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RESUME

Face a la montée alarmante de la résistance aux antibiotiques, la recherche de nouveaux agents
antimicrobiens constitue une urgence de santé publique. Parmi les pistes explorées, les peptides
amyloidogéniques, historiquement associés a des pathologies neurodégénératives ou métaboliques,
suscitent un intérét important au sein de la communauté scientifique en raison de leurs similitudes
structurales avec les peptides antimicrobiens (PAMs), notamment leur capacité a interagir avec les
membranes et a s’auto-assembler en fibres. Ce mémoire de recherche s’inscrit dans cette perspective et
ce, en ciblant I'islet amyloid polypeptide (IAPP), un peptide reconnu pour son implication dans le diabéte
de type 2, mais dont les propriétés antimicrobiennes demeurent controversées. L'objectif principal de ce
projet est d’élucider les liens entre les structures quaternaires de I'lAPP, sa capacité a s’auto-assembler et
son activité antimicrobienne. A cette fin, trois états quaternaires de I'lAPP (monomeres, préfibrilles et
fibres) ainsi qu’une série d’analogues modulant sa propension a s’agréger ou a adopter une hélice-a ont
été évaluées sur deux types de bactéries, soit E. coli et S. epidermidis. Les résultats montrent que seules
les formes solubles (monomeres et oligoméres) présentent une activité antimicrobienne modérée,
associée a une perturbation des membranes bactériennes. En revanche, les fibres sont inactives, bien
gu’elles soient capables d’agglutiner les bactéries, suggérant un mécanisme d’action indirect. Il apparait
que l'efficacité antimicrobienne dépend d’un équilibre dynamique d’autoassemblage, ou des formes
solubles persistent. De plus, cette étude suggere que la conformation hélicoidale joue un role dans clé
dans la perturbation membranaire, mais que la flexibilité structurale du peptide est tout aussi cruciale
pour l'activité antimicrobienne. Malgré certaines similitudes, I'lAPP ne répond pas aux critéres
fonctionnels d’un peptide antimicrobien. Son activité antimicrobienne reste contextuelle, modérée, et
difficilement dissociable de sa toxicité cellulaire. Ce travail met en garde contre une généralisation des
propriétés antimicrobiennes a I'ensemble des peptides amyloidogéniques, et appelle a une évaluation
mécanistique de chaque polypeptide.

Mots clés: islet amyloid polypeptide, peptides antimicrobiens, fibres amyloides, auto-assemblage,

agglutination bactérienne
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INTRODUCTION

Les antibiotiques sont les composés essentiels, présents dans la nature et produits aussi bien par les
microorganismes que par les humains a des fins thérapeutiques. lls servent a combattre les infections
bactériennes en inhibant leur croissance ou en tuant les pathogenes. Depuis plus de 100 ans, les
antibiotiques ont transformé la médecine moderne en réduisant la mortalité liée aux maladies infectieuses
et en augmentant I'espérance de vie. Cependant, I'efficacité des antibiotiques conventionnels diminue
face a I'apparition des souches résistantes, ce qui impose le développement de nouvelles approches

antimicrobiennes.

Parmi les alternatives, les peptides antimicrobiens (PAMs) attirent I'attention des chercheurs a travers le
monde. Présents dans tous les organismes vivants, les PAMs ont une grande diversité structurale et une
variété de mécanismes d’action, contrairement aux antibiotiques conventionnels qui ont une seule cible.
Notamment, un petit nombre de PAMs possédent la capacité de s’auto-assembler en fibres amyloides.
Ces peptides partagent plusieurs propriétés aux peptides amyloidogéniques associés a des maladies
neurodégénératives ou métaboliques : amphipathicité, charge cationique et formation des fibres. Ces
similitudes laissent envisager que les peptides amyloidogéniques puissent présenter des activités

antimicrobiennes, qu’elles soient fonctionnelles ou issues des effets secondaires de leur auto-assemblage.

Dans ce contexte, I'lslet Amyloid Polypeptide (IAPP), une hormone peptidique co-sécrétée avec I'insuline
par les cellules B-pancréatiques et constituant principal des dépots amyloides extracellulaires observés
chez les patients atteints de diabéte du type 2, est utilisé comme peptide modeéle pour étudier la relation
entre |'activité antimicrobienne et I'auto-assemblage des peptides amyloidogéniques. En combinant des
approches biophysiques et microbiologiques, ce mémoire vise a examiner de maniére mécanistique
comment les structures quaternaires et I'auto-assemblage de I'lAPP modulent son potentiel antimicrobien
et a comprendre que I'activité antimicrobienne de I'lAPP n’est pas un réle physiologique, mais plutot un

sous-produit de I'agrégation.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1 Les antibiotiques : de la découverte a la résistance aux antibiotiques
1.1.1 Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des composés chimiques qui ont un effet antagoniste sur la croissance des bactéries.
lIs peuvent agir comme agents bactériostatiques, qui inhibe la croissance ou la reproduction bactérienne
sans les tuer, ou un agent bactéricidequi les détruisent (Berryhill et al., 2023b). En fonction de la
concentration du composé et du type de bactérie, un méme antibiotique peut agir a la fois comme
bactériostatique et bactéricide(Pankey et Sabath, 2004). Quelques exemples sont le chloramphénicol et le
linézolide (Ishak et al., 2025). Le chloramphénicol est un antibiotique qui a un effet bactériostatique sur
les bactéries Salmonella enterica responsables la fievre typhoide (Dasopang et al., 2019) et a un effet
bactéricidesur plusieurs bactéries telles que Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis et
Haemophilus influenzae causant la méningite (Rahal et Simberkoff, 1979). Le linézolide est un antibiotique
synthétique qui a un effet bactériostatique contre la majorité des bactéries a Gram-positif responsables
de pneumonies et de tuberculoses, telles que les staphylocoques et les enterocoques (Zurenko et al., 1996),
ainsi que Mycobacterium tuberculosis (Tato et al., 2006), et un effet bactéricidecontre la plupart des
streptocoques (Leach et al., 2011). Par ailleurs, il existe des antibiotiques strictement bactériostatiques
tels que la tétracycline et I’érythromycine (Ishak et al., 2025), et bactéricides comme la gentamicine (Patil
et Patel, 2021) et la polymyxine B (Zavascki et al., 2007). En d’autres termes, les antibiotiques n’agissent

pas toujours a la fois bactériostatiques et bactéricides.

Le terme de I'antibiotique a été utilisé pour la premiere fois par le microbiologiste américain Selman
Waksman pour désigner les substances produites naturellement par les microorganismes, telles que les
bactéries ou les champignons afin d’inhiber la croissance des autres microogranismes. Couramment, le
terme antibiotique inclut tous les composés antibactériens, que ce soit synthétique ou naturel (Davies et

Davies, 2010).

Le comportement compétif entre les microorganismes pour la survie a été observé depuis longtemps. Les

anciennes civilisations comme I’Egypte antique, la Nubie et la Chine utilisaient des remédes naturels tels



qgue le pain moisi pour traiter des blessures (Elsayad, 2023), la biere de graines contaminées pour
combattre des infections (Bassett et al., 1980) et le tofu fermenté pour traiter I'anthrax (Conly, 2004).
Cependant, la compréhension a I'époque sur le mécanisme du comportement compétitif n’était pas
élucidée et ce, jusqu’a la découverte inattendue de la péniciline par le microbiologiste écossais Alexander
Fleming en 1928. Aujourd’hui, il est connu que I'ingrédient actif des pains moisis est la péniciline. Pour la
biere des nubiens, les graines étaient contaminées par les bactéries du genre Streptomyces qui
produisaient de la tétracycline. Ainsi, la découverte de la péniciline est souvent considérée comme le
début de la période de “I'Age d’or” des antibiotiques. Elle a ouvert la voie a la découverte des autres
antibiotiques produits naturellement ainsi qu’a la production industrielle des antibiotiques. Cependant, ce

n’est pas le premier médicament qui serait produit commercialement (figure 1.1).

La production industrielle des antibiotiques a été intialement laborieuse, jusqu’a la production du Prontosil
en 1935, le premier composé antibactérien de classe sulphonamide synthétisé par les chimistes allemands
de la compagnie Bayer, Josef Klarer et Fritz Mietzch. Son activité antimicrobienne a été évaluée par le
bactériologiste allemand Gerhard Domagk, inspiré des travaux de Paul Ehrlich sur les colorants azoiques
(Wainwright et Kristiansen, 2011). Ce composé servait a combattre les bactéries a Gram-positif de la
famille Streptococci et Staphylococci causant la fievre puerpérale, la méningite, la pneumonie et les
infections des blessures auprés des soldats de la Seconde Guerre mondiale (Watkinson-Deane, 2024).
Malheureusement, cet antibiotique est inactif envers les bactéries a gram-négatif de la famille
Enterobacteriaceae. Bien que le Prontosil ait contribué aux traitements des infections bactériennes, il
n’aidait pas a prévenir et a traiter les infections des chirurgies graves (Simpson, 2013). De nos jours, il est
tres peu utilisé di a ses effets indésirables potentiellement mortels (Chung, 2016) et a son efficacité a

spectre étroit.

En paralléle, chez les Alliés, le développement de la production industrielle de la péniciline a eu lieu 12 ans
suivant sa découverte. Le délai est dO a la difficulté de la purification et de la production a grande échelle.
Bien que Fleming soit reconnu pour sa découverte de la péniciline, c’est I’équipe de Howard Florey qui a
mis en place la méthode de purification et de production industrielle (Gaynes, 2017). La péniciline a
révolutionné le monde de la médecine puisqu’elle a une activité a large spectre, c’est-a-dire que
I"antibiotique peut agir sur plusieurs types ou souches de bactéries. De plus, elle a peu d’effets secondaires

(Wanat et al., 2021). Cela fait que la péniciline a éclipsé le Prontosil (Watkinson-Deane, 2024).
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Figure 1.1 Chronologie du développement des antibiotiques issus de différentes sources. Les antibiotiques
figurant en haut de la chronologie sont commercialisés, a I'exception du Salvarsan. La découverte de
chaque antibiotique ainsi que I'apparition des premieres résistances antimicrobiennes sont en bas de la
chronologie. Figure adaptée de (Hutchings et al., 2019).

1.1.2 La résistance aux antibiotiques

Deés que de nouveaux antibiotiques sont découverts, une résistance contre ces antibiotiques apparait peu
de temps aprées chez les bactéries (figure 1.3A). Il a été montré gu’il existe une forte relation entre
I'utilisation abusive et non-réglementée des antibiotiques en médecine et en agriculture et 'émergence
des souches résistantes (Abejew et al., 2024; Kang et Song, 2013). En médecine, dans certains pays, il est
possible d’obtenir des antibiotiques sans ordonnance (Morgan et al., 2011). Quant a l'agriculture,
I’administration excessive est souvent nécessaire pour le maintien de la santé et la croissance des animaux.
Le secteur agricole privilégie la production et le profit au détriment du bien-étre des animaux. Les animaux

demeurent dans des conditions sanitaires pauvres et sont plus susceptibles d’avoir des infections



(Kavanagh, 2023), ce qui explique le besoin d’utilisation excessive d’antibiotiques (Manyi-Loh et al., 2018b).

Ainsi, 'apparition des souches résistantes ne cesse d’augmenter.

En effet, la résistance antibactérienne est un processus d’évolution résultant de la sélection naturelle.
Lorsqu’un antibiotique est administré, les bactéries sensibles meurent, tandis que celles qui sont
résistantes survivent. Avec des applications répétées, la compétition pour les ressources entre bactéries
est minime, permettant aux populations résistantes de devenir dominantes. En 2018, environ 70% des
bactéries pathogenes soient résistantes a au moins un antibiotique (Uddin et al., 2021), et le nombre de

déces attribués a la résistance dans le monde continue d’augmenter (Naghavi et al., 2024a) (figure 1.3B).

De plus, les bactéries ont la capacité extraordinaire, appelée le transfert horizontal de génes, qui leur
permet de partager et d’accepter des génes particuliers sans avoir de relation de descendance. Par
conséquent, dans I’environnement, de nombreux types de bactéries peuvent transmettre des facteurs de
virulence et de résistance (Salmond et Welch, 2008). Cette capacité rend difficile le traitement des
infections bactériennes avec les antibiotiques présents. Les mécanismes de résistances bactériennes
envers les antibiotiques sont soit (figure 1.2): (A) exprimer des pompes d’efflux qui rejettent les molécules
toxiques a I'extérieur des bactéries; (B) inactiver les antibiotiques en produisant des enzymes qui les
dégradent ou des enzymes qui ajoutent des groupes chimiques au médicament pour qu’il ne puisse pas se
lier a la cible; (C) limiter I'absorption de I'antibiotique par les porines avec une mutation qui provoque la
perte des porines fonctionnelles ou réduire le nombre de porines sur la membrane; (D) Modifier la cible

en changeant la structure de la protéine ou les charges de la membrane (Wanda, 2018).
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Figure 1.2 Mécanismes de résistances bactériennes aux antibiotiques. A) Rejet des antibiotiques par des
pompes d’efflux spécifiques situées dans la membrane. B) Inactivation des antibiotiques par des enzymes.
C) Limitation de I'absorption des antibiotiques via les porines. D) Modification structurale ou altérations
des charges de la cible des antibiotiques. Figure adaptée de (Alvarez-Martinez et al., 2020).

Au Canada, selon le rapport du Conseil des académies canadiennes de 2024, si aucune mesure n’est prise
au sérieux, le pourcentage des infections bactériennes résistantes chez les humains pourrait passer de 26%
en 2018 a 40% en 2050, entrainant environ 14 000 morts par année. Par ailleurs, le taux d’infection des
bactéries Staphylococcus aureus résistantes a la méthiciline (MRSA) d’origine communautaire est en
hausse. La résistance antibiotique impose également un énorme fardeau économique sur la société. Les
colits de traitement des infections résistantes surpassent de ceux des infections sensibles étant donné que
les personnes agées sont plus touchées en raison de leur systeme immunitaire affaibli et de la comorbidité
(figure 1.3C). La vieillissement entraine une diminution de la production des anticorps spécifiques, ce qui
rend les personnes agées plus susceptibles aux infections récurrentes (Howard et al., 2006). Ainsi, la
capacité a éliminer les infections est affaiblie. Par conséquent, cela contribue a des séjours prolongés des
patients aux hopitaux et a la propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques (Nelson et al., 2022;
Theodorakis et al., 2024). En outre, la résistance peut diminuer la production du secteur agricole (Founou

et al., 2021), ce qui pourrait colter au Canada des centaines de millards de dollars (Academies, 2024).



Bien que la résistance antibiotique continue d’augmenter, le développement de nouveaux antibiotiques
diminue. Cela s’explique par plusieurs facteurs, notamment les restrictions d’utilisation des antibiotiques
et la faible rentabilité financiere. Le développement de nouveaux antibiotiques est un travail colossal par
essai et erreur qui dure de 10 a 15 ans et qui colte au moins 1 millard de dollars américains (Hughes et al.,
2011). Avec les restrictions d’utilisation, les nouveaux antibiotiques seront réservés en dernier recours,
réduisant ainsi les revenus pour les entreprises (Nature, 2024). Par conséquent, la découverte de nouveaux
antibiotiques est cruciale, et les peptides antimicrobiens (PAMs) offrent une solution alternative

prometteuse.

A B

l 1000

Deaths attributable to AMR by pathogen
5 years and older

introduced
(1956) l

Vancomycin

T Multidrug-

Methicillin resistant MRSA

resistance (1976) 5al
(1961)

4

Penicillin

: 1990 1995 2000 2005 2010 2015
resistance
(1946) Year
Pathogen
I Acinetobacter baumannii - [ Other AMR bacteria

8 Methicillin g 750
c introduced ]

s &

B Penicillin (1959) 5

@ | introduced 3 A
2 | ey £ sw
s VRSA 2

5 (2002) )

o VISA &

: | 2501
2

="

1

s

2

S

£

[ Streptococcus pneumoniae

Associated

[ Escherichia coli
[ Klebsiella pneumoniae

Attributable

[ Pseudomonas aeruginosa
I Staphylococcus aureus

1990 295years

2021 90-94years
85-89 years
80-84 years
75-79 years
70-74 years
65-69 years
60-64 years

55-59 years
50-54 years
45-49 years
40-44 years
35-39 years
30-34 years
25-29 years
20-24 years
15-19 years
10-14 years
5-9 years
2-4years
1-2 years

LIS O B B B S B B N B B B B B B |
I T T T T T T T T N O T

" 6-11 months
(" 1-5months "}
Neonatal

T T T T T T T
750000 500000 250000 50000 100000 150000 200 000

Age-specific deaths

Y

Figure 1.3 Résistance antibiotique a travers le temps. A) Emergence des souches résistantes de
Staphylococcus aureus (S. aureus). VISA correspond a des souches de S. aureus intermédiaires a la
vancomycine. VRSA désigne a des souches de S. aureus résistantes a la vancomycine. CA-MRSA désigne a
des souches de S. aureus résistantes a la méthiciline d’origine communautaire et LA-MRSA, des souches
de S. aureus résistantes a méthiciline d’origine fermiere. Figure adaptée de (Ehlers et al., 2015). B) Nombre
de déces dans le monde, chez les personnes agées d’au moins de 5 ans, causés chaque année par les
bactéries résistantes, de 1990 a 2021. Les couleurs correspondent aux pathogénes. C) Répartition de la
population mondiale décédée en 1990 et en 2021, selon I'dge et la catégorie. Figures adaptées de
(Naghavi et al., 2024a).



1.2 Les peptides antimicrobiens (PAMs)
1.2.1 Lorigine et la diversité structurale

Les PAMs, également connus en tant que peptides de défense de I’héte (host defense peptides), font partie
du systeme immunitaire primaire chez tous les organismes vivants, des microorganismes jusqu’aux
humains (Huan et al., 2020), afin de combattre les pathogenes de fagon non spécifique. Les PAMs se
trouvent souvent dans les régions qui sont les plus exposées aux pathogenes (Hancock et Scott, 2000). Par
exemple, dans la salive humaine, I'histatine, un peptide antimicrobien cationique riche en histidine, est
sécrété par la glande submandibulaire afin de prévenir l'invasion des bactéries et des levures
pathogéniques comme Porphyromonas gingivalis (Devine, 2003) et Candida albicans (Kavanagh et Dowd,
2004). De plus, les grenouilles sécrétent sur leur peau de multitudes PAMs qui sont efficaces contre les
bactéries résistantes (Ladram et Nicolas, 2016). Selon la base de données des PAMs en 2025, il y a une
grande variété de sources et la majorité des PAMs découverts proviennent des animaux (figure 1.4). Et
parmi eux, les amphibiens fournissent le plus de PAMs (Wang et al., 2015). Quant au deuxiéme groupe,
les PAMs synthétiques ont été dérivés a partir des PAMs naturels afin d’améliorer leur stabilité et diminuer
la cytotoxicité, étant donné que les peptides sont sensibles envers les protéases et que certains d’entre

eux affichent une activité hémolytique envers les cellules encaryotes (Lima et al., 2021).

Sources des PAMs
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Figure 1.4 Sources des peptides antimicrobiens naturels, incluant les peptides synthétiques. Les données
proviennent de la base de donnée de Antimicrobial Peptide Database (APD3), en date de janvier 2025
(Wang et al., 2015).

Les PAMs, dont la longueur varie entre 10 et 100 résidus (Munk et al., 2014; Savitskaya et al., 2023), ont
une grande diversité de structures primaires et secondaires. En effet, les PAMs peuvent étre classés en
cing classes structurales: hélice-a, feuillet-p, aléatoire, cyclique et mélange de hélice-a et feuillet-p (ap)

(figure 1.5) (Koehbach et Craik, 2019). La majorité des PAMs sont cationiques (de +1 a +15) et



amphipathiques (Wang, 2023). La derniére propriété, I'amphipathicité, est cruciale pour I'activité
antimicrobienne des PAMs. La dualité des surfaces hydrophiles et chargées positives facilite I'interaction
sélective des PAMs avec la membrane bactérienne qui est chargée négativement (Glukhov et al., 2005).
En effet, la membrane bactérienne est de charge négative en raison de I'abondance des phospholipides et
des glycanes anioniques (Wilson et al., 2001) tandis que la membrane externe des cellules eucaryotes est
principalement neutre (Latrova et al., 2021). Quant a la surface hydrophobe des PAMs, elle interagit avec

les queues lipidiques des membranes, permettant I'insertion des PAMs et la perturbation membranaire.
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Figure 1.5 Représentation des cinqg classes structurales des PAMs, avec des PAMs représentatifs. A) Hélice-
o : mélittine. B) Feuillet-B : protégrine-1. C) aff : hBD2. D) Aléatoire : indolicidine. D) Cyclique sans ponts
disulfures : carnocycline A. F) Cyclique avec ponts disulfures, kalata B1. Figure adaptée de (Bin Hafeez et
al., 2021).

1.2.2 Les mécanismes d’action des PAMs

Comme le nom l'indique, les peptides antimicrobiens possedent une large gamme d’activités. En plus de
leurs activités antibactériennes, certains PAMs sont des antifongiques, des antiviraux, des anti-tumoraux
et/ou des immunomodulateurs (Guryanova et Ovchinnikova, 2022; Mercer et O'Neil, 2020).
Contrairement aux antibiotiques traditionnels qui ont une seule cible, les PAMs peuvent en avoir plusieurs
(Rima et al., 2021). lls jouent ainsi un role a la fois direct et indirect dans la défense de I'organisme. Par
exemple, hLF1-11, un peptide synthétique dérivé de la protéine humaine lactoferrine, a été développé

pour traiter des infections graves qui pourraient avoir lieu lors de la transplantation de la moelle osseuse



(van der Velden et al., 2009). Il a été montré que non seulement ce peptide a des activités antifongique et
antibactérienne contre les souches résistantes (Lupetti et al., 2007; Nibbering et al., 2001), il peut
également moduler le systeme immunitaire en favorisant la différentiation des monocytes en
macrophages (van der Does Anne et al., 2010). Cette modulation renforce la défense contre les

pathogenes.

Toutefois, ce n’est pas tous les PAMs qui ont une activité antimicrobienne aussi large que hLF1-11. Selon
la base de donnée APD3, environ 60% des PAMs sont des antibactériens, tandis que les 40% restants sont
des antifongiques, des antiviraux et des anti-tumoraux (Huan et al., 2020). Cette proportion souligne
I'importance sur la lutte contre les infections bactériennes. Donc, dans ce mémoire, le mécanisme d’action
antibactérien des PAMs sera discuté ci-bas. Ces derniers peuvent attaquer les bactéries de deux maniéres

principales : soit par la lyse membranaire, soit en attaquant des cibles intracellulaires (Dilawari et al., 2025).

1.2.2.1 Lalyse membranaire

Parmi les différents mécanismes d’action, la perturbation membranaire est la plus étudiée et la plus
commune. Etant donné que la majorité des PAMs sont chargés positivement et ont une surface
hydrophobe, leur interaction a la membrane bactérienne est principalement médiée par des interactions
électrostatiques. Une fois que les PAMs sont liés a la membrane, ils peuvent perturber cette derniére de
trois facons : la formation de pores en forme de tonneau, de pores toroidaux et I'extraction des lipides

membranaires de maniére détergente (figure 1.6).

Les pores en forme de tonneau se forment lorsque les peptides longs, d’au moins 22 résidus, s’insérent
perpendiculairement et completement dans le bicouche membranaire (Sato et Feix, 2006). Le coté
hydrophobe des peptides interagit avec les queues lipidiques. Les peptides interagissent entre eux,
formant ainsi des pores. Ces pores induisent peu de courbure membranaire puisque le cceur hydrophobe

reste intact (Wimley, 2010b).
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Contrairement aux pores en forme de tonneau, les pores toroidaux impliquent un réarrangement des
lipides membranaires. L’insertion des peptides induit la fusion des couches externe et interne de Ia
membrane, créant ainsi des pores couvertes des tétes polaires des phospholipides (Schmidt et Wong,
2013). Les peptides interagissent trés faiblement entre eux puisqu’ils s’enfouissent a l'intérieur de la
bicouche. Les pores toroidaux ne requierent pas de longs peptides. Des courts peptides peuvent former
ces pores puisque I'organisation des lipides est perturbée. Ce genre de pores peut causer une grande
courbure de membrane et cette courbure est souvent accompagnée de I'augmentation de I'hydratation
membranaire (Li et al., 2017). Les deux pores sont souvent des canaux ioniques et/ou des aquaporines qui
peuvent causer un gonflement cellulaire (Sato et Feix, 2006). Quant a I'extraction des lipides de maniere
détergente, les peptides s’adsorbent parallelement sur la membrane et s’accumulent a sa surface, formant
un tapis jusqu’a atteindre une concentration critique permettant I'extraction de la membrane.
L’accumulation des PAMs a la surface membranaire augmente la pression latérale entre les phospholipides.
En effet, les PAMs s’insérent superficiellement entre les tétes polaires des phospholipides, ce qui élargit
la surface membranaire et rapproche les queues hydrophobes des phospholipides. A mesure que la

pression latérale augmente, les interactions lipidiques sont perturbées et la membrane devient plus fluide.
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Figure 1.6 Représentation du mécanisme d’action des PAMs dans la lyse de la membrane plasmique
bactérienne. Figure adaptée de (Li et al., 2017).
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La fragmentation des lipides survient lorsque la membrane perd son intégrité. Les lipides fragmentées

s’assemblent alors en micelles (Huang, 2006; Huang, 2000).

1.2.2.2 Les cibles intracellulaires

Certains PAMs peuvent exercer des activités antibactériennes sans perturber la membrane. En effet, ils
ciblent les composants internes des bactéries tels que les enzymes, I’ADN, I’ARN, les ribosomes et les
chaperones (Le et al., 2017a). Ces peptides, évidemment, doivent traverser la membrane bactérienne afin
d’atteindre leur cible. Pour ce faire, sans perturber la membrane, trois voies existent: diffusion
transmembranaire, formation de pores toroidaux et utilisation de transporteurs de protéines (Cardoso et
al., 2019). Par exemple, comme la figure 1.7 l'illustre, I'indolicidine est un peptide linéaire produit par les
neutrophiles bovins qui inhibe la synthese de I’ADN, soit en interagissant directement a I’ADN, soit en
inhibant I’enzyme ADN topoisomérase | (Le et al., 2017a). Quant au buforin I, un peptide dérivé de buforin
I, venant du crapaud asiatique Bufo gargarizans, celui-ci forme des pores toroidaux instables afin de se
glisser a I'intérieur de la membrane (Kobayashi et al., 2004). Une fois entré, le peptide se lie aux ADNs et
ARNs pour empécher la synthése des protéines. Il est par ailleurs important de noter que tous les PAMs
ne sont pas des peptides de pénétration cellulaire (CPPs), et inversement. Bien que la majorité des CPPs
présentent les propriétés semblables aux PAMs, telles que I'amphipathicité, la charge net positive, le faible
nombre de résidus et la capacité de perturber la membrane, ces deux classes de peptides ont de fonctions
différentes. Les CPPs servent a transporter diverses molécules (protéines, ADN, ARN, liposomes, petites
molécules) de I'extérieur a I'intérieur des cellules eucaryotes et procaryotes, sans induire de toxicité. lls
sont trés utiles pour le transport des antibiotiques a I'intérieur des cellules (Buccini et al., 2021; Neundorf,
2019). Par exemple, le peptide TATp 45-47, dérivé de I'activateur de transcription du virus de
I'immunodéficience humaine du type 1 (VIH-1) (Koren et al., 2011), ne présente pas de toxicité envers les
cellules eucaryotes ou bactériennes lorsqu’il est utilisé seul (Gomarasca et al., 2017; Huang et Lee, 2018).
La gentamicine, en tant que PAM, n’a pas la capacité de pénétrer dans les cellules eucaryotes. Lorsque le
peptide TAT est conjugué a la gentamicine, le peptide conjugé est capable d’éliminer les bactéries
intracellulaires (Gomarasca et al., 2017). Pour les PAMs qui sont aussi les CPPs, ils pénétrent facilement

dans les cellules et atteignent leur cible intracellulaire. Des exemples sont présentés dans la figure 1.7.
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Figure 1.7 Représentation des mécanismes de translocation des PAMs sans perturbation membranaire.
Figure adaptée de (Cardoso et al., 2019).

1.3 Les fibres amyloides
1.3.1 Les fibres amyloides pathogéniques

Les fibres amyloides sont souvent associées aux maladies dégénératives telles que la maladie d’Alzheimer,
le Parkinson et le diabete. Cette association est due au phénomene de la perte des cellules en présence
de dépots tissulaires de plagues des fibres amyloides aux tissus. Les fibres amyloides sont formées des
protéines et des peptides qui sont initialement solubles et s’assemblent pour former des fibres insolubles.
Ainsi, elles sont des agrégats de protéines et de peptides mal repliées. Chague maladie dégénérative est
liége a une protéine ou un peptide spécifique. Par exemple, le peptide amyloid-B (AB) est associé a la
maladie d’Alzheimer puisque les patients atteints de la maladie ont des plaques de fibres amyloides (Thal
et al., 2002). Le peptide AP pourrait jouer plusieurs fonctions physiologiques, notamment moduler
I'efficacité des synapses et favoriser la production de nouvelles fibres nerveuses (Bishop et Robinson,
2004). Cependant, les fibres amyloides formées par AB induisent une toxicité aux cellules, perturbent ainsi
les fonctions congnitives, telles que la mémoire et I'humeur. Une autre protéine qui est associée a une

autre maladie neurodégénérative est la protéine a-synucléine de la maladie de Parkinson. Cette protéine
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facilite la libération des neurotransmetteurs (Calabresi et al., 2023). Lorsqu’elle s’aggrege, 'homéostasie
de calcium est perturbée et mene ainsi au développement graduel de la maladie (Zaichick et al., 2017). Il
y a aussi les maladies associées aux fibres amyloides qui ne sont pas neurodégénératives, telles que le
diabete de type Il et I'amyloidose a chaines légeres. Le peptide islet amyloid polypeptide (IAPP) est une
hormone peptidique dont le réle est d’assister I'insuline dans la régulation glycémique. Son aggrégation
est associée au diabete du type Il puisque le dép6t amyloide de I'IAPP est observé chez plus de 95% des
patients atteints de la maladie (Asthana et al., 2018). Quant a I'amyloidose a chaines légéres (AL), elle est
une maladie rare causée par une production excessive des chaines légéres des anticorps. Les chaines
légeres peuvent s’aggréger et former des fibres amyloides. C'est une maladie systémique qui affecte
plusieurs organes, notamment les reins et le cceur, qui sont les organes les plus touchés (Feitosa et al.,

2022). D’autres maladies associées aux fibres amyloides sont présentées dans le tableau 1.1.
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Tableau 1.1 Exemples de fibres amyloides associées aux maladies.

Protéine/Peptide Maladie associée Références

Amyloid-B (AB) e Alzheimer (Gouras et al., 2015)

Tau e Alzheimer (Chen et Yu, 2023)
e Démence fronto-temporale e (Goedertetal., 2021)
o Steele-Richardson-Olszewski e (Martinez-Maldonado et al., 2021)
e Dégénérescence corticobasale (e (Forman et al., 2002)

Transthyretine e Amyloidose a transthyrétine o (Rubergetal., 2019)
Sérum Amyloid A e Amyloidose secondaire e (Thorne et al., 2022)
IAPP o Diabete du type Il o (Akteretal., 2016a)
Huntingtine e Huntington e (Mario Isas et al., 2021)
o-Synucléine e Parkinson o (Calabresi et al., 2023)

Chaines légeres des | ¢ Amyloidose a chaines légéres | e (Baker, 2022)
anticorps

1.3.2 Les fibres amyloides fonctionnelles

Malgré la mauvaise réputation des fibres amyloides, il existe des protéines qui forment des fibres
amyloides sans que le corps en subisse une toxicité. Ces fibres amyloides sont connues comme des
amyloides fonctionnels. Chez I'humain, les amyloides fonctionnels participent a plusieurs processus
biologiques, notamment la production de mélanine, la maintenance de la mémoire de longue durée, le
contrdle de qualité des spermatozoides et I'entreposage des hormones. Par exemple, la protéine PMEL17
participe a la production de mélanine sur la peau. La mélanine est un pigment polymérique qui donne la

couleur aux yeux, aux cheveux et a la peau. Son role est de protéger les cellules contre les rayons
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ultraviolets en les absorbant (Brenner et Hearing, 2008). La synthése de la mélanine exige d’avoir une
matrice de fibres amyloides des protéines PMEL17 afin de polymériser et de condenser les produits
intermédiaires de mélanine (Bissig et al., 2016). Un autre exemple est la protéine CPEB3. La protéine CPEB3
estimpliquée dans la maintenance de la mémoire a long terme en régulant la synthese des protéines dans
les neurones. Lorsqu’il y a une excitation neuronale, les protéines CPEB3, ayant un domaine liant aux
ARNm, s’aggregent pour devenir une matrice de la traduction locale des ARNm afin de produire des
récepteurs, notamment les récepteurs activés par le glutamate, I'acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique (AMPA) et les protéines actines qui sont nécessaires a la croissance des épines
dendritiques (Gu et al., 2022). Quant au sperme humain, les deux protéines, la phosphatase acide
prostatique (PAP) et la séménogéline (SEM), ont la capacité de former les fibres amyloides dans le but
d’éliminer les spermatozoides inefficaces. En effet, les spermatozoides adhéerent aux fibres amyloides et
celles-ci facilitent la phagocytose des spermatozoides par les macrophages et les neutrophiles (Easterhoff
et al., 2013; Roan et al., 2017). Par ailleurs, certaines hormones peptidiques, notamment la prolactine et
I’'hnormone de croissance, sont stockées a hautes concentrations sous forme d’amyloides dans les granules
de sécrétion et sont libérées en tant que monomeres (Jacob et al., 2016; Maji et al., 2009). Il est important
de savoir que I'aggrégation des protéines et des hormones peptidiques mentionnées ci-haut est finement
régulée. C'est-a-dire qu’il faut la présence de certains facteurs tels que les glycosaminoglycanes
(Chatterjee et al., 2022), du zinc (Jacob et al., 2016), de I'ubiquitine (Qu et al., 2020) et/ou méme d’un pH
extréme (Berson et al., 2001) pour induire I'auto-assemblage. Cependant, une fois que la condition est

changée, par exemple, les fibres de CPEB3 sont SUMOylées et les monomeres sont libérés.

Certaines bactéries de Gram-négative, Escherichia coli (Pratt et Kolter, 1998) et Pseudomonas aeruginosa
(O'Toole et Kolter, 1998), produisent des fibres amyloides de la protéine Curli, un des composants
principaux du biofilm. Le biofilm est une communauté bactérienne ou les bactéries de plusieurs genres
vivent ensemble et se refugient contre divers agents antibactériens (Watnick et Kolter, 2000). Les fibres
amyloides de la protéine Curli sont composées des sous-unités CsgA et CsgB (Evans et Chapman, 2014).
Ces fibres, avec d’autres éléments comme I’ADN extracellulaire, les adhésines et les exopolysaccharides,
renforgent la robustesse du bioflim et permettent la résistance aux stress environnementaux et aux
antibiotiques. De plus, ces fibres amyloides permettent aux bactéries de s’attacher aux surfaces, comme
celle des cellules de I'h6te et les surfaces abiotiques (Barnhart et Chapman, 2006). Le tableau 1.2 ci-

dessous présente également d’autres types de fibres amyloides fonctionnelles.
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Tableau 1.2 Exemples des fibres fonctionnelles

Protéine Fonctions Espece Référence
Peptide
PMEL17 Support pour la formation de Humain (Bissig et al., 2016)
la mélanine
CPEB3 Maintenance de la mémoire a Humain (Guetal., 2022)

longue durée

PAP & SEM | Controle de la qualité des Humain (Easterhoff et al., 2013)
spermatozoides (Roan et al., 2017)

Curli Adhésion Escherichia coli (Barnhart et Chapman,
Formation du biofilm Salmonella spp. 2006)

Pseudomonas aeruginosa

1.3.3 Le mécanisme de formations des fibres amyloides

Le processus de formation des fibres amyloides de I'lAPP est souvent décrit comme une polymérisation
nucléée (Xue et al., 2008). Le processus est composé de trois phases: la phase de latence, la phase
d’élongation et la phase de saturation (figure 1.7). Durant la phase de latence qui est I'étape limitante, la
protéine dénaturée ou le peptide non replié doit subir des réarrangements conformationnels qui
permettent de former des oligoméres compétents (noyaux). Les noyaux sont composés entre 7 et 14
monomeres et leur formation est une étape lente car elle est thermodynamiquement défavorable (Ghosh
et al., 2016; Gillam et MacPhee, 2013). Elle requiert une grande énergie d( aux interactions insatisfaisantes
et aux surfaces hydrophobes exposées lorsque les monomeres se regroupent ensemble (I’enthalpie
augmente et l'entropie diminue), donc il arrive trés souvent que les oligoméres incompétents se
désagregent. Une fois que les noyaux sont créés, donc des interactions satisfaisantes et une conformation
acceptable, I'addition des monomeéres aux noyaux se fait rapidement durant la phase d’élongation, et elle
continue jusqu’a la formation des fibres amyloides matures (Jarrett et Lansbury, 1993). Cette étape est
spontanée et thermodynamiquement favorable. Il est important de noter que la structure des noyaux
compétents demeure inconnue. En outre, il y a aussi une nucléation secondaire qui a lieu lorsque les fibres

sont fragmentées en fibres courtes di au cisaillement et a I'agitation (Knowles et al., 2009). Ces fibres
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courtes servent en tant que noyaux et les monomeéres contournent la formation des oligoméres pour

s’ajouter directement aux fibres (Chatani et Yamamoto, 2018).
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Figure 1.8 La cinétique de formation des fibres amyloides du modéle de la polymérisation nuclée par la
fluorescence ThT.

La cinétique de I'auto-assemblage des peptides amyloidogéniques en fonction du temps est souvent suivie
par fluorescence de la thioflavin-T (ThT). La ThT est un fluorophore dont I’excitation est a 450 nm et
I’émission a 482 nm. En effet, la fluorescence de ThT est attribuée a I'immobilité rotationelle de la liaison
C-C entre les groupements benzothiazole et aniline lorsque le fluorophore se lie aux fibres (Xue et al.,
2017). En d’autres mots, quand la molécule de ThT libre en solution est excitée, elle dégage I'énergie en
tournant la liaison C-C. Quand la molécule est piégée par la structure quaternaire en feuillets-p-croisés des
fibres, la rotation ne peut pas avoir lieu et I'énergie recue doit étre dégagée sous une autre forme, qui est
donc la fluorescence. Le graphique de la cinétique ressemble a la figure 1.7. La courbe sigmoidale montre
les trois phases distinctes. La phase de latence, ol il n’y a pas de fibres, n’a pas de signal de ThT. Une fois
gue les noyaux se forment et que les fibres se forment, le signal de ThT augmente jusqu’a ce qu’il atteigne

un plateau ou I'équilibre entre les fibres et les monomeres a lieu (Rice et al., 2021).

1.4 Islet Amyloid Polypeptide (IAPP)
1.4.1 La découverte et la phylogénie de I'lAPP

L'IAPP, également connu sous le nom nord-américain d’amyline, a été observé pour la premiére fois en

1901, sous forme de dépots d’agrégats dans les flots de Langerhans de pancréas chez les patients atteints
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du diabete du type Il (Opie, 1901). Le dépot extracellaire étant des fibres amyloides a été confirmé en 1961
(Ehrlich et Ratner, 1961). Il a fallu attendre deux décennies plus tard, en 1987, pour caractériser la
séquence primaire du composant principal des dépots dans les flots (Cooper et al., 1987; Westermark et
al., 1987). Le composant principal, qui est I'lAPP, est un peptide de 37 résidus co-sécrété avec l'insuline
par les cellules B-pancréatiques. L‘IAPP est considéré comme une hormone puisqu’il participe a plusieurs
fonctions métaboliques importantes, notamment la régulation glycémique et la satiété (Olsson et al.,

2012).

L'amyline est présente chez la majorité des mammiféres (Fortin et Benoit-Biancamano, 2015). Visiblement,
il existe des différences entre les séquences de différentes especes. Toutefois, comme la figure 1.8 le
montre, la région N-terminale 1-7, la région C-terminale 31-37 et le pont disulfure entre Cys2-Cys7 sont
hautement conservés chez les animaux. Il a été suggéré que les régions N- et C-terminales permettent
I'interaction du peptide avec les récepteurs de I'amyline. Le segment C-terminal aide a bien positionner le
peptide aux récepteurs et par la suite, le segment N-terminal cyclisé active les récepteurs (Bower et Hay,
2016). Sans le N-terminal cyclisé, I'affinité des peptides pour les récepteurs diminue (Roberts et al., 1989).
Concernant les différences entre les espéces, les résidus de la région centrale 20-29 sont les moins
conservés. Cette région est souvent considérée comme la séquence amyloidogénique étant donné que
I'amyline du rat et de la souris ne forme pas de fibres amyloides et que la région centrale pour le rat et la
souris, comparée a celle de 'humain, contient beaucoup de prolines (Pro25, Pro28 et Pro29). L’acide aminé
proline est reconnu pour rompre les structures secondaires. Il a été montré que I'incorporation de ces
prolines a la séquence de I'|APP ralentit I'aggrégation (da Silva et al., 2016). De plus, la séquence isolée 20-
29, qui est tres hydrophobe, est capable de former des fibres (Glenner et al., 1988; Westermark et al.,
1990). Néanmoins, il y a aussi d’autres fragments de la séquence chez I'humain qui ont la capacité de
former des fibres amyloides, notamment les segments 12-17 et 30-37 (Fortier et al., 2022a; Nilsson et
Raleigh, 1999). Il est aussi intéressant de savoir que la séquence primaire de I'lAPP partage environ 40%
de similarité avec celle du peptide relié au géne de la calcitonine (CGRP), qui est un neurotransmetteur

associé a la migraine (Rees et al., 2021; Wattiez et al., 2020).
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1 10 20 30 37
Human: KCNTATCAT QRLANFLVHS SNNFGAILSS TNVGSNTY
Monkey: KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNFGTILSS TNVGSDTY
Macaque: KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNFGTILSS TNVGSDTY
Baboon: ICNTATCAT QRLANFLVRS SNNFGTILSS TNVGSNTY
Porcine: KCNMATCAT QHLANFLDRS RNNLGTIFSP TKVGSNTY
Cow: KCGTATCET QRLANFLAPS SNKLGAIFSP TKMGSNTY
cat: KCNTATCAT QRLANFLIRS SNNLGAILSP TNVGSNTY
Dog: KCNTATCAT QRLANFLVRT SNNLGAILSP TNVGSNTY
Rat: KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNLGPVLEP TNVGSNTY
Mouse: KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNLGPVLPP TNVGSNTY
Guinea Pig: KCNTATCAT QRLTNFLVRS SHNLGAALLP TDVGSNTY
Hamster: KCNTATCAT QRLANFLVHS NNNLGPVLSP TNVGSNTY
Degu: KCNTATCAT QRLTNFLVRS SHNLGAALPP TKVGSNTY
Ferret: KCNTATCVT QRLANFLVRS SNNLGAILLP TDVGSNTY

Figure 1.9 Séquences primaires de I'|APP des différents animaux mammiféres. Les résidus différents de la
séquence de I'humain sont indiqués en bleu et soulignés. Toutes les séquences présentent un pont
disulfure entre Cys2 et Cys7 ainsi qu’un C-terminal amidé. Figure adaptée de (Cao et al., 2013c).

1.4.2 Les structures secondaires de I'lAPP

L'IAPP est un peptide intrinsequement désordonné (IDP), c’est-a-dire qu’il n’a pas une structure stable et
bien définie en milieu acqueux. Pour déterminer la structure secondaire de I'lAPP lorsqu’il est dans un
environnement in vivo, I'utilisation des membranes modéles, des détergents ainsi que de solutions
alcooliques contenant du trifluoroéthanol (TFE) ou de I’hexafluoroisopropanol (HFIP) est souvent
appliquée. Ces derniers sont connus pour I'induction de la structure hélicoidale des peptides prédisposés
a former des hélice-a. Lorsque I'amyline est solubilisée dans ces environnements, elle adopte la
conformation hélicoidale sans difficulté et visible par la spectroscopie de dichroisme circulaire (Babych et
al., 2024; Caillon et al., 2013; Fortier et al., 2022a; Higham et al., 2000). Cependant, cette technique ne

permet pas identifier quels fragments de I'lAPP font partie de la structure hélicoidale.

Les études par résonance magnétique nucléaire (RMN) de I'lAPP dans un environnement mimant la
membranec cellulaire démontrent une diversité d’hélices-a. En présence de micelles chargées
négativement de laurylsulfate de sodium (SDS) a pH 4.2 et 7.3, 'amyline adopte une conformation
hélicoidale couvrant les résidus 5 a 27, avec une courbure entre les résidus 18 et 22. La région entre les
résidus 1 et 4 forme une structure en épingle a cheveux (hairpin) en raison du pont disulfure (Cys2 — Cys7).
Le C-terminal (30 a 37) reste en conformation aléatoire a pH 4.2 et adopte une courte hélice 310a pH 7.3
(Nanga et al., 2011; Patil et al., 2009a). Cependant, il faut faire attention a I'interprétation des résultats

obtenus avec le SDS car cela peut mener a des conclusions trompeuses sur la structure native du peptide.
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Le détergent peut perturber les interactions intramoléculaires qui pourraient favoriser une conformation
native autre que I'hélice-q, et ainsi peut favoriser artificiellement la conformation hélicoidale (Watkins et

al., 2012).

En présence de micelles zwitterioniques de dodécylphophocholine (DPC), I'amyline du rat et de I’humain
adopte une conformation hélicoidale qui s’étend des résidus 5 a 17 . De plus, une étude par résonance
paramagnétique électronique (EPR) a révélé que la structure hélicoidale couvre le résidu 9 au résidu 20 en
présence des LUVs POPS/POPC (8/2) (Apostolidou et al., 2008). Cela suggeére un role important de I'hélice-
o de la région N-terminale. En effet, 'amyline de I’'humain et celle du rat réduites, qui n’ont pas de pont
disulfure, diminuent leur capacité d’adopter une structure hélicoidale (Rodriguez Camargo et al., 2017,
Williamson et al., 2009). De plus, la macrocyclisation de I'lAPP entre les résidus 9 et 13, qui contraint le
peptide en hélice-a, permet d’activer les récepteurs de I'amyline (Babych et al., 2024). En tenant compte
aussi du fait que le manque du pont disulfure diminue son affinité aux récepteurs, cela met I'accent sur la

nécessité du repliement en I'hélice-a sur I'activité biologique de I'lAPP.

D’autres études, telles que la spectrométrie de masse a mobilité unique (IMS-MS) et la dynamique
moléculaire, ont suggéré que la conformation épingle en cheveux (B-hairpin) affiche une tendance a
I'aggrégation. La conformation B-hairpin est composée de deux feuillets-B des résidus 9 a 17 et 24 a 33,
liés ensemble par une boucle des résidus 18 a 23 (Dupuis et al., 2009; Wu et Shea, 2013). Egalement, une
autre étude de dynamique moléculaire sur la thermodynamique des structures secondaires de I'lAPP a
prédit que le peptide peut adopter trois conformations en solution : hélice-a, aléatoire et B-hairpin. Cette
derniere est majoritaire et thermodynamiquement plus favorable que les deux autres. L’étude a conclu
que la structure B-hairpin est la conformation ‘on-pathway’ pour la formation des fibres, c’est-a-dire la
conformation qui facilite a la fibrilogénése (Reddy et al., 2010). Il faut savoir que toutes les structures
secondaires mentionnées ici restent théoriques, car il est difficile de déterminer celles qui favorisent
I'aggrégation vu que le peptide a une grande flexibilité de conformations et s’auto-assemble rapidement

en fibres amyloides qui sont les produits finaux.

1.4.3 Les structures quaternaires de I'lAPP

La structure mésoscopique et moléculaire des fibres amyloides de I'lAPP a été étudiée par plusieurs

techniques, notamment la RMN, la crystallographie de rayons X, la cryomicroscopie électronique (Cryo-
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EM), la microscopie électronique en transmission (TEM) et la microscopie a force atomique (AFM). Les
fibres amyloides sont des longs filaments non ramifiés qui peuvent avoir une longueur de 0.5 a 10 um et
un diameétre de 5 a 15 nm (Goldsbury et al., 1997; Schleeger et al., 2013). Chaque fibre est composée de
deux a huit protofilaments qui s’assemblent latéralement ou s’entourent les uns les autres (Luca et al.,
2007). Chaque protofilament a un diametre de 4.5 a 5.5 nm et est constitué de feuillets-B empilés de facon
alignée et paralléle (in-register parallel) (Kajava et al., 2005). Autrement dit, cette structure, que |'on
appelle le B-croisé, a les feuillets B perpendiculaires a I'axe longitudinal des fibres. Entre les brins, la

distance est de 4.7 A et celle entre les feuillets est d’environ 10 A (Sunde et al., 1997).

Une fois assemblées, les fibres amyloides peuvent se présenter sous différentes formes, notamment en S
et en U. La forme en S est composée de deux sous-unités d’amyline dont chacune a trois brins B (14-20,
26-32 et 35-37). Cette forme est stabilisée par les interactions polaires et hydrophobes. La région centrale
des fibres est constituée des résidus hydrophobes du segment 23-27. De plus, les chaines peptidiques des
résidus hydrophobes Phe23 et Ala25 établissent des liaisons hydrophobes avec celles des sous-unités
adjacentes. Quant a la surface des fibres, elle est majoritairement occupée par des résidus polaires (Roder
et al., 2020). Pour ce qui est de la forme en U, celle-ci est également composée de deux sous-unités dont
chacune ayant quatre brins-B courts (15-18, 21-23, 28-31 et 35-36). Cette structure est stabilisée par les
interactions hydrophobes, ol la région centrale hydrophobe est protégée par les résidus polaires en

surface (Gallardo et al., 2020).

C Protofilament

A Amyloid plaque or deposit B Amyloid fibril . .
v P - (Parallel in-register) A

SsIxe Jaql4

Figure 1.10 L'organisation des fibres amyloides : de la structure quaternaire a la structure secondaire.
Figure adaptée de (Taylor et Staniforth, 2022).
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1.4.4 Lesrobles physiologiques de I'|APP

Diverses fonctions biologiques de I'lAPP ont été rapportées, telles que I’homéostasie glucidique, la
vasodilatation de vaisseaux sanguins, le développement de I'os, la lipolyse et la réabsorption de I'eau au
niveau des reins. Cependant, les quatre dernieres fonctions sont moins bien caractérisées. La régulation

glycémique a été beaucoup plus étudiée (figure 1.10) (Hay et al., 2015).

La sécrétion de I'|APP a lieu en méme temps que I'insuline durant I'ingestion alimentaire a un ratio molaire
de (1 1APP:7 insuline) (Hanabusa et al., 1992). Et la quantité de la sécrétion est proportionnelle a la quantité
d’absorption de glucose (Butler et al., 1990; Moore et Cooper, 1991). Chez les humains en santé, la
concentration plasmatique de I'amyline peut monter a 2-10 picomolaires (pM) lors d’un jeun et entre 8 et
20 pM postprandial. Chez les personnes diabétiques du type Il, la concentration a jeun peut étre élevée,

soit de 40 pM et a 90 pM postprandial (Butler et al., 1990; Hanabusa et al., 1992).

Il est connu que l'insuline est une hormone peptidique qui permet I'absorption du glucose par les cellules
des tissus adipeux, musculaires, cardiaques et du systeme reproductif chez les femmes (Purcell et al., 2012;
Rahman et al., 2021). 'amyline aide l'insuline a prévenir I'hyperglycémie postprandiale via plusieurs
maniéres : le ralentissement de la vidange gastrique, I'induction de la sensation de satiété et I'inhibition
de la sécrétion de glucagon (Young et al., 1996). Le ralentissement de la vidange gastrique est un
phénoméne caractérisé par la rétention de la nourriture dans I'estomac. Le passage du chyme, la
nourriture partiellement digérée, qui devrait se diriger vers le duodénum est alors ralenti. Par conséquent,
cela favorise I'absorption des nutriments. Le mécanisme d’action de I'lAPP sur la vidange gastrique reste
incertain puisqu’il manque des études qui testent directement les voies neuronales potentielles.
Cependant, il y a une théorie, fondée a partir de résultats indirects et des observations chez les autres
hormones, qui pourrait expliquer la modulation de I’'amyline : I'amyline circule dans le sang pour se rendre
a I'area postrema (AP), une région encéphalique située dans le bulbe rachidien. Cette région n’a pas la
barriere hémato-encéphalique et a un grand nombre de récepteurs d’amyline, environ 90% des neurones
dans I'area postrema ont des récepteurs d’amyline (Ferguson, 1991; Riediger et al., 2002; Sexton et al.,
1994). L'IAPP active les neurones de I’AP qui libérent les neurotransmetteurs excitateurs du glutamate
(Fukuda et al., 2013). Ces glutamates se rendent au noyau du faisceau solitaire (NTS) pour activer les
neurones GABAnergiques. Ceux derniers vont inhiber le noyau moteur dorsal du nerf vague (DMV) qui

donne normalement le signal excitatoire a I'estomac a travers le nerf vague efférent. Ainsi, I'inhibition du
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DMV ralentit la vidange gastrique (Goyal et al., 2019; Travagli et al., 2006). Des études ont montré que
lorsqu’on enléve chirurgicalement le nerf vague efférent ou I'area postrema des rats, 'amyline n’est plus
active pour le ralentissment de vidange gastrique (Wickbom et al., 2008; Young, 2005). En outre, il y a aussi
d’autres hormones qui peuvent inhiber la vidange gastrique, tels que le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et
la cholécystokinine (CCK) (Jalleh et al., 2025; Young et al., 1996). Cependant, I'amyline est la plus puissante

parmi les trois hormones pour ralentir la vidange gastrique.
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Figure 1.11 Roles physiologiques de I'lAPP chez ’humain. Figure adaptée de (Press et al., 2018).

_Vasodilation T

Afin d’éviter I'abaissement de la réduction de glucose de la période postprandiale, il faut inhiber la
sécrétion de I'hormone qui a un effet opposé de l'insuline, le glucagon. Celui-ci est une hormone
peptidique sécrétée par les cellules a-pancréatiques pour garder la glycémie au niveau normal a jeun et
éviter I'hypoglycémie. Il agit sur le foie pour convertir le glycogéne ou le lactate en glucose et le libérer
dans le sang. Chez les patients diabétiques du type Il, la concentration du glucagon est plus élevée que les
personnes saines (Menge et al., 2011). L'amyline inhibe la sécrétion du glucagon (Silvestre et al., 2001).
Une étude a démontré que lorsque I'lAPP est administré chez les rats a une concentration de 18 pM,
I’'hnormone peut diminuer la concentration du glucagon jusqu’a 62% (Gedulin et al., 1997). De plus, cette
inhibition est extrinseque du pancréas. C'est-a-dire, lorsque le pancréas est prélevé et conservé hors du
corps de rat tout en étant perfusé avec un liquide glucagonotrope avec I'amyline, I'l|APP n’a aucun effet

sur la réduction du glucagon produit par le pancréas. L'IAPP a seulement un effet quand le rat est intact
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(Silvestre et al., 2001). De plus, lorsque les chercheurs utilisent I'antagoniste de I'amyline, AC187, il y a une
augmentation de la concentration du glucagon dans le sang (Gedulin et al., 2006). Le mécanisme d’action

de I'lAPP pour I'inhibition de la sécrétion du glucagon est présentement inconnu (Andersen et Holst, 2022).

Une fonction connue de I'lAPP est la satiété. Les chercheurs ont découvert que, lorsqu’ils injectent de
I'lAPP supplémentaire dans I’hypothalamus des rats, ces derniers ne mangent pas leur quota de nourriture
(Balasubramaniam et al., 1991). Il est évident que le ralentissement de vidange gastrique peut donner
indirectement la sensation de satiété étant donné que la nourriture reste plus longtemps dans I’'estomac.
L'IAPP agit surtout sur le cerveau pour promouvoir la sensation de satiété. Cette hormone active des
neurones noradrénergiques de la région AP et NTS, qui activeront a leur tour les neurones du noyau
parabranchial latéral (LPBN) (Boccia et al., 2020; Potes et al., 2010; Riediger et al., 2004). Le LPBN est un
groupe de noyaux qui transmettent les messages venant de la région AP a I'amygdale, I’hypothalamus et
le thalamus (Arima et al., 2019; Lutz, 2010). Il est connu que I’hypothalamus est la structure du cerveau
qui régule la satiété et la faim (Barakat et al., 2024). Lorsque les rats recoivent la neurotoxine 6-OHDA, qui
empéche la libération des noradrénalines dans les synapses du LPBN, I'amyline n’a pas d’effet sur la
diminution de l'apport alimentaire aprés 1 heure, alors que les rats du contrble ingérent moins de
nourriture. Chez les humains, les essais cliniques sur I'administration du pramlintide, un analogue de I'lAPP
qui est apprové par I'Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) pour
I'utilisation en tant que supplément de I'insulinothérapie, ont révélé que les patients diabétiques du type
2 mangent moins et perdent du poids avec le pramlintide a long terme (Chapman et al., 2005; Hollander

et al., 2003; Ratner et al., 2002).

1.4.5 La relation entre la toxicité et I'auto-assemblage de I'|APP

Malgré ses réles physiologiques, 'amyline est associée a la maladie de diabéte de type Il. Le diabete est
une maladie multifactorielle et chronique liée a la concentration élevée en glucose dans le sang
(hyperglycémie) due a la déficience de la régulation sanguine. Il y a deux types de diabete : Le premier est
le diabete de type | ou dépendant de I'insuline (TIDM) qui est une maladie auto-immune lorsque les
cellules B-pancréatiques sont détruites par le systéme immunitaire, entrainant une insuffisance de
I'insuline sécrétée (Lernmark et al., 1990). Le deuxieme est le diabéte de type Il ou indépendant de
I'insuline (T2DM). Celui-ci est caractérisé par la résistance des cellules a I'insuline, c’est-a-dire que les

cellules ne répondent pas a la quantité normale d’insuline d( a la diminution des récepteurs disponibles a
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la membrane plasmique et a I'atténuation de la phosphorylation des récepteurs membranaires, rendant
ceux-ci inactifs (Blake et al., 1987; Hall et al., 2020). Puisqu’il n’y a pas de réponse, le corps réagit a la haute
concentration glycémique en libérant de plus en plus d’insuline. Evidemment, les cellules peuvent
s’adapter, mais seulement dans la limite de ce qu’elles sont capables de faire. Lorsque les cellules B-
pancréatiques sont surchargées, elles finissent par mourir. Ainsi, le nombre des cellules et la quantité de

I'insuline diminuent.

La premiere recherche sur la fibrillation pathogénique de I'lAPP a suggéré que ce sont les fibres matures
qui sont toxiques pour les cellules pancréatiques. En effet, ou il y a la présence des fibres, il y a une grande
diminution des cellules vivantes (Lorenzo et al., 1994). Quatre ans plus tard, une autre étude a réfuté
I’hypothése de Lorenzo en montrant que ce sont plutét les intermédiaires pré-fibrillaires qui sont toxiques,
au lieu des fibres matures (Janson et al., 1999). Cette hypothése a été confirmée plus tard par plusieurs
études montrant que la perte de masse cellulaire est associée aux espéeces oligomériques (Abedini et al.,
2018; Abedini et al., 2016; Magzoub et Miranker, 2012). La toxicité de différentes phases de I'assemblage
a été évaluée. L’'assemblage en phase de latence est toxique envers les cellules, tandis que les monomeéres
et les fibres matures sont non toxiques (Abedini et al., 2018; Abedini et al., 2016) (figure 1.11). De plus, de
nombreuses études ont aussi montré que certains analogues amyloidogéniques ne sont pas toxiques et
certains non amyloidogéniques sont toxiques. Pour ajouter plus de complexité, les analogues qui ont de
la difficulté a adopter la structure en feuillet-B affichent une toxicité diminuée (Cao et al., 2013b; Fortier

et al., 2022a; Magzoub et Miranker, 2012).
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Figure 1.12 Toxicité de I'lAPP aux différentes phases de I'assemblage. A) Viabilité des cellules B-
pancréatiques exposées a I'lAPP (rouge) et au rlAPP (vert) a différents temps de I'auto-assemblage. A

droite, images de microscopie optique des cellules avec les symboles correspondant au temps. T : cellules

vivantes incubées avec les monomeres au temps zéro. F: cellules en apoptose incubées avec les espéces
intermédiaires de la phase latence. &: cellules vivantes incubées avec les fibres matures. B) Cinétique de
I’auto-assemblage de I'IAPP (rouge) et du rlAPP (vert), visualisée par la fluorescence de Thioflavin-T. A
droite, les images de TEM de I'assemblage de I'lAPP avec les symboles correspondant au temps. #: IAPP

au temps zéro. §: espéces intermédiaires de la phase latence. P: fibres matures de I'IAPP. Barre d’échelle :
200 nm. Figure adaptée de (Abedini et al., 2016).

La recherche sur les mécanismes de toxicité de I'lAPP demeure encore aujourd’hui importante. Depuis des
décennies, les scientifiques étudient sans cesse les mécanismes de toxicité, et malheureusment, il n'y a
pas de mécanisme universellement accepté. Actuellement, il y a trois mécanismes proposés: la
perturbation membranaire, I'induction du stress sur le réticulum endoplasmique (ER) et les dommages sur
les mitochrondries (Gurlo et al., 2010b; Huang et al., 2007; Kiriyama et Nochi, 2018; Lim et al., 2010;
Mirzabekov et al., 1996). Bien que plusieurs mécanismes aient été proposés pour expliquer la cytotoxicté
de I'lAPP, I'hypothese de la perturbation membranaire reste I'une des plus fréquemment citée et explorée
expérimentalement. Ce mécanisme suppose que les espéces oligomériques de I'lAPP interagissent avec
les membranes plasmiques et les perturbent, compromettant ainsi lI'intégrité des membranes et
contribuant a la mort des cellules B-pancréatiques. Plus en détail, I'amyline monomérique aléatoire adopte
une structure hélicoidale en présence des membranes lipidiques. Le peptide IAPP interagit avec lipides
anioniques des membranes et cela devient un support de I'aggrégation. L'augmentation de la
concentration locale des peptides promeut la formation de noyaux compétents. Ces derniers déclenchent
I'auto-assemblage sur les membranes, résultant I'amincissement et la fragmentation membranaire (figure

1.13A). De plus, les especes oligomériques peuvent former des pores dans la membrane (figure 1.13B) et
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arracher les lipides des membranes (detergent-like) (figure 1.13C) (Mirzabekov et al., 1996; Sciacca et al.,
2021). Ces trois manieres peuvent avoir lieu en méme temps et indépendamment de I'énergie (Magzoub
et Miranker, 2012). En outre, 'hormone amyline peut former les espéces oligomériques au niveau
intracellulaire, spécifiqguement dans le réticulum endoplasmique (ER), I'appareil de Golgi et les vésicules
sécrétoires. Les oligomeéres peuvent se trouver dans le cytosol, provenant des vésicules désintégrées. Les
oligoméres du cytosol peuvent ensuite percer la membrane des organites essentiels, tels que les
mitochrondries et I'ER (Gurlo et al., 2010b). La perturbation de la membrane mitochrondiale cause la perte
du potentiel électrochimique membranaire, la libération du cytochrome c, I’activation des caspases et ainsi,
I'apoptose (Li et al., 2011). De plus, une étude a montré que la dysfonction mitochrondriale peut
augmenter la concentration des espéces réactives de I'oxygene (ROS) chez les cellules des reins, causant

I'insuffisance rénale (Verma et Despa, 2023).

1.5 La problématique, I'hypothése et les objectifs
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Figure 1.13 Trois mécanismes proposés de perturbation membranaire par I'lAPP. L'amyline adopte la
conformation hélicoidale aprées avoir lié a la membrane. Le mécanisme de la perturbation membranaire
lié a A) I'auto-assemblage, B) la formation des pores, C) I'extraction des lipides (mécanisme de type
détergent). Figure adaptée de (Gao et Winter, 2015).

Un petit nombre des PAMs ont la capacité de s’auto-assembler en fibres, ce qui contribue a leur activité
antimicrobienne. Par exemple, le peptide cathélicidine humain LL-37 et le peptide humain a-defensin 6
s’auto-assemblent en fibres amyloides pour interagir avec I’ADN microbien (Lee et al., 2020) et piéger les

bactéries empéchant I'invasion des cellules hotes (Chairatana et Nolan, 2017).

Au cours des deux derniéres décennies, un grand nombre d’études et de revues de littérature ont suggéré
un lien possible entre la capacité a s’auto-assembler en fibres amyloides et I'activité antimicrobienne des

peptides amyloidogéniques. Cette relation a été premierement démontrée avec le peptide AB (Soscia et
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al.,, 2010a). Il a été rapporté que I’AB posséde une activité antimicrobienne contre de nombreux
microorganismes, des levures et des bactéries, avec une puissance équivalente a celle de LL-37. Plus tard,
la méme équipe a testé I'activité antimicrobienne sur les souris. Les souris ayant leur cerveau infecté par
la levure pathogénique souvent liée a la maladie de I’Alzheimer, Candida albicans, ont plus de chance de
survivre avec I’AB que les souris n’ayant pas d’AB. Le peptide AB empéche la propagation et I'adhésion de
la levure (Kumar et al., 2016). De plus, il a été rapporté qu’il y a une augmentation d’incidence des
infections chez les patients de la maladie de I’Alzheimer avec les traitements (Gosztyla et al., 2018). Une
autre étude sur la protéine a-synucléine a montré que cette protéine présente des propriétés
antimicrobiennes puisqu’elle est aussi puissante pour inhiber les microorganismes a faible concentration
(Park et al., 2016). Alors, les chercheurs ont postulé une hypothese sur la protection antimicrobienne : en
vieillissant, la barriere hémato-encéphalique et le systéeme immunitaire s'affaiblissent. Les
microorganismes se refugient dans le cerveau. Pour se protéger contre les pathogénes, les neurones
produisent de I’AB, qui fait partie du systeme immunitaire inée. L'inflammation chronique cause la
surproduction de I’AB. Il a été aussi proposé que les oligomeéres de I’AB induisent I’hyperphosphorylation

de la protéine Tau (Butler et Walker, 2021; Moir et al., 2018; Vigasova et al., 2021).

Bien qu’il existe des études présentant les activités antimicrobiennes de I'AB et que d’autres recherches
ont révélé que I'a-synucléine et I'|APP présentent aussi des activités antimicrobiennes (Wang et al., 2012b),
la compréhension de la relation entre I'auto-assemblage amyloide et I'activité antimicrobienne des
peptides amyloidogéniques demeure floue. En d’autres mots, est-ce que l'activité antimicrobienne

dépend de I'auto-assemblage pour tous les peptides amyloidogéniques?

Le fait que I'lAPP soit un peptide de 37 résidus, a une charge nette de +3 a pH physiologique, adopte une
structure hélicoidale amphipathique en présence des membranes et forme des fibres amyloides comme
I’AB, rend le peptide un candidat potentiel ayant une activité antimicrobienne. Etant donné que chaque
structure quaternaire, les monomeres, les oligoméres et les fibres amyloides, sont distinctes, il est possible
que l'activité antimicrobienne soit différente pour chaque structure. Dans ce contexte, hous proposons
que la relation entre I'auto-assemblage et I'activité antimicrobienne de I'lAPP pourrait étre évaluée avec
divers analogues ayant des substitutions chimiques spécifiques qui modulent la tendance a I’aggrégation,
soit une cinétique retardée ou accélérée. De plus, il est possible d’étudier la structure secondaire et

I’activité antimicrobienne.
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L'objectif global de ce projet de maitrise est d’explorer la relation entre I'auto-assemblage et I'activité
antimicrobienne des peptides amyloidogéniques en prenant I'lAPP comme modéle. Dans ce contexte, les

trois objectifs spécifiques sont les suivants:

1. Etudier I'activité antimicrobienne de chaque structure quaternaire de I'IAPP sur deux bactéries,
une de Gram-négatif et une de Gram-positif.

2. Explorer le lien entre I'amyloidogénicité et I'activité antimicrobienne de I'lAPP en utilisant des
analogues substitués affichant différentes vitesses d’auto-assemblage.

3. Déterminer la nécessité du repliement hélicoidal sur I'activité antimicrobienne de I'lAPP en

utilisant deux analogues qui ont un ensemble conformationnel contraint.
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2.1 Résumé

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont des composants clés du systéme immunitaire inné chez divers
organismes. |l est intéressant de noter que certains PAMs peuvent adopter une structure secondaire en
feuillets-B et s'auto-assembler en fibres amyloides. Des travaux récents ont également révélé que les
peptides amyloidogénes présentent des propriétés antimicrobiennes et partagent avec les PAMs un
mécanisme commun de perturbation de la membrane plasmique. Dans cette étude, nous avons exploré
les relations entre I'activité antimicrobienne des peptides amyloidogénes et leur auto-assemblage en
utilisant I'islet amyloid polypeptide (IAPP) comme modeéle. L'lAPP est une hormone de 37 résidus sujette
a l'agrégation dont le dépot et I'accumulation dans le pancréas sont associés au diabéte de type Il. Des
essais antimicrobiens ont révélé que les monomeres et les agrégats préfibrillaires de I'lAPP, y compris les
oligomeéres solubles, inhibent la croissance d'Escherichia coli et de Staphylococcus epidermidis. En outre,
les especes monomériques et préfibrillaires perturbent les vésicules lipidiques anioniques qui imitent la
membrane plasmique bactérienne et diminuent I'activité métabolique des bactéries. En revanche, les
fibres amyloides pré-assemblées présentaient une faible activité antimicrobienne et une perturbation de
la membrane lipidique limitée, bien qu'elles agglutinent avidement les bactéries. En tirant parti de
substitutions spécifiques de résidus qui modulent la propension a I'agrégation, nous avons observé que
les dérivés dont I'amyloidogénicité est entravée conservent des activités antimicrobiennes, tandis que
ceux dont la cinétique d'auto-assemblage amyloide est accélérée ont un effet antimicrobien plus faible.
En outre, en modulant la propension de I'lAPP a se replier en une hélice-a, nous avons observé que la
formation d'amyloides n'est pas une condition essentielle a I'activité antimicrobienne, tandis que la
déstabilisation du repliement hélicoidal réduit I'activité antimicrobienne de I'|APP. Cette étude offre des
informations mécanistiques fondamentales sur I'activité antimicrobienne modeste de I'|APP et souligne
I'importance de prendre des précautions avant de généraliser concernant le potentiel antimicrobien des

polypeptides amyloides.
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2.2  Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) are key components of the innate immune system across diverse organisms.
Interestingly, some AMPs can adopt B-sheet secondary structure and self-assemble into amyloid-like fibrils.
Recent works have also revealed that amyloidogenic peptides exhibit antimicrobial properties and share
a common mechanism of plasma membrane perturbation with AMPs. In this study, we explored the
relationships between the antimicrobial activity of amyloidogenic peptides and their self-assembly by
using the islet amyloid polypeptide (IAPP) as a model. IAPP is an aggregation-prone 37-residue hormone
whose pancreatic deposition and accumulation are associated with type Il diabetes. Antimicrobial assays
revealed that IAPP monomers and prefibrillar aggregates, including soluble oligomers, inhibit the growth
of Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis. Additionally, monomeric and prefibrillar proteospecies
perturbed anionic lipid vesicles that mimic bacterial plasma membrane and decrease the metabolic activity.
In contrast, pre-assembled amyloid fibrils exhibited weak antimicrobial activities and lipid membrane
perturbation, although they agglutinated bacteria avidly. By taking advantage of residue-specific
substitutions that modulate the aggregation propensity, we observed that derivatives with hindered
amyloidogenicity retained antimicrobial activities, while those with accelerated kinetics of amyloid self-
assembly had weaker antimicrobial effect. Moreover, by modulating the propensity of IAPP to fold into a
a-helix, we observed that amyloid formation is not a prerequisite for the antimicrobial activity, while the
destabilization of helical folding reduced IAPP antimicrobial activity. This study provides fundamental
mechanistic insights of the modest antimicrobial activity of IAPP and highlights that precaution should be

taken before generalizing the antimicrobial potential of self-assembling amyloid polypeptides.
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2.3 Introduction

The discovery of antibiotics and their use worldwide have saved millions of lives by treating countless
infectious diseases(Sakai et Morimoto, 2022), leading to a sharp rise of life expectancy (Hutchings et al.,
2019). Unfortunately, the overuse and misuse of antibiotics in both medical and agricultural practices have
contributed to antibiotic resistance (Llor et Bjerrum, 2014; Manyi-Loh et al., 2018a), which constitutes a
serious threat. Projections estimate that drug-resistant infections could result in up to 9 million deaths
annually by 2050 if this issue is not addressed promptly (Naghavi et al., 2024b). Therefore, the discovery
of new antimicrobial drugs remains critical and antimicrobial peptides (AMPs) have proven to represent a
promising avenue. AMPs, often called host defence peptides, are key components of the innate immune
system across all living organisms (Gong et al., 2021). These peptides, with lengths spanning from 10 to 50
residues (Munk et al., 2014), show a high diversity of sequences and structures, from cationic a-helical
peptides to amphipathic B-sheet peptides (Chen et Jiang, 2023). Among the different antimicrobial
mechanisms, the perturbation of the bacterial membrane by AMPs is the most commonly described. As
the majority of AMPs are positively charged, the binding of AMPs to the cell membrane is driven by
electrostatic interactions given that bacterial membranes are negatively charged due to the abundance of
anionic phospholipids and glycans (Wilson et al., 2001). Upon binding, AMPs can disrupt the lipid
membrane by three possible mechanisms: barrel-stave, toroidal and carpet mechanisms (Wimley, 2010a).
Additionally, some AMPs also target specific intracellular machineries instead of the plasma membrane,
such as DNA replication and proteins synthesis and folding, yet they still have to interact with the
membrane to penetrate inside the cytoplasm (Le et al., 2017b). Interestingly, several AMPs have shown
the capacity to self-assemble into a diversity of supramolecular quaternary structures, which contributes
to their antimicrobial potential (Baltutis et al., 2022; Chen et al., 2022). For instance, it was observed that
the human cathelicidin LL-37 and some B-defensins self-assemble into amyloid-like fibrils that scaffold
microbial DNA and entrap bacteria in order to amplify the efficacy of their antimicrobial effect (Baltutis et
al., 2022; Bhattacharjya et al., 2024; Engelberg et Landau, 2020; Gan et al., 2021; Raschig et al., 2017;
Semple et al., 2011)

Likewise, over the last two decades, growing experimental evidence have suggested a possible link
between the amyloidogenicity, i.e. the capacity to self-assemble into cross-f-sheet amyloid fibrils, and the
antimicrobial potential of peptides (Wani et al., 2024). This association was first reported for the amyloid
B-peptide (AB), an aggregation-prone peptide whose deposition in the brain as insoluble amyloid plaques

is associated with the Alzheimer’s disease (Zhang et al., 2023). It was reported that AB has antimicrobial
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activity against clinically relevant microorganisms with a potency equivalent to LL-37, and that the
antimicrobial activity of brain homogenates correlates with levels of AB peptide (Soscia et al., 2010b).
More recently, it was observed using cellular and animal models, that AB oligomerization is essential for
the antimicrobial actions of AP through interaction with the glycans of bacteria cell wall and that organized
amyloid fibrils promote agglutination and entrapment of bacteria (Vijaya Kumar et al., 2016). As the body
of evidence supporting the antimicrobial activities of AR peptide flourished (Maghsoodi et Chi, 2022;
Prosswimmer et al., 2024; Spitzer et al., 2016; Voth et al., 2020; White et al., 2014), additional studies
revealed that other proteins and peptides whose aggregation are associated with amyloid-related
disorders, such as a-synuclein and the islet amyloid polypeptide (IAPP), also exhibit antimicrobial
properties (Park et al., 2016; Wang et al., 2012b). These findings reinforce the plausible relationship
between the amyloidogenicity of polypeptides and their antimicrobial activities. Although studies have
shown that amyloidogenic polypeptides have antimicrobial effects, and several reviews have highlighted
their potential roles as AMPs (Bruno et al., 2022; Pastore et al., 2020; Tatar, 2022; Vojtechova et al., 2022),

the precise molecular details underlying their mechanisms of action remain somewhat sparse.

To explore the correlation between the quaternary structures, the self-assembly capacity and the
antimicrobial activity of amyloidogenic peptides, we use the aggregation-prone peptide IAPP, also known
as amylin, as a case study. IAPP is a 37-residue peptide hormone that is co-secreted with insulin by
pancreatic B-cells and mediates important biological functions, including glucose homeostasis
(Muhammad et al., 2025; Westermark, 2011). Notwithstanding its biological activities, IAPP was initially
discovered as the main component of pancreatic amyloid deposits observed in patients afflicted with type
Il diabetes (Akter et al., 2016b). Interestingly, it was reported that non-fibrillated IAPP has antimicrobial
activity on both Gram-negative and Gram-positive bacteria(Wang et al., 2012b). Herein, we first evaluated
the antimicrobial activities of different quaternary structures of IAPP on two types of bacteria involved in
nosocomial infections, Escherichia coli (E. coli) and Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) (Abdallah,
2021; Ludden et al., 2021). Secondly, by harnessing a library of designed IAPP derivatives with different
amyloidogenicity and/or restricted conformational ensemble, we probed the relationships between
amyloid aggregation and antimicrobial activity. Our results revealed that the different quaternary
structures of IAPP exert distinct effects on bacteria, with monomers and prefibrillar species having a
bacteriostatic effect and amyloid fibrils being not toxic to bacteria, while avidly agglutinating them. Overall,
this study exposes that the kinetics of amyloid formation as well as the conformational ensemble of the

monomer both have critical impact on the antimicrobial activities of IAPP.
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2.4 Materials and methods
2.4.1 Materials

N-a-Fmoc-protected amino acids, Rink Amide AM resin and 2-(6-chloro-1-H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethylaminium hexafluorophosphate (HCTU) were acquired from Matrix Innovation. Fmoc-L-
propargylglycine, Fmoc-azidolysine and three pseudoproline dipeptides Fmoc-Ser(tBu)-Ser(psiMe,
Mepro)-OH, Fmoc-Leu-Ser(psiMe, Mepro)-OH and Fmoc-Ala-Thr(psiMe, Mepro)-OH were obtained from
Novabiochem. Piperidine was procured from A&C American Chemicals. 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) phospholipid was purchased from Avanti Polar Lipids. Sephadex G-25 fine gel
filtration resin was obtained from Cytiva. LIVE-DEAD BacLight Bacterial Viability Kit L7012 was acquired
from Invitrogen. 96-well black and clear bottom nonbinding surface microplates were purchased from
Corning. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was procured from Fisher Scientific. Mueller-Hinton broth (MHB),
resazurin sodium salt, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-rac-glycerol) (DOPG) phospholipid, calcein,
2,2,2-Trifluoroethanol (TFE), solvents for peptide synthesis and purification, as well as all other chemicals

were obtained from Sigma-Aldrich.

2.4.2 Peptide synthesis, purification and monomerization

Peptides were synthesized on a Rink Amide AM resin using Fmoc chemistry, as previously described(De
Carufel et al., 2013). Pseudoproline dipeptides were introduced in the synthesis to prevent aggregation
during synthesis. Peptides were cleaved from the resin using a mixture of trifluoroacetic acid (TFA),
ethanedithiol (EDT), phenol and water (92%/2.5%/3%/2.5%) for 3 hours. After filtration and evaporation
of the cleavage mixture, peptides were precipitated with diethyl ether and subsequently resolubilized in
nanopure water before being lyophilized. The macrocyclized derivative of IAPP, c[Pra24Azk28], was
obtained as recently described (Babych et al., 2024). Crude peptides were purified by reverse-phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a preparative Luna C18 column with a linear gradient
of acetonitrile in H,O/TFA (0.06%, v/v). Collected fractions were analysed by analytical RP-HPLC to verify
purity and by electrospray ionization mass spectrometry (LC/ESI-TOF) to have the exact molecular weight.
Fractions containing the peptides of interest were pooled and lyophilized. The formation of disulfide bond
between Cys-2 and Cys-7 was achieved by DMSO oxidation under mild agitation overnight. Cyclised
peptides were then diluted in 0.06% TFA water before being repurified by RP-HPLC. Fractions containing
the desired cyclised peptides with over 95% purity were pooled and lyophilized. Peptide powders were

dissolved in 100% hexafluoro-2-propanol (HFIP) at a concentration of 1 mg/mL. The solution was sonicated
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for 30 mins and passed through a 0.22 um hydrophilic PVDF filter before being lyophilized. The peptide
powder obtained after lyophilisation was dissolved once more in HFIP and sonicated for 30 min. The
solution was divided into aliquots and lyophilised. Aliquots of monomerized IAPP were kept dried at -80°C,

for a maximum of four weeks.

2.4.3 Preparation of IAPP prefibrillar species and amyloid fibrils

IAPP prefibrillar species and fibrils were prepared by incubating freshly monomerized peptides under
quiescent conditions at a concentration of 500 pug/mL (128 pM) in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 buffer for 30

mins and 48 h, respectively.

2.4.4  Fluorescence spectroscopy

Peptide solution was diluted to reach a final concentration of 25 uM. Thioflavin T (ThT) and anilino-8-
naphthalenesulfonate (ANS) were respectively added to the peptide sample to reach a final concentration
of 40 uM. Fluorescence was measured in a 10 mm quartz cuvette using a PTlI Quanta Master 400
spectrofluorometer. For ThT, the excitation was set at 440 nm, and the fluorescence emission was
recorded from 450 nm to 550. For ANS, the excitation wavelength was set at 355 nm, and the fluorescence
emission was recorded from 385 nm to 585 nm. For all measurement, a blank containing only buffer was

prepared.

2.4.5 Circular dichroism spectroscopy

IAPP solutions were diluted to a final concentration of 25 pM in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 buffer and placed
into a 0.2 cm quartz cell. Far-UV CD spectra was recorded from 190 to 260 nm using a Jasco J-815 CD
spectropolarimeter. Wavelength pitch was set to 0.5 nm and each scan required 10 s. Spectra were
background subtracted with peptide-free buffer. Raw data were converted to mean residue ellipticity
(MRE) using the following equation: MRE = (mdeg x 10°)/ (C x n x I); where C is the peptide concentration
expressed in UM, n is the number of residues and | is the cell pathlength in cm. For titration with
trifluoroethanol (TFE), TFE was added to a 20 mM Tris-HCI pH 7.4 buffer to obtain 2.5%, 5.0%, 7.5%, 10%,
15%, 20% and 30% TFE (v/v). Peptides were dissolved in 20 mM Tris-HCl pH 7.4 buffer with increasing TFE
concentrations, from 2.5% to 30% (v/v), and immediately transferred into a 0.2 cm quartz cell. The CD

spectra were recorded using the parameters described above.
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2.4.6  Transmission electron microscopy

Peptide solutions were diluted to reach a final concentration of 25 uM in 20 mM Tris-HCI buffer pH 7.4
before being applied on a glow-discharged copper carbon-coated 300 mesh grid. The negative staining
was carried out by treating the grid with 1.5% uranyl formate for 45 s. The excess uranyl formate was
removed, and the grid was then air-dried overnight. Images were captured using a FEI Tecnai G2 Spirit

Twin microscope, operating at 120 kV and equipped with a Gatan Ultrascan 4k x 4k CCD system.

2.4.7 Atomic force microscopy

Peptide solutions were diluted to a final concentration of 25 puM in 20 mM Tris-HCI buffer pH 7.4. 10%
acetic acid was added to the peptide solutions to have a final concentration of 1% acetic acid. The mixture
was then immediately applied onto a clean mica surface and the surface was washed twice with nanopure
water and air-dried overnight. Images were taken on a Veeco/Bruker Multimode AFM using tapping mode
with a silicon tip (2-12 tip radius, 0.4 N/m force constant) on a nitride lever. Images were taken at 0.2 Hz

and 512 scan/min.

2.4.8 Leakage of lipid vesicles

Large unilamellar vesicles (LUVs)composed of DOPC/DOPG phospholipids in a ratio of 8:2 with
encapsulated calcein were prepared as previously described(De Carufel et al., 2015). Briefly, lipid film was
hydrated in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 containing 70 mM calcein and the calcein-lipid mixture was freeze-
thawed 5 times before being extruded with a 100 nm polycarbonate membrane. Calcein-encapsulated
LUVs were purified by size-exclusion chromatography using Sephadex G-25 fine gel and a 20 mM Tris-HClI
pH 7.4, 150 mM NaCl elution buffer. The concentration of LUVs was then determined by means of the
inorganic phosphorus assay (Fiske et Subbarow, 1925). Membrane leakage was measured by monitoring
the increase of calcein fluorescence over time in a 96-well microplate. Peptides were used at a final
concentration of 100 mg/mL and calcein-loaded LUVs were used at a concentration of 500 uM.
Fluorescence was read at 517 nm every 10 min with excitation set at 495 nm. Control for the 100% leakage
(Fmax) corresponds to the fluorescence obtained with 0.1% of Triton X-100. Dye leakage was reported using
the following equation: % membrane leakage = (F — Fo) x 100/(Fmax — Fo), where F is the fluorescence of
LUVs with peptide and Fo is the fluorescence of LUVs without peptide. Data of at least three individual

experiments performed with different lot of peptides were averaged and expressed as the mean £ S.E.M.
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One-way ANOVA was applied to evaluate significance, with statistical significance set at P < 0.05. Statistical

analysis was performed using GraphPad Prism 10.2.

2.4.9 Determination of bacteria concentration by optical density

Overnight cultures of bacteria were prepared by selecting five colonies and suspending them in fresh MHB.
The culture was incubated for 16 hours at 37°C with shaking at 220 rpm in a benchtop orbital shaker. A
new inoculum was prepared by diluting the culture. Bacteria growth was monitored every 20 minutes by
measuring the OD at 600 nm using a bench spectrophotometer. When the growth curve was linear
(exponential phase), the culture was serially diluted, and 100 pL of the two last dilutions were added on

agar plates. The next day, colonies were counted and correlated with the ODggo for the culture.

2.4.10 Determination of antibacterial activity of peptides

Escherichia coli (E. coli, ATCC 11303) and Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis, ATCC 12228), were
used for antimicrobial assays performed according to the protocol of Allen et al.,(Allen et al., 2022). The
peptides and bacteria solution were prepared separately. Peptides were two-fold serially diluted in 20 mM
Tris-HCl buffer pH 7.4. Bacteria suspension was diluted into fresh MHB to obtain an inoculum of 6.25 x 10°
CFU/mL. Diluted bacterial suspension was then added to the respective peptide solutions before
transferring the mixture into 96-well non-binding microplate. The initial inoculum for the experiment was
5 x 10° CFU/ml. The OD at 600 nm was measured every 15 minutes using a Tecan Infinite M1000Pro
microplate reader. Antibacterial activity was expressed as percentage of the inhibition at 16 h calculated
by the following equation: % growth inhibition = [1 — (ODgoo nm Sample/ODeoo nm Untreated bacteria)] x
100. Data of at least three individual experiments performed with different lot of peptides were averaged
and expressed as the mean = S.E.M. Statistical analysis was performed using a two-way ANOVA and

statistical significance set at P < 0.05.

2.4.11 Measurement of bacterial metabolic activity by the reduction of resazurin

After 4 hours of incubation under the same conditions as described above (2.10), 20 pL of 440 uM
resazurin was added, and the fluorescence was recorded every 15 mins for 1 h using an excitation at 530
nm and emission at 590 nm. Data was expressed as a percentage of metabolic activity calculated by the
following equation: % Metabolic activity = [(F — Fpiank)/(Funtreated — Folank)] X 100, where F is the fluorescence
of the peptide-treated sample, Funtreatea iS the fluorescence of untreated bacteria and Fpiank is the

fluorescence of buffer-broth vehicle control. Data of at least three individual experiments performed with
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different lot of peptides were averaged and expressed as the mean + S.E.M. Statistical analysis was

performed by two-way ANOVA, with statistical significance set at P < 0.05.

2.4.12 Confocal fluorescence microscopy

After 4 hours of incubation under the conditions as described above (2.10), the bacteria culture was
centrifuged at 7000 x g for 7 minutes at room temperature. The pellet was then washed once with
phosphate-buffered saline (PBS) (1.06 mM KH,PQ,4, 154 mM NacCl, 5.60 mM Na,HPQ,). Staining was carried
using the LIVE/DEAD kit containing SYTO-9 (3.34 uM) and propidium iodine (40 pM). 5 pL of the staining
mixture was loaded between a coverslip and an agarose pad gel. Images were captured using a
fluorescence confocal Nikon Ti microscope with 60x oil-immersion lens equipped with Nikon Al plus

camera. Images were processed by Fiji software.

2.4.13 Agglutination assay

Pull-down of bacteria by peptides was measured by using the agglutination assay described by (Tram et
al., 2023). Briefly, the bacterial cultures were diluted into phosphate-buffered saline PBS to reach a starting
ODgoonm Of 0.5. Peptides were two-fold serially diluted in 20 mM Tris-HCI buffer pH 7.4. Peptides solution
was then diluted into prepared bacterial culture before transferring the mixture into a disposable plastic
cuvette (12 x 12 x 4.5 mm). ODgoonm Was measured every hour and bacterial agglutination was expressed
as the percentage of normalised ODgoonm Calculated by the following equation: % normalised ODgoonm =
(ODgoo nm Sample/ODgoo nm Sample at Oh) x 100. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA,

with statistical significance set at P < 0.05.

2.4.14 Scanning electron microscopy

At the end point of the agglutination assay, 250 uL of the solution located at the bottom of the cuvettes,
including the pellet, was withdrawn and centrifuged at 10 625 xg for 5 min. Pellet was then washed twice
with PBS and fixed with 500 pL of 2.5% glutaraldehyde overnight. Fixed samples were washed,
resuspended in PBS and deposited onto poly-L-lysine coated lamellae. Samples were dehydrated with a
series of ethanol washes and dried using a critical point dryer Leica EM CPD300. The samples were then
platinum-coated using a Leica EM ACE600. Images were captured using FEI Quanta 450 scanning electron

microscope equipped with a EDAX octane super 60 mm?.
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2.5 Results
2.5.1 Effects of IAPP quaternary structure on antibacterial activity

Due to its primary sequence (Figure 2.1A) that encompasses two hydrophobic segments and several Asn
residues that can be involved in H-bond ladder (Roder et al., 2020), IAPP has a high tendency to
spontaneously self-assemble into amyloid fibrils (Milardi et al., 2021). Under its monomeric state, IAPP
adopts predominately a random coil conformation, although it differs from a disordered polypeptide by
the presence of transient helical conformations (Williamson et Miranker, 2007), which can be stabilized
under membrane mimicking environment (Jayasinghe et Langen, 2005; Patil et al., 2009b). The peptide
includes three positively charged residue side chains that project on the same face of the a-helix (Figure
2.1B), indicative of the formation of an amphipathic helix in presence of lipid membranes. We initially
evaluated the antimicrobial activities of IAPP under different quaternary states, i.e., primarily monomeric,
prefibrillar species and amyloid fibrils. IAPP was first pre-incubated, or not, under quiescent conditions at
RT in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4 before being applied to bacteria. As expected, the far-UV CD spectrum of
monomerized IAPP after solubilisation (0 h) was characterized by a single minimum at 200 nm, indicating
of a random coil conformation (Figure 2.1C). Additionally, the prevalence of monomers at time 0 was
confirmed by absence of fluorescence signal from the amyloid-selective dye ThT and the hydrophobic
reporter ANS, whereas no aggregates were detected by TEM (Figure 2.1D, 2.1E, 2.1F). Prefibrillar species
obtained after 30 min incubation under quiescent conditions, were characterized by a CD spectrum with
two minima of 206 nm and 216 nm (representing a mixture of secondary structure), an absence of ThT
fluorescence, and an increase in ANS fluorescence relative to the monomer. These prefibrillar species
appeared as small, aligned, pale spots on TEM images, yet no large aggregates could be detected. After 48
h of incubation, IAPP assembled into well-defined cross-f-sheet amyloid fibrils, as demonstrated by a
single minimum at 218 nm on CD spectrum, strong fluorescence signal of both ThT and ANS, and the

fibrillar morphology observed by TEM (Figure 2.1C-2.1F).
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Figure 2. 1 IAPP primary sequence and characterization of quaternary structures. (A) Sequence of IAPP
with hydrophobic residues in yellow, polar residues in purple and pink, and positively charged residues in
blue, and cyan for His. The disulfide bond between Cys-2 and Cys-7 and the amidated C-terminus are
indicated. (B) Helical wheel projection of IAPP by HeliQuest showing the presence of the two charged
residues, and the His18 residue, on the same surface of the helix. (C-F) Monomerized IAPP was
resuspended in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4 at 500 pg/mL (128 uM). Prefibrillar species and fibrils were
prepared by incubating monomerized IAPP under quiescent conditions at room temperature for 30 mins
and 48 h, respectively. (C) Evaluation of secondary structure by circular dichroism spectroscopy. (D)
Detection of cross-f-sheet structure by ThT fluorescence. (E) Detection of the formation of hydrophobic
patches by ANS fluorescence. (F) Representative TEM images of IAPP, scale bar is 200 nm.

Having access to different quaternary structures of IAPP, we evaluated their antimicrobial activities on two
bacterial strains: E. coli (Gram-negative) and S. epidermidis (Gram-positive) (Silhavy et al., 2010). We first
monitored the growth of bacteria exposed to increasing concentrations of IAPP (monomers, prefibrillar
species, amyloid fibrils) by measuring the OD of the bacteria culture. Aurein 1.2, an AMP secreted by the
Australian frog Litoria aurea (Rai et Qian, 2017), was used as a positive control. Growth inhibition was
expressed relative to the OD of untreated bacteria at 16 h of incubation. For both bacteria, treatment with
50 and 100 pug/mL of amyloid fibrils led to a growth inhibition of 20% at 16 h (Figure 2.2A), indicating a
mild bacteriostatic effect. At the highest concentration evaluated, monomers and prefibrillar species

reduced the growth of E. coli by 42% and 33%, respectively. IAPP under its monomeric and oligomeric
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assembly state inhibited the growth of S. epidermidis by around 50 % (Figure 2.2A). Additionally, the
growth rate of both bacteria decreased in presence of IAPP monomers and prefibrillar species, while the
bacteria treated with pre-assembled fibrils showed no significant difference in their growth rate compared

to untreated bacteria (Figure S2.1).
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Figure 2. 2 The antimicrobial activity of IAPP depends on its quaternary state. (A) Inhibition of bacterial
growth of E. coli (top) and S. epidermidis (bottom) in the presence of IAPP. Aurein 1.2 was used as a positive
control. (B) Cytotoxicity of IAPP on E. coli (top) and S. epidermidis (bottom) as measured by the resazurin
reduction assay. (C) Colony counting of E. coli (top) after 4 h incubation and S. epidermidis (bottom) after
13 h incubation with 100 pg/mL of IAPP expressed as a percentage relative to the control (untreated E.
coli). # indicates an absence of detectable live bacteria after treatment with 100 pg/mL of Aurein 1.2. (A-
C) Data of at least three assays were averaged and expressed as the mean # S.D. Statistically significant
differences between peptide-treated and untreated bacteria were evaluated by using a two-way (B) and
a one-way (C) ANOVA with Dunnett’s post hoc test and are denoted as (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***)
p<0.0005; (****) p<0.0001.

Considering that the antibiotic effectiveness closely correlates to bacterial cellular respiration (Stokes et
al.,, 2019) and that the measurement of OD does not evaluate this aspect, we then probed the
antimicrobial activity of IAPP by evaluating resazurin reduction. Resazurin is a non-toxic metabolic dye that
is reduced to resorufin by bacterial NADPH dehydrogenase and reductase (Braissant et al., 2020). For E.
coli and S.epidermidis, metabolic activity was evaluated after 4 hours and 13 hours of incubation, based
on the late lag phase of untreated bacteria, i.e., just before entering into the stationary phase (Figure S2.1).

For monomers and prefibrillar species, a concentration-dependent decrease of metabolic activity was
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observed for E. coli, while a significant decrease of metabolic activity was only observed at 100 ug/mL for
S. epidermidis. (Figure 2.2B). Notably, increasing the concentration of IAPP monomers up to 400 pg/mL
led to similar metabolic activity as observed at 100 pug/mL monomers (Figure S2.2). Moreover, the
observed reduction of metabolic activity in presence of 100 pg/mL correlated with the decrease in viable
CFU (Figure 2.2C). In contrast, amyloid fibrils did not reduce the metabolic activity of both bacteria,
regardless of the concentration. This observation contrast with the apparent growth inhibition of pre-
assembled fibrils measured by OD (Figure 2.2A). This discrepancy could be ascribed to the entanglement
of bacteria within fibrils, leading to a decrease of OD, while not affecting bacteria metabolic activity.
Furthermore, it is worth noting that the antimicrobial activities of IAPP took time to have effect, as the
difference of bacteria population between negative control and treated bacteria was significant only after
4 h incubation (Figure S2.3). Overall, these observations suggest that IAPP monomers and prefibrillar
species act as bacteriostatic agents against Gram-positive and Gram-negative bacteria. In contrast, pre-
assembled amyloid fibrils have no ability to kill bacteria, while possibly having the capacity to agglutinate

bacteria, a hypothesis that will be addressed below.

2.5.2 IAPP monomers disrupt anionic lipid membranes whereas amyloid fibrils induce bacteria
agglutination

Owing to their cationic and amphiphilic nature, most AMPs exert their antimicrobial activity by
permeabilization of the bacteria cell membranes, either through pore formation or the detachment of
membrane lipids. For IAPP, its capacity to perturb lipidic membrane has been extensively studied in the
context of the toxicity on pancreatic B-cells (Cao et al., 2013a; Engel et al., 2008; Janson et al., 1999; Knight
et Miranker, 2004). Accordingly, we initially monitored the leakage of large unilamellar vesicles (LUVs)
encapsulating a high concentration of self-quenched calcein (Figure 2.3A). These model membranes were
composed of DOPC/DOPG with a ratio of 8:2, which is representative of the content of negatively charged
lipids found on the outer leaflet of bacteria plasma membrane (Sohlenkamp et Geiger, 2016). We focused
exclusively on monomeric and fibrillar quaternary species, as the antimicrobial activities of prefibrillar
species were similar to those of the monomers, while the monomer solution being more consistent. IAPP
monomers showed a biphasic kinetics of calcein release from anionic LUVs and induced over 50% leakage
after 20 h incubation (Figure 2.2B, 2.2C). In contrast, pre-assembled amyloid fibrils did not cause any
significant disruption of LUVs, aligning with previous studies using anionic model membranes (Cao et al.,
2013a; Engel et al., 2008). As for Aurein, it induced a massive perturbation of LUVs with leakage reaching

close to 100% of that triton X-100 after 30 mins, as previously reported (Laadhari et al., 2016). These
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observations suggest a possible correlation between the capacity of IAPP monomers to perturb anionic

lipid vesicles and its antimicrobial activity.
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Figure 2. 3 Mechanisms of the antimicrobial activity of IAPP. (A) Schematic illustration of the leakage of
synthetic anionic LUVs. (B) Representative kinetics of calcein leakage from LUVs composed of DOPC:DOPG
(80:20) with 100 pg/mL IAPP monomers, amyloid fibrils and Aurein 1.2. (C) Mean values of maximum
leakage obtained from kinetic experiments. (D) Representative confocal fluorescence microscopy images
after 4 hours of incubation with peptides or buffer alone. Scale bar is 20 um (E) Agglutination curves of E.
coli with different concentrations of IAPP monomers and amyloid fibrils. (F) Representative SEM images
of E. coli after 8 h incubation with peptides. Scale bar is 3 um. (C, E) Data of at least three assays were
averaged and expressed as the mean * S.D. (C) Statistically significant differences between peptide-
treated and buffer-only control were evaluated by using an one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test
and are denoted as (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p<0.0005; (****) p<0.0001.

Although model membranes composed of synthetic lipids are useful tools intended to study the

interaction of antimicrobial peptides and membrane lipids, they lack essential cellular components such
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as murein wall, lipopolysaccharides (LPS) and transmembrane proteins (Strahl et Errington, 2017). Thus,
this oversimplification may not provide a direct correlation between leakage capacity and the
antimicrobial activity of IAPP (Cao et al., 2013a). To confirm the ability of IAPP to perturb the bacterial
membrane of E. coli, we labelled the treated bacteria with two fluorescent dyes: SYTO-9 and propidium
iodine (Pl), before imaging the bacteria by confocal microscopy. SYTO-9 stains all bacteria in green,
regardless of the membrane integrity. On the other hand, Pl stains only bacteria with compromised plasma
membrane, displacing SYTO-9 due to its higher affinity for DNA (Stocks, 2004). Considering that IAPP
peptides showed a more pronounced effect on Gram-negative E. coli, the Gram-positive S. epidermidis
was not included in further experiments. Bacteria were incubated in presence of 100 ug/mL of IAPP
(monomers or amyloid fibrils) and Aurein 1.2 for 4 h before staining and imaging. As observed in Figure
2.3D, untreated bacteria were evenly spread out and there is a negligeable number of red bacteria. In
sharp contrast, IAPP monomers induced the clustering of bacteria and a sharp increase of red-labelled
cells. Interestingly, IAPP amyloid fibrils induced clusters of bacteria cells, with the number of dead cells
being significantly lower compared to IAPP monomers. Notably, abnormally elongated E. coli bacteria were
observed in IAPP-treated samples, while this morphological feature was absent from the buffer-treated
bacteria. Finally, Aurein 1.2 induced extensive death of bacteria, with the quasi-absence of green-labelled

cells.

As observed by fluorescence confocal microscopy, IAPP induced the formation of bacteria clusters, an
effect similar to bacteria agglutination that confines bacteria into restricted spaces, ultimately preventing
their interaction with the host (Tram et al., 2023). Consequently, we evaluated the capacity of IAPP under
its monomeric and fibrillar states to induce the E. coli agglutination by following sedimentation of bacteria
over time. Interestingly, both amyloid fibrils and monomeric IAPP triggered the clustering of bacteria at a
concentration of 25 pug/mL and higher, albeit this process appeared to go faster for the fibrils (Figure 2.3E).
For instance, at a concentration of 25 ug/mL, pre-assembled fibrils reduced the starting OD value by over
50% after 1 h incubation, whereas the monomer needed more than 2 h to achieve a similar reduction of
starting OD value. Similarly to fibrils, increasing the concentration of monomeric IAPP accelerated the
sedimentation of bacteria. Interestingly, decreasing the concentration of IAPP monomers to 12.5 pg/mL
hindered bacterial agglutination (Figure 2.3E). After 8 h incubation, E.coli treated with IAPP monomers
and amyloid fibrils did not have the same thickness of bacteria-fibrils pellet at the bottom of the cuvette,
as depicted in Figure 2.3F. The monomer-treated bacteria had a thin layer pellet, and under microscopic

examination, the density of bacteria within fibrils was higher. On the contrary, while fibril-treated bacteria
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sample had thick layer pellet, with the E. coli cells being more dispersed within fibrils. As for untreated E.
coli, bacteria displayed regular shape and smooth surface, with no presence of abnormally long E. coli.
Meanwhile, even though E. coli incubated with IAPP monomers and fibrils retained the morphology of live
bacteria, there are abnormal elongation bacteria with rough surface. Regarding Aurein 1.2, the OD values
of the peptide-bacteria mixture decreased at concentrations of 50 ug/mL and higher (Figure S2.4). As
observed by SEM, Aurein 1.2 killed bacteria, with visible holes on bacterial surfaces observed, leading to
the spilling out of the internal components (Figure S2.5). Moreover, it is worth noting that agglutination
curves of S. epidermidis with IAPP monomers and fibrils were almost identical to those of E. coli (Figure
$2.6). This result suggests that bacterial agglutination by IAPP is non-selective between Gram-negative and
Gram-positive bacteria and requires a threshold concentration to induce bacteria clustering and

sedimentation.

2.5.3 Relationships between the amyloidogenicity of IAPP and its antimicrobial activity

By considering the previous study showing that the antimicrobial activity of AR peptide is linked to
oligomerization and amyloid self-assembly (Voth et al., 2020) and, along with the above observations, we
guestioned whether the antimicrobial activity of IAPP correlates with its propensity to self-assemble into
amyloid fibrils. To investigate this relationships, E. coli bacteria were respectively incubated with different
IAPP derivatives having altered amyloidogenicity in aqueous solution (Figure 2.4A) (Fortier et al., 2022b;
Matveyenko et Butler, 2006; Nguyen et al., 2021; Nguyen et al., 2017). Owing to the presence of three Pro
residues within the aggregation-prone 20-29 region, the rodent isoform of IAPP (rlAPP) is non-
amyloidogenic. rIAPP had no effect on bacterial metabolic activity even at 400 ug/mL (Figure $2.7), nor
did it induce membrane leakage or agglutinate bacteria (Figure 2.4). This could suggest that the capacity
to form amyloid fibrils is necessary for the bacteriostatic effect of IAPP. Besides, F15Aib and L16Aib are
analogues with hindered amyloidogenicity, where positions 15 et 16 were substituted with the non-
proteinogenic amino acid 2-aminoisobutyric acid (Aib). Although the F15Aib derivative is non-
amyloidogenic in aqueous solution (Figure S2.8), this peptide exhibited significant antimicrobial activity,
even at the lowest concentration investigated (Figure 2.4B). In contrast, the growth inhibition of L16Aib
was less pronounced than that of IAPP, and there was no statistically significant difference of metabolic
activity between them across concentrations. Interestingly, both F15Aib and L16Aib caused significantly
leakage of anionic lipid vesicles and did not agglutinate bacteria, regardless of the concentrations

evaluated (Figure 2.4D-2.4F). Their agglutination profiles resembled to those of IAPP monomers of 12.5
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pug/mL. This observation suggests that the capacity of IAPP to agglutinate bacteria is dependent of its

capacity to self-assemble into amyloid fibrils.
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Figure 2. 4 Effect of IAPP amyloidogenicity on its antimicrobial activity. (A) Relative amyloidogenic
potential of IAPP analogues. (B) Inhibition of bacterial growth in the presence of IAPP derivatives. (C)
Cytotoxicity of IAPP analogues on E. coli bacteria after 4 h incubation measured by resazurin reduction.
(D) Representative kinetics of calcein leakage from LUVs composed of DOPC:DOPG (80:20) in presence of
different peptides at a concentration of 100 pug/mL. (E) Mean values of maximum leakage from anionic
LUVs extracted from kinetics experiments. (F) Percentage of bacterial agglutination after 8 h incubation
in presence of IAPP analogues. (G) Confocal microscopy images after 4 h of incubation with different IAPP
analogues at 100 pg/ml. Scale bar is 20 um. (B-F) Data of at least three assays were averaged and
expressed as the mean * SD. Statistically significant difference between derivatives and IAPP monomers
were evaluated by using a two-way (C, F) and an one-way (E) ANOVA with Dunnett’s post hoc test and are
denoted as (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p<0.0005; (****) p<0.0001.

The highly amyloidogenic derivatives N21Q and N14D, which displayed a reduced amyloid lag-phase
(Figure S2.8), showed a moderate antimicrobial effect, with growth inhibition similar to the one observed

for IAPP fibrils (Figure 2.4). Additionally, neither of the aggregation-prone analogues reduced the
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metabolic activity of bacteria regardless of peptide concentrations, and both caused minimal membrane
leakage. Furthermore, they agglutinated bacteria similarly to unmodified IAPP, except for N21Q at a
concentration of 25 pg/mL. Confocal images revealed a negligible number of dead bacteria incubated with
100 pg/mL of rIAPP. Consistent with the resazurin assay, F15Aib induced a sharp increase of red-labelled
bacteria. The poorly amyloidogenic peptide L16Aib also induced a significant number of red-labelled dead
bacteria. Surprisingly, contrary to resazurin data, N21Q did result in some dead bacteria, though fewer
than F15Aib and L16Aib. Finally, N14D showed fewer dead bacteria, like IAPP pre-assembled fibrils.
Together, these data suggests that the increasing amyloidogenicity to a certain extent likely reduced the
availability of peptide monomers/oligomers in solution by promoting the formation of amyloid fibrils,
consequently diminishing membrane lytic activities against bacteria, while not affecting bacteria
agglutination. Moreover, bacterial agglutination appears to be governed by peptide self-assembly into
amyloid fibrils, as the poorly amyloidogenic analogues rlAPP, F15Aib and L16Aib, failed to sediment
bacteria, whereas the highly amyloidogenic analogues N14D and N21Q performed like unmodified IAPP.

2.5.4 Effect of IAPP a-helical folding on its antimicrobial potential

Several AMPs are known to fold into an amphipathic cationic a-helix, which is associated with their abilities
to perturb the bacteria plasma membrane (Koehbach et Craik, 2019). Interestingly, IAPP is known to adopt
a helical conformation in presence of lipid vesicles, with the positively charged side chains of residues R11
and H18 exposed on the same face of the helix (Patil et al., 2009b). This helical conformation has been
shown to contribute to the disruption of anionic lipid bilayers (Brender et al., 2012). As above described,
the successive substitutions of residues Phel5 and Leul6 by the unnatural Aib residue, which is known to
promote a-helical folding by means of the Thorpe-Ingold effect (Toniolo et al., 2001), reduced dramatically
the amyloidogenicity of IAPP while not affecting its antimicrobial activity. Accordingly, we evaluated the
contribution of the helical secondary structure of IAPP for its antimicrobial activity by restricting the
secondary conformational ensemble of the peptide through targeted chemical modifications. We
previously showed that substituting residues Phel5 and Leul6 by their D-enantiomer counterparts (D-
IAPP) hindered the formation of a helical conformation (De Carufel et al., 2015). In fact, the incorporation
of two successive D-residues within a a-helix-prone sequence has been shown to induce a local structural
disturbance, without affecting the net charge nor the hydrophobicity of the peptide (Tchoumi Neree et al.,
2014). In contrast, we recently reported that side chain-to-side chain macrocyclization between residues
located at positions i, i + 4 stabilizes IAPP in a helical conformation and inhibits its aggregation into amyloid

fibrils (Babych et al., 2024). In the present study, we used the IAPP derivative stapled between positions

49



24 and 28 by a triazole linker, c[Pra®*Azk*] IAPP. As observed by CD spectroscopy, in absence or in
presence of the helical-inducing TFE solvent, c[Pra®*Azk*] IAPP exhibited a-helix spectra (Figure 2.5A). In
sharp contrast, the D-IAPP derivative struggled to adopt helical conformation, even in presence of 15%

TFE (Figure 2.5A, 2.5B).
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Figure 2. 5 Effect of modulating IAPP helical conformation on the antimicrobial activity. (A) CD spectra of
peptides in absence or in presence of 15% TFE (vol%). B) TFE titration of D-IAPP, IAPP and
c[Pra?*Azk?®]IAPP. (C) Inhibition of bacterial growth in presence of increasing concentration of D-IAPP,
IAPP and c[Pra?*Azk?8]IAPP (D) Cytotoxicity of D-IAPP, IAPP and c[Pra?*Azk*]IAPP after 4 h of incubation
measured by resazurin reduction. (E) Representative kinetics of calcein leakage from LUVs (DOPC/DOPG,
80/20) in presence of 25 pM peptides. (F) Mean values of maximum leakage obtained from kinetics of
calcein leakage. (G) Percentage of bacterial agglutination in presence of different concentrations of
peptides. (H) Confocal microscopy images after 4 h of incubation with 100 ug/mL peptide derivatives.
Scale bar is 20 um. (I) SEM images after 8 h of incubation on E. coli bacteria, scale bar is 3 um. (C-G) Data
of at least three assays were averaged and expressed as the mean + SD. Statistically significant difference
between derivatives and IAPP were evaluated by using a two-way (D & G) and an one-way (F) ANOVA with
Dunnett’s post hoc test and are denoted as (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p<0.0005; (****) p<0.0001.
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Having access to two IAPP analogues with divergent propensity to fold into a-helix structure, we probed
the contribution of helical conformation for the antimicrobial activity of IAPP against E. coli. D-IAPP did not
exhibit robust antimicrobial activities as the peptide showed growth inhibition like those of IAPP fibrils at
100 pg/mL (Figure 2.5C). While the helical frustrated D-IAPP peptide slightly reduced bacterial metabolic
activity at the highest concentration, it failed to reduce the metabolic activity below a concentration of
100 pg/mL, as observed with by the confocal images of D-IAPP resembling to that of IAPP fibrils (Figure
2.5D, 2.5H). However, the peptide caused significant disruption of anionic lipid vesicles (Figure 2.5E, 2.5F).
Furthermore, although D-IAPP induced bacterial agglutination, its efficacy was less than that of IAPP
(Figure 2.5G). Meanwhile, the helical stapled c[Pra**Azk?®]IAPP analogue displayed antimicrobial effects at
the highest concentration similar to IAPP. It inhibited bacterial growth, reduced metabolic activity, and
disrupted anionic LUVs. Surprisingly, albeit c[Pra**Azk*]IAPP does not assembled into amyloid fibrils in
solution, even after 168 h incubation (Figure S2.9), it induced bacteria sedimentation at the highest
concentrations (Figure 2.5G). SEM imaging confirmed that c[Pra?*Azk®]IAPP did not form fibrils that
clustered the bacteria, while noticeable loss of the morphology of live bacteria could be observed,
including loss of cellular content and the appearance of blebs on rough bacterial surface. Regarding D-
IAPP, the SEM image showed E. coli bacteria adhered to fibrils similarly to IAPP. Bacteria retained their
morphology even though some exhibited the abnormal elongated shape (Figure 2.51). Overall, these
observations indicate that helical stapling enable the peptide to lyse bacterial membrane, even in absence
of fibrillization, and that the antimicrobial activity of IAPP does not necessarily correlate with its capacity
to assemble into amyloid fibrils. On the other hand, reducing the propensity of IAPP to adopt a secondary
helical conformation, did not inhibit its capacity to permeabilize membranes, indicating that membrane-

perturbating capacity of IAPP is not exclusively associated with its helical conformation.
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2.6 Discussion

AMPs constitute promising alternative to conventional antibiotics owing to their multiple mechanisms of
action targeting key cellular components, which decreases the emergence of antimicrobial resistance
(Xuan et al., 2023). Among AMPs identified so far, a small fraction has demonstrated the inherent ability
to self-assemble into amyloid-like fibrils (Tian et al., 2015). Although recent studies have highlighted
similarities between AMPs and amyloidogenic peptides implicated in protein misfolding diseases, the
molecular relationships between those two classes of peptides remain unclear. While the antimicrobial
activity of the aggregation-prone peptide hormone IAPP has been previously reported (Wang et al., 2012b),
the present study aimed at exploring more in details the relationships between amyloid self-assembly,
conformation ensemble and the mechanisms of the antimicrobial effect of amyloidogenic peptides. Three
guaternary structures of IAPP, i.e. monomers, prefibrillar species and fibrils, were initially evaluated on
both Gram-negative (E. coli) and Gram-positive (S. epidermidis) bacteria. In agreement with the previous
study (Wang et al., 2012b), our results showed that IAPP monomers and prefibrillar species slow down the
growth of both bacteria, while fibrils were ineffective in reducing their metabolic activity. Thus, the soluble
protospecies had the most profound impact on bacteria, likely by promoting interactions with the plasma
membrane. Increasing IAPP concentration up to 400 ug/mL did not further reduce bacterial metabolic
activity. This observation could be related with the fact that the peptide aggregates faster into insoluble
fibrils at high concentrations, a hypothesis that we investigated with derivatives displaying customized
amyloidogenic potential. According to EUCAST guidelines, the minimal inhibition concentration (MIC) is
defined as the lowest concentration that suppresses the growth after overnight incubation (European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing of the European Society of Clinical et Infectious, 2003).
In the present study, all concentrations of IAPP, both monomers and prefibrillar species, did not fully
inhibit bacteria growth overnight, indicative of a moderate bacteriostatic effect. Consequently, the MIC of
IAPP could not be determined. However, by monitoring growth curves, we were able to observe bacterial
growth rate, lag time and maximum OD, which are also important parameters to evaluate antimicrobial
potential of AMPs (Berryhill et al., 2023a). While IAPP fibrils appear to slow down bacterial growth by
measuring the OD of the solution, no significant antimicrobial effect could be monitored by measuring
metabolic activity and by colony counting. Thus, OD measurements should not be used alone to establish
the antimicrobial activities of aggregation-prone peptides, as the formation of large aggregates that clump

and/or sediment the bacteria can lead to false results.
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As reported for numerous cationic AMPs (Frimodt-Mgller et al., 2022) and in agreement with the fact that
the cytotoxicity of IAPP towards eukaryotic cells is associated with the disruption of the plasma membrane
(Janson et al., 1999), IAPP applied under its monomeric isoform readily disrupted anionic LUVs, while
amyloid fibrils had not significant effects. Treatment with monomeric IAPP reduced the metabolic activity
of bacteria as measured by resazurin reduction, which could be associated with the interference of
bacterial respiration (Chen et al., 2018), further pointing towards the plasma membrane disruption to
explain the bacteriostatic effect of IAPP. While pre-assembled IAPP amyloid fibrils did not perturb anionic
model membranes, these filaments exhibited an interesting alternative bacteriostatic mechanism by
trapping bacteria within a confined space. At first glance, this mechanism may appear less potent than
membrane perturbation. However, by entrapping bacteria, it restricts bacterial mobility, prevents
pathogen adherence to host cell and facilitates their phagocytosis, as previously reported for the human
a-defensin 6 and the eosinophil cationic protein (Chu et al., 2012; Torrent et al., 2012b). As revealed by
SEM imaging, long and abnormal E. coli bacteria were observed in the presence of monomeric IAPP. This
change of morphology does not arise from nutrient scarcity, as E. coli bacteria maintained their normal
shape in absence of IAPP. Therefore, it is probably due to soluble forms of IAPP. In the case of IAPP fibrils,

a small fraction of soluble forms can dissociate from fibrils under equilibrium state (Urbic et al., 2017a).

Next, we probed if the bacteriostatic activity of IAPP correlates with its capacity to self-assemble into
amyloid fibrils by using a small library of IAPP derivatives that display a range of aggregation kinetics, from
non-amyloidogenic to highly amyloidogenic. The sequence from rodent IAPP (rIAPP), which includes three
B-breaker prolines within the amyloidogenic 20-29 region (Hoffmann et al., 2018), exhibited no significant
antimicrobial properties. This observation initially suggested that amyloid aggregation is a prerequisite for
the antimicrobial activity of IAPP. This result contrasts with a previous study showing that rlAPP can inhibit
the growth of the Gram-negative bacteria Paracoccus denitrificans (P. denitrificans) (Last et Miranker,
2013). This difference could be related to the fact that the plasma membrane of P. denitrificans is
significantly more anionic than that of E. coli. Specifically, P. denitrificans contains 52% anionic
phospholipids (Jarman et al., 2021b), whereas E. coli has 24% anionic phospholipids (Matsuzaki et al.,
1997). Moreover, rlAPP can induce significant membrane leakage at higher concentrations when LUVs are
entirely composed of anionic phospholipids (Cao et al., 2013b; Last et Miranker, 2013). Nonetheless, it
was reported that the oligomers assembled from rlAPP, in contrast to those assembled from IAPP, were
poorly toxic to eukaryotic cells, indicating that not all oligomers are cytotoxic and that specific structural

motifs modulate toxicity (Cao et al., 2013c; Gurlo et al., 2010a). In sharp contrast, the F15Aib and L16Aib
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analogues, which are unable to assemble into amyloid aggregates, showed comparable antimicrobial
activity to the unmodified IAPP and both peptides disrupted anionic LUVs. Notably, in agreement with
their poor amyloidogenicity, these two peptides failed to induce the agglutination of E. coli. These
observations indicate that the ability to self-assemble into amyloid fibrils is not an absolute prerequisite
for the antimicrobial activity of IAPP. On the other hand, while the N14D IAPP derivative showed high
amyloidogenicity and a robust capacity to agglutinate bacteria, it had negligeable effect on bacteria
metabolic activity and induced moderate damage to bacterial plasma membrane, as observed by confocal
microscopy. Similarly, the N21Q derivative failed to reduce significantly bacterial metabolic activity,
possibly because the peptide aggregates to quickly into insoluble fibrils. The absence of a decrease of
metabolic activity could be explained by the bacteria being able to repair their membrane following partial
damage (Willdigg et Helmann, 2021b). Overall, these observations indicate that if IAPP aggregates too
promptly into insoluble fibrils, its bacteriostatic effect remain negligeable, revealing that the antimicrobial

potential of IAPP necessitates a moderate aggregation process.

While the antimicrobial effect of IAPP is associated with the presence of soluble protospecies and it is
known that IAPP can form transmembrane helical pores (Knight et al., 2006), it is unclear if IAPP folding
into a-helix is mandatory for its bacteriostatic effect. Notably, it has been reported for the human
antimicrobial peptide LL-37, that the disruption of lipid bilayer involves the formation of toroidal pore
mechanism associated with the formation of transmembrane helical oligomers (Henzler Wildman et al.,
2003). To investigate this question, we took advantage of two IAPP derivatives with divergent helical
folding capacity. D-IAPP, an analogue with restricted ability to adopt a-helix secondary structure that
assemble promptly in amyloid fibrils, showed a similar capacity to perturb anionic LUVs and a limited effect
on the metabolic activity of E. coli. These observations suggest that helical folding could contribute to the
antimicrobial effect of IAPP. Stabilization of IAPP helical conformation by side chain-to-side chain
macrocyclization, which inhibits amyloid self-assembly, reduced the antimicrobial potency at lower
concentrations, with growth inhibition and metabolic activity less effective than unmodified IAPP.
Nonetheless, c[Pra?*Azk*] IAPP retained antimicrobial activities at high concentrations. At 100 pg/mL,
c[Pra?*Azk?®] caused significant morphological changes in E. coli, including the appearance of blebs, a
hallmark of antimicrobial peptides acting via carpet model (Shai, 2002). This mechanism requires a high
concentration to cover bacterial membrane surface, leading to disruption. Notably, a computational study
has suggested that the helical 14-27 segment of IAPP inserts perpendicularly into the lipid bilayer, before

the quaternary conversion of IAPP into helical pentameric pores (Pannuzzo et al., 2013). Plasma
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membrane translocation of soluble IAPP (monomers, prefibrillar species) into the bacteria could lead to
cell death, as previously observed for mammalian cells (Gurlo et al., 2010a; Magzoub et Miranker, 2012).
In contrast, the poor bacterial uptake of aggregated IAPP could be associated with low antimicrobial

activity. However, this hypothesis will need additional investigation.

In conclusion, unlike AB which appears to have a switch-like toxicity on mammalian cells in presence of
bacteria without virulence factors (Voth et al., 2020), IAPP does not show such behaviour. In fact, in vitro
studies where culture cells are incubated with IAPP in absence of bacterial infection showed significant
cell death. IAPP aggregates and produces cytotoxic prefibrillar species independently of bacterial infection.
It is worth noticing that the concentrations at which IAPP exhibits its antimicrobial activity are also highly
toxic to mammalian cells. Theses concentrations do not help the body to fight infections, which is the role
of AMPs. Although IAPP can decrease the growth of bacteria and entrap bacteria within amyloid filaments
to prevent bacterial adherence and spreading, the antimicrobial effects of IAPP remain limited and do not
recapitulate the potency of effective AMPs. AMPs are part of the host immune system and are designed
to target bacteria, without damaging the host cells, in contrast to IAPP whose aggregation is known to be
toxic to human cells. While interesting at first sight, the antimicrobial potential of self-assembling
amyloidogenic peptides, such as IAPP, should be considered with precaution and should not be

overgeneralized to all amyloid-prone polypeptides.
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Figure S2. 1 Bacterial growth curves in present of different quaternary structures of IAPP. Bacteria were
incubated with 100 pg/mL of IAPP and Aurein 1.2 in MHB. The control is peptide-free bacteria sample.
The curve is representative of at least three assays. The ODgoo nm Values were normalized to the sterility
control.
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Figure S2. 2 Metabolic activity of E. coli incubated with IAPP monomers. Cytotoxicity of IAPP on E. coli by
the resazurin reduction assay for 4 hours of incubation. Data of at least three assays were averaged and
expressed as the mean * SD. Statistically significant differences were evaluated using a one-way ANOVA
with Dunnett’s post hoc and are denoted as (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p<0.0005; (****) p<0.0001.
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Figure S2. 3 Effect of IAPP monomers on viable E.coli colonies overtime. The control is peptide-free
bacteria sample. The number of CFU/ml was determined by counting colonies on Mueller-Hinton agar
plates. Data of at least three assays were averaged and expressed as the mean + SD. Statistically significant
differences were evaluated using a two-way ANOVA with Siddk’s post hoc test and are denoted as (*)
p<0.05; (**) p<0.005; (***) p<0.0005; (****) p<0.0001.
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Figure S2. 4 Agglutination curve of E. coli with different concentrations of Aurein 1.2.
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Figure S2. 5 SEM image of Aurein 1.2 at 100 ug/mL after 8 hours of incubation on E. coli. Scale bar is 1 um.
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Figure S2. 6 Agglutination curves of S. epidermidis with different concentrations of IAPP monomers and
amyloid fibrils. Data of at least three assays were averaged and expressed as the mean = S.D.
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Figure S2. 7 Metabolic activity of E. coli incubated with rIAPP. Cytotoxicity of rIAPP on E.coli by the
resazurin reduction assay for 4 hours of incubation. Data of at least three assays were averaged and
expressed as the mean + SD. Statistically significant differences were evaluated using a one-way ANOVA
with Dunnett’s post hoc and are denoted as (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p<0.0005; (****) p<0.0001.
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Figure S2. 8 Kinetics of self-assembly of IAPP derivatives. A) Evaluation of secondary structures overtime
by CD. B) Representative kinetic curves of amyloid assembly monitored by ThT fluorescence. C) AFM
images of IAPP derivatives with hours of incubation indicated, scale bar is 1 um. IAPP derivatives were
incubated in buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4 under quiescent conditions at room temperature at 25 pM
for ThT fluorescence and at 50 uM for CD and AFM. (B-C) Peptides were then diluted at 25 uM before

analysis.
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Figure S2. 9 Kinetics of self-assembly of D-IAPP, IAPP & c[Pra24Azk28]. A) Evaluation of secondary
structures overtime by CD. B) Representative kinetic curves of amyloid assembly monitored by ThT
fluorescence. C) AFM images of IAPP derivatives with hours of incubation indicated, scale bar is 1 um. IAPP
derivatives were incubated in buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4 under quiescent conditions at room
temperature at 25 pM for ThT fluorescence and at 50 uM for CD and AFM. (B-C) Peptides were then
diluted at 25 uM before analysis.
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CHAPITRE 3
DISCUSSION

Dans une période ou la résistance aux antibiotiques est un grand enjeu pour les animaux et les humains,
la recherche de nouvelles classes d’antibiotiques demeure une priorité. Parmi les agents antibiotiques, les
PAMs représentent une voie alternative et prometteuse dans le combat contre les microorganismes
résistants aux antibiotiques conventionnels, notamment grace a leurs mécanismes d’action ciblant
plusieurs composantes cellulaires essentielles, tels que les membranes plasmiques, I’ADN, les protéines et
les ribosomes (Le et al., 2017b). Ainsi, ils limitent I'émergence de résistance antimicrobienne (Xuan et al.,
2023). Parmi les AMPs identifiés dans la base de données, une minorité d’entre eux possedent la capacité
a s’auto-assembler en nanostructures fibrillaires (Tian et al., 2015). Bien que des études récentes aient
relevé des similarités entre les PAMs et les peptides amyloidogéniques impliqués dans des maladies de
mauvais repliement des protéines, tels que I'AB et l'a-synucléine qui présentent des propriétés
antimicrobiennes, la relation entre ces deux classes de peptides demeure mal comprise. La tendance, de
plus en plus fréquente dans la littérature récente, généralise le potentiel antimicrobien des peptides
amyloidogénes simplement parce qu’ils ressemblent, de maniere superficielle, aux PAMs a cause de leur
capacité a s’auto-assembler et a perturber les membranes. Certes, il est important de remettre en
guestion cette simplification : ces peptides amyloidogenes ont-ils réellement un réle fonctionnel dans la
défense de I'hGte, ou leur activité n’est-elle qu’un artefact, dérivé d’une toxicité non-spécifique, incluant
via les membranes plasmiques? Dans cette étude, nous avons cherché a démystifier les propriétés
antimicrobiennes des peptides amyloidogenes en exploitant I'|APP, dont I'agrégation est associé au T2DM
et son activité antimicrobienne a déja été observée par le passé (Wang et al., 2012a). Nous portons une
attention particuliere aux liens entre I'autoassemblage, I'ensemble conformationnel du peptide et ses

effets antimicrobiens.

3.1 Les espéces préfibrillaires présentent une activité antimicrobienne marquée sur les bactéries,
contrairement aux fibres.

Trois structures quaternaires de I'lAPP ont été testées sur deux types de bactéries : une Gram-négative (E.
coli) et une Gram-positive (S. epidermidis) a I'aide de méthodes classiques telles que la microdilution, le
comptage de bactéries et la viabilité colorimétrique. Nos données, en accord avec une étude antérieure
(Wang et al., 2012a), montrent que les monomeéres et les espéces intermédiaires parviennent a ralentir la

croissance des deux types de bactéries, tandis que les fibres n'ont aucun effet sur leur activité métabolique.
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Ce sont donc les formes solubles qui semblent exercer un effet antimicrobien plus marqué. Contrairement
a nos attentes, I'augmentation de la concentration de I'lAPP jusqu’a 400 pg/mL n’a pas aidé a réduire
d’activité métabolique des bactéries. Cela suggeére que les concentrations élevées pourraient accélérer la
cinétique de l'autoassemblage du peptide, réduisant ainsi la disponibilité des especes intermédiaires
solubles et cytotoxiques. Ceci nous a amené a une nouvelle hypothése que nous avons exploré en utilisant

des analogues aux différents potentiels amyloidogénes.

Ces résultats nous amenent a un phénomene intéressant. La perte de I'activité antimicrobienne au fur et
a mesure que le peptide progresse dans son processus de fibrillation. Il est probable que les espéces
solubles de I'lAPP, grace a leur charge nette positive et leur flexibilité structurale, interagissent avec la
membrane bactérienne riche en lipides anioniques, via des interactions électrostatiques et hydrophobes,
ce qui facilitent leur insertion dans la bicouche lipidique, un mécanisme souvent observé pour de
nombreux PAMs cationiques. D’autre part, les fibres sont plus rigides, insolubles et structurellement

stabilisées, et ce, compromettant leur capacité a perturber la membrane.

Conformément aux recommandations de I'EUCAST, la MIC correspond a la concentration la plus faible
capable d’empécher la croissance bactérienne aprées une incubation d’environ 16h (European Committee
for Antimicrobial Susceptibility Testing of the European Society of Clinical et Infectious, 2003). Dans notre
cas, aucune des structures testées de I'lAPP n’a atteint cette définition stricte. Bien que la croissance
bactérienne soit ralentie, elle n’est pas totalement bloquée. Cela traduit un effet bactériostatique modéré.
Ainsi, il n’a pas été possible de déterminer la MIC. En revanche, I'analyse des courbes de croissance sur
des parameétres souvent négligés dans la littérature, incluant la phase de latence, le rythme de croissance
et la densité optique maximale, nous a permis de mieux saisir le potentiel antimicrobien de I'lAPP (Berryhill

et al., 2023b).

Les données de croissance en présence des fibres amyloides préformées indiquent une baisse de la densité
optique a 600 nm. Cependant, cette observation est contredite par le test métabolique et le comptage des
colonies. Cette contradiction s’explique probablement par une sédimentation induite par les fibres. En
effet, la formation d’agrégats peut piéger et sédimenter les bactéries, interférant avec les mesures et
donnant une fausse impression d’activité antimicrobienne. Cela donne l'importance d’utiliser des
méthodes supplémentaires pour évaluer I'activité antimicrobienne, qui est souvent biaisée par la turbidité

ou la précipitation.
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3.2 Les monomeéres de I'lAPP perturbent les membranes modeéles anioniques alors que les fibres
piegent les bactéries.

Comme c’est le cas pour de nombreux PAMs cationiques (Frimodt-Moller et al., 2022) et le fait que I'lAPP
est cytotoxique pour les cellules eucaryotes via la perturbation membranaire (Janson et al., 1999), cela
ameéne notre attention sur comment I'lAPP agit sur les membranes anioniques et contre les bactéries. Les
monomeres perturbent efficacement les vésicules lipidiques anioniques. lls réduisent aussi I'activité
métabolique des bactéries, ce qui suggere une interférence avec la respiration cellulaire étant donné
gu’elle se situe a la membrane plasmique des bactéries (Chen et al., 2018). Ces observations semblent étre
cohérentes avec un mécanisme reposant sur la désorganisation de la bicouche lipidique, pouvant mener

a une perte de potentiel membranaire, a des fuites ioniques ou a un déséquilibre énergétique.

D’un autre cOté, méme si elles n"endommagent pas les membranes d{ a leur caractéristiques structurales,
les fibres amyloides matures peuvent présenter un mécanisme différent en immobilisant les bactéries. A
premiere vue, ce mécanisme peut sembler moins puissant que la perturbation membranaire. Cependant,
il évoque un mécanisme de défense indirect : en limitant la propagation et I'adhésion aux cellules hoétes et
en favorisant I’élimination des bactéries par phagocytose. Ce mécanisme a d’ailleurs été observé pour I’AB
(figure 3.1) (Vijaya Kumar et al., 2016) et certains peptides de notre systeme immunitaire inné, tels que la
défensine humaine a-6 et la protéine cationique des éosinophiles (Chu et al., 2012; Torrent et al., 2012a).
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Figure 3.1 lllustration de I'activité d’agglutination des fibres du peptide AB. A) Les espéces oligomériques
de I' AB se fixent sur la muréine des bactéries, servant de support de I'agrégation. B) Les peptides
interagissent avec la muréine bactérienne afin d’empécher I'adhésion des bactéries aux cellules de I’'héte..
C) Les fibres, résistantes aux protéases, piégent les bactéries. Figure adaptée de (Moir et al., 2018).
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Un autre point a considérer est la présence possible des espéces toxiques solubles, méme dans les
échantillons des fibres matures. En effet, il est connu que les fibres matures peuvent libérer de petites
guantités de formes solubles a I'état d’équilibre (Urbic et al., 2017b). Cela pourrait expliquer la présence

des bactéries mortes observées par microscopie confocale.

Par ailleurs, des observations en SEM ont révélé une morphologie anormale des bactéries E. coli exposées
aux monomeres de I'lAPP, avec un allongement marqué. Cette morphologie n’est pas due a une carence
en nutriments, étant donné qu’en absence de I'lAPP, les bactéries E. coli ont leur morphologie habituelle.
Bien que I'origine du phénomeéne d’élongation bactérienne reste a explorer, une explication possible serait
I"augmentation des radicaux libres par I'lAPP. En effet, il a été rapporté que I'lAPP peut induire une
surproduction de peroxyde d’hydrogene (H.0,) chez les cellules eucaryotes (Schubert et al., 1995) et que
le H,0, est un agent oxydatif capable de provoquer des dommages a I’ADN, de perturber la division
cellulaire en activant la réponse SOS et d’induire la filamentation bactérienne (Imlay et Linn, 1987). Cette
hypothése reste a confirmer expérimentalement. Des tests complémentaires tels que la détection directe
des especes réactives de I'oxygéne (ROS) a I'aide de sondes fluorogéniques comme le diacétate de 2',7'-
dichlorofluorescéine (DCFH-DA) (Hiremath, 2014) et I’analyse de I'expression des protéines (KatG et RecA)

liées aux stress par le immunobuvardage (Muehler et al., 2024) pourrait apporter une réponse.

Enfin, bien que les méthodes utilisées dans cette étude, comme le comptage bactérien, le test d’activité
métabolique et la microscopie permettent de distinguer les bactéries vivantes ou mortes, elles restent
limitées lorsqu’il s’agit de détecter des bactéries ayant des dommages partiels ou sub-létaux. Pour affiner
ces observations, il serait pertinent d’utiliser des approches complémentaires telles que la cytométrie en
flux, qui permet de distinguer les bactéries vivantes, mortes et endommagées (Pore, 1994), ou des sondes
fluorescentes spécifiques comme le N-phenyl-1-naphthylamine (NPN) et I'iodure de propidium (PI), qui

permettent d’évaluer plus précisément la perméabilité des membranes externe et interne (Ma et al., 2020).

Bref, cette section renforce I'idée que I'activité antimicrobienne de I'lAPP repose sur des interactions
membranaires dynamiques, principalement médiée par ses formes solubles. Les effets d’agglutination
observés avec les fibres amyloides, bien que non Iétaux, demeurent néanmoins un second mécanisme

d’action intéressant.
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3.3  Un auto-assemblage modéré apparait essentiel pour I'effet antimicrobien.

Pour mieux comprendre la corrélation entre la capacité de fibrillation de I'lAPP et son effet antimicrobien,
nous avons exploité une série d’analogues présentant des cinétiques d’agrégation variées, allant de non-
amyloidogéne a fortement amyloidogene. La séquence du rlAPP (du rat), qui contient trois prolines
empéchant le peptide d’adopter la structure de feuillet-p dans la région 20-29 (figure 1.4.1), ne présente
aucun effet antimicrobien. Cela suggérait initialement que la fibrillation soit nécessaire a I'activité
antimicrobienne de I'lAPP. Notre observation entre en contradiction avec des résultats antérieurs obtenus
sur la bactérie Paracoccus denitrificans (P. denitrificans), pour laquelle le rlIAPP inhibe la croissance de ces
bactéries (Last et Miranker, 2013). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les bactéries P.
denitrificans ont 52% de lipides anioniques dans leur membrane (Jarman et al., 2021a), tandis que les
bactéries E. coli en contiennent environ 24% (Laydevant et al., 2022; Matsuzaki et al., 1997). De plus, il a
été montré que le rlAPP peut induire des fuites membranaires a forte concentration sur des LUVs
purement anioniques (Cao et al., 2013a; Last et Miranker, 2013). Alors, I'effet du rlAPP pourrait donc
dépendre de la densité de charges négatives a la surface bactérienne, qui influence I'adsorption
électrostatique initiale du peptide. Par ailleurs, bien que le rIAPP forme des oligoméres, ceux-ci sont tres
peu toxiques pour les cellules eucaryotes. Cela rappelle quetous les oligomeres ne sont pas
intrinsequement toxiques, et que leur effet dépend de motifs structuraux spécifiques (Cao et al., 2013c;

Gurlo et al., 2010a).

Les analogues F15Aib et L16Aib, qui sont peu amyloidogenes via I'introduction du résidu non naturel Aib,
ont conservé une activité antimicrobienne comparable a I'lAPP et sont capables de perturber les LUVs. En
revanche, ils n’induisent pas d’agglutination bactérienne. Cela suggére que la formation de fibres n’est ni
nécessaire, ni suffisante pour exercer une action antimicrobienne. D’un autre c6té, les analogues N14D et
N21Q, qui présentent une forte propension a former rapidement des fibres, se sont montrés faiblement
efficaces pour inhiber I'activité métabolique bactérienne. Cela peut s’expliquer par une cinétique
d’agrégation trop rapide, qui réduit la période du temps pendant laquelle les espéces préfibrillaires sont
disponibles. Dans le cas du N21Q, des perturbations membranaires ont tout de méme été observées en
microscopie confocale en fluorescence et avec les LUVs, malgré I'absence d’effet marqué sur le
métabolisme. Il est donc possible que ces dommages soient transitoires ou partiellement compensés par

des mécanismes de réparation membranaire chez les bactéries (Willdigg et Helmann, 2021a).
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Dans I'ensemble, ces observations appuient I'idée qu’une agrégation lente ou modérée permet de
maintenir un équilibre entre la solubilité et la structure. Un équilibre nécessaire pour optimiser
I'interaction avec la membrane bactérienne, et probablement sa perturbation subséquente. Ni I'absence
compléte d’assemblage, ni une auto-association trop rapide ne semblent propices a une activité optimale.
Ce modele fait rappel aux observations faites avec I’AB, ou les formes intermédiaires sont a la fois les plus
toxiques pour les neurones et les plus actives contre certaines bactéries dans des conditions spécifiques

(Kumar et al., 2016; Soscia et al., 2010b; Voth et al., 2020).

3.4 Ladynamique des structures secondaires de I'lAPP est critique pour la perturbation membranaire.

Aprés avoir mis en évidence le role des formes solubles dans I'activité antimicrobienne de I'lAPP, nous
avons voulu explorer si une conformation secondaire particuliere, notamment I’hélice-a, pouvait
contribuer a cette activité. Il a été montré que I'lAPP peut former les pores transmembranaires hélicoidaux
(Knight et al., 2006). De plus, plusieurs peptides antimicrobiens classiques adoptent une structure
hélicoidale amphipathique en présence de membranes, facilitant leur insertion et la perturbation. C'est le
cas du peptide LL-37, un peptide antimicrobien chez I’humain, qui forme des pores toroidaux via des
oligomeéres riches en hélice-a (Henzler Wildman et al.,, 2003). Pour explorer cette hypothese, deux
analogues, dont chacun affiche une capacité de repliement différente, ont été testés. L’analogue D-IAPP
qui a la structure hélicoidale compromise par I'introduction des acides aminés D et est tres amyloidogéne,
a perturbé significativement les LUVs anioniques. Cela suggere qu’une structure non hélicoidale peut
interagir avec les membranes. Cependant, son effet sur I'activité métabolique bactérienne est faible, ce
qui suggere qu’une simple perturbation membranaire n’est pas suffisante pour provoquer un effet
antimicrobien. De I'autre cété, I'analogue cyclique c[Pra?*Azk?®] IAPP, qui est stabilisé artificiellement en
hélice-a par macrocyclisation et incapable de s’agréger, n’a pas conservé d’activité antimicrobienne a
faibles concentrations. Toutefois, a haute concentration (100 pug/mL), cet analogue a induit des altérations
morphologiques chez E. coli, telles que la formation de blebs. Cette observation est une caractéristique
des PAMs ayant le mécanisme de I'extraction des lipides de maniére détergente et implique un couverture

compléte de la membrane (Shai, 2002).

Des études computationnelles ont suggéré que I'lAPP natif peut former des pores en forme de tonneau
(Liu et al., 2012; Sepehri et al., 2021). Ces pores ont une plus grande ouverture que les pores hélicoidaux
(Sepehri et al., 2021). En revanche, une étude de modélisation moléculaire a prédit que la région

hélicoidale 14-27 s’insére perpendiculairement dans la membrane, permettant la formation de pores
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pentamériques (Pannuzzo et al., 2013). Alors, 'ajout d’un pont stabilisant cette région pourrait entraver

I"auto-association des peptides, ce qui pourrait expliquer la diminution de I'effet antimicrobien.

Par ailleurs, la microscopie électronique a révélé quelques bactéries longues et une morphologie déformée
des bactéries E. coli exposées a |'analogue D-IAPP. Bien que la cause reste inconnue, une explication
possible serait que les peptides D-IAPP forment seulement des pores en forme de tonneau dans la
membrane externe des bactéries E. coli. Les bactéries continueraient de survivre, mais leur activité
métabolique pourrait étre réduite di a un apport nutritionnel compromis (Choi et Lee, 2019). De plus, les
bactéries seraient étre plus sensibles aux stress car les dommages a la membrane externe activent la
signalisation du stress des bactéries (Dalebroux et Miller, 2014). Par conséquent, la prolifération des
bactéries diminuerait et la division cellulaire arréterait (Cho et al., 2023). Ce mécanisme a été observé pour
I'antibiotique polymyxine B, qui forme des pores seulement dans la membrane externe (Borrelli et al.,
2025; LaPorte et al., 1977; Li et al., 2020). Cette hypothese reste a confirmer expérimentalement. Le test
complémentaire, a I'aide des sondes fluorescentes spécifiques comme le N-phenyl-1-naphthylamine (NPN)
et le Pl permettrait d’évaluer plus précisément la perméabilité des membranes externe et interne et

d’apporter une réponse (Ma et al., 2020).

Bref, nos résultats suggerent que ce n’est pas une conformation secondaire unique, I’hélicoidale ou
feuillet-B, qui détermine I'activité antimicrobienne de I'lAPP, mais plut6t sa capacité a adopter différentes
conformations selon le mécanisme engagé. Lorsqu’il agit via la formation de pores, I'|APP peut utiliser soit
une conformation hélicoidale (comme le peptide LL-37 forme les pores toroidaux), soit une organisation
en forme de tonneau, comme le prédisent certaines études de modélisation. En revanche, lorsqu’il agit
via un mécanisme d’extraction des lipides, le peptide semble maintenir une conformation hélicoidale,
favorisant l'interaction en surface sans insertion transmembranaire. Cette plasticité structurale, couplée
a sa capacité a interagir avec les membranes par plusieurs modes d’action, conféere a I'lAPP une certaine

polyvalence fonctionnelle malgré son absence d’évolution en tant que peptide antimicrobien.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude a mis en lumiere la complexité du comportement de I'lAPP vis-a-vis les bactéries, révélant une
activité antimicrobienne modeste mais multifacette, dépendante de sa structure, de son état d’agrégation,
et de sa dynamique conformationnelle. Contrairement aux peptides antimicrobiens classiques, I'lAPP ne
repose pas sur un seul mécanisme d’action, mais semble plutét mobiliser différentes stratégies selon sa

conformation et son environnement.

Voici les principales observations tirées du travail de recherche du mémaoire :

1. Les formes solubles, en particulier les monomeéres et les especes préfibrillaires, se sont révélées les
plus actives. Elles interagissent avec les membranes bactériennes via au moins deux mécanismes
distincts : la formation de pores (possiblement en hélice a ou en forme de tonneau) et I’extraction des
lipides, qui ne requiert pas d’insertion mais une couverture membranaire suffisante. Cette capacité a
adopter I'un ou I'autre de ces mécanismes suggere que I'l|APP agit de facon adaptative, selon la densité

membranaire et la concentration locale.

2. Lorsque I'lAPP s’agrége en fibres, il perd son activité antimicrobienne mais peut exercer une fonction
secondaire, en agglutinant les bactéries. Bien que non létal, ce mécanisme pourrait faciliter leur

élimination par des cellules immunitaires, comme cela a été observé pour certains PAMs chez I’humain.

3. L'efficacité antimicrobienne de I'lAPP repose donc sur un équilibre dynamique dans son
autoassemblage. Une agrégation trop rapide diminue la disponibilité des espéces solubles ; a I'inverse,
une absence totale d’autoassemblage prive le peptide de sa capacité a adopter des conformations
nécessaires pour I'activité. C'est dans cet entre-deux que I'lAPP semble le plus efficace, ni totalement

désordonné, ni irréversiblement fibrillaire.

Bien que les résultats obtenus dans cette étude mettent en lumiere I'activité antimicrobienne modérée
de I'lAPP, il convient de souligner que cette hormone demeure loin au niveau de I'effet, comparativement
aux PAMs bona fides classiques. Par exemple, le PAM Aurein 1.2, qui a été utilisé dans cette étude comme
contrdle positif, induit une lyse bactérienne compléte a une concentration faible. En revanche, I'lAPP

n’induit ni une inhibition totale de la croissance bactérienne, ni un effet bactéricidea hautes
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concentrations. Cela rend I'lAPP un candidat inadéquat pour I'utilisation thérapeutique directe sur les

microorganismes.

Les similarités structurales entre les peptides amyloidogénes et les PAMs ne doivent pas conduire a une
généralisation. Tous les peptides capables de former des fibres amyloides ou de perturber les membranes
ne sont pas nécessairement des agents du systéme immunitaire inné. Les observations ici renforcent I'idée
que I'lAPP ne peut pas étre considéré comme un véritable PAM, mais plutét comme un peptide
amyloidogene dont les propriétés physico-chimiques peuvent induire, dans certaines conditions, des
effets antimicrobiens. Cette distinction est importante, car si I'amyline montre une capacité a perturber
les membranes, c’est avant tout en lien avec sa toxicité envers les cellules eucaryotes, et non par une

évolution envers la défense immunitaire.

L'IAPP peut étre considéré comme un cousin éloigné et mal compris des PAMs. Il n’en fait pas partie a
proprement parler, mais il partage certaines caractéristiques structurales et comportementales, qui
suffisent d’interférer le systeme biologique et d’éveiller I'intérét scientifique. En ce sens, cette étude
constitue un appel a la prudence dans la généralisation de l'activité antimicrobienne des peptides
amyloidogenes. Il est peut-étre vrai pour I'activité antimicrobienne de I’AB, mais pour ce que ¢a vaut,
I'activité antimicrobienne d’un peptide amyloidogéne doit étre évaluée au cas par cas, en tenant compte

des concentrations physiologiques et des effets secondaires potentiels.
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