dans

I’auto-assemblage amyloide de I'TAPP.
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