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RESUME

Les amyloidoses sont des maladies associées au mauvais repliement des protéines menant a la formation
et a la déposition tissulaire d’agrégats protéiques insolubles, caractéristiques de pathologies comme la
maladie d’Alzheimer et le diabéte de type 2 (T2DM). Dans le T2DM, des dépbts amyloides constitués
principalement de I'islet amyloid polypeptide (IAPP) s’accumulent dans les flots de Langerhans, aggravant
la progression de la maladie. Nonobstant que I'lAPP soit une hormone peptidique remplissant des
fonctions biologiques essentielles, incluant le contrdle glycémique, son agrégation en contexte diabétique
engendre une toxicité pancréatique, exacerbant les désordres métaboliques. L'identification de thérapies
empéchant cette agrégation toxique est cruciale pour un traitement efficace du T2DM. Parmi les
approches prometteuses, les polyphénols se distinguent par leurs propriétés anti-amyloides remarquables,
entre autres attribuables a leurs groupements phénoliques. Dans cette étude, deux polyphénols, les
gallotannins B-TGG et corilagine, ont été évalués pour leur capacité a inhiber I'agrégation et la toxicité de
I'lAPP. Les résultats montrent que ces composés inhibent significativement la formation de fibres
amyloides de I'lAPP et ce, principalement en empéchant I'élongation des filaments. Plus précisément,
I’'analyse mécanistique révele que la corilagine agit directement sur la nucléation secondaire, une étape
clé dans la formation des fibres amyloides matures. Cet effet ciblé réduit également la toxicité de I'lAPP
envers les cellules B-pancréatiques INS-1E, établissant un lien direct entre la nucléation secondaire et la
cytotoxicité. Ces travaux mettent en lumiere le potentiel thérapeutique des gallotannins dans la lutte
contre les maladies amyloides comme le T2DM. En neutralisant les processus d’agrégation et
I'inflammation associée, ces composés pourraient prévenir les dommages aux cellules B et ralentir la
progression de la maladie. Ces découvertes ouvrent la voie a de nouvelles recherches visant a optimiser
les propriétés pharmacologiques des gallotannins pour explorer leur plein potentiel clinique.

Mots clés : IAPP, diabéete de type 2, amyloides, polyphénols.



INTRODUCTION

Les polyphénols, une vaste famille de composés naturels, sont reconnus pour leurs nombreuses propriétés
biologiques, notamment leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires et neuroprotecteurs. Retrouvés
chez diverses plantes, ils jouent un réle clé dans la protection contre le stress oxydatif et |'altération des
biomolécules. Leur capacité a interagir avec les protéines a suscité un intérét particulier en recherche
biomédicale, notamment dans le cadre des maladies impliquant un mauvais repliement protéique et leur

agrégation tissulaire subséquente.

Parmi ces maladies, le diabéte de type 2 (T2DM) est associé a I'agrégation anormale de I'lslet Amyloid
Polypeptide (IAPP), une hormone peptidique sécrétée par les cellules-B du pancréas. Cette accumulation
d’agrégats amyloides contribue a la dysfonction et a la mort des cellules-B, aggravant ainsi la progression
de la maladie. Des études récentes suggerent que certains polyphénols pourraient interférer avec ces

processus pathologiques en stabilisant I'lAPP sous des formes non toxiques.

Dans ce contexte, les gallotannins, une sous-catégorie de polyphénols, présentent une piste intéressante
en raison de leur capacité a former de multiples interactions non-covalentes avec les protéines. Ce
mémoire présente |'effet de deux gallotannins spécifiques, le B-TGG et la corilagine, sur I'agrégation et la
cytotoxicité de I'lAPP. A travers des approches expérimentales et computationnelles, ce travail de
recherche vise a élucider leurs mécanismes d’action et a évaluer leur potentiel en tant qu’agents
thérapeutiques contre le T2DM. Ces recherches pourraient ouvrir de nouvelles perspectives pour le
développement de traitements basés sur des composés naturels afin de lutter contre les multiples

maladies impliquant des agrégats protéiques pathologiques.



CHAPITRE 1
REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Repliement protéique

Le repliement protéique est un processus fondamental par lequel les protéines adoptent une structure
tridimensionnelle fonctionnelle leur permettant d’accomplir leurs fonctions biologiques (Knowles,
Vendruscolo et al. 2014). Cette structure est habituellement la plus thermodynamiquement stable dans
I’environnement ol la protéine agit (Knowles, Vendruscolo et al. 2014). Ce processus est guidé par des
interactions intramoléculaires comme les liaisons hydrogene, les interactions électrostatiques, les forces
de dispersion et les interactions avec le solvant (Dobson, Sali et al. 1998). La solubilité des protéines est
essentielle pour '"homéostasie, car elle permet de les maintenir dans un état fonctionnel et soluble a des
concentrations physiologiques (Knowles, Vendruscolo et al. 2014). Les chaperonnes moléculaires, des
protéines spécialisées, jouent un role clé en prévenant I'agrégation précoce et en aidant les protéines a
atteindre leur conformation native (Hartl, Bracher et al. 2011). Cependant, cet équilibre délicat peut étre
perturbé par des conditions environnementales stressantes ou encore lors de mutations génétiques,
menant a un mauvais repliement protéique (Knowles, Vendruscolo et al. 2014). Ces protéines, souvent
instables, sont rapidement éliminées par le systéeme ubiquitine-protéasome ou par l'autophagie
(Ciechanover and Kwon 2015). Cependant, il peut arriver que des protéines mal repliées échappent aux
mécanismes de clairance et s’agrégent, ce qui peut provoquer des dysfonctionnements physiologiques

(Knowles, Vendruscolo et al. 2014).

1.1.1 Maladies associées aux dépots amyloides

L’accumulation d’agrégats protéiques est un phénomeéne associé a environ 50 maladies humaines (Chiti
and Dobson 2017). Parmi celles-ci, certaines maladies connues sous le nom « amyloidoses » sont
particulierement inquiétantes. Ces maladies se caractérisent par I'agrégation de protéines solubles en
agrégats insolubles, formant des structures filiformes appelées fibres amyloides (Rambaran and Serpell
2008). La formation de ces fibres résulte souvent d'un mauvais repliement des protéines, conduisant a des
pertes de fonction et a la génération d’intermédiaires toxiques (Obici, Perfetti et al. 2005, Giorgetti, Greco
et al. 2018). Les amyloidoses peuvent se manifester sous plusieurs formes, affectant divers organes
comme le cceur, le pancréas, le cerveau et le foie (Obici, Perfetti et al. 2005). Elles peuvent étre classées

en fonction de leur cause : certaines sont héréditaires, comme I'amyloidose a la transthyrétine, tandis que



d’autres sont acquises (Obici, Perfetti et al. 2005). Par exemple, 'amyloidose a chaine légére et
I'amyloidose AA réactive, les formes les plus courantes, sont souvent liées a des conditions médicales
préexistantes, notamment I'inflammation chronique (Obici, Perfetti et al. 2005). Les symptomes varient
en fonction des organes affectés et peuvent inclure fatigue, perte de poids, cedéme, et dysfonctionnement
des organes touchés (Rambaran and Serpell 2008). A ce jour, il y a 24 protéines amyloides associées a des
pathologies et identifiées chez I’humain (Obici, Perfetti et al. 2005). L’étude de ces structures offre des
perspectives fondamentales pour comprendre non seulement les maladies associées, mais aussi la nature
évolutive et fonctionnelle des protéines. Le tableau 1.1 identifie quelques amyloidoses et les protéines qui

leurs sont associées.

Tableau 1.1 Caractéristiques de certaines protéines amyloides associées a des pathologies.

Maladie Protéine ou peptide Principales structures

secondaires a I’état natif soluble

Maladie d’Alzheimer Amyloide B Intrinsequement désordonnée
Maladie de Parkinson a-synucléine Intrinsequement désordonnée —
hélice-a
Maladie de Huntington Huntingtine Principalement intrinsequement
désordonnée
Sclérose latérale Superoxyde dismutase 1 Feuillets-B

amyotrophique

Amyloidose a chaine légére Chaines légéres de Feuillets-B

I'immunoglobuline

Amyloidose systémique Transthyrétine Feuillets-B
Sénile
Diabéte de type 2 Islet amyloid polypeptide (IAPP) Intrinséquement désordonnée




1.1.2 Propriétés des fibres amyloides

Malgré leurs structures natives différentes, allant de conformations intrinsequement désordonnées a des
hélices a et feuillets B, la plupart des protéines et peptides amyloides ont la capacité de s’auto-assembler
en structures fibrillaires partageant des caractéristiques structurales spécifiques (Knowles, Vendruscolo et
al. 2014) (Figure 1.1). En effet, les fibres amyloides ont une structure densément compacte et hautement
ordonnée, qui difféere fondamentalement des états natifs par son architecture quaternaires en feuillets-p-
croisés (Rambaran and Serpell 2008, Knowles, Vendruscolo et al. 2014). Les fibres amyloides sont
remarquablement similaires a I'échelle nanométrique et se distinguent par la formation d’un noyau
fibrillaire dense (Knowles, Vendruscolo et al. 2014). Lorsqu’observées en microscopie électronique, les
fibres amyloides apparaissent comme des structures filamenteuses non ramifiées, de quelques
nanometres de diametre mais souvent de plusieurs micrométres de longueur (Rambaran and Serpell 2008).
Elles sont composées de plusieurs protofilaments qui s'enroulent les uns autour des autres pour former
des fibrilles matures (Knowles, Vendruscolo et al. 2014). Des études utilisant la cryo-microscopie
électronique (cryo-EM) et la RMN a I'état solide confirment la nature générique des structures des
différentes fibrilles, attribuée aux propriétés communes de I'épine dorsale polypeptidique qui soutient le
motif de liaison hydrogene dans le coeur de la fibrille, et aux variations résultant de l'incorporation de
différentes chaines latérales dans l'architecture fibrillaire (Rambaran and Serpell 2008). Cette architecture
leur confére une stabilité remarquable face aux agents chimiques et physiques (Meersman and Dobson
2006). Ces propriétés partagées permettent d’établir des paralléles entre différentes amyloidoses et

facilitent I'étude des mécanismes pathologiques communs.

Interactions faibles,
structure variable

Fortes interactions,
structure générique

Fibres amyloides Protofilaments Feuillets-B-croisés

Figure 1.1 Représentation de I'organisation structurales d’une fibre amyloide.



1.1.3 Mécanisme d’agrégation des fibres amyloides

L’agrégation des fibres amyloides suit un mécanisme complexe en plusieurs étapes (Figure 1.2). La phase
initiale, la nucléation, est caractérisée par la formation d’oligomeéres transitoires instables (Almeida and
Brito 2020). Cette étape est thermodynamiquement défavorable et donc cinétiguement lente (Knowles,
Vendruscolo et al. 2014). Une fois qu’un noyau stable est formé, la phase d’élongation s’ensuit, durant
laquelle les monomeres se polymérisent rapidement pour former des fibres amyloides allongées (Almeida
and Brito 2020). Des processus secondaires, tels que la fragmentation et la nucléation secondaire, jouent
un role essentiel en accélérant la cinétique globale de I'agrégation (Térnquist, Michaels et al. 2018). Ces
événements permettent la génération de nouveaux noyaux a partir de fragments de fibrilles, facilitant la
propagation dans les tissus affectés. L'identification de ces étapes clés a permis de développer des
stratégies thérapeutiques prometteuses visant a stabiliser les monomeres ou a déstabiliser les

intermédiaires toxiques, offrant un espoir pour ralentir ou méme prévenir la progression des amyloidoses.

Fibres matures

Saturation

oligoméres

Agrégation

Elongation
monomeres

Nucléation
Temps

Figure 1.2 Mécanisme de la formation de fibres amyloides représentant les phases de nucléation, d’élongation et de
saturation.



1.2 Islet amyloid polypeptide

Le « Islet Amyloid Polypeptide » (IAPP), aussi connu sous le nom d’amyline, est une hormone peptidique
de 37 résidus coexprimée et co-sécrétée avec l'insuline par les cellules B-pancréatiques (Lutz 2022). Ce
peptide a été isolé pour la premiere fois a partir d’extraits amyloides obtenus de pancréas de patients
diabétiques de type 2 (Montane, Klimek - Abercrombie et al. 2012). Le polypeptide est chargé
positivement au pH physiologique, avec une charge nette variant de 2 a 4, en fonction des pKa de
I'extrémité N-terminale et de His-18 (Akter, Cao et al. 2016). L'IAPP joue un réle clé dans la régulation du
métabolisme énergétique, et les concentrations plasmatiques sont proportionnelles a la masse adipeuse
(Montane, Klimek - Abercrombie et al. 2012). L'IAPP agit en coordination avec I'insuline a un ratio molaire
insuline:IAPP compris entre 0.5 et 5% dans les cellules B (Montane, Klimek - Abercrombie et al. 2012). Le
ratio est légérement plus élevé en circulation, puisque I'lAPP est éliminée plus lentement que l'insuline
(Kahn, Verchere et al. 1998). La relation étroite entre les deux hormones s’explique par la présence
d’éléments promoteurs similaires dans les genes de I'lAPP et de l'insuline, impliquant une régulation
conjointe par le facteur de transcription PDX1 en réponse a des stimuli glycémiques (Macfarlane, Campbell
et al. 2000). IAPP est exprimée au niveau des cellules B-pancréatiques (Kanatsuka, Makino et al. 1989).
Synthétisée initialement sous forme du précurseur pro-IAPP de 67 résidus, I'lAPP mature est générée apres
plusieurs modifications post-traductionnelles critiques (Akter, Cao et al. 2016, Kiriyama and Nochi 2018)
(Figure 1.3). Ce processus inclut le clivage du pro-IAPP par les pro-hormone convertases PC1/3 et PC2, suivi
par une amidation C-terminale réalisée par la carboxypeptidase E (CPE) et la peptidylglycine alpha-
amidating monooxygenase (PAM) (Montane, Klimek - Abercrombie et al. 2012, Akter, Cao et al. 2016).
Une fois ces étapes complétées, un pont disulfure se forme entre les résidus Cys2 et Cys7, stabilisant la
structure finale du peptide. Ces modifications permettent a I'lAPP d’adopter une conformation
fonctionnelle (Kiriyama and Nochi 2018). L'IAPP mature est ensuite entreposé conjointement avec
I'insuline dans la région halo des granules de sécrétion, avec I'insuline et le zinc dans la région centrale des
granules de sécrétion (Westermark, Li et al. 1996). L'IAPP est ensuite libérée de maniéere synchronisée avec
I'insuline en réponse aux stimuli glycémiques par les cellules B pancréatiques (Kiriyama and Nochi 2018,

Lutz 2022). Ainsi, I'IAPP contribue a plusieurs réles physiologiques importants.
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Figure 1.3 Représentation schématique de la maturation de I'lAPP a partir du prolAPP. Le processus implique le
clivage du ProlAPP par les pro-hormone convertases PC1/3 et PC2, puis I'ajout du pont disulfure et I'amidation N-
terminale par la carboxypeptidase E (CPE) et la peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase (PAM).

1.2.1 Fonctions biologiques

L'IAPP est une hormone multifonctionnelle qui joue un réle crucial dans la régulation de I’homéostasie
glucidique et dans la signalisation métabolique a plusieurs niveaux (Figure 1.4). Elle agit comme un
régulateur de divers processus physiologiques, tels que la vidange gastrique, I'inhibition de la sécrétion de
glucagon, et la stimulation de la satiété (Montane, Klimek - Abercrombie et al. 2012). Ces actions
permettent de moduler la réponse post-repas et d’empécher des pics glycémiques excessifs. L'IAPP fait
partie de la famille des calcitonines et est donc reconnue par les récepteurs de la calcitonine (CTR) (Akter,
Cao et al. 2016, Lutz 2022). Les CTR sont typiquement complexés en hétérodiméres avec des protéines
« receptor activity modifying » (RAMP) (Akter, Cao et al. 2016). La combinaison de CTR et de différents
RAMPs détermine la spécificité pour les différentes protéines de la famille des calcitonines (Bower and
Hay 2016). Ainsi, trois récepteurs de I'lAPP ont été identifiés : AMY,, hétérodimere de CTR et RAMP1; AMY,,
hétérodimére de CTR et RAMP2 et AMY3, hétérodimére de CTR et RAMP3 (Bailey, Walker et al. 2012, Akter,
Cao et al. 2016). L'IAPP se lie aux récepteurs AMY1 et AMY3 avec une forte affinité, et a AMY2 avec une
affinité variable (Bower and Hay 2016). Ces récepteurs sont présents dans des zones clés du systéme
nerveux central, comme I'area postrema (AP) (Akter, Cao et al. 2016). Cette structure du tronc cérébral
est perméable a I'lAPP et permet au peptide de déclencher une cascade de signalisation intracellulaire,
impliquant la production de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et la libération de noradrénaline

par les neurones de I’AP (Kiriyama and Nochi 2018). Ces interactions conduisent a une réduction de la



vidange gastrique et a une régulation fine de la satiété, participant ainsi a une gestion optimale du
métabolisme énergétique (Edwards, Gedulin et al. 1998). Ces propriétés sont corroborées par une
augmentation des niveaux plasmatiques d’IAPP apres les repas et leur diminution en état de je(ine, ainsi
qgue par un gain de poids important chez les souris n’exprimant pas d’IAPP (Akter, Cao et al. 2016, Lutz

2022).

| Satiété | Vidange gastrique

| Glucose sanguin | Accumulation de gras

| Dépense énergétique | | Sécrétion de glucagon |

| Sensibilité a Uinsuline | Poids

Augmentation Diminution

Figure 1.4 Fonctions biologiques régulées par I'lAPP.

1.2.2 Structures

En milieu aqueux, I'lAPP monomérique présente une structure native intrinsequement désordonnée avec
une conformation hélicoidale transitoire dans le segment 5-20 (Kumar, Brown et al. 2014). Dans un
environnement mimant la membrane cellulaire lipophile, comme en présence de sodium dodecyl sulfate
(SDS), I'lAPP peut adopter une structure en hélice a stabilisée entre les résidus 7-17 et 21-28, avec un
coude formant un angle d’environ 30° au niveau des résidus 18-20, entre les deux hélices (Nanga, Brender
et al. 2009). La conformation hélicoidale est reconnue comme la structure bioactive du peptide (Bower
and Hay 2016). En effet, la région 1-19 a été démontrée comme importante dans la liaison de I'|APP a la
membrane plasmique et aux récepteurs membranaires, principalement les récepteurs AMY; et AMY;
(Bower and Hay 2016). Les domaines N- et C-terminaux de I'lAPP montrent une forte conservation entre
les especes, ce qui suggere leur importance fonctionnelle (Nishi, Chan et al. 1989), tandis que la région
centrale de I'lAPP est moins bien conservée. En plus de ses structures monomériques désordonnée et
hélicoidale, il a été observé que I'lAPP peut s’agréger pour former des dépdts amyloides dans les flots de

Langerhans (Apostolidou, Jayasinghe et al. 2008).



1.2.3 Agrégation
1.2.3.1 Meécanisme d’agrégation

L'IAPP peut s’auto-assembler en fibres amyloides via un mécanisme de nucléation a deux étapes : une
nucléation primaire suivie d’'une nucléation secondaire (Almeida and Brito 2020, Axell, Hu et al. 2024)
(Figure 1.5). La premiere phase correspond a l'initiation de I'assemblage des monomeéres en oligomeres
transitoires. Cette étape est lente et constitue la phase de latence de la courbe cinétique (Térnquist,
Michaels et al. 2018, Axell, Hu et al. 2024). La nucléation secondaire, plus rapide, a lieu lorsque les
protofibrilles ou fibrilles existantes catalysent la formation de nouveaux noyaux, augmentant
drastiquement le taux d’agrégation (Térnquist, Michaels et al. 2018, Axell, Hu et al. 2024). Cette étape est

cruciale pour la propagation des fibres amyloides (Térnquist, Michaels et al. 2018).

Nucléation primaire Nucléation secondaire

Constante: k, Constante: k,

Figure 1.5 Représentation des mécanismes de nucléation primaire et secondaire.

1.2.3.2 Influence des facteurs environnementaux

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent influencer I'autoassemblage de I'|APP, autant in vivo qu’in
vitro. En effet, certaines études suggérent que I'agrégation commence avant la maturation de I'lAPP, avec
la formation de fibres chez le précurseur pro-IAPP (Raimundo, Ferreira et al. 2020). Ces fibres peuvent
ensuite étre intégrées dans les fibres intracellulaires d’IAPP. Un défaut de traitement du pro-IAPP humain
est donc lié a la formation d'amyloides et a la mort des cellules B. En effet, la présence d’hyperglycémie

prolongée comme dans le cas du T2DM, pourrait mener a une surproduction de pro-lIAPP, ce qui pourrait



déclencher I'agrégation de I'lAPP. Ce phénomeéne a été observé in vitro, ou des cellules pancréatiques
exprimant de grandes quantités de pro-IAPP sur quelques générations ont montré une augmentation

importante du taux de mort cellulaire (Knight, Williamson et al. 2008).

Le pH est également un facteur qui joue un role crucial dans la stabilisation des agrégats des protéines. La
cinétique de l'agrégation de I'lAPP dépend fortement du pH et est probablement influencée par I'état de
protonation de I'imidazole du résidu His18 et du groupement amine de I'extrémité N-terminale (Abedini
and Raleigh 2005). D’ailleurs, il a été observé qu’a un pH acide, le temps nécessaire a la formation de fibres
amyloides est bien plus long qu'a un pH neutre (Jha 2009). Egalement, la température est un facteur de
stress important qui module I'agrégation amyloide. Celle-ci influence la stabilité conformationnelle et la
solubilité en modifiant les interactions entre protéines. Une température plus élevée augmente le taux de
diffusion des protéines, accélérant ainsi I'agrégation (Kayed, Bernhagen et al. 1999). La conformation des
protéines au niveau des structures secondaires, tertiaires et quaternaires est modifiée lorsque la
température augmente (Sabaté, Gallardo et al. 2005). D’ailleurs, il a été démontré qu’une température
plus élevée augmente le taux de nucléation de I'lAPP, accélérant I'agrégation du peptide (Kayed,
Bernhagen et al. 1999). Les forces de cisaillement, qui agissent dans des environnements physiologiques
comme le flux sanguin ou lors des contraintes mécaniques dans les organes, favorisent également la
fragmentation des fibres, renforgant leur dissémination (Térnquist, Michaels et al. 2018, Axell, Hu et al.
2024). Finalement, les forces ioniques ou les ions spécifiques peuvent aussi fortement influencer
I'agrégation amyloide (Ziaunys, Sakalauskas et al. 2021). Tous ces facteurs peuvent également favoriser le
repliement de I'lAPP en feuillets-B, exposant des régions hydrophobes habituellement inaccessibles dans

la conformation native du peptide (Kayed, Bernhagen et al. 1999).

1.2.3.3 ROle des régions hydrophobes

Comme il a été vu précédemment, la région 20-29 est la moins conservée entre les différentes especes.
Parmi les 6 résidus substitués entre les séquences de I'lAPP humain et I'lAPP de rat, 5 se retrouvent dans
la région 20-29 (Cao, Marek et al. 2013). L'IAPP de rats contient trois prolines dans cette région, qui sont
énergétiguement défavorables dans la formation de feuillets-B (Cao, Marek et al. 2013). Ainsi, puisque
I'lAPP de rats ne forme pas d’agrégats, de nombreuses études ont été menées sur les contributions du
noyau amyloidogénique 20-29 dans I'autoassemblage. En effet, Des études ont démontré que ce segment
joue un réle clé dans la stabilisation des fibrilles amyloides (Westermark, Engstrom et al. 1989) et peut

former des fibres méme en absence des autres domaines d’IAPP (Doran, Kamens et al. 2012). Par ailleurs,
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des outils informatiques et des simulations en dynamique moléculaire ont également montré que le
segment hydrophobe 12-17 favorise I'auto-reconnaissance de I'lAPP, son agrégation et sa cytotoxicité
(Fortier, Coté-Cyr et al. 2022). Ces segments hydrophobes interviennent dans la formation d’oligoméres
cytotoxiques et favorisent I'assemblage pathologique de I'lAPP (Doran, Kamens et al. 2012). De plus, la
formation de fibres d’IAPP est favorisée par les bicouches lipidiques chargées négativement (Nanga,
Brender et al. 2011, Zhang, St. Clair et al. 2017). L'extrémité N-terminale de I'lAPP s'insere dans la
membrane, essentiellement guidée par des interactions électrostatiques (Lopes, Meister et al. 2007). Un
processus en deux étapes est observé lors de la liaison du peptide, impliquant une transition
conformationnelle d'une conformation principalement en hélice a a une conformation en feuillet B,
formant finalement des structures fibrillaires ordonnées (Lopes, Meister et al. 2007). En effet, I'|APP liée
a la membrane induit la nucléation sur la surface membranaire, résultant en la formation d’oligoméres et

de fibres amyloides (Apostolidou, Jayasinghe et al. 2008, Zhang, St. Clair et al. 2017).

1.3 Pathologies associées a |'agrégation amyloide de I'|APP
1.3.1 Le diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 est la forme la plus courante de diabéte, représentant plus de 90 % des cas et
entrainant une augmentation significative du risque de mortalité chez les patients (Chatterjee, Khunti et
al. 2017). Selon la Fédération Internationale du Diabéte, 700 millions de personnes dgées de 20 a 79 ans
pourraient vivre avec le T2DM d'ici 2045, un chiffre alarmant qui reflete un besoin urgent d'action
(Association 2021). Le T2DM est une maladie hétérogéne pouvant étre déclenchée par des facteurs
génétiques et environnementaux, notamment I'obésité, le tabagisme et I'inactivité physique (Chatterjee,
Khunti et al. 2017, Ahmad, Lim et al. 2022). Les patients atteints de T2DM sont exposés a un risque accru
de complications telles que les maladies cardiovasculaires, les rétinopathies, les neuropathies et les
maladies rénales chroniques, qui peuvent réduire considérablement leur qualité de vie (Group 1998,
Duckworth, Abraira et al. 2009). Par ailleurs, les colits économiques liés a la gestion de ces complications
constituent une charge colossale pour les systemes de santé dans le monde entier (Association 2021). Le
T2DM est un trouble métabolique caractérisé par une résistance a l'insuline et une sécrétion d'insuline
altérée par les cellules B pancréatiques (Ahmad, Lim et al. 2022). Ces déréglements métaboliques
entralnent un déséquilibre glycémique chronique, qui peut progresser vers des états pathologiques
avancés si la maladie n’est pas gérée efficacement (Ahmad, Lim et al. 2022). Une meilleure compréhension

des mécanismes biologiques sous-jacents est donc essentielle pour développer des thérapies ciblées.
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1.3.2 Role de I'lAPP dans le diabéte de type 2

L'un des signes distinctifs du T2DM est la présence de dépo6ts d'IAPP dans les cellules B-pancréatiques,
observée chez plus de 90 % des patients (Apostolidou, Jayasinghe et al. 2008). Ces dépots participent dans
I'insuffisance des cellules B, exacerbant ainsi la dysrégulation métabolique et renforcant la progression de
la pathologie du T2DM (Kanatsuka, Kou et al. 2018). La gravité de la maladie semble également corréler
avec le degré d’amyloidose. En effet, la mutation S20G de I'lAPP favorise la formation de dépots amyloides
en plus grande quantité et a un rythme plus rapide in vitro que le peptide de type sauvage (Xu, Jiang et al.
2009). Cette mutation, observée chez environ 4% des patients diabétiques, est associée a une apparition
précoce du diabete de type 2 (Xu, Jiang et al. 2009). Ceci pourrait étre di au fait que les conditions
hyperglycémiques associées au T2DM entrainent des mécanismes de signalisation cellulaires déséquilibrés,
augmentant la concentration locale d'|APP (Montane, Klimek - Abercrombie et al. 2012).
Physiologiquement, le pH des granules de sécrétion est d’environ 5.5, ce qui pourrait empécher
I'agrégation de I'lAPP (Akter, Cao et al. 2016). La présence de zinc au niveau des granules d’entreposage
des cellules B pancréatiques a été démontrée comme étant un facteur inhibiteur de I'autoassemblage de
I"lAPP (Nedumpully-Govindan and Ding 2015, Akter, Cao et al. 2016). Une fois dans le milieu extracellulaire,
il est soupconné que la présence d’insuline pourrait stabiliser 'lAPP en limitant son oligomérisation
(Westermark, Li et al. 1996, Akter, Cao et al. 2016). Dans un contexte diabétique, il a été démontré que le
taux de zinc diminue de moitié et I'insuline est également en baisse, ce qui pourrait favoriser I'agrégation
de I'lAPP (Guillausseau, Meas et al. 2008). En outre, le ratio d’IAPP par rapport a I'insuline augmente
significativement dans les conditions de diabéte, renforcant I’hypothese d’un lien entre le développement
de la maladie et I'agrégation pathologique de I'lAPP (Akter, Cao et al. 2016). Similairement, une autre
hypothése propose que des mécanismes de clairance défectueux dans un contexte diabétique pourraient
empécher I'élimination du peptide mal replié, ce qui permettrait son agrégation (Rivera, Gurlo et al. 2011,
Cao, Marek et al. 2013). Certaines recherches montrent effectivement que la formation
d’autophagosomes peut étre diminuée dans un contexte de T2DM, ce qui favorise I'accumulation des
agrégats dans les vacuoles autophagiques et déclenche une série d'effets cytotoxiques (Rivera, Gurlo et al.

2011).

12



1.3.3 Mécanismes de cytotoxicité
1.3.3.1 Toxicité des différentes conformations quaternaires de I'|APP

Tel que le démontrent les corrélations entre les dép6ts amyloides d’IAPP dans le pancréas et le T2DM,
I'agrégation de I'lAPP constitue un processus nuisible pour les cellules B des ilots pancréatiques (Akter,
Cao et al. 2016). L'observation de dépots fibrillaires pancréatiques avait laissé initialement croire que les
fibres matures d’IAPP représentent la forme toxique du peptide (Lorenzo, Razzaboni et al. 1994).
Cependant, des études plus récentes ont démontré que les oligoméres sont les principales espéces
toxiques, responsables de divers dommages cellulaires (Bram, Frydman-Marom et al. 2014). En effet,
lorsque des cellules B-pancréatiques en culture étaient en présence d’assemblages d’IAPP prélevés durant
la phase de latence, les cellules affichaient plus de mort cellulaire que lorsqu’elles étaient exposées a des
assemblages prélevés plus tard, lorsque des fibres matures ont été formées (Abedini, Plesner et al. 2016).
Des études ont également révélé que la substitution de certains résidus critiques d’IAPP pouvait moduler
sa capacité a induire I'apoptose, soulignant l'importance des interactions structurelles spécifiques des
oligomeéres dans la médiation de leur toxicité (Raleigh, Zhang et al. 2017). D’ailleurs, bien que les fibres
matures soient moins cytotoxiques que les oligomeres, elles ne sont pas entierement inoffensives (Kakinen,
Sun et al. 2019). Certaines fibres sont capables de relacher des oligomeéres solubles dans I’environnement
cellulaire, un processus qui peut réactiver leur potentiel toxique (Verma, Vats et al. 2015). De plus, la
rigidité des dépots amyloides matures peut perturber la structure tissulaire et altérer la communication

intercellulaire dans les ilots de Langerhans (Raleigh, Zhang et al. 2017).

1.3.3.2 Perturbation membranaire

Plusieurs études indiquent que la cytotoxicité associée a I'lAPP est souvent initiée par une perturbation de
la membrane plasmique (Zhang, St. Clair et al. 2017). Expérimentalement, I'étude des effets de I'l|APP sur
la membrane cellulaire est souvent effectuée sur des cellules pancréatiques en culture. Alternativement,
il est aussi possible d’utiliser des modeles membranaires tel que des liposomes afin d’investiguer les
interactions du peptide avec la bicouche lipidique. Puisque la capacité de I'l|APP a perturber les membranes
dépend de la composition de celles-ci, le choix de modéle membranaire est important (Raleigh, Zhang et

al. 2017).

Au contact avec les membranes synthétiques, il y a une augmentation dans la formation de fibres, ce qui

peut étre associé avec une perméabilité membranaire accrue (Knight, Williamson et al. 2008). Cette
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catalyse est importante plus la membrane est chargée négativement, confirmant I'affinité de I'l|APP avec
les membranes anioniques (Zhang, St. Clair et al. 2017). L'interaction de I'lAPP avec les membranes
synthétiques montre également un changement conformationnel vers une structure hélicoidale, avec
I’hélice située parallelement a la surface de la membrane (Apostolidou, Jayasinghe et al. 2008). Selon
certaines recherches, I'|APP humain interagirait initialement avec les membranes via sa région N-terminale
(Knight, Williamson et al. 2008). Le résidu His18 jouerait un réle important dans I'orientation de I'lAPP sur
la membrane (Alghrably, Czaban et al. 2019). Les oligomeéres d’IAPP interagiraient ainsi directement avec
la membrane plasmique, provoquant une perméabilisation non spécifique par des perturbations
structurales (Cao, Marek et al. 2013). Il y a quelques modeéles qui ont été établis afin d’illustrer les
mécanismes potentiels de perturbation membranaire par I'lAPP. Il a d’abord été proposé que I'lAPP
provoque la formation de pores dans les membranes (Figure 1.6. a). En effet, une augmentation de la
conductivité des membranes a été observée, perturbant ’'homéostasie ionique intracellulaire (Kayed,
Sokolov et al. 2004). Cependant, il n'est pas clair si ces pores sont persistants ou transitoires (Raleigh,
Zhang et al. 2017). D'autres études ont soutenu un mécanisme de type « carpeting », similaire a I'effet de
détergents (Figure 1.6. b). Ce mécanisme suggére une liaison de I'lAPP a la membrane, suivie d’un
détachement qui éliminerait des parties de la surface membranaire, conduisant a sa perméabilisation (Lee,
Sun et al. 2012). Il existe également des preuves associant les dommages membranaires a la croissance

des fibrilles amyloides a la surface de la membrane (Engel 2009) (Figure 1.6. c).
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Figure 1.6 Les différents mécanismes de perturbation membranaire proposés pour I'IAPP.
a) formation de pores au niveau de la membrane. b) « carpeting », impliquant un attachement a la membrane puis
un détachement avec la perte de composantes de la membrane et c) croissance de fibres directement a la surface
membranaire. Extrait de (Raleigh, Zhang et al. 2017).

1.3.3.3 Production d’especes réactives de I'oxygene

Les autres mécanismes proposés de toxicité de I'lAPP incluent I'activation de récepteurs liés au stress
oxydatif. En effet, des études ont montré le potentiel des oligomeres d’IAPP a augmenter la production
d’espéces réactives de I'oxygene (ROS), et a interrompre la fonction mitochondriale, induisant un stress

oxydatif intracellulaire (Lutz 2022).

La génération de ROS lors du stress oxydatif a été fortement liée a une expression défectueuse du gene
de l'insuline, a une réduction du contenu en insuline et a une sécrétion d'insuline altérée (Robertson and
Harmon 2006). De plus, dans des tissus des flots pancréatiques de sujets atteints de T2DM, les tissus
contenant des dépots amyloides ont également montré un marquage positif pour le stress oxydatif,
confirmant encore une fois le lien étroit entre les dépots d’IAPP et le T2DM (Sakuraba, Mizukami et al.
2002, Zraika, Hull et al. 2009). Plusieurs études ont corrélé la génération de ROS avec des mécanismes de
cytotoxicité, incluant une peroxydation lipidique, ainsi qu’une altération des protéines membranaires et
des structures intracellulaires, exacerbant ainsi les dysfonctionnements métaboliques des cellules B
(Janciauskiene and Ahren 2000, Zraika, Hull et al. 2009). Le stress oxydatif peut également compromettre

le fonctionnement mitochondrial, réduisant leur efficacité énergétique et amplifiant les dommages
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apoptotiques (Zraika, Hull et al. 2009). Des traitements antioxydants ont également inhibé I'apoptose

induite par I'lAPP (Konarkowska, Aitken et al. 2005).

1.3.3.4 Stress du réticulum endoplasmique

La forte demande en IAPP causée par la résistance a l'insuline méene a une production amplifiée de pro-
IAPP, ce qui cause un stress au niveau du réticulum endoplasmique (RE) (Eizirik, Cardozo et al. 2008).
Physiologiquement, le pro-IAPP est synthétisé dans I'appareil de Golgi, pour enfin se trouver dans les
granules de sécrétion (Akter, Cao et al. 2016). Cependant, les peptides mal repliés sont visés par le systeme
ubiquitine pour se faire dégrader via le protéasome (Raleigh, Zhang et al. 2017). Comme mentionné
précédemment, les agrégats amyloides peuvent étre résistants a ce systéme de clairance (Cao, Marek et
al. 2013), particulierement dans un contexte diabétique (Lutz 2022). Ce déséquilibre entre la demande de
protéines correctement repliées et I'incapacité du RE a les produire active une réponse de stress au niveau
du RE (Gross and Katz 2017). Cette réponse mene a une augmentation de I'expression de la protéine
chaperone « binding immunoglobulin protein » (BiP), qui active des voies de signalisation comme la voie
« unfolded protein response » (UPR) (Raleigh, Zhang et al. 2017). D’ailleurs, I'exposition prolongée des
cellules B pancréatiques au stress du RE induit une réponse inflammatoire médiée par les cytokines pro-
inflammatoires interleukinel-a et interleukinel-p (Masters, Dunne et al. 2010, Westwell-Roper, Dai et al.
2011). De plus, I'exposition aux oligoméres d’IAPP active plusieurs voies apoptotiques (Raleigh, Zhang et

al. 2017).

1.3.3.5 Apoptose

Tous ces événements meénent a la mort cellulaire programmée, activant plusieurs voies apoptotiques. Ces
processus cellulaires peuvent étre déclenchés par des agrégats intracellulaires ou extracellulaires
(Westwell-Roper, Dai et al. 2011, Park, Warnock et al. 2017). Les voies qui régulent I'apoptose des cellules
B en réponse a la formation d'agrégats d’IAPP ne sont pas complétement caractérisées, mais des travaux
récents ont indiqué que la voie des cJUN kinases N-terminales (JNK) joue un réle critique dans la réponse
a I'lAPP chez les cellules B (Zhang, Liu et al. 2003, Subramanian, Hull et al. 2012). Cette voie est activée par
une gamme de stimuli de stress, incluant le stress du RE, le stress oxydatif, I'exposition a des cytokines
pro-inflammatoires et a un taux élevé de glucose (Subramanian, Hull et al. 2012). La voie JNK régule
I'apoptose des cellules B dans les cultures cellulaires et dans les flots exposés a de fortes concentrations

d'lAPP, ainsi qu’en réponse aux agrégats générés par I'lAPP endogene (Zhang, Liu et al. 2003).
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Un autre mécanisme proposé est I'induction de la voie apoptotique extrinséque a travers I'activation du
récepteur membranaire FAS (Park, Woo et al. 2014), principalement par les cytokines inflammatoires (Park,
Warnock et al. 2017). En effet, il a été démontré que linterleukinel-B reldchée par les cellules
pancréatiques pouvait activer le récepteur FAS (Park, Woo et al. 2014). L’activation de celui-ci mene
ensuite a 'activation de la caspase 8, suivie par le clivage de la caspase 3 (Law, Lu et al. 2010). De plus, la
suppression du récepteur FAS ou l'inhibition de la caspase 3 ont mené a une réduction de la réponse
cytotoxique de I'lAPP, confirmant le lien avec cette voie apoptotique extrinseque (Zhang, Liu et al. 2003,
Law, Lu et al. 2010). Des études ont indiqué que le traitement exogéne avec I'lAPP peut activer cette voie
métabolique, suggérant un effet extracellulaire (Westwell-Roper, Dai et al. 2011). Dans l'ensemble,
plusieurs réponses anormales suivent le dép6t de I'lAPP dans les cellules pancréatiques, soulignant sa

contribution pathologique dans le diabéte de type 2 (Figure 1.7).

Reésistance a l'insuline
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Hyper-
glycémie
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['lAPP de l'insuline

mort des

cellules B

Figure 1.7 Représentation des mécanismes liant 'agrégation de I'lAPP avec la pathologie du T2DM.
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1.3.4 Liens avec la maladie d’Alzheimer

En plus d’étre impliqué dans le T2DM, il est intéressant de noter que de plus en plus d’évidences
supportent I'hypothése que I'lAPP pourrait également participer au développement de la maladie
d’Alzheimer (AD). En effet, I'|APP peut traverser la barriere hémato-encéphalique (BBB) afin d’accomplir
ses fonctions physiologiques (Alrouji, Al-Kuraishy et al. 2023). Or, cela lui permet également de co-agréger
avec le peptide amyloide- (AB), la principale protéine amyloide impliquée dans I’AD (Go6tz, Lim et al. 2013).
Ce phénomene accentue la pathologie de I'AD en accélérant potentiellement I'agrégation de I'AB et la
formation de plaques, tel que le confirment les expériences de co-agrégation. En effet, la présence des
deux amyloides accélére significativement leur taux d’agrégation et méne a la formation de fibres hybrides
(Hu, Zhang et al. 2015). L’augmentation de la concentration pancréatique et cérébrale en IAPP favorise le
mauvais repliement de I’AB (Fawver, Ghiwot et al. 2014, Zhang and Song 2017). Ainsi, l'interaction entre
IAPP et AB méne a des dommages neuronaux (Ma, Yang et al. 2020). D’ailleurs, les patients diabétiques
présentent un risque significativement plus élevé de développer I'AD (Biessels, Staekenborg et al. 2006)
et I'hyperglycémie a été liée a la neurodégénérescence et a la démence (Karvani, Simos et al. 2019),
démontrant davantage le lien étroit entre ces deux conditions. Des coupes histologiques de patients
atteints d'AD ont révélé la présence de co-agrégats avec I’AB dans les plaques amyloides extraneuronales
(De Felice, Gongalves et al. 2022). D’ailleurs, il a été démontré que les mémes segments importants pour
I'auto-reconnaissance de I'lAPP, en plus du segment 20-29, interagissent avec AB et participent a la
progression de I’AD (Andreetto, Yan et al. 2010). Ces interactions inter-amyloides sont des cibles d'intérét

pour le développement d'interventions thérapeutiques et pour la conception d’inhibiteurs spécifiques.

1.4 Approches thérapeutiques contre I'agrégation amyloide

Plusieurs stratégies sont étudiées pour inhiber I'agrégation de I'lAPP. Puisque les amyloides s’assemblent
selon un processus a plusieurs étapes, différentes étapes du mécanisme d’agrégation sont visées afin

d’identifier une approche optimale.

1.4.1 Stabilisation d’états non-amyloidogéniques

La premiére stratégie consiste a stabiliser des formes correctement repliées du peptide. Par exemple, il
est possible de stabiliser la forme monomérique native d’une protéine amyloide, empéchant ainsi son
mauvais repliement et son autoassemblage. En effet, un léger déplacement dans I'équilibre

conformationnel entre les protéines correctement repliées et mal repliées peut avoir un impact significatif
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sur la cinétique finale de la réaction (Asthana, Mallick et al. 2018). C’est d’ailleurs I'approche qui est utilisée
par les stabilisateurs de transthyrétine (TTR), la protéine responsable du développement d’une amyloidose
rare (Brailovsky, Rajapreyar et al. 2023). L’'amyloidogenese de la TTR peut étre inhibée par des composés
qui se lient a la forme native de la protéine, diminuant ainsi la concentration de protéines potentiellement
amyloidogéniques (Klabunde, Petrassi et al. 2000). Plusieurs stabilisateurs de la forme monomérique de
la TTR ont été identifiés, incluant le Tafamidis qui est approuvé pour le traitement de I'amyloidose TTR
(Maurer, Schwartz et al. 2018). En revanche, d{ a la nature intrinsequement désordonnée de I'l|APP, donc
sans structure tertiaire stable, cette approche s’avere difficilement applicable (Asthana, Mallick et al.
2018). Cependant, il est possible de stabiliser d’autres conformations non-toxiques, comme les structures
en hélice a (Asthana, Mallick et al. 2018). En effet, méme s’il y a certaines évidences indiquant que les
structures hélicoidales peuvent constituer des intermédiaires dans le processus d’agrégation amyloide
(Hassanpour, De Carufel et al. 2014), cette conformation ralentit tout de méme significativement la
formation de feuillets B croisés. Par exemple, |’utilisation de polymeres mimant les hélices q, ou encore de
foldameres, se sont révélés efficaces pour inhiber la formation d’agrégats d’IAPP (Hassanpour, De Carufel

et al. 2014).

Une autre stratégie intéressante serait de mimer le milieu physiologique des granules de sécrétion qui
empéchent initialement I'autoassemblage de I'lAPP. Comme il a été mentionné précédemment, la
présence d’ions de zinc dans les granules de sécrétion semble avoir des effets anti-agrégatifs sur I'|APP
(Brender, Hartman et al. 2010). L’ajout de zinc divalent pres du résidu His-18 semble favoriser des espéces

non-agrégatives (Nedumpully-Govindan, Yang et al. 2015).

1.4.2 Inhibition de I’élongation des fibres

Une autre approche étudiée pour I'inhibition de I'agrégation amyloide est de viser les oligoméres et les
protofibrilles. Tel que mentionné précédemment, ces espéces sont reconnues comme étant les plus
cytotoxiques, donc leur inhibition constitue une cible thérapeutique intéressante (Meisl, Kirkegaard et al.
2016). Il y a plusieurs petites molécules ayant démontré une inhibition importante de la formation
d’agrégats d’IAPP. Notamment, des molécules naturelles extraites de fruits et de plantes, comme les
polyphénols, ont des effets anti-agrégatifs intéressants. Par exemple, I'épigallocatéchine gallate (EGCG),
une molécule retrouvée notamment dans le thé vert, a démontré une inhibition de la nucléation de I'|APP,
ainsi qu’une protection contre les effets cytotoxiques du peptide chez des cellules B-pancréatiques INS-1E

(Meng, Abedini et al. 2010). L'EGCG cible particulierement I'élongation des especes pré-fibrillaires en
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interagissant avec les sites hydrophobes des oligomeres d’IAPP (Palhano, Lee et al. 2013). Le polyphénol
vise potentiellement I'étape d’élongation, particulierement la nucléation secondaire (Palhano, Lee et al.
2013). Des expériences de dynamique moléculaire (MD) ont démontré que d’autres polyphénols, comme
la curcumine et le resvératrol, stabilisent des intermédiaires non-toxiques a travers des ponts hydrogene,
des interactions nt-it et des effets hydrophobes (Nedumpully-Govindan, Kakinen et al. 2016). D’ailleurs, il
a été proposé que la curcumine déstabilise les especes a-hélicoidales pré-fibrillaires (Sparks, Liu et al.
2012). Cependant, il semble que la curcumine ne soit efficace contre I'agrégation de I'|APP qu’a des doses
élevées, engendrant ainsi une certaine cytotoxicité par elle-méme (Daval, Bedrood et al. 2010). Le
resvératrol, retrouvé dans le vin rouge, semble empécher I'empilement des cycles aromatiques dans les

fibres, empéchant ainsi leur élongation (Jiang, Li et al. 2011).

En plus des polyphénols, plusieurs analogues peptidiques ont été congus afin d’inhiber la formation de
fibres amyloides. Typiquement, ces peptides contiennent la séquence d’auto-reconnaissance de I'|APP en
plus de motifs spécifiques permettant de bloquer I'élongation des fibres et la formation de feuillets B
(Asthana, Mallick et al. 2018). Ainsi, une stratégie couramment utilisée est I'utilisation de prolines,
permettant de perturber la formation de feuillets B (Soto, Kindy et al. 1996). C’est la stratégie utilisée pour
le développement de la pramlintide, un analogue de I'lAPP utilisé pour le traitement du T2DM (Wang,
Ridgway et al. 2015). Il est également possible d’utiliser les forces de répulsions électrostatiques pour
inhiber la croissance des fibres d’|APP en substituant certains résidus par des résidus chargés, augmentant

ainsi leur solubilité et diminuant leur capacité a s’auto-assembler (Patil and Alexandrescu 2015).

1.4.3 Inhiber les interactions IAPP/cofacteurs

Lors de la formation d’agrégats amyloides, il y a plusieurs éléments facilitant I'assemblage des oligoméres
et stabilisant les fibres matures (Asthana, Mallick et al. 2018). Par exemple, la protéine sérum amyloide P
(SAP) est connue pour stabiliser plusieurs amyloides, dont I'AB (Pepys, Herbert et al. 2002). Un compétiteur
du SAP, tel que I'acide R-1-[6-[R-2-carboxy-pyrrolidin-1-yl]-6-oxo-hexanoyl]lpyrrolidine-2-carboxylique,
peut étre utilisé afin d’empécher la stabilisation des fibres amyloides (Pepys, Herbert et al. 2002). Ceci

résulte en I'élimination de certains agrégats (Richards, Cookson et al. 2015).

Il est également possible de cibler les interactions ayant lieu entre les amyloides et les
glycosaminoglycanes (GAGs). En effet, on retrouve souvent les GAGs, des oligosaccharides négativement

chargés, associés aux amyloides dans les agrégats fibrillaires (lannuzzi, Irace et al. 2015). Certaines
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données expérimentales indiquent que les GAGs pourraient favoriser la stabilité fibrillaire en interagissant
de facon électrostatique avec les résidus chargés positivement (lannuzzi, Irace et al. 2015). En mimant la
liaison GAG-IAPP avec des fragments d’héparine contenant des monomeres de deux ou huit saccharides,
il a été possible de significativement diminuer la cytotoxicité de I'lAPP (Jha, Patil et al. 2011). De plus,
I'inhibition de la synthése des GAG en utilisant I'inhibiteur de synthése WAS-406 a diminué la formation

d’agrégats d’IAPP (Hull, Zraika et al. 2007).

Tel que décrit précédemment, I'interaction entre I'lAPP et la membrane cellulaire semble également jouer
un role important dans la catalyse de I'autoassemblage de I'lAPP, ce qui fait de l'interaction peptide-
membrane une cible potentielle des traitements anti-agrégatifs (Asthana, Mallick et al. 2018). Patil et al.
ont exploré cette interaction en synthétisant une variante de I'lAPP ayant cing résidus chargés
négativement par des résidus hydrophobes afin d’empécher sa liaison avec la membrane. Cependant, les
expériences n‘ont pas donné les résultats attendus. Le peptide n’a pas démontré d’effets contre la
cytotoxicité de I'lAPP et a méme contribué a nucléer I'agrégation amyloide (Patil and Alexandrescu 2015).

Néanmoins, le développement de ces approches constitue une stratégie thérapeutique prometteuse.

1.4.4 Anticorps dirigés contre les protéines amyloides

Il'y a aussi la possibilité d’utiliser des anticorps monoclonaux spécifiques contre différentes especes
amyloides afin de mener a leur élimination par le systéme immunitaire. C’'est d’ailleurs la stratégie utilisée
par Aducanumab et Lecanemab, deux anticorps monoclonaux dirigés contre les espéces oligomériques et
fibrillaires de I’AB dans la maladie d’Alzheimer (Shi, Chu et al. 2022). Aducanumab vise principalement les
plaques de fibres amyloides matures, mais peut également se lier aux oligomeres solubles (Wu, Ji et al.
2023). Lecanemab est plus spécifique aux protofibrilles solubles, I'espéces la plus neurotoxique de I’AB
(Logovinsky, Satlin et al. 2016). Cependant, ceux-ci ne sont pas un remede, mais ils ralentissent la
progression de la pathologie. Récemment, Donanemab, un troisieme anticorps monoclonal visant
spécifiguement les plaques amyloides a été présenté, avec une performance clinique prometteuse
(Alawode, Heslegrave et al. 2021). Cependant, les anticorps monoclonaux contre I’AB peuvent avoir des
effets secondaires graves chez les patients, allant de maux de téte a I’lhémorragie cérébrale (Withington

and Turner 2022).
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Les anticorps monoclonaux représentent tout de méme une stratégie intéressante pour lutter contre les
dépots d’IAPP. Certains sont méme en cours d’essai et montrent des résultats prometteurs chez des

modeles murins diabétiques (Phelps, Blase et al. 1996, Vogt, Roesti et al. 2021).

1.4.5 Pertinence de I'utilisation de molécules naturelles

En plus d’inhiber spécifiguement I’élongation des fibres d’IAPP, 'EGCG a démontré sa capacité a
remodeler les fibres amyloides matures (Cao and Raleigh 2012). En plus des polyphénols mentionnés
précédemment, une multitude ont démontré des propriétés anti-agrégatives contre I'agrégation amyloide,
visant différentes étapes du mécanisme d’agrégation (Korshavn, Jang et al. 2015) (Figure 1.8). D’ailleurs,
I'utilisation de molécules naturelles en recherche pharmacologique dans le contexte des amyloides est
une stratégie prometteuse pour le développement et la découverte de nouvelles thérapies (Velander, Wu
et al. 2017). En effet, ces molécules ont souvent des structures pouvant inspirer le développement de
nouveaux composés en plus de leurs propriétés bénéfiques pour la santé (Velander, Wu et al. 2017). Ainsi,
I’étude des molécules naturelles, notamment les polyphénols, constitue une piste importante pour

avancer la découverte de traitements anti-agrégatifs.
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Figure 1.8 Principales étapes visées du mécanisme d’agrégation amyloide par les principaux agents anti-agrégatifs.
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1.5 Les polyphénols
1.5.1 Propriétés

Les polyphénols sont des composés naturels abondants dans les plantes (Abbas, Saeed et al. 2017). Ces
molécules se caractérisent par une structure riche en cycles phénoliques (Rasouli, Farzaei et al. 2017)
permettant de protéger les plantes contre les dommages causés par les radiations ultraviolettes du soleil
ainsi que contre les agents pathogenes comme les virus, les bactéries et les champignons (Harborne and
Williams 2000, Bertelli, Biagi et al. 2021). Les polyphénols sont aussi une partie intégrale de la diete des
humains puisqu’ils se retrouvent communément dans les fruits, les Iégumes et les noix, ainsi que dans des
breuvages comme le café, le vin et le thé vert (Bertelli, Biagi et al. 2021). Ainsi, la composition en

polyphénols peut influencer la couleur et le go(t des aliments (Pandey and Rizvi 2009)

Les polyphénols sont utilisés comme remedes depuis des siecles, notamment dans la médecine
traditionnelle chinoise (MTC), en raison de leurs importantes propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes, en plus de leur profil sécuritaire (Rasouli, Farzaei et al. 2017). En effet, une augmentation
de la consommation de polyphénols a été corrélée avec la diminution de plusieurs pathologies, dont
plusieurs cancers, des infections virales et des maladies cardiovasculaires (Abbas, Saeed et al. 2017).
D’ailleurs, les polyphénols suscitent un intérét croissant dans la recherche pharmacologique pour leurs
propriétés thérapeutiques. Certains polyphénols comme la quercétine et la curcumine ont démontré
d’importants effets protecteurs contre plusieurs cancers dont le cancer du sein (Mohankumar, Sridharan
et al. 2015, Tabrez, Jabir et al. 2020) et le cancer du c6lon (Kee, Han et al. 2016, Reyes-Farias and Carrasco-
Pozo 2019). Les polyphénols sont aussi connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires (Hussain, Tan et

al. 2016) et antioxydantes (Rudrapal, Khairnar et al. 2022).

Les polyphénols sont divisés en plusieurs sous-classes, chacune avec des caractéristiques structurales et

des propriétés physicochimiques et biologiques différentes (Figure 1.9).
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Polyphénols

Flavonoides Non-flavonoides
Flavanols Tannins Stilbénes Xanthones
Gallotannins Resvératrol

Figure 1.9 Différentes classes et sous-classes de polyphénols. Adapté de (Tain and Hsu 2022).

1.5.2 Les gallotannins

Les gallotannins hydrolysables (HGT) sont une classe de polyphénols de la famille des tannins qui se
caractérisent par la présence d’un noyau central de glucose ramifié avec des estérifications (Khalifa,
Bourgault et al. 2023). Ces composés se distinguent notamment par leur flexibilité conformationnelle et
leur capacité a interagir avec une variété de cibles biologiques. Les HGTs, tels que I'acide tannique, le
1,2,3,4,6-penta-0-galloyl-B-D-glucose (PGG), le 1,3,6-tri-O-galloyl-B-D-glucose (TGG) et la corilagine,
affichent des propriétés bioactives remarquables, notamment des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires et neuroprotectrices (He 2022). Leur structure riche en groupes phénoliques leur permet
de former des liaisons hydrogéne et des interactions m-mt avec des protéines, ce qui les rend
particulierement efficaces pour inhiber I'agrégation des peptides amyloides (He 2022). De plus, ces
composés présentent une faible toxicité et leurs métabolites sont possiblement capables de traverser la
barriere hémato-encéphalique, renforgant leur potentiel en tant que candidats thérapeutiques (Johnson,

Kirk et al. 2019). En raison de leur efficacité a interagir avec plusieurs cibles ainsi que leur origine naturelle,
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les HGTs suscitent un intérét croissant pour le développement de stratégies dans le traitement des

maladies associées au mauvais repliement des protéines.

1.5.3 Utilisation dans I'inhibition de I'agrégation amyloide

Les HGTs ont démontré a plusieurs reprises leurs capacités anti-agrégatives et cytoprotectrices contre
divers peptides amyloides (He 2022). En effet, leur structure riche en groupes phénoliques et leur flexibilité
conformationnelle dynamique leur permettent d'interagir efficacement avec des protéines
amyloidogéniques a différentes étapes du mécanisme d'agrégation (Khalifa, Bourgault et al. 2023). Les
HGTs se révelent efficaces contre divers peptides amyloidogéniques comme AP, la « tubulin-associated

unit » (tau) et IAPP.

1.5.3.1 Acide tannique

La structure de I'acide tannique (TA) consiste en un anneau central de glucose avec 10 groupements galloyl
contenant 25 OH phénoliques (Khalifa, Bourgault et al. 2023). Le TA a démontré des capacités
thérapeutiques prometteuses dans le contexte de la maladie d’Alzheimer. En effet, il a été montré que le
TA réduit les agrégats d’Ap a la fois in vitro et in vivo (Mori, Rezai-Zadeh et al. 2012). Cet effet est associé
a l'inhibition de I'expression de BACE1 et de l'activité de la B-sécrétase, favorisant ainsi la voie non
amyloidogéne. Le TA agit donc de maniere post-traductionnelle, mais réduit également directement
I'activité enzymatique, méme a faibles doses. De plus, le TA réduit la neuro-inflammation associée aux
plagues AR et diminue les troubles cognitifs similaires a ceux de I’AD chez les souris (Mori, Rezai-Zadeh et
al. 2012). Le TA désagrege également les fibres d’AB préformées, probablement en se liant aux extrémités
des feuillets B-croisés, déstabilisant ainsi leurs conformations. Le TA a également considérablement ralenti
I"agrégation précoce du fragment R3 de la protéine tau, suggérant une inhibition de la phase de nucléation
suivant une interaction avec les oligomeéres (Hu, Yang et al. 2021). Les calculs d’amarrage moléculaire ont
suggéré que le TA se lie a la poche hydrophobe de R3 et induit une conformation en épingle-a-cheveux
(hairpin) du peptide, stabilisant R3 dans une structure aléatoire et stoppant la formation des fibres (Yao,
Gao et al. 2013, Hu, Hu et al. 2020). Cette liaison empéche également la région PHF6 d’interagir avec le
centre hydrophobe de la chaine peptidique, ce qui rend I'autoassemblage de tau difficile (Yao, Gao et al.

2013).
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1.5.3.2 PGG

Le PGG est un HGT portant un anneau central de glucose avec cing groupements galloyl contenant 15
groupements OH phénoliques (Wen, Dechsupa et al. 2023). |l peut étre extrait de nombreuses plantes
réparties dans le monde entier, notamment des plantes de Rhus chinensis Mill, des graines de Bouea

macrophylla et des noyaux de Mangifera indica (Torres-Ledn, Ventura-Sobrevilla et al. 2017).

Les données expérimentales ont montré des propriétés anti-agrégatives du PGG contre les peptides
amyloides. En effet, le PGG a démontré une forte inhibition de la formation des fibres d’AB ainsi que la
désagrégation des fibrilles préformées, a la fois in vitro et in vivo (Fujiwara, Tabuchi et al. 2009). De
maniere intéressante, le PGG peut interférer avec I'oligomérisation précoce en s’assemblant de maniere
compétitive avec AR, induisant ainsi préférentiellement une hétéro-oligomérisation PGG-AB (Fujiwara,
Tabuchi et al. 2009). De plus, I'ajout de PGG a des fibres d’AB préformées a montré une réduction
significative des especes oligomériques d’AB, telles que les dodécaméres et les hexameéres, ainsi qu’une
importante diminution de la densité des fibres matures (de Almeida, Do et al. 2017). Le PGG a également
montré des propriétés neuroprotectrices contre la toxicité induite par AP dans les cellules SK-N-SH
(Fujiwara, Tabuchi et al. 2009). De plus, le PGG agirait en se liant a la région de liaison aux métaux située
a I'extrémité N-terminale de I’AB, ainsi qu’a la premiére région centrale hydrophobe, ce qui rend plus
difficile I'auto-agrégation de AP (de Almeida, Do et al. 2017). Puisque le PGG a un effet similaire sur
I'amyloidogénéese de AB40 et AB42, sa liaison a la région C-terminale de AB ne dépend probablement pas
d’une séquence d’acides aminés spécifique (Fujiwara, Tabuchi et al. 2009). Le PGG a également démontré
des effets inhibiteurs sur I'agrégation du peptide tau R3, bien qu’il ait démontré une certaine cytotoxicité
dans les cellules SK-N-SH infectées par R3 (Hu, Yang et al. 2021). En outre, le PGG agit de maniere
concentration-dépendante pour inhiber la formation de fibres d’IAPP. Le PGG a également réduit de
maniere significative la cytotoxicité de I'lAPP dans des cellules en culture (Bruno, Pereira et al. 2013). De
plus, le PGG a grandement réduit le déclin cognitif et la détérioration de la mémoire chez des souris Tg2576
(Fujiwara, Tabuchi et al. 2009), faisant de ce gallotannin un candidat prometteur pour le développement

de médicaments ciblant les amyloides.

1.5.3.3 Corilagine

La structure de la corilagine se compose d’un anneau central de glucose avec trois groupements galloyl et
neuf OH phénoliques. Identifiée dans environ 53 plantes a travers le monde, la corilagine présente une

trés faible toxicité, méme a des doses élevées (Gaudreault, Hervé et al. 2021). Elle a également été utilisée
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comme cofacteur pour stabiliser et/ou déstabiliser des systémes colloidaux, nécessitant des
concentrations une a deux ordres de grandeur inférieures a celles de I'acide tannique (TA) pour atteindre
le taux maximal de déstabilisation (Gaudreault, Hervé et al. 2021). D’ailleurs, la corilagine a démontré une
forte inhibition de I’'enzyme prolyl endopeptidase (PEP), qui pourrait jouer un role dans I'amyloidogénese
cérébrale (Cunningham and O'Connor 1997). Elle a également montré une activité similaire a celle du TA
en ce qui concerne la modulation de I'agrégation d’AB, en inhibant la B-sécrétase sans exercer d’inhibition
significative sur I'a-sécrétase (Youn and Jun 2013). La corilagine a également permis d’améliorer les
capacités cognitives de souris exprimant un phénotype d’Alzheimer (Chen, Zhuang et al. 2024). Malgré ces

résultats intéressants, I'effet de la corilagine sur ’agrégation de I'lAPP reste tres peu étudié.

1.5.3.4 TGG

Le TGG comporte un anneau central de glucose avec trois groupements galloyles et neuf OH phénoliques.

Il peut étre extrait de Terminalia chebula et de Paeonia lactiflora.

L'effet du TGG sur l'autoassemblage des amyloides est moins bien documenté que celui des HGT
mentionnés précédemment (Khalifa, Bourgault et al. 2023). Néanmoins, il a été démontré que le TGG est
efficace pour réduire I'autoassemblage et la formation de fibrilles du peptide tau R3 (Hu, Zhang et al. 2015).
Deux anneaux phénoliques du TGG interagiraient simultanément avec les résidus Lys321 et Gly326 du
peptide tau R3 (Hu, Yang et al. 2021). De plus, les données expérimentales ont montré que le TGG n’avait
presque aucun impact sur la prolifération des cellules SK-N-SH, indiquant une absence de cytotoxicité.
Empiriguement, la cytotoxicité des gallates de glucose augmente avec le nombre de branches autour du
noyau de glucose, ce qui pourrait expliquer les variations entre les différents HGT (Hu, Yang et al. 2021).
Similairement a la corilagine, le B-TGG a montré une forte inhibition de I’'enzyme prolyl endopeptidase
(PEP) (Lee, Jun et al. 2007). Ces caractéristiques et propriétés physiologiques suggérent que le TGG mérite

d’étre étudié plus en profondeur dans le contexte de I'agrégation amyloide.

Ainsi, les HGT sont des candidats prometteurs pour développer des traitements visant a atténuer les
maladies associées aux protéines amyloides. Leur faible toxicité et leur biocompatibilité renforcent leur
potentiel thérapeutique. Il serait d’autant plus pertinent d’approfondir les connaissances sur les plus petits
HGTs, tels que la corilagine et le TGG, compte tenu de leur faible toxicité et de leur flexibilité
conformationnelle par rapport aux autres HGT, ainsi que de leur potentiel a inhiber I'agrégation des

polypeptides.
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1.6 Problématique et objectifs

La double nature de I'lAPP, un peptide a la fois essentiel mais également pathogéne par son caractere
amyloidogéne, en fait un sujet de recherche majeur dans la compréhension des mécanismes a l'origine
des maladies métaboliques. Le peptide joue des rbles physiologiques essentiels au maintien de
I’'homéostasie glycémique. Cependant, sa tendance a former des dép6ts amyloides au niveau des cellules
pancréatiques représente une problématique majeure. En effet, la prévalence des dépots d’IAPP dans le
T2DM et les preuves croissantes de son implication dans la maladie d’Alzheimer, renforcent I'importance
d’étudier des composés pour l'inhibition de I'agrégation amyloide afin de découvrir de nouveaux
mécanismes d’action et de s’en inspirer pour développer des composés thérapeutiques contre les

amyloidoses.

1.6.1 Hypothéses

Les gallotannins seraient de bonnes molécules pour inhiber I'agrégation d’IAPP, potentiellement grace a
leur noyau de glucose, lequel pourrait accentuer leurs propriétés anti-agrégatives. Ainsi, I'hypothése de
ce projet stipule que les deux gallotannins, B-TGG et corilagine, pourraient cibler différentes étapes du
processus d’agrégation amyloide de I'lAPP, notamment la nucléation primaire, la nucléation secondaire

et/ou I'élongation, et ainsi moduler I'agrégation et la cytotoxicité associée du peptide.

1.6.2 Objectifs

L’'objectif global de ce projet de maitrise est de déterminer |'effet de deux gallotannins, B-TGG et corilagine,

sur I’agrégation amyloide de I'lAPP. Pour ce faire, le projet a trois objectifs spécifiques :

1) Caractériser I'aspect biophysique de I'interaction entre I'lAPP et les gallotannins.
2) Explorer I'effet des gallotannins sur la cytotoxicité de cellules B pancréatiques.

3) Comprendre le mécanisme d’action des gallotannins contre 'agrégation de I'lAPP.
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2.1 Résumé

Le mauvais repliement des protéines et leur agrégation subséquente en dépots amyloides insolubles sont
associés a diverses maladies, notamment la maladie d’Alzheimer, les amyloidoses systémiques et le
diabéte de type 2 (T2DM). Le T2DM se caractérise par le dép6t pancréatique de I'lAPP, une hormone
peptidique jouant un role crucial dans la régulation du glucose. Cependant, I'lAPP peut mal se replier,
formant des agrégats cytotoxiques et des fibres amyloides dans les ilots pancréatiques, ce qui induit une
dysfonction et une mort des cellules B. Par conséquent, inhiber I'agrégation de I'lAPP représente une
stratégie prometteuse pour traiter le T2DM. Les gallotannins naturels sont des modulateurs potentiels des
amyloides, bien que leurs effets sur I'autoassemblage de I'lAPP soient peu étudiés. Cette étude examine
les effets inhibiteurs sur I'agrégation de I'lAPP de deux gallotannins, le 1,3,6-tri-O-Galloyl-B-D-glucose (j-
TGG) et la corilagine. A I'aide de la fluorescence a la thioflavine T, de la microscopie a force atomique et
du dichroisme circulaire, il a été observé que les gallotannins retardent |'autoassemblage de I'lAPP et
réduisent la longueur et la quantité de fibres amyloides. Malgré leur similarité structurelle, la corilagine a
montré une activité anti-agrégative nettement supérieure a des concentrations plus faibles par rapport au
B-TGG. Les interactions monomere-gallotannin et fibrille-gallotannin ont été étudiées par des simulations
en dynamique moléculaire, révélant des liaisons hydrogene, des interactions hydrophobes et un
empilement -mt. En outre, la corilagine a démontré des effets cytoprotecteurs significatifs contre la
toxicité et les dommages membranaires induits par I'lAPP sur les cellules INS-1E. L’analyse mécanistique a
révélé que la corilagine agit principalement en inhibant la nucléation secondaire et en favorisant une
agrégation alternative. Ensemble, ces résultats mettent en évidence le potentiel des deux gallotannins
pour inhiber I'autoassemblage amyloide, supportant le développement de nouveaux agents anti-
agrégatifs.

Mots clés : IAPP, agrégation amyloide, diabéete de type 2, polyphénols, 1,3,6-tri-O-Galloyl-B-D-glucose,

corilagine.
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2.2  Abstract

Protein misfolding and subsequent aggregation into insoluble amyloid deposits, are associated with
various diseases, including Alzheimer’s disease, systemic amyloidosis, and type 2 diabetes mellitus (T2DM).
T2DM is characterized by the pancreatic deposition of the islet amyloid polypeptide (IAPP), a peptide
hormone that plays crucial in glucose regulation. However, IAPP can misfold, forming soluble cytotoxic
aggregates and amyloid fibrils in the pancreatic islets, inducing B-cell dysfunction and death. Thus,
inhibiting IAPP aggregation consists of a promising strategy for treating T2DM. Natural gallotannins are
potential amyloid modulators, though their effects on amyloid self-assembly are not fully understood. This
study examines two gallotannins, 1,3,6-tri-O-Galloyl-B-D-glucose (B-TGG) and corilagin, and their
inhibitory effects on IAPP aggregation. Using thioflavin T fluorescence, atomic force microscopy, and
circular dichroism, it was found that the gallotannins delay IAPP self-assembly and reduce the length and
quantity of amyloid fibrils. Despite their structural similarity, corilagin exhibited markedly higher anti-
aggregative activity at lower concentrations compared to B-TGG. Peptide monomer-gallotannin and fibril-
gallotannin interactions were further investigated using all-atom molecular dynamics simulations,
revealing hydrogen bonds, hydrophobic interactions and m-it stacking. Furthermore, corilagin provided
significant cytoprotective effects against IAPP-induced cytotoxicity and membrane damage in INS-1E cells.
Mechanistic analysis revealed that corilagin exerts its effects primarily by inhibiting secondary nucleation
and facilitating off-pathway aggregation into cytocompatible species. Together, these findings highlight
the potential of both gallotannins in inhibiting amyloid self-assembly and inspiring the development of
anti-aggregative agents.

Keywords: IAPP, amyloid aggregation, type 2 diabetes, polyphenols, 1,3,6-tri-O-Galloyl-B-D-glucose,

corilagin.
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Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) constitutes the most prevalent form of diabetes, representing over 90%
of total cases (Zheng, Ley et al. 2018, Association 2021). T2DM is a metabolic disorder characterized by a
decreased sensitivity to insulin and an impaired insulin secretion by pancreatic B-cells, leading to a
glycemic imbalance (Roden and Shulman 2019, Association 2021). One of the main histologically observed
hallmarks in most patients afflicted with T2DM is the presence of amyloid deposits in pancreatic islets,
which exacerbates B-cell stress and degeneration (Kahn, Andrikopoulos et al. 1999). The main component
of these amyloid deposits is the islet amyloid polypeptide (IAPP), a peptide hormone co-expressed, co-
stored and co-secreted with insulin by pancreatic B-cells (Raleigh, Zhang et al. 2017). IAPP (Figure 2.1A, B),
also referred to as amylin, mediates key physiological functions including regulation of satiety, glucose
homeostasis, and inhibition of glucagon secretion (Akter, Cao et al. 2016, El Saghir, Farrugia et al. 2021).
The imbalanced signaling mechanisms linked to the hyperglycemic conditions in T2DM lead to an increase
in IAPP secretion, likely promoting its local aggregation in the extracellular space. This causes B-cell failure,
causing further metabolic dysregulation and reinforcing T2DM pathology (Raleigh, Zhang et al. 2017). It
was demonstrated that the severity of the disease correlates closely with the extent of pancreatic
amyloidosis (Westermark 1994, Zhang, Liu et al. 2014). IAPP amyloid formation follows a secondary
nucleation-dominated aggregation, meaning that preformed fibrils catalyze the self-assembly process by
acting as nucleation sites (Rodriguez Camargo, Chia et al. 2021). This process promotes and accelerates
amyloid fibril formation and tissue accumulation in the form of cross B-sheets (Raleigh, Zhang et al. 2017)
(Figure 2.1C). Furthermore, IAPP oligomers and pre-fibrillar aggregates have been identified as the main
cytotoxic species, mediating membrane damage through pore formation, membrane destabilization,
and/or lipid extraction (Lee, Sun et al. 2012, Sciacca, La Rosa et al. 2021). These soluble proteospecies also
induce oxidative stress, inflammation, and apoptosis of B-cells (Raleigh, Zhang et al. 2017, Dubey, Patil et
al. 2019). Thus, not only it is important to identify therapeutics that prevent pancreatic amyloid deposition
to decrease (-cell degeneration, but it is also critical that such approaches do not lead to the accumulation
of soluble pre-fibrillar proteotoxic species. However, the complexity of the aggregation process implicating
a large ensemble of secondary and quaternary species makes it particularly challenging to identify multi-
target components that can arrest, or modulate, amyloid formation at different stages, i.e. from the

formation of transient oligomers to fibril elongation and subsequent accumulation.

Over the last decades, different strategies have been evaluated to prevent IAPP amyloid formation and

associated cytotoxicity, including the clearance of pathogenic aggregates by monoclonal antibodies (Vogt,
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Roesti et al. 2021), or the inhibition of fibril elongation by small molecules blocking secondary nucleation
(Pithadia, Brender et al. 2016). Despite these efforts, there are currently no clinically approved drugs that
specifically target IAPP aggregation, hence reinforcing the necessity to investigate new anti-aggregative
agents. Interestingly, several natural polyphenols extracted from plants have shown capacity to mitigate
amyloid aggregation and toxicity (Lakey-Beitia, Berrocal et al. 2015). Numerous molecules succeeded at
preventing (Mishra, Bulic et al. 2008), limiting (Phan, Samarat et al. 2019), and/or reverting (Bieschke, Russ
et al. 2010) amyloid fibril formation by targeting different mechanisms. Notably, it was revealed that
epigallocatechin gallate (EGCG) prevents IAPP cytotoxicity by stabilizing non-toxic oligomers (Franko,
Rodriguez Camargo et al. 2018). Besides, resveratrol, found in red grapes and other berries, was found to
inhibit IAPP membrane binding, leading to a decrease of IAPP-induced cell death (Pithadia, Brender et al.
2016). These studies highlight that polyphenols could inhibit amyloid formation through diverse
mechanisms by interacting with different proteospecies of the amyloid cascade, while usually being fully
biocompatible. Among polyphenols, gallotannins are particularly interesting owing to their low molecular
weight and their unique structures, characterized by a glucose core esterified with galloyl moieties.
Notably, the presence of multiple phenolic rings is known to promote multiple interactions, including
hydrogen bonds, hydrophobic interactions, and mt-mt stacking, which in turn can inhibit protein aggregation
and amyloid fibril formation (Han, Yin et al. 2023). The glucose core could also potentially enhance fibril
inhibition properties of gallotannins, as polyols demonstrated important anti-aggregative properties
(Ahmad and Mishra 2022). Gallotannins like tannic acid and 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glucopyranose
(PGG) have shown anti-aggregative properties on amyloid- (AB) and IAPP aggregation (Ono, Hasegawa et
al. 2004, de Almeida, Do et al. 2017, Khalifa, Bourgault et al. 2023). More recently, corilagin showed
interesting results in vivo against AR aggregate formation, highlighting a potential therapeutic role in the
context of Alzheimer’s disease (Chen, Zhuang et al. 2024), whose pathogenesis could also be linked to
T2DM and IAPP aggregation (Li and Holscher 2007, Ferreira, Raimundo et al. 2021). Recognizing the
promising potential of gallotannins in mediating amyloid aggregation, it remains essential to investigate

their capacity to inhibit IAPP aggregation and the associated molecular mechanisms.

Herein, we evaluated the effects of 1,3,6-tri-O-Galloyl-B-D-glucose (B-TGG) and corilagin (Figure 2.1D) on
IAPP aggregation and cytotoxicity. Although B-TGG and corilagin share a similar structure, with a central
glucose esterified with three galloyl moieties, corilagin showed a significantly higher anti-aggregative

effect at lower concentrations. Corilagin demonstrated important cytoprotective effects against |IAPP-
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induced pancreatic cell death. Mechanistic studies suggested that corilagin mediates its effects mainly by

inhibiting secondary nucleation and promoting off-pathway aggregation into cytocompatible aggregates.
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Figure 2.1 Structures of IAPP and gallotannins. A) Primary sequence of IAPP, with the 20-29 amyloidogenic sequence
represented in pink. B) Structure of IAPP monomer obtained by nuclear magnetic resonance in presence of sodium
dodecyl sulfate micelles at pH 7.3 (2L86.pdb) (Nanga, Brender et al. 2011). C) Structure of IAPP fibril observed by
electron microscopy (6Y1A.pdb) (Réder, Kupreichyk et al. 2020). D) Chemical structure of 1,3,6-tri-O-Galloyl-B-D-
Glucose (B-TGG) and corilagin.

2.3 Materials and methods
2.3.1 Synthesis, purification and monomerization of IAPP

IAPP was synthesized on a solid support using Fmoc-based chemistry, with 2-(6-chloro-1H-benzotriazole-
1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium hexafluorophosphate (HCTU) employed as the coupling reagent, as
previously described (Godin, Nguyen et al. 2019). Following cleavage from the resin, crude peptides were
purified using reverse-phase HPLC, and the collected fractions were analyzed by Electrospray ionization
Time-of-Flight (ESI-TOF) mass spectrometry. Disulfide bonds between Cys-2 and Cys-7 were formed
through oxidation in dimethyl sulfoxide under gentle agitation. The resulting cyclized peptides were

further purified by RP-HPLC, and fractions with a purity exceeding 95% were combined and lyophilized.
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IAPP aliquots were then monomerized by adding 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol (HFIP) at a
concentration of 1 mg/mL and sonicating for 30 min. Samples were stored at -80°C until used. HFIP was
evaporated with nitrogen right before use and IAPP was dissolved in 20 mM Tris-HCI buffer at pH 7.4 to

the desired concentration.

2.3.2 Preparation of gallotannin solutions

1,3,6-Tri-O-Galloyl-B-D-Glucose was synthesized and provided by Pauvert et al. (Pauvert, Gaudreault et al.
2023). Corilagin was purchased from Cayman Chemicals. Gallotannins were solubilized in filtered milli-Q
water to a stock concentration of 1 mM and were sonicated at room temperature (RT) for one hour.

Samples were stored at 4 °C protected from light for a maximum duration of 1 month.

2.3.3 Kinetics of IAPP aggregation

Monomerized IAPP at 50 uM in 20 mM Tris-HCI buffer at pH 7.4 was added in the presence and absence
of gallotannins to obtain 1:0, 1:1 and 1:4 IAPP:gallotannin molar ratios at a final concentration of 25 uM.
Thioflavin T (ThT) was added at a final concentration of 40 uM. Samples were loaded in triplicates in a
black-wall, clear-bottom non-binding surface 96-well plates. ThT fluorescence was monitored at 25 °C at
10-minute intervals over 15 hours at 440 nm excitation and 485 nm emission. The plate was shaken for 10
seconds before the first reading and followed by 5 seconds of shaking before each reading. For each
experiment, the data collected from the triplicate wells were averaged, and the blank values were
subtracted from the results of each sample. Each curve represents the average of at least four independent
experiments (n=4). The kinetic curves were fitted on the AmyloFit website
(https://amylofit.com/amylofitmain/projects_page/). K+kn and k+k2 values were determined using the
secondary nucleation dominated, unseeded model (Meisl, Kirkegaard et al. 2016). For seeded kinetics,
fibrillar seeds were prepared by assembling IAPP in Tris-HCI buffer pH 7.4 at 50 uM for 72 hours. Circular
dichroism (CD) spectroscopy and atomic force AFM imaging were performed to confirm B-sheet formation.
IAPP seeds were then added at a final seed concentration of 5% in molar equivalents to monomeric IAPP.
The solutions were loaded in triplicates in a 96-well plate and the aggregation kinetics were followed by

monitoring the ThT fluorescence as described above.
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2.3.4 Transmission electron microscopy

Samples were collected at the end of the kinetics assay and were loaded on glow-discharged carbon grids.
Samples were negatively stained with 1.5% uranyl formate and were imaged using a FEI Tecnai G2 Spirit

Twin microscope operating at 120 kV and equipped with an AMT NanoSprint15 MK2 CMOS Camera.

2.3.5 Circular dichroism spectroscopy

IAPP aliquots were dissolved to a final concentration of 50 uM in Tris-HCl buffer at a pH of 7.4. IAPP
secondary structure was monitored in the presence, or in absence, of 1:1 IAPP:gallotannin molar ratios
over 72 h. Samples were loaded into a 2 mm path length quartz cell and far-UV CD spectra were recorded
from 189 nm to 260 nm at 25 °C with a J-815 CD spectropolarimeter (Jasco). Each spectrum represents the

average of at least three independent experiments (n=3).

2.3.6 Steady-state fluorescence spectroscopy

Cross-B-sheet formation was monitored using endpoint ThT and ANS fluorescence. ThT was added to a
final concentration of 100 uM and ANS was added to a final concentration of 40 uM. Fluorescence was

monitored using a steady state spectrophotometer from Photon Technology International.

2.3.7 Atomic force microscopy

IAPP samples were assembled at 50 uM over 72 h in microtubes at 25 °C under quiescent conditions in
presence or absence of polyphenols. Diluted samples in 5% v/v acetic acid were loaded on freshly cleaved
mica and the excess liquid was absorbed with blotting paper. The mica was rinsed twice with filtered milli-
Q H,0. Samples were then imaged by AFM microscopy using a Bruker Multimode 8 AFM in ScanAsyst with
a silicon tip (2-12 nm tip radius, 0.4 N/m force constant) on a nitride lever. The length and height of at

least 100 fibrils were measured manually using Gwyddion software.

2.3.8 Resazurin cell viability assay

INS-1E rat B-pancreatic cells were cultured in RPMI-1640 media supplemented with 10% FBS, 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 10 mM HEPES, 2mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, and 50 uM
B-mercaptoethanol. The cell cultures were maintained at 37 °C in a 5% CO; incubator. INS-1E cells were
plated into a black wall clear bottom tissue culture treated 96-well plate at a density of 20,000 cells per

well. After a 48-hour incubation at 37 °C with 5% CO,, cells were treated with IAPP at different
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IAPP:corilagin ratios. Monomerized IAPP was solubilized in Tris-HCI at a final concentration of 75 uM and
was pre-incubated in absence, or in presence of 1 to 4 molar equivalents of corilagin to assess the
cytotoxicity of the pre-fibrillar species formed in the presence of corilagin. Peptide: polyphenol solutions
were applied to the cells to obtain a final IAPP concentration of 25 uM. Treated cells were incubated for
24 hours, and cell viability was measured using the resazurin reduction assay. After a 3-hour incubation,
fluorescence was measured at 440 excitation and 485 nm emission. Results were normalized according to

the control wells. Data were expressed as average percentage of at least 3 independent experiments.

2.3.9 Lactate dehydrogenase (LDH) release assay

Chinese hamster ovary cells (CHO-K1) were plated into a TC-treated black wall clear bottom 96-well plate
at a density of 10,000 cells per well. After a 48-hour incubation at 37°C with 5% CO,, cells were treated
with IAPP alone or with corilagin at molar ratios of 1 to 4. Treated cells were incubated for 24 hours, and
50 pL of the media was transferred to a clear 96-well plate. LDH release was monitored using the CyQUANT
LDH Cytotoxicity Assay Kit (Invitrogen) and by reading the absorbance of each well at 490 nm using the
SpectraMax i3 plate reader (Molecular Devices). The absorbance at 680 nm was also measured and was
subtracted from all the results to remove the background noise. The percentage of LDH release was

calculated relatively to the positive control.

2.3.10 Reactive oxygen species release assay

INS-1E cells were plated into a black wall clear bottom 96-well plate at a density of 20,000 cells per well
and were incubated for 48 hours at 37 °C with 5% CO.. Cells were treated with IAPP alone or with corilagin
at molar ratios of 1 to 4. Treated cells were incubated for 24 hours, and 68 uM dihydroethidium (DHE) was
added to the cells. ROS release was measured by fluorescence readings at 518 nm excitation and 605 nm
emission on a SpectraMax i3 plate reader (Molecular Devices). 400 uM H,0, was used for control

conditions.

2.3.11 AnnexinV assay

INS-1E cells were plated into a clear 6-well plate (Sarstedt) at a density of 150,000 cells per well and were
incubated for 48 hours at 37 °C with 5% CO.. Cells were then treated with IAPP at the IAPP:corilagin ratios
described above and were incubated for 6 hours. Apoptosis was monitored using the eBioscience Annexin

V Apoptosis Detection Kits kit by Invitrogen. Cells were washed with 1X Annexin-binding buffer and were
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tagged with 15 pM of FITC-Annexin V and 1 uM of Propidium lodide. After a 15-minute incubation period,
the fluorophores were washed with 1X annexin-binding buffer. Cells were imaged by confocal microscopy
using an inverted microscope with a Nikon A1R confocal using a 40X lens. Images were then analyzed and

quantified using Fiji Imagel.

2.3.12 Live/dead assay

INS-1E cells were plated into a clear 6-well plate (Sarstedt) at a density of 150,000 cells per well and were
incubated for 48 hours at 37 °C with 5% CO,. Cells were then treated with IAPP at the IAPP:corilagin ratios
described above and were incubated for 24 hours. Ethidium bromide homodimer and calcein-AM were
added to cells and incubated for 30 minutes. Cells were imaged with confocal microscopy using an inverted
microscope with a Nikon A1R confocal using a 40X lens. Calcein-AM and ethidium bromide fluorescence
were measured at 494 nm and 535 nm excitation and 518 nm and 617 nm emission, respectively. The

images were processed with Fiji Imagel.

2.3.13 Molecular dynamics

The solution structure of monomeric IAPP determined by NMR in the presence of sodium dodecyl sulfate

(SDS) micelles (PDB ID: 2L86) (Nanga, Brender et al. 2011) was retrieved from the Protein Data Bank.

The IAPP monomer—ligand complex was prepared through the following protocol: (i) Ligand (TGG and
Corilagin) .xyz structures (Gaudreault, van de Ven et al. 2002) were converted into GROMACS-compatible
formats using ACPYPE (Sousa da Silva and Vranken 2012). The complex was embedded in a periodic
dodecahedral simulation box, maintaining a 1-nm distance from the box walls. The starting configuration
was established with IAPP and ligand separated by a distance equivalent to the size (3nm) of the monomer
or fibril; (ii) the energy minimization was performed in a vacuum using steepest descent (SD) algorithms
(EminVac); (iii) the system is solvated with TIP3P water molecules, then three chloride ions (Cl") were added
to ensure the neutrality of the system, followed by another round of energy minimization in solution using
steepest descent (SD) algorithm. Harmonic restraints on selected bonds and water intramolecular bonds
are applied using the LINCS and SETTLE algorithms, respectively ; (iv) the system was equilibrated under
constant number of particles, volume and temperature conditions (NVT) at 300 K for 10 ns while retaining
harmonic restraints; (v) the system was subsequently equilibrated under constant number of particles,
pressure and temperature conditions at 1 bar for 10 ns; and (vi) a 2000-ns trajectory was then generated

under unrestrained conditions. Simulations were conducted using GROMACS v2023.3 with the
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AMBER99sb*-ILDNP force field (Aliev, Kulke et al. 2014). Temperature control at 300 K was maintained
using the Nosé—Hoover thermostat with a coupling constant of 0.1 ps (Hoover 1985), while pressure was
controlled at 0.987 atm using the Parrinello-Rahman barostat with a coupling constant of 2.0 ps.
Nonbonded interactions were evaluated with a 1-nm cutoff for van der Waals and electrostatic
interactions. Long-range electrostatic interactions were computed using the Particle Mesh Ewald method.
All root-mean-square deviation (RMSD), root-mean-square fluctuation (RMSF), solvent accessible surface
area (SASA), and hydrogen bonds analyses were conducted using GROMACS built-in tools and custom
scripts. PyMOL molecular graphics system v. 3.1.3 was used for the visualization of molecules and
structural transitions within the IAPP monomer-ligand or fibril-ligand complexes over the course of the
simulation. Two-dimensional interaction maps were generated using BIOVIA Discovery Studio Visualizer
2024 by Dassault Systems. Finally, overall planarity of B-TGG and corilagin was evaluated using UCSF
Chimera 1.18 (Pettersen, Goddard et al. 2004).

2.4 Results
2.4.1 Gallotannins modulate the kinetics of IAPP amyloid formation

IAPP forms aggregates through a two-step nucleation mechanism, where monomers initially self-assemble
during primary nucleation, followed by secondary nucleation, where the aggregation process is catalyzed
as new monomers bind to pre-formed fibrils (Padrick and Miranker 2002). This process can be easily
monitored by tracking ThT fluorescence, which increases upon binding of the dye to the cross-fB-sheet
quaternary structure of amyloid fibrils (Sebastiao, Quittot et al. 2017). This typically exhibits a sigmoidal
kinetic profile with well-discernable lag, elongation, and saturation phases (Padrick and Miranker 2002).
To evaluate the effects of gallotanins on IAPP kinetics of aggregation, B-TGG and corilagin were added at
different molar ratios to the peptide solutions. These gallotannins were added to pre-monomerized IAPP,
and ThT fluorescence was monitored every 10 min for 15 h to observe changes in the self-assembly process.
The addition of B-TGG showed significant concentration-dependent decrease in total ThT fluorescence
intensity (Figure 2.2A, C) and an increase in the lag time and half-time to reach the fluorescence plateau
(Figure 2.2D, E). Addition of corilagin has a more pronounced effect on the endpoint ThT fluorescence,
showing a significant decrease, even at the lowest ratio (1:0.4) (Figure 2.2B, C). At the highest molar ratio
(1:4), ThT shows a complete inhibition of cross-B-sheet formation. Furthermore, the presence of corilagin
decreased the lag and half times of IAPP aggregation (Figure 2.2D, E). To better understand the effects of
the gallotannins on the kinetics of IAPP assembly, the elongation rate constant, k., the primary nucleation

rate constant k,, and the secondary nucleation rate constant k. were inferred using the secondary
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nucleations dominated fitting model (Meisl, Kirkegaard et al. 2016). Mathematical analysis following a
secondary nucleation dominated fitting indicates that k.k; is higher than k.k,, confirming that IAPP follows
a secondary nucleation dominated aggregation (Figure 2.2F, G). At 1:1 molar ratio, B-TGG showed
decreased primary and secondary nucleation rate constants, while corilagin significantly increased primary
nucleation and decreased secondary nucleation rate constants. These results support the observed
decrease of lag time and half-time observed with corilagin. Finally, samples collected at the end of the
kinetic assays performed in 96-well microplates were visualized by TEM imaging. Supramolecular
structures assembled in the presence of gallotannins were shorter and less defined compared to the IAPP
fibrils obtained in the absence of polyphenols (Figure 2.2H). Furthermore, it was difficult to find fibrils in
gallotannin-treated samples compared to IAPP alone. These observations suggest that B-TGG and corilagin
decrease the formation of well-defined fibril formation by promoting the formation of less-defined

nanostructures.
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Figure 2.2 B-TGG and corilagin modulate IAPP kinetics of amyloid assembly. (A, B) Representative curves of IAPP
aggregation kinetics in the presence of A) B-TGG and B) corilagin. IAPP was incubated at 25 uM alone or in presence
of gallotannins at IAPP:gallotannin at molar ratios of 1:0.4, 1:1 and 1:4. Curves were obtained by monitoring ThT
fluorescence every 10 min for 15 h. Values represent fluorescence intensity averaged from three triplicate wells and
corrected by subtracting the control condition. C) Maximum ThT fluorescence, D) Lag time and E) Half-time values
were derived from the kinetic experiments in (A) and (B) and analyzed using the Boltzmann sigmoidal fitting in Prism
8.4.3. Kinetic curves were fitted using Amylofit and the F) k:kn (elongation) and G) k+k2 (nucleation) rate constants
were calculated using a secondary nucleation dominated, unseeded fitting model. The 1:4 ratios were omitted from
the analysis due to the absence of a sigmoidal profile. H) Representative TEM images of samples collected at the end
of the kinetic experiments in (A) and (B). Images were taken at 30 000x magnification. The scale bar represents 200
nm. Maximum fluorescence results of gallotannin-treated IAPP were compared to untreated IAPP using one-way
ANOVA in Prism 8.4.3. Statistically significant differences (between IAPP alone and gallotannin-treated) were
established at p < 0.05 (*); p < 0.01 (**); p < 0.0005 (***); p < 0.0001 (***%*),
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2.4.2 Gallotannins reshape the morphology of fibrils

Following the observations that gallotannins inhibit IAPP amyloid formation, we further examined their
effect on fibril architecture to obtain preliminary indications of their mechanisms of action. For this
purpose, monomeric IAPP was incubated for 72 h either alone, or in the presence of B-TGG or corilagin at
a 1:1 molar ratio. CD spectroscopy was used to assess the influence of gallotannins on the secondary
structure of IAPP. Immediately after resuspension, all conditions showed spectra characterized with a
single minimum at around 203 nm, indicating the presence of random coil structures (Figure 2.3A, left).
After 24 hours incubation under fully quiescent conditions, IAPP alone showed two minima at 203 and at
220 nm, indicative of a conformational transition into a B-sheet-rich structure. This change was also
observed in presence of corilagin, but not in the presence of B-TGG, where a spectrum characteristic of a
random coil structure was present. However, after 72 h, all three conditions showed mainly B-sheet
structures with a single minimum at around 218 nm (Figure 2.3A, right). To further investigate the
mesoscopic organization of IAPP fibrils assembled in presence of gallotannins, the accessibility to
hydrophobic patches was evaluated by monitoring ANS fluorescence. ANS binds to solvent-exposed
hydrophobic clusters, which increases fluorescence quantum yield (Gasymov and Glasgow 2007). Results
showed that ANS fluorescence significantly decreases in the presence of the gallotannins at a 1:1 ratio
(Figure 2.3B), with corilagin decreasing final fluorescence by more than sixfold. This indicates significant
alterations in the hydrophobic environment, or its accessibility, of the IAPP aggregates formed in presence
of polyphenols. TEM and AFM imaging of the fibrils after 72 hours showed that the addition of gallotannins
decreases the total formed fibrils and modifies fibril morphology (Figure 2.3D). When IAPP was incubated
alone, the obtained fibrils are high in density and range from 0.6 to 3 um in length and 4 to 18 nm in height
(Figure 2.3E, F). On the other hand, IAPP fibrils formed in presence of B-TGG are much smaller, with an
average of 150 nm in length and 8.9 nm in height (Figure 2.3E, F). Similarly, in the presence of corilagin,
IAPP fibrils are shorter than their IAPP-alone counterpart, with an average length of 220 nm and an average
height of 5 nm. TEM images also showed the presence of small and non-fibrillar IAPP aggregates, formed
in the presence of corilagin. Together, these results indicate that B-TGG and corilagin reduce the formation
of IAPP fibrils and promote the formation of shorter filaments. This could involve an inhibition of fibril

elongation by binding of the polyphenols to growing ends of the cross-B filaments.
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Figure 2.3 B-TGG and corilagin modulate the morphology of IAPP amyloid fibrils. IAPP was assembled at 50 uM in
absence, or in presence of 50 uM B-TGG or corilagin and incubated for 72 h. A) Representative CD spectra of IAPP
were measured after 0, 24 and 72 h of incubation B) ANS fluorescence of IAPP after 72 hours of incubation. C)
Quantification of the maximum ANS fluorescence values from (B). Values represent the mean fluorescence intensity,
averaged from three independent experiments. D) Representative TEM (left) and AFM (right) images after the 72-
hour time point in (A). AFM images were manually analyzed, and fibrils were distributed according to their E) length
and F) height. Scale bars represent 200 nm for TEM and 1 um for AFM.
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2.4.3 Binding of gallotannins to monomeric IAPP by all-atom MD simulations

To gain a better understanding of the interactions between IAPP and gallotannins, we conducted all-atom
explicit solvent molecular dynamics simulations using GROMACS v2023.3. Starting with the monomeric
IAPP structure from 2L86.pdb, we simulated it alone for 100 ns to achieve a random coil structure,
representative of the IAPP structure in aqueous solution, as for our experimental conditions (Figure 2.8 A)
Then, B-TGG or corilagin were added at a 3 nm distance from the monomer, and the simulations were run
for 2000 ns at 300 K using the AMBER99sb*-ILDNP force field. The root mean square deviation stabilized
after 500 ns until the end of the simulation (Figure 2.8 B). Subsequent analyses of root-mean-square
fluctuation and solvent accessible surface area were performed over the interval of 1250 — 2000 ns (Figure
2.8 C, D) and the number of hydrogen bonds were calculated between 1000 and 2000 ns (Figure 2.8 E).
The results indicated minimal fluctuation, suggesting that the formed complexes were stable. Both B-TGG
and corilagin exhibited similar RMSF and hydrogen bond patterns towards the end of the simulation
(Figure 2.8 C, E). However, the SASA by residues varied between both gallotannins, indicating different
interaction sites (Figure 2.8 D). Two-dimensional interaction maps were generated using Discovery Studio
2024, and the final complexes were visualized using PyMOL (Figure 2.4A, B). The resulting interactions are
detailed in Table 1. In the presence of randomly coiled IAPP, more hydrogen bond interactions were
observed in the presence of B-TGG (Figure 2.4A) than in the presence of corilagin (Figure 2.4B). To evaluate
the binding free energy (apparent AG) of the formed complexes, we used the Molecular Mechanics
Poisson—Boltzmann surface area (MMPBSA) method 39 with configurational averaging over the interval
1750 — 2000 ns. The results indicated that B-TGG and corilagin bind to IAPP with binding free energies of -
23 and -18 kcal/mol, respectively (Tableau 2.1). Additionally, corilagin seems to interact with IAPP in a
more planar fashion compared to B-TGG (Figure 2.9). These molecular dynamics simulations provided
valuable insights into the binding of both gallotannins to random coil IAPP, enhancing the understanding

of the underlying mechanism by which B-TGG and corilagin can modulate amyloid aggregation.
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Figure 2.4 B-TGG and corilagin interact with random coil IAPP mainly by hydrogen bonds, van der Waals, and m-nt
stacking. All-atom MD simulation of IAPP with A) TGG or B) corilagin over 2000 ns. 2D interaction maps were
generated and the complexes were visualized under spherical and licorice representations. The binding free energies
were determined using the MMPBSA command in GROMACS, indicating an apparent AG of -23 and -18 kcal/mol for
B-TGG and corilagin, respectively.
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Tableau 2.1 Hydrogen bonds and other interactions between IAPP and B-TGG or corilagin, including amino acids with
hydrophobic side chains (shown in bold).

Ligand and binding Hydrogen bond Hydrogen bond length Ot_her.re5|d_ues
free energy (Residue) A) binding with
(MMPBSA) gallotannins

Cys2 2.8
Asn3 3.1
Thrad 1.8 Thr9, Argll, Leul2,
Random coiled IAPP Alal3, Asn14, Phe 23,
Ala5 2.7
+B-TGG Gly24, Ala25, Ser28,
(-23 keal/mol)* Phel5 1.9 Thr30, Val32, Gly33,
Leul6 2.0 Ser34,
Asn22 1.7
Ser29 2.3
Argll 1.8
Asnl4 1.7
Random coiled IAPP His18 2.9
+corilagin Leul2, Phel5, Ser34.
(-18 keal/mol)! Gly24 2.7
Asn35 1.7

IMMPBSA was computed using GROMACS v. 2023.3 (Genheden and Ryde 2015).

2.4.4 Corilagin inhibits fibril elongation and targets secondary nucleation

Subsequently, we undertook a mechanistic study to elucidate the molecular basis of the effect of corilagin
on IAPP aggregation. Mathematical models suggested that corilagin mainly influences elongation and/or
secondary nucleation (Figure 2.2F, G), prompting a more detailed investigation of this aspect. To promote
secondary nucleation, we employed seeded kinetics by introducing pre-formed IAPP fibrils to IAPP
monomerized solution, catalyzing the aggregation process (Come, Fraser et al. 1993). As expected, the
addition of 5% amyloid seeds significantly accelerated the aggregation process, resulting in a relatively
nonexistent elongation phase (Figure 2.5A). In presence of corilagin at a 1:0.4 molar ratio, there was no
notable change in the lag-time of the seeded kinetcis (Figure 2.5 A, C), but the final ThT fluorescence was
notably reduced (Figure 2.5B). However, in presence of a molar equivalent of corilagin, the lag and half
times were similar to those observed for unseeded IAPP (Figure 2.5C, D). Additionally, the maximum ThT

fluorescence significantly decreased to levels observed in unseeded conditions in presence of corilagin at
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a 1:1 molar ratio (Figure 2.5B). These observations suggest that corilagin can inhibit the binding of IAPP to

pre-assembled fibril seeds, leading to an inhibition of fibril surface-catalyzed secondary nucleation.

Next, corilagin was added at different timepoints of the self-assembly reaction to assess whether its effect
changes depending on the stage of the IAPP aggregation process. When corilagin was added in |IAPP
solution at the end of the lag phase, the resulting kinetic curve appeared similar to the one observed when
corilagin was added at the beginning of the assembly (time 0 h) (Figure 2.5 F). When corilagin was added
at the onset of the elongation phase (6-7 h), ThT fluorescence rapidly decreased and stabilized at
significantly low fluorescence intensities, comparable to the levels observed with corilagin addition at time
zero (Figure 2.5F, G). When corilagin was added later in the elongation phase, at around 8 h, a rapid
decrease in ThT fluorescence intensity was observed, but the final fluorescence remained higher than
lower addition timepoints. Finally, when corilagin was added at the end of the elongation phase, the
kinetic curve was identical to that of IAPP alone, indicating a lack of effect when the self-assembly reaches
the elongation phase (Figure 2.5F, G). MD simulations revealed that corilagin binds to IAPP fibrils and form
a stable complex after approximately 100 ns without disassembling the fibrils during a 500 ns trajectory,
forming hydrogen bonds with three surface valines (Figure 2.51). When corilagin was added to mature
fibrils, no structural changes were observed in CD spectroscopy (Figure 2.10 A). However, AFM microscopy
showed the presence of very large clusters (Figure 2.10 B). Furthermore, IAPP turbidity at 600 nm showed
a significant decrease in presence of corilagin caused by the formation of very large IAPP-corilagin
entanglements that sediment (Figure 2.10 C). Similar effects were observed with ThT and ANS fluorescence
(Figure 2.10 D, E). In contrast, when monomerized IAPP was incubated with corilagin over 72 hours,
turbidity at 600 nm showed higher absorbance in the presence of corilagin, indicating the formation of
clustered fibrillar aggregates (Figure 2.5H), as opposed to IAPP alone, whose absorbance levels remained
relatively constant (Figure 2.5H, Figure 2.11 A, B). This can also be observed by AFM (Figure 2.5J). Together,
these observations suggest that corilagin acts specifically during the elongation phase and effectively
inhibits the seeding effect, possibly by forming fibril clusters and preventing elongation and fibril surface-

catalyzed secondary nucleation.
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Figure 2.5 Corilagin inhibits secondary nucleation. A) Representative ThT kinetic curves of seeded IAPP aggregation.
IAPP was incubated at 25 uM with 5% (wt/wt) of pre-formed IAPP seeds. Corilagin was added at 1:1 and 1:4
IAPP:corilagin molar ratios to observe its effects on the seeding process. Control conditions with unseeded IAPP alone
or with 1:1 corilagin were done for comparative purposes. B) Maximum ThT fluorescence, C) Lag time and D) Half
time were also quantified from the seeded kinetic experiment in (A). E) AFM images of samples collected at the end
of (A). F) Representative ThT fluorescence curves of IAPP aggregation with the addition of corilagin at different stages
of the aggregation process. Corilagin was introduced at time zero, at the end of the lag phase (4 hours), at different
times in the elongation phase (6, 7 and 8 hours) and at the beginning of the saturation phase (10 hours). G)
Quantification of total fluorescence in (F). H) Turbidity assessment at 600 nm of IAPP alone and in the presence of
1:1 or 1:4 molar equivalents of corilagin. I) Resulting complex of a 500 ns MD simulation of an IAPP fibril (6Y1A.pdb)
with corilagin. J) AFM images taken at the end of the kinetic experiment in (F). Scale bars represent 500 nm.
Statistically significant differences were established at p < 0.0001 (****) between untreated and corilagin-treated
conditions using one-way ANOVA in Prism 8.4.3.
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2.4.5 Corilagin protects pancreatic cells against IAPP-induced cytotoxicity

To assess the cytotoxicity of IAPP aggregates formed in the presence of corilagin, we conducted assays on
INS-1E pancreatic cells. IAPP was pre-incubated at a concentration of 75 uM alone, or in presence of
corilagin, for 3 hours according to pre-established protocols to specifically study the effect on the
production of early oligomeric species (Nguyen, Zottig et al. 2021, Kihal, Nguyen et al. 2024). The
cytoprotective effects of corilagin were evaluated by measuring cell metabolic activity using a resazurin
assay. Notably, IAPP:corilagin molar ratios of 1:1, 1:2 and 1:4 resulted in a significant reduction in IAPP-
mediated cytotoxicity, with the 1:4 ratio demonstrating the most pronounced cytoprotective effect, with
over 80% metabolically active cells (Figure 2.6 A). Similar results were observed on CHO-K1 cells (Figure
2.12 A). To further elucidate the protective mechanism of corilagin against IAPP toxicity, additional
experiments were performed using the 1:4 (IAPP:corrilagin) molar ratio. Given that IAPP is known to
disrupt the cell membrane, we examined the membrane integrity of INS-1E cells using a Live/Dead assay.
Ethidium bromide homodimer (red) served as an indicator of membrane integrity, as it can only penetrate
the nucleus if the membrane is compromised. Calcein AM (green) was used as a live-cell indicator. Confocal
microscopy images showed an important presence of red stained cells when treated with IAPP alone,
unlike when IAPP was pre-incubated with corilagin (Figure 2.6B). Quantification of the confocal microscopy
images shows a significantly lower level of EtBr-II staining for cells treated with IAPP pre-incubated in the
presence of corilagin (Figure 2.6B), confirming a membrane-protective effect. Membrane damage was also
assessed in CHO-K1 cells using an LDH assay, which showed an important, concentration-dependent
protection against membrane perturbation effect of IAPP (Figure 2.12 B). Subsequently, apoptosis was
evaluated in INS-1E cells to determine whether the presence of corilagin triggers an apoptotic response.
Annexin V-FITC (green) and propidium iodide (red) were used to determine apoptosis levels. Healthy cells
exhibit no or very light green fluorescence, intense green fluorescence indicates pre-apoptotic cells, and
co-localization of green and red fluorescence denotes late-apoptotic cells. Confocal microscopy revealed
an absence of fluorescence in the presence of corilagin, whereas cells treated with IAPP alone display
green and red fluorescence, comparable to the controlled cells treated with H,0, (Figure 2.6D).
Quantification of these images shows a significant difference in apoptosis levels (Figure 2.6E), highlighting
the protective effect of corilagin against IAPP-induced apoptosis. Finally, the generation of reactive oxygen
species secretion was also evaluated in CHO-K1 cells using a DHE assay, which also revealed a significant
decrease in ROS levels for IAPP incubated in presence of corilagin in a concentration-dependent manner
(Figure 2.12 C). Together, these results highlight the cytoprotective properties of corilagin against IAPP

cytotoxicity.
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Figure 2.6 Corilagin shows cytoprotective effects against IAPP cytotoxicity on INS-1E cells. INS-1E pancreatic cells
were plated in 24-well plates at a density of 150,000 cells per well and incubated under standard conditions. IAPP
was pre-incubated alone or with corilagin for 3 hours before being applied directly in the cell media. Cell activity was
investigated by confocal microscopy using A) Live/Dead assay with Calcein AM (green) and Ethidium Bromide
Homodimer (red). B) Dead cells were quantified using Image) and compared to the negative control condition
(Buffer). Apoptosis was assessed in C) using Annexin V-FITC (green) and Propidium lodide (red). D) Images were
quantified using ImageJ and compared to the positive control condition (H202). Quantification results of corilagin-
treated IAPP were compared to untreated IAPP using student’s t test. A statistically significant difference between
IAPP alone and corilagin-treated cells was established at p < 0.0001 (***%*).

2.5 Discussion

Polyphenols have consistently demonstrated their therapeutical potential owing to their significant
antioxidant and anti-inflammatory properties (Almatroodi, A. Alsahli et al. 2022). Several studies
performed in the context of neurodegenerative diseases, cancers, and cardiovascular diseases, have
highlighted their ability to modulate ROS production, apoptosis, and neuroinflammation (Bhullar and

Rupasinghe 2013, Mileo and Miccadei 2016, Almatroodi, A. Alsahli et al. 2022). Furthermore, polyphenols
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have been recognized as key regulators of amyloid aggregation, with different molecules exhibiting strong
inhibitory effects at various stages of the aggregation process (Ngoungoure, Schluesener et al. 2015).
Notably, gallotannins — a sub-class of polyphenols — have not been extensively studied in relation to IAPP
aggregation, despite their considerable anti-amyloid potential. In this study, we investigated the effects of
two gallotannins, B-TGG and corilagin, on IAPP amyloidogenesis and associated cytotoxicity. Both B-TGG
and corilagin demonstrated significant anti-aggregative effects, with the latter showing important effects
even at lower concentrations, evidenced by an important reduction in ThT fluorescence and final fibril load,

and significantly reduced cytotoxicity.

Analysis of ThT kinetics curves indicated that B-TGG slightly reduces primary and secondary nucleation
rate constants, consistent with the increased lag time and half-time observed in kinetic assays. Conversely,
corilagin increased the primary rate constant, while significantly decreasing the secondary rate constant,
suggesting a specific action on secondary nucleation. TEM and AFM imaging showed shorter filaments in
the presence of both gallotannins, especially corilagin, supporting the hypothesis of an effect on the
elongation phase. Interestingly, B-TGG displayed more hydrogen bonds and hydrophobic interactions with
IAPP than corilagin, despite the latter having a more important effect at lower concentrations. Studies on
other amyloid peptides suggest that more planar molecules, including polyphenols, might have better
aggregation-inhibiting potential (Bulic, Pickhardt et al. 2010). Given the flexibility of B-TGG compared to
the more rigid corilagin (Haddad, Gaudreault et al. 2022), it could interact with IAPP in a non-planar
conformation. Additionally, seeded aggregation kinetics revealed the ability of corilagin in inhibiting fibril
formation to non-seeded levels at a 1:1 molar ratio, underscoring its capacity to regulate secondary
nucleation. Time-dependent addition of corilagin showed that it modulates IAPP aggregation specifically
during the elongation phase. Upon the addition of corilagin, a sharp decrease in ThT fluorescence is
observed. This suggests that it might promote the clustering of pre-fibrillar aggregates and amyloid
assemblies, thereby reducing ThT binding. This is supported by a significant increase in solution turbidity
when IAPP is assembled with corilagin as opposed to IAPP alone. Consequently, one potential mechanism
by which corilagin inhibits secondary nucleation is by promoting pre-fibrillar clustering, preventing the
binding of monomers to the newly formed fibrils and thus preventing surface-catalyzed secondary
nucleation (Térnquist, Michaels et al. 2018). Our observations showing that corilagin-induced aggregates

do not catalyze fibril formation also support this hypothesis.
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The addition of corilagin at the beginning or end of the elongation phase does not change the effect on
the aggregation process, indicating that the action of corilagin is initiated during the elongation phase,
likely targeting oligomers and pre-fibrillar proteospecies. Molecular dynamics simulations indicate that
corilagin interacts more extensively with helical IAPP than with random coiled IAPP. Given the growing
evidence linking early oligomerization to helical conformations (Stangl and Schneider 2015), this finding
supports the notion that corilagin selectively targets specific IAPP structures. AFM and TEM images
captured at the end of the experiments revealed that larger IAPP fibrils are formed when corilagin is added
at the end of the elongation phase, whereas smaller aggregates are observed when corilagin is added
earlier. This observation aligns with the hypothesis that corilagin promotes fibril clustering. Similar effects
have been reported for IAPP and other amyloid proteins in the presence of EGCG (Cao and Raleigh 2012,
Zaidi and Bhat 2022), where the importance of the gallate ester and trihydroxyl phenyl ring were
highlighted, both of which are present in corilagin. However, unlike EGCG which disassembles mature IAPP
fibrils after a few hours of incubation, corilagin causes the fibrils to agglomerate. These findings highlight
the specific action of corilagin as a modulator of amyloid aggregation, particularly in the context of diseases

such as type 2 diabetes.

IAPP contributes to T2DM pathology by inducing pancreatic B-cell death, thereby exacerbating the disease.
The precise species among the various forms of IAPP responsible for toxicity remains uncertain. While
mature fibrils are known to contribute to cytotoxicity, numerous studies have suggested that soluble
oligomers are the most cytotoxic species (Kanatsuka, Kou et al. 2018). It was demonstrated that oligomers
are the most abundant species at the beginning of the secondary nucleation, which coincides with the
most cytotoxic time during the aggregation process (Rodriguez Camargo, Chia et al. 2021). Here, we pre-
incubated IAPP with corilagin before applying it to cells to see how it can modulate the toxicity of early
oligomeric species. IAPP cytotoxicity is often associated with plasma membrane disruption, increasing cell
permeability and triggering oxidative stress and ROS production, which further damages cellular
components (Kanatsuka, Kou et al. 2018). Additionally, IAPP oligomers can induce apoptosis by activating
caspases, leading to B-cell death (Park, Woo et al. 2014). Polyphenols, known for their antioxidant and
anti-inflammatory properties, have shown potential in mitigating these effects (Zhang and Tsao 2016).
Molecules like EGCG, resveratrol, and quercetin showed significant protection against amyloid cytotoxicity
by scavenging ROS, modulating inflammation and protecting cell membrane (Choi, Jung et al. 2001, Jang

and Surh 2003, Li, Zhou et al. 2015). Corilagin previously demonstrated its cytoprotective effect on various
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cell types, including neurons, where it significantly decreased Ap-induced inflammation and apoptosis
(zhang, Liu et al. 2017). Here, corilagin effectively prevented IAPP-induced oxidative stress and apoptosis
in B-pancreatic cells, consistent with the protective effects observed previously. The reduction of ROS is a
well-established mechanism for inhibiting amyloid toxicity (Stefani and Rigacci 2013), further highlighting
the potential of corilagin as a robust modulator of IAPP aggregation and its associated cytotoxic effects.
By targeting secondary nucleation, corilagin considerably decreases the formation and availability of toxic
aggregates by inhibiting surface catalyzed aggregation. This supports the suggested mechanism that
corilagin promotes the clustering of prefibrillar species, preventing their elongation and toxicity (Figure
2.7). The concentration dependent results of corilagin suggest that an IAPP:corilagin molar ratio of at least
1:4 is needed for optimal cytoprotective effectiveness. This correlates with the ratio needed to totally
inhibit the seeding effect, confirming that the inhibition of secondary nucleation plays an important role
in preventing cytotoxicity. Furthermore, corilagin and B-TGG were effective at non-toxic concentrations,
unlike other polyphenols that were only effective against amyloid cytotoxicity at lethal concentrations
(zaidi and Bhat 2022). This highlights the therapeutic properties of gallotannins, which on top of their

important anti-aggregative and cytoprotective properties, show very low toxicity.
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Figure 2.7 Suggested mechanism of action of corilagin on IAPP amyloid aggregation. Corilagin could target pre-fibrillar
and early fibrillar species formed during the elongation phase and prevent their elongation by forming clusters,
preventing surface-catalyzed secondary nucleation. Corilagin can also cluster mature IAPP fibrils without remodeling
them. The resulting IAPP-corilagin clusters show no cytotoxicity on pancreatic cells.
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2.6 Conclusion

This study revealed the therapeutic potential of two gallotannins, B-TGG and corilagin, against IAPP
aggregation and toxicity. Our experimental and computational results revealed that B-TGG and corilagin
show an important reduction in the formation of elongated amyloid fibrils, with corilagin having a
particularly significant cytoprotective effect by targeting secondary nucleation and preventing the
progression to toxic fibrillar structures. These findings can help our knowledge of IAPP-gallotannin
interactions, contributing to understanding amyloid diseases and T2DM. Recent research found growing
evidence that targeting secondary nucleation could be the most effective way to inhibit amyloid
aggregation (Rodriguez Camargo, Chia et al. 2021), highlighting the importance of our findings. Future
research should explore the in vivo relevance of these findings and evaluate the therapeutic potential and
the bioavailability of gallotannins in animal models to further assess the therapeutic potential of corilagin

to fight peptide aggregation associated with the etiology of T2DM.
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Figure 2.8 Molecular dynamics information of IAPP with B-TGG or corilagin. A) IAPP (2L86.pdb) was computed alone
for 100 ns to form a mostly random coiled conformation. TGG (orange) and corilagin (blue) were added at a distance
of 3 nm and computed for 2000 ns. The resulting complexes were analyzed by plotting: B) Root mean square
deviation (RMSD) on the backbone atoms (N, Ca, C and O) from the protein structures as a function of time for the
whole trajectory (2000 ns); C) the root mean square fluctuations (RMSF) per residue and D) the solvent accessible
surface area (SASA) per residue, both for the 1250-2000 ns interval and E) the number hydrogen bonds for the 1000-
2000 ns interval.
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Figure 2.9 Analysis of B-TGG and corilagin structure in the presence of IAPP. Overall planarity of A) TGG and B)
corilagin at the end of the 2000 ns MD simulation was analyzed using UCSF Chimera 1.18.
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Figure 2.10 Corilagin forms clusters with mature IAPP fibrils without remodeling them.
Corilagin was added to mature IAPP fibrils and incubated for 72 hours. The solutions were monitored using A)
Turbidity at 600 nm at initial and final timepoints. After 72 hours of incubation, B) AFM pictures were taken and C)
CD spectroscopy D) ThT and E) ANS fluorescence were measured.
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Figure 2.11 IAPP forms larger aggregates in the presence of corilagin over time. A) Solution turbidity measured at
600 nm at time 0. B) Turbidity kinetic curve of IAPP alone or in the presence of corilagin at IAPP:corilagin ratios of 1:1
and 1:4. Absorbance at 600 nm was monitored for 15 hours. Blank cell values were subtracted from experimental

values.
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Figure 2.12 Corilagin has concentration-dependent cytoprotective effects against IAPP toxicity on CHO-K1 and INS-
1E cells. Monomeric IAPP was pre-incubated for 3 hours alone or with corilagin at different IAPP:gallotannin ratios.
Cellular metabolism was assessed using a resazurin assay on A) INS-1E cells and B) CHO-K1 cells. Release of C) lactate
dehydrogenase and D) Dihydroethidium were monitored on CHO-K1 cells to evaluate membrane damage and ROS
production, respectively. E) Live/dead assay with Calcein AM (green) and Ethidium Bromide Homodimer (red). A
statistically significant difference between IAPP alone and corilagin-treated cells was established at at p < 0.01
(**); p < 0.0005 (***); p < 0.0001 (****),
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CHAPITRE 3
DISCUSSION

Les polyphénols sont une classe de composés naturels présents dans de nombreux aliments d'origine
végétale, tels que les fruits, les légumes, le thé, le café, le chocolat et le vin rouge (Abbas, Saeed et al.
2017). lls sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, qui permettent de neutraliser les radicaux
libres et de protéger les cellules contre le stress oxydatif. En particulier, les polyphénols ont attiré
I'attention des chercheurs pour leur role potentiel dans la prévention et le traitement des amyloidoses,
telles que la maladie d'Alzheimer et le diabéte de type 2 (Bhullar and Rupasinghe 2013). Ces maladies sont
caractérisées par |'agrégation anormale de protéines amyloides dans le cerveau et les tissus périphériques,
conduisant a la formation de plaques et a la dégénérescence cellulaire et tissulaire. Les polyphénols
peuvent inhiber I'agrégation des polypeptides amyloidogéniques, empéchant ainsi la formation de
plaques et protégeant les cellules contre les dommages résultants (Bhullar and Rupasinghe 2013, Mileo
and Miccadei 2016). Ces composés se distinguent en effet par leur capacité a interférer avec les différentes
étapes du processus d'agrégation des protéines amyloides. lls peuvent se lier aux oligomeéres des
amyloides et les empécher de s’autoassembler pour former des especes plus toxiques (Ngoungoure,
Schluesener et al. 2015). De plus, les polyphénols peuvent stabiliser les structures amyloides
intermédiaires moins toxiques, réduisant ainsi la toxicité globale des agrégats amyloides (Ngoungoure,
Schluesener et al. 2015). Les gallotannins, un sous-groupe de polyphénols, ont montré un potentiel anti-
amyloide prometteur. Ces composés, présents dans certaines plantes comme le chéne et le sumac,
possédent des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires similaires a celles des autres polyphénols
(Kamarudin, Nik Salleh et al. 2021). Notamment, les gallotannins se distinguent par leur noyau de glucose,
qui pourrait renforcer leurs propriétés anti-agrégatives (He, Shi et al. 2006). Particulierement, les deux
gallotannins B-TGG et corilagine ont un potentiel anti-agrégatif qui demeure encore aujourd’hui tres peu

exploré.

Actuellement, les thérapies approuvées pour traiter les amyloidoses peuvent avoir des effets secondaires
significatifs, notamment les anticorps monoclonaux contre I’Af qui conduisent a des problémes
neurologiques et cardiovasculaires (Soderberg, Johannesson et al. 2023). En raison de ces effets
indésirables, I'utilisation de ces agents est souvent limitée. Les gallotannins naturels, en revanche,

pourraient présenter une alternative plus stre (He 2023). Ainsi, il est intéressant d’étudier I'effet du B-TGG
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et de la corilagine afin de potentiellement identifier de nouveaux mécanismes d’action et de nouvelles

cibles thérapeutiques contre I'agrégation amyloide.

3.1 VLeffet des gallotannins sur la cinétique de I'agrégation de I'|APP

Dans cette étude, le processus d’autoassemblage de I'lAPP a été examiné en présence de deux gallotannins,
le B-TGG et la corilagine, afin de mieux comprendre leur impact sur les mécanismes cinétiques
d’agrégation. La cinétique de I'lAPP est caractérisée par un profil sigmoidal divisé en trois phases : la phase
de nucléation, la phase d’élongation et la phase de saturation (Kayed, Bernhagen et al. 1999). Ces phases
sont facilement observables en mesurant la fluorescence de la ThT, qui se lie aux feuillets-B-croisés, ce qui
donne des données importantes sur I'état d’agrégation de I'l|APP (Gade Malmos, Blancas-Mejia et al. 2017).
En effet, I'analyse de la courbe cinétique repose sur deux aspects principaux : la durée de la phase de
latence (tig), qui est le temps avant que I'élongation amyloide ne commence réellement, et le demi-temps
(tso), qui est le temps requis pour que la fluorescence atteigne 50% de sa valeur finale. Des analyses
mathématiques permettent également de calculer les constantes de vitesse et de comprendre I'impact de
la nucléation primaire (la formation initiale) et secondaire (I'amplification) sur I'ensemble du processus
(Meisl, Kirkegaard et al. 2016). Ainsi, il a été possible d’évaluer I'amplitude des modifications induites dans
la cinétique d’agrégation de I'lAPP par I'ajout des deux composés sur un intervalle de 15 h. Trois ratios

molaires IAPP:gallotannins ont été testés, soit les ratios 1:0.4, 1:1 et 1:4.

Comme il est possible de I'observer sur la Figure 2.2, I'ajout de B-TGG a entrainé une diminution
significative de I'intensité totale de fluorescence de la ThT, dépendante de la concentration. De plus, il est
possible d’observer une augmentation des temps de latence et de demi-vie pour atteindre le plateau de
fluorescence (Figure 2.2 A, C-E). Ces résultats suggérent que B-TGG ralentit a la fois les phases de
nucléation et d’élongation. En comparaison, I'effet de la corilagine est plus marqué, notamment sur
I'intensité finale de fluorescence de la ThT, qui diminue fortement méme au plus faible ratio molaire de
1:0.4. Au plus haut ratio molaire (1:4), la formation de structures en feuillets-pB-croisés est complétement
inhibée (Figure 2.2 B). Fait intéressant, la corilagine diminue les temps de latence et de demi-vie, ce qui
pourrait indiquer un effet complexe ou la nucléation primaire est favorisée, tandis que la nucléation
secondaire est inhibée. L’analyse mathématique des constantes de vitesse a d’abord confirmé les données
de la littérature indiquant que la nucléation secondaire domine la cinétique d’agrégation de I'lAPP. En
présence de B-TGG a un ratio molaire de 1:1, les constantes de nucléation primaire (k.k.) et secondaire

(k:ik2) diminuent légérement, alors que la corilagine augmente légérement la constante de nucléation
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primaire tout en réduisant significativement la constante de nucléation secondaire. Ces résultats
corroborent les observations cinétiques précédentes, mettant en lumiére des mécanismes distincts par
lesquels les deux gallotannins affectent I'agrégation de I'lAPP. Néanmoins, il faut avoir une certaine
réservation par rapport aux résultats observés par ThT, car I'ajout de gallotannins pourrait tout
simplement réduire les sites de liaison avec I'lAPP, ce qui expliquerait la diminution importante de
fluorescence. Des tests supplémentaires sont donc nécessaires pour valider I'effet des gallotannins sur
I'agrégation de I'lAPP. Les échantillons obtenus a la fin des essais cinétiques ont donc ensuite été analysés
par la microscopie électronique a transmission (TEM). Comme il est possible de I'observer a la figure 2.2H,
la TEM a révélé des structures nanométriques désorganisées en présence des deux gallotannins, montrant
des agrégats plus petits. Ceci contraste avec les fibres d’IAPP bien définies observées obtenues en absence
de gallotannins. De plus, la présence de fibres définies était difficile a détecter dans les échantillons traités
avec des gallotannins, suggérant que ces composés favorisent la formation de nanostructures non-
fibrillaires. Ces résultats suggérent que les deux gallotannins pourraient agir différemment sur
I'autoassemblage de I'lAPP. En effet, bien que les deux réduisent la formation de fibres amyloides positives
a la ThT, possiblement en influencant le processus d'élongation des fibres, le B-TGG semble avoir un effet
plus général et non spécifique, tandis que la corilagine pourrait avoir un effet plus ciblé sur la nucléation

secondaire.

Cependant, certaines limitations doivent étre notées. Les essais ont été réalisés dans des conditions in
vitro qui ne reproduisent pas entiérement la complexité du milieu biologique. Il faudrait des validations
supplémentaires et une étude plus approfondie de I'effet des gallotannins sur la cinétique d’agrégation de
I'lAPP dans différentes conditions de température et de pH, ainsi qu’en présence de membranes. En effet,
tous ces facteurs influencent le processus d’agrégation de I'lAPP (Abedini, Plesner et al. 2016), et la
validation de I'effet du B-TGG et de la corilagine dans ces conditions est nécessaire. Malgré ces limites, les

résultats montrent clairement le potentiel des gallotannins a moduler I'agrégation de I'|APP.

3.2 L'effet des gallotannins sur la morphologie des fibres d’IAPP

Etant donné que le B-TGG et la corilagine ont démontré un effet anti-agrégatif, il devient crucial
d'examiner les caractéristiques morphologiques des fibres formées en présence de ces gallotannins pour
mieux comprendre leur mécanisme d’action. Ainsi, dans cette étude, nous avons exploré comment les

gallotannins B-TGG et corilagine influencent la structure et I'organisation des fibres d'IAPP.
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L’analyse par spectroscopie CD a révélé des différences marquées dans la transition conformationnelle de
I"lAPP en présence de ces polyphénols. Initialement, toutes les conditions ont présenté une conformation
désordonnée, caractérisée par un minimum autour de 203 nm, indiquant la présence de monomeres et
d’especes pré-fibrillaires désordonnés (Figure 2.3 A, gauche). Aprés 24 heures, I'lAPP seul montre une
transition vers une structure riche en feuillets-B, comme en témoigne I'apparition d’un minimum a 220
nm (Figure 2.3 A, milieu). Une transition similaire a été observée avec la corilagine, mais pas avec le B-TGG,
qui a maintenu une structure aléatoire. Aprés 72 heures, toutefois, toutes les conditions ont abouti a des
structures dominées par des feuillets-B, caractérisées par un minimum unique autour de 218 nm (Figure

2.3 A, droite).

Ensuite, pour évaluer I'organisation mésoscopique des fibres, les fluorescences de I’ANS et de la ThT ont
été mesurées apres 72 heures d’incubation. L’ANS, qui peut interagir avec les surfaces hydrophobes des
fibres amyloides, a montré une diminution significative de sa fluorescence en présence des gallotannins.
En présence de corilagine, une réduction de plus de six fois a été observée (Figure 2.3 B). Ces résultats
suggerent que les polyphénols modifient I'accessibilité aux environnements hydrophobes des agrégats
d’lIAPP. Similairement, la fluorescence de la ThT montre une diminution importante en présence des deux

gallotannins, avec une diminution plus marquée avec la corilagine (Figure 2.3 C).

Les images obtenues par TEM et AFM apres 72 heures d’incubation ont révélé que les gallotannins
réduisent la densité totale des fibres et modifient leur morphologie (Figure 2.3 D). Les fibres formées avec
B-TGG étaient significativement plus courtes (150 nm de longueur en moyenne) et plus épaisses (8.9 nm)
que celles de I'lAPP seul (0,6 a 3 um de longueur, 4 a 18 nm de hauteur). Avec la corilagine, les fibres
étaient également raccourcies (220 nm) et plus fines (5 nm), accompagnées d’agrégats non fibrillaires
observés par TEM (Figure 2.3 E, F). Il est a noter que seules les fibres totalement distinguables ont été
comptées. Les agrégats amorphes ainsi que les régions de haute densité fibrillaire n’ont pas pu étre

quantifiées précisément et sont donc exclues des moyennes de longueur et d’épaisseur.

Ces résultats suggérent que les deux gallotannins, B-TGG et corilagine, agissent sur |I’élongation des fibres.
Les données expérimentales proposent que le B-TGG pourrait ralentir la transition de I'lAPP d’une
structure principalement monomérique a une structure oligomérique ou fibrillaire, tandis que la corilagine
ne semble pas agir sur cet aspect. Cependant, les essais de fluorescence de I’ANS et de la ThT, ainsi que

les images prises en AFM et en TEM montrent moins de fibres formées en présence des deux gallotannins,
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avec un effet plus prononcé en présence de corilagine. Ceci soutient la présence de mécanismes
d’interaction distincts entre la corilagine et le B-TGG, malgré leur similarité structurelle. Le B-TGG semble
agir plus tot dans la voie amyloidogénique, tandis que la corilagine agirait potentiellement plus tard dans
le processus d’agrégation. Ainsi, les deux composés se lient probablement aux extrémités des oligomeéres,
a des étapes différentes du processus d’agrégation, ce qui empéche la formation de structures fibrillaires

et favorise la formation de structures plus courtes et moins organisées.

3.3 Etude in silico des interactions entre I'|APP et les gallotannins

Afin de confirmer les hypothéses suggérées précédemment, une étude in silico a été effectuée. Dans cette
étude, des simulations de dynamique moléculaire (MD) tout-atome en solvant explicite ont été réalisées
pour explorer les interactions entre I'lAPP et les gallotannins B-TGG et corilagine. A I'aide du logiciel
GROMACS version 2023.3 et du champ de force AMBER99sb*-ildnp, nous avons examiné les interactions

de ces composés avec I'lAPP sous ses formes hélicoidale (3.3.1) et aléatoire (3.3.2).

3.3.1 Interactions des gallotannins avec la structure hélicoidale de I'lAPP

La structure hélicoidale de I'lAPP a été étudiée afin de mieux comprendre les interactions des gallotannins
avec la structure bioactive du peptide. En effet, I'|APP adopte une structure hélicoidale lorsqu’en contact
avec les membranes cellulaires. De plus, des preuves suggerent |'existence d’une structure oligomérique
intermédiaire hélicoidale. Par conséquent, I'’étude de cette structure est cruciale. Les structures
hélicoidales d’IAPP en présence de micelles SDS (2L86.pdb) ont été simulées avec les gallotannins
initialement positionnés a 3 nm de distance dans une boite dodécaédrique. Aprés 1000 ns de simulation,
le complexe s’est stabilisé (Figure 2.9 A, B) et les interactions résultantes ont été analysées. Tel qu’illustré
dans la figure 2.9, les deux gallotannins interagissent avec I'lAPP principalement en formant des ponts
hydrogéne, par interactions ni-mt et forces de van der Waals. La corilagine semble former plus d’interactions

avec I'lAPP hélicoidal avec 11 liaisons hydrogéne, comparativement a 3 liaisons hydrogene pour le B-TGG.

3.3.2 Interactions des gallotannins avec la structure aléatoire de I'|APP

Ensuite, afin de représenter les structures monomériques utilisées expérimentalement, I'lAPP en
conformation aléatoire a été étudié in silico. La structure hélicoidale précédemment utilisée a d’abord été
simulée seule pendant 100 ns pour obtenir une structure désordonnée. Les gallotannins ont ensuite été

ajoutés a une distance de 3nm dans une boite dodécaédrique, similairement au complexe hélicoidal. Les
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simulations ont été effectuées pour une durée de 2000 ns et ont montré des complexes stables a partir de
500 ns (Figure 2.8). Similairement aux résultats avec I'lAPP hélicoidal, les gallotannins interagissent avec
I'lAPP désordonné principalement en formant des liaisons hydrogene et des interactions m-rt. Cependant,
les résultats révelent des variations dans les sites d’interaction entre le B-TGG et la corilagine. La derniere
semble former moins de liaisons avec I'lAPP sous forme aléatoire que le B-TGG. Celui-ci montre 8 liaisons
hydrogene, tandis que la corilagine a 5 liaisons hydrogéne. Les énergies libres de liaison calculées par la
méthode MMPBSA sur GROMACS ont montré que le B-TGG et la corilagine se lient avec des AG apparents

de -23 et -18 kcal/mol, respectivement.

Ces résultats indiquent que les deux gallotannins interagissent avec I'|APP, qu’il soit sous forme hélicoidale
ou aléatoire. Cependant, la corilagine forme considérablement plus de liens hydrogéne avec I'lAPP
hélicoidal, tandis que le B-TGG semble former plus de liens avec I'|APP sous forme aléatoire. Ceci suggére
que chacun des gallotannins interagit préférentiellement avec une espece de I'lAPP, corroborant les
hypothéses ultérieures d’'un mécanisme d’interaction distinct pour chaque gallotannin. Ces résultats
suggerent que la corilagine aurait une préférence pour les conformations hélicoidales et pourrait donc
intervenir plus tard dans le processus d’agrégation. En effet, les espéces oligomériques intermédiaires
pourraient avoir une structure en hélice (Pannuzzo, Raudino et al. 2013). Ces résultats soutiennent les
observations précédentes suggérant une action plus tardive de la corilagine. De méme, le B-TGG montre
une préférence pour les especes en conformation aléatoire, soutenant les résultats précédents proposant

une action plus rapide du B-TGG.

Cependant, plusieurs limitations doivent étre considérées. Bien que nous ayons ajouté trois ions chlorure
(CI') par monomere d’IAPP pour assurer la neutralité du systéme, les calculs in silico ne simulent pas les
conditions de type physiologique. En effet, les simulations ont été réalisées dans des conditions simplifiées
ne reflétant pas complétement I'environnement biologique complexe, notamment en I'absence de
membranes cellulaires ou d’autres cofacteurs biologiques. De plus, la durée de simulation, bien que longue,
pourrait étre insuffisante pour capturer tous les états conformationnels possibles. Il est également difficile
de représenter adéquatement la conformation désordonnée de I'lAPP monomérique, ainsi que les
conformations oligomériques puisque celles-ci n"ont pas encore été modélisées. Il aurait été pertinent
d’utiliser le « Hamiltonian replica exchange » (HREX), qui permet de simuler plusieurs trajectoires pour le
méme complexe en variant I'énergie potentielle ou la température afin d’explorer plusieurs paysages

énergétiques. Ceci permet de s’assurer d’avoir une simulation juste et représentative de la réalité. Malgré
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ces limites, ces simulations fournissent des informations clés sur les mécanismes d’interaction des

gallotannins avec I'|APP et leur role potentiel dans la modulation de son agrégation toxique.

3.4 Meécanisme d’action de la corilagine

Vu la capacité de la corilagine a inhiber I'agrégation a plus petite concentration, ainsi que sa capacité
suspectée d’interagir préférentiellement avec les oligomeres toxiques, celle-ci a été privilégiée pour la
suite des expériences. Puisque les résultats précédents suggerent un effet sur la phase d’élongation, cette
étude a exploré le mécanisme d’inhibition de la corilagine en se concentrant spécifiquement sur la phase

d’élongation et sur la nucléation secondaire.

Pour valider cette hypothese, une cinétique d’agrégation de I'lAPP a été effectuée, ol des fibres
préformées ont été introduites dans une solution de monomeéres d’IAPP. Ceci permet de catalyser la
nucléation secondaire (Harper and Lansbury Jr 1997). Tel qu’il est possible de I'observer sur la figure 2.5
A, l'ajout de 5 % de fibres d’IAPP préformées a accéléré considérablement le processus d’agrégation,
éliminant presque completement la phase d’élongation. En présence d’un ratio molaire de 1:0,4 de
corilagine, aucune modification notable du temps de latence ni du demi-temps n’a été observée, bien que
I'intensité finale de fluorescence ThT ait été réduite (Figure 2.5 B). Cependant, a des concentrations
équimolaires d’lIAPP et de corilagine, la cinétique ressemble a celle de la condition sans fibres préformées,
avec une réduction significative de la fluorescence totale. Ces résultats suggerent que la corilagine inhibe

I’effet catalytique des fibres préformées, suggérant un effet sur la nucléation secondaire.

L'effet de la corilagine a ensuite été évalué a différents points temporels de la cinétique d’agrégation.
Lorsque la corilagine a été ajoutée au début ou a la fin de la phase de latence, les courbes cinétiques
étaient similaires, indiquant une absence d’effet sur la phase de latence. Cependant, lorsque le gallotannin
a été introduit au début de la phase d’élongation, la fluorescence a rapidement diminué, se stabilisant a
de faibles niveaux. Lorsque I'ajout est survenu plus tard dans I’élongation, une diminution rapide a été
observée, mais I'intensité finale était plus élevée. La diminution rapide observée au moment de I'ajout de
la corilagine suggere un effet d’agglomération des fibres et de blocage des sites d’élongation. Pour
confirmer ceci, la turbidité des solutions a été mesurée a 600 nm. Comme il est possible de I'observer a la
figure 2.5 H, la turbidité de I'lAPP était constante entre le début et la fin de I'incubation. Cependant, les
échantillons incubés avec la corilagine ont montré une augmentation de I'absorbance, confirmant la

formation de larges structures agglomérées.
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Afin d’évaluer I'effet sur les fibres matures, la corilagine a également été rajoutée a la fin de la phase
d’élongation. Comme il est possible de I'observer sur la figure 2.5 F, la courbe cinétique résultante est
semblable a celle de I'|APP sans corilagine. De plus, des simulations de dynamique moléculaire ont révélé
que la corilagine forme des complexes stables avec la fibrille d’IAPP (6Y1A.pdb), établissant des liaisons
hydrogene avec trois valines de surface, sans les désassembler. Cependant, les images d’AFM ont montré
la formation de grands agrégats de corilagine et de fibres matures (Figure 2.10 B). D’ailleurs, ces agrégats
sont associés a une réduction de la turbidité mesurée a 600 nm ainsi que de la fluorescence de la ThT. Il y

a donc un effet agglomérant des fibres matures également.

Ces résultats suggerent que I'impact de la corilagine est spécifique a I'étape d’élongation, ce qui valide les
résultats précédents suggérant un effet sur la nucléation secondaire spécifiguement. Cet effet est
comparable a I'effet de 'EGCG sur I'lAPP, ou un effet spécifique sur la nucléation secondaire a été observé
(Franko, Rodriguez Camargo et al. 2018). Malgré ces résultats, certaines limitations subsistent. D’abord,
I’évaluation des effets de la corilagine sur des modeéles simplifiés in vitro ne reflete pas entierement la
complexité biologique. Le mode d’action de la corilagine pourrait donc étre totalement différent de ce qui
est observé. Ensuite, la nature exacte des interactions spécifiques entre la corilagine et les surfaces
fibrillaires reste a élucider. Enfin, I’effet potentiel de la corilagine sur d’autres types de peptides amyloides
n’a pas été exploré, ce qui limite la généralisation des conclusions. Malgré cela, cette étude a pu démontrer
que la corilagine agit principalement en bloquant I'élongation et la nucléation secondaire, probablement

via la formation de assemblages fibrillaires complexes, réduisant ainsi I'efficacité des noyaux d’IAPP.

3.5 Effet de la corilagine sur la cytotoxicité induite par I'lAPP

L'IAPP induit une toxicité chez les cellules B pancréatiques a travers une multitude de mécanismes comme
la perturbation membranaire, la production de ROS et le stress du RE, menant ultimement a la mort
cellulaire (Raleigh, Zhang et al. 2017). Il est intéressant de noter que plusieurs hypothéses suggérent que
le processus de nucléation secondaire est principalement impliqué dans la production d’espéces
cytotoxiques d’IAPP (Padrick and Miranker 2002). Ainsi, il est important d’évaluer le potentiel cyto-

protecteur de la corilagine vu son effet ciblé sur la nucléation secondaire établi précédemment.

Cette étude visait donc a évaluer les effets cyto-protecteurs de la corilagine contre la cytotoxicité induite
par les agrégats d’IAPP. Des essais de viabilité cellulaire ont été réalisés sur des cellules B pancréatiques

INS-1E ainsi que les cellules d’ovaires de hamster chinois CHO-K1 pour explorer les effets de la corilagine.

69



L'IAPP a été pré-incubé seul ou en présence du gallotannin a différentes concentrations pendant trois
heures afin de permettre la formation d’oligoméres toxiques, qui ont ensuite été appliquées sur les deux
types de cellules (Kihal, Nguyen et al. 2024). La cytotoxicité de I'IAPP seul ou en présence de corilagine a
donc été évaluée en utilisant le test d’activité métabolique de la résazurine. Comme il est possible de
I'observer sur la figure 2.12 A, I'ajout de corilagine a un effet cyto-protecteur et agit de facon
concentration-dépendante. Le ratio molaire IAPP:corilagine de 1:4 a montré la meilleure inhibition de la
mort cellulaire, ou plus de 80 % des cellules ont conservé leur activité métabolique. Ce ratio a donc été
retenu pour les essais subséquents. Ensuite, pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents,
I'intégrité membranaire des cellules INS-1E a été évaluée a I'aide d’un essai Live/Dead. Les images de
microscopie confocale montrent une augmentation notable des cellules mortes marquées avec le bromure
d’éthidium homodimeére (en rouge) en présence d’IAPP seul, tandis que I'lAPP pré-incubé avec la corilagine
réduit significativement cette proportion au ratio 1:4 (Figure 2.6 A). Les résultats quantifiés confirment cet
effet protecteur de la corilagine sur la membrane cellulaire (Figure 2.6 B). Cette observation a été
corroborée par des tests LDH sur des cellules CHO-K1, qui démontrent également une protection

dépendante de la concentration contre les perturbations membranaires induites par I'lAPP.

L’effet de la corilagine sur I'apoptose a ensuite été exploré en utilisant un marquage a I'annexine V-FITC
et a l'iodure de propidium (Pl). Ces marqueurs sont supposés émettre une fluorescence rouge pour les
cellules en apoptose tardive, une co-localisation du vert et du rouge pour les cellules en début d’apoptose
et une fluorescence faible verte pour les cellules vivantes. Les images confocales de la figure 2.6 D révelent
une absence de fluorescence indicative d’apoptose dans les cellules traitées avec la corilagine,
contrairement aux cellules traitées avec I'lAPP seule, qui affichent des niveaux similaires a ceux des
contrbles traités au H,0,. Les données quantifiées confirment que la corilagine réduit efficacement
I'apoptose induite par I'lAPP (Figure 2.6 E). Enfin, la production d’espéces réactives de I'oxygene, un
mécanisme clé de la cytotoxicité, a été évaluée dans des cellules CHO-K1 a I'aide de I'essai au dihydro
éthidium (DHE). Les niveaux de ROS ont diminué de maniére significative en présence de corilagine, selon
une relation dose-dépendante (Figure 2.12 C). Ces résultats démontrent la capacité de la corilagine a
moduler la cytotoxicité de I'lAPP en démontrant un effet simultané sur plusieurs processus de toxicité

cellulaire médiés par I'|APP.

Bien que ces résultats démontrent des effets intéressants contre la toxicité de I'|APP, les essais in vitro ne

refletent pas totalement I'environnement biologique complexe, en particulier en termes d’interactions
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multicellulaires ou de I'impact systémique de la corilagine. Une étude de la cytotoxicité basée sur les
cellules uniques pourraient offrir une plus grande sensibilité et aider a identifier des inhibiteurs plus
puissants que les essais standard basés sur les cultures cellulaires (Jonczyk, Kurth et al. 2016, Asthana,
Mallick et al. 2018). Néanmoins, I'utilisation de lignées cellulaires B pancréatiques ou des modeles de
cellules B reste particulierement utile, car ces cellules fournissent des informations directes sur I'efficacité
des inhibiteurs potentiels contre la toxicité amyloide de I'lAPP (Asthana, Mallick et al. 2018). Cependant,
des études plus approfondies sont nécessaires pour clarifier les cibles moléculaires précises de la corilagine.
Enfin, I'effet potentiel sur d’autres types cellulaires ou en utilisant d’autres peptides amyloides n’a pas été
exploré, limitant la portée des conclusions. En somme, ces résultats confirment les propriétés cyto-
protectrices de la corilagine, agissant via la préservation de l'intégrité membranaire, la réduction de
I'apoptose et I'atténuation des niveaux de ROS. Ces résultats soulignent son potentiel en tant qu’agent

thérapeutique contre la toxicité de I'|APP.

3.6 Limitations générales de I'étude

L'IAPP est présente dans la circulation sanguine a des concentrations de I'ordre du picomolaire, autour de
3 a5 pM chez les rats (Akter, Cao et al. 2016). Dans le cadre du diabéte, les concentrations locales d’IAPP
peuvent atteindre 15 pM (Akter, Cao et al. 2016). Cependant, les essais in vitro nécessitent des
concentrations plus élevées, allant de 25 a 75 uM (Hebda, Saraogi et al. 2009). Pour les essais cellulaires,
ces concentrations sont nécessaires pour induire la mort cellulaire et engendrer un signal de cytotoxicité
suffisant pour étre détecté (Meng, Marek et al. 2008). Par conséquent, des concentrations élevées
d’inhibiteurs sont nécessaires, ce qui fait que la plupart des agents anti-agrégatifs étudiés ont un ICso de
I'ordre du micromolaire, voire du millimolaire (Alexandrescu 2000). Ces conditions expérimentales
rendent donc difficile I'estimation des doses qui seraient réellement utilisées in vivo. Néanmoins, il est a
noter que les concentrations locales au niveau des granules de sécrétion sont plus hautes que celles en

circulation (Akter, Cao et al. 2016), ce qui peut justifier I'utilisation de concentrations plus élevées.

Il est essentiel de tester les gallotannins dans des conditions expérimentales plus proches de la réalité
biologique, notamment en présence de membranes cellulaires et a différents pH correspondant aux
variations physiologiques des différentes parties du corps rencontrées aprés |I'administration du composé.
Cette approche permettrait de mieux comprendre leur stabilité et leur comportement dans le corps
humain (Abuhelwa, Williams et al. 2017). De plus, I'évaluation de I'activité des gallotannins dans des

modeles in vivo est cruciale pour étudier les mécanismes biologiques activés en réponse a leur
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administration, tels que les interactions avec les enzymes ou les cellules immunitaires (Liu and Jia 2007).
En particulier, la formation de larges agrégats observée avec la corilagine souléeve des questions
importantes sur leur élimination par I'organisme. Il est donc nécessaire de déterminer si ces structures
peuvent étre dégradées ou si elles risquent de s'accumuler dans les tissus, ce qui pourrait avoir des
implications toxicologiques. L'étude des processus de phagocytose et du role du protéasome dans la
dégradation de ces agrégats est primordiale, car ces mécanismes jouent un role clé dans I'élimination des
complexes protéiques volumineux et le maintien de I'homéostasie cellulaire (Glickman and Ciechanover

2002).

De plus, la biodisponibilité des gallotannins n’est pas encore établie. En effet, une grande attention est
portée a l'identification de polyphénols et I'’étude de leurs propriétés, mais leur biodisponibilité est trés
variable au vu de leur diversité structurale (Scalbert, Morand et al. 2002). La biodisponibilité des molécules
naturelles dépend de plusieurs facteurs tels que les caractéristiques chimiques et physiques du composé,
la stabilité du processus digestif, ainsi que leur métabolisation par les enzymes intestinales, le foie et le
microbiote intestinal (Camara, Albuquerque et al. 2020, Wojtunik-Kulesza, Oniszczuk et al. 2020). La
bioaccessibilité des polyphénols, en particulier, peut étre influencée par leur taille. En effet, les petits
polyphénols sont facilement absorbés a travers la barriére intestinale, mais les polyphénols plus larges
sont tres peu absorbés (Scalbert, Morand et al. 2002). Les fluides sécrétés par le tractus gastro-intestinal
au cours du processus de digestion jouent aussi un réle important dans leur biodisponibilité (Wojtunik-
Kulesza, Oniszczuk et al. 2020). Des études sur les anthocyanines, typiquement retrouvées dans les fruits
rouges et les oignons rouges, ont récemment révélé leur faible biodisponibilité (Tena, Martin et al. 2020).
En effet, seulement 1 a 2 % des anthocyanines ingérées conservent leur structure moléculaire d'origine
(Tena, Martin et al. 2020, Bertelli, Biagi et al. 2021). Cela s'explique par les variations de pH dans le tractus
gastro-intestinal et les réactions hydrolytiques des enzymes de l'intestin gréle. De plus, le fait que ces
composés peuvent interagir de maniére imprévisible avec d'autres molécules est souvent négligé. Les
processus de métabolisation de phase 2 dans l'intestin et le foie, comme la glucuronidation et la
méthylation, peuvent avoir un effet significatif sur la transformation de ces composés, en plus de I'action

enzymatique et catabolique du microbiote intestinal (Tena, Martin et al. 2020).

Comme continuation a cette étude, il serait possible d’étudier le métabolisme des gallotannins en utilisant
des modeles porcins, dont la physiologie digestive et le métabolisme sont proches de ceux de I’lhumain,

en particulier pour I'absorption et le métabolisme des polyphénols (Chen, Kritchevsky et al. 2015). Il est
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également possible d’utiliser des souris transgéniques exprimant I'lAPP humain, ce qui fait en sorte
gu’elles peuvent développer le diabéte de type 2 de facon spontanée aprés environ 10 mois (Janson,
Soeller et al. 1996). Ces souris homozygotes hIAPP/VB/N montrent une déposition intracellulaire et
extracellulaire d’IAPP, accompagnée par une perte importante des cellules B-pancréatiques (Janson,
Soeller et al. 1996, Matveyenko and Butler 2006). Ces modeles seraient donc pertinents pour I'étude de la
biodisponibilité des polyphénols et de leur capacité a inhiber I'agrégation de I'lAPP, a la fois en les

administrant avant et apres le développement du T2DM.

3.7 Impact de I'étude

Les molécules d’origine naturelle sont importantes pour la découverte de nouveaux médicaments en
raison de leur diversité chimique et de leurs propriétés biologiques uniques (Velander, Wu et al. 2017). De
nombreux médicaments modernes, tels que la morphine et la pénicilline, ont été découverts a partir de
sources naturelles, démontrant I'efficacité des composés naturels dans le traitement de maladies variées
(Newman and Cragg 2020). Notamment, les polyphénols jouent un réle crucial dans la conception de
nouveaux médicaments en raison de leurs propriétés biologiques variées et de leurs bienfaits démontrés
pour la santé (Abbas, Saeed et al. 2017). La compréhension des mécanismes par lesquels les gallotannins
peuvent moduler I'agrégation de I'lAPP est donc essentielle pour identifier des cibles efficaces dans le
mécanisme d’agrégation de I'lAPP et comprendre quelles molécules utiliser pour le design de molécules

inhibitrices efficaces.

Les résultats obtenus montrent que la corilagine a la capacité d’inhiber significativement la nucléation
secondaire de I'lAPP. Cette étape de nucléation est particulierement importante dans la formation de
fibres amyloides. Une étude a également démontré que la nucléation secondaire est fortement impliquée
dans l'agrégation membranaire de I'lAPP (Elenbaas, Khemtemourian et al. 2022). Certaines études
démontrent méme que les agents ciblant la nucléation secondaire seraient les plus efficaces (Rodriguez
Camargo, Chia et al. 2021). Ainsi, les propriétés inhibitrices de la corilagine représentent une piste
importante pour la compréhension des mécanismes d’agrégation de I'lAPP et I'identification de cibles
pertinentes pour avoir une inhibition efficace de I'agrégation. En effet, cibler la nucléation secondaire
pourrait offrir une intervention plus efficace et spécifique pour contréler les maladies amyloides en
limitant la propagation rapide des espéces oligomériques toxiques, sans compromettre la stabilité des
protéines monomeériques. Ainsi, contrairement aux anticorps monoclonaux présents sur le marché en ce

moment, qui visent principalement les fibres matures, ce qui signifie une intervention a un stade tardif de
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la maladie, cibler la nucléation secondaire permettrait de freiner la progression précoce des dépbts

amyloides ou au moins significativement retarder celle-ci.

Il est important de souligner la différence dans I'action du B-TGG et de la corilagine, malgré leur structure
tres semblable. Cette différence peut étre causée par leur conformation au moment d’interagir avec I'|APP.
En effet, la liaison entre deux cycles aromatiques dans la corilagine la rend plus rigide que le B-TGG, connu
pour sa flexibilité (Gaudreault, van de Ven et al. 2002). Il est possible que les deux gallotannins adoptent
des conformations différentes au contact avec I'lAPP, entrainant un effet différent (Haddad, Gaudreault
et al. 2022). En effet, plusieurs études ont démontré que les molécules agissant de facon planaire avec les
protéines amyloides montrent une meilleure efficacité (Mizuno, Mori et al. 2019). Une analyse des
structures obtenues a partir des simulations de MD a démontré que la corilagine interagirait avec I'|APP
avec une structure planaire, contrairement au B-TGG (Figure 2.8 E, F). En outre, la conformation du glucose
central pourrait influencer l'interaction des gallotannins avec I'lAPP. En effet, le glucose du B-TGG et celui
de la corilagine favorisent des conformations différentes (Gaudreault, van de Ven et al. 2002). Les résultats
de MD montrent que le B-TGG adopte une conformation en chaise au contact avec I'|APP, tandis que la
corilagine adopte une conformation « skew-boat» en présence d’IAPP, suggérant une influence

potentielle sur I'agrégation du peptide.

En somme, ces résultats montrent un effet inhibiteur significatif de I'agrégation de I'IlAPP par les deux
gallotannins. En particulier, la corilagine cible la nucléation secondaire, I'étape qui est critique pour
I'amplification des dépots amyloides. Ceci démontre son potentiel thérapeutique considérable et la
pertinence de continuer les recherches en utilisant ce gallotannin comme base pour le développement

d’agents anti-agrégatifs efficaces.
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CONCLUSION

Les protéines amyloides, comme I'|APP, jouent un réle central dans le développement de maladies graves,
notamment le diabéete de type Il. Comprendre les mécanismes d’agrégation de I'|APP, en particulier les
étapes de nucléation primaire et secondaire, est essentiel pour développer des stratégies ciblées afin de
prévenir ou limiter les dommages cellulaires et les complications métaboliques associées. D’ailleurs,
I'utilisation de molécules naturelles comme les polyphénols, et plus particulierement les gallotannins,
représente une approche prometteuse pour inhiber I'agrégation amyloide. Ces composés, présents dans
de nombreux végétaux, possédent des propriétés chimiques et structurales qui leur permettent d’interagir
avec les monomeres ou fibres d’IAPP et d’empécher leur élongation. De plus, étant d’origine naturelle, ces
composés ont généralement une faible toxicité, faisant d’elles des options thérapeutiques sécuritaires.
Les études montrent que les gallotannins perturbent le processus d’autoassemblage en modifiant la
cinétique d’agrégation, en empéchant I’élongation des fibres et/ou en réduisant la formation de structures
amyloides bien définies. Ces propriétés conferent aux polyphénols un fort potentiel thérapeutique.
Contrairement a de nombreuses molécules synthétiques, les polyphénols sont souvent mieux tolérés par
I'organisme et peuvent offrir des bénéfices additionnels grace a leurs effets antioxydants et anti-

inflammatoires.

Ainsi, ce projet a permis de caractériser |'effet de deux polyphénols, le B-TGG et la corilagine, sur
I'agrégation de I'lAPP, ainsi que d’élucider le mécanisme d’action par lequel la corilagine agit et prévient

la cytotoxicité sur des cellules B pancréatiques. Les principales observations de cette étude sont :

1) Les deux gallotannins étudiés, B-TGG et corilagine, montrent d’'importantes propriétés inhibitrices
contre I'agrégation amyloide de I'lAPP, en empéchant I’élongation des fibres, résultant en des
agrégats fibrillaires plus courts et moins denses.

2) Les deux gallotannins montrent un mode d’action différent, potentiellement d{ a la conformation
avec laquelle ils interagissent avec I'|APP.

3) La corilagine montre une meilleure affinité pour I'lAPP hélicoidal, tandis que le B-TGG semble
mieux interagir avec les monomeres d’IAPP sous conformation aléatoire.

4) La corilagine agit seulement durant I'étape d’élongation du processus d’agrégation et cible

précisément la nucléation secondaire.
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5) La corilagine est capable d’inhiber significativement la cytotoxicité de I'lAPP au méme ratio

moléculaire permettant d’inhiber la nucléation secondaire.

Ces résultats mettent en évidence I'effet thérapeutique important de la corilagine. En effet, comparé a la
nucléation primaire, la nucléation secondaire contribue davantage a la formation d’agrégats amyloides.
En ciblant celle-ci, on pourrait atteindre un effet thérapeutique significatif, méme avec une inhibition
partielle. Ainsi, cette étude permet non seulement de découvrir de nouvelles thérapies ou inspirations de
thérapies pour les amyloidoses et le T2DM en particulier, mais permet également de mieux comprendre
le mode de fonctionnement de I'lAPP, les facteurs favorisant son agrégation, I'importance de la nucléation
secondaire, ainsi que d’en apprendre plus sur les composés thérapeutiques les plus adaptés pour contrer

sa cytotoxicité.

L’exploration de ces approches naturelles est essentielle dans le contexte actuel, ou les traitements
disponibles pour les maladies liées aux agrégats amyloides sont limités. Les résultats obtenus jusqu’a
présent démontrent non seulement le potentiel des gallotannins pour inhiber I'agrégation de I'lAPP, mais
ouvrent également des perspectives pour I'application de ces molécules a d’autres amyloidopathies,
comme la maladie d’Alzheimer. En combinant des études mécanistiques approfondies et I'utilisation de
composés naturels, des stratégies innovantes et moins invasives peuvent étre développées pour contrer

ces maladies invalidantes.

Pour les recherches futures, il serait nécessaire d’évaluer I'effet des gallotannins in vivo afin de mieux
comprendre les conditions nécessaires a leur efficacité optimale. Par exemple, vérifier si le composé reste
actif malgré les variations de pH et de température, ou si son action demeure spécifique en présence
d’autres composantes biologiques telles que les membranes cellulaires, différentes enzymes, et cofacteurs.
Il serait également intéressant de créer une bibliotheque de dérivés de corilagine pour déterminer quelles
composantes sont essentielles pour inhiber I'agrégation de I'lAPP et pour augmenter le potentiel
inhibiteur de la corilagine. De plus, il serait pertinent d’étudier I'effet des gallotannins et de leurs dérivés
sur d’autres protéines amyloides, telles que I'AB et la protéine tau, ainsi que de réaliser des expériences
de « cross-seeding » en utilisant I'lAPP en présence d’AB, comme dans le contexte de la maladie

d'Alzheimer.
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