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RESUME

L'islet amyloid polypeptide (IAPP) est une hormone peptidique de 37 résidus dont I'agrégation est
impliquée dans la progression du diabéete de type Il. Du fait de sa séquence primaire, ce peptide affiche
une forte prédisposition a s’autoassembler en fibres amyloides, engendrant ainsi la dégénérescence des
flots pancréatiques. La conformation initiant le processus de fibrillation amyloide demeure inconnue, ce
qui rend le développement d’inhibiteurs particulierement ardu. Premierement, la famille de chaperonne
des protéines de choc thermique de 70 kDa (HSP70) a été identifiée comme inhibitrice de I'agrégation
amyloide. Toutefois, le domaine d’interaction impliqué pouvant inspirer la conception de molécules
thérapeutiques contre I'agrégation amyloide n’a pas été déterminé. Afin d'identifier ce domaine
responsable de l'inhibition de I'agrégation amyloide, ce projet cible la protéine Binding immunoglobulin
Protein (BiP), la HSP70 du réticulum endoplasmique, lieu de maturation de I'lAPP. Pour ce faire, BiP pleine
longueur ainsi que ses sous-unités de liaison au substrat, SBDa et SBDpB, ont été exprimées de maniére
recombinante. Aucune des sous-unités ciblées ne permettait d’inhiber I'agrégation de I'|APP, suggérant
gue linhibition n’est pas engendrée par ces sous-unités seules. Deuxiemement, l'identification des
especes oligomériques nucléantes demeure critique pour comprendre les mécanismes de formation des
fibres amyloides. Dans ce projet, des modifications chimiques ciblées ont été appliquées a I'lAPP afin de
favoriser une conformation en tour-§ retrouvée au sein de fibres amyloides. Deux inducteurs de tours-B,
un dynamique (D-proline, glycine) et un statique (D-proline, proline), ont été insérés a des sites spécifiques
de la séquence primaire de I'lAPP. Les résultats ont montré que seuls les dérivés modifiés aux positions
20-21 modulent significativement la cinétique d’autoassemblage de I'lAPP. Dans I'ensemble, ce projet
contribuera a I'avancement des connaissances fondamentales sur les mécanismes d’autoassemblage
amyloide et supportera le développement de thérapies contre I'agrégation amyloide pancréatique

associée a la progression du diabéte de type II.

Mots clés : Islet amyloid polypeptide, fibres amyloides, chaperonnes HSP70, auto-assemblage
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INTRODUCTION

Le diabéte est une maladie métabolique affectant le métabolisme du glucose. En effet, les patients atteints
de diabéte se trouvent dans I'impossibilité de métaboliser le glucose qui leur est apporté par I'alimentation.
En fait, ces gens sont incapables de produire de I'insuline ayant un impact sur les cellules. Il existe plusieurs
types de diabetes, les plus connus étant le diabéete de type | et le diabéete de type Il. En 2019, c’est environ
8,8% des Canadiens qui vivaient avec le diabéte, dont 90% des cas étaient le diabéte de type Il (LeBlanc et

al., 2019).

Bien que le diabete de type Il soit généralement associé a une insulinorésistance, un autre phénomeéne est
important dans le développement de la maladie. Il s’agit de I'agrégation de l'islet amyloide polypeptide
(IAPP) en fibres amyloides dans le pancréas, engendrant la mort des cellules pancréatiques responsable

de la production d’insuline (Abedini et al., 2016).

Bien que les formes fibrillaires de I'lAPP soient bien documentées (Torner et al., 2022a), trés peu de
données existent sur les conformations permettant d’engendrer la formation des fibres. Si les
conformations permettant d’engendrer les fibres amyloides de I'lAPP étaient connues, il serait possible de
développer des inhibiteurs permettant d’inhiber la formation toxique des fibres amyloides de I'lAPP, ce

qui permettrait de mieux prévenir le diabete de type Il.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1  Islet amyloid polypeptide

L'islet amyloid polypeptide (IAPP), aussi nommé amyline, a initialement été observé en 1901 sous forme
de plaques cristallines dans le pancréas de patients diabétiques (Opie, 1901). Toutefois, ce n’est qu’en
1987 que le peptide de 37 acides aminés a été identifié comme composante principale de ces plaques
cristallines (Cooper et al., 1987; Westermark et al., 1987b). Ainsi, I'lAPP a d’abord été identifié pour sa
capacité a s’agréger en fibres amyloides plutét que pour ses roles biologiques. Co-exprimé, co-entreposé
et co-sécrété avec l'insuline par les cellules B pancréatiques, I'lAPP peut adopter un large ensemble de
conformations secondaires et quaternaires pouvant mener a ses activités physiologiques via la liaison a

ses récepteurs et a son agrégation pathologique.

1.1.1 Biosynthese de I'lAPP

Lors de son expression, I'lAPP est d’abord exprimé sous forme de PrePro-IAPP a partir d’un géne situé sur
le petit bras du chromosome 12 (Mosselman et al., 1988; Nishi et al., 1989; Roberts et al., 1989). Le gene
encodant la séquence du PrePro-IAPP est constitué de 3 exons, dont le premier est non codant (Asthana
et al., 2018; Mosselman et al., 1989). Le polypeptide résultant de la traduction est composé de 89 acides
aminés (Mosselman et al., 1989). Sur ces 89 résidus, 22 forment un peptide signal qui permet de guider
le PrePro-IAPP vers le réticulum endoplasmique (RE) (Mosselman et al., 1989; Westermark et al., 2011).
Une fois dans le RE, le peptide signal est clivé et le PrePro-IAPP de 89 résidus devient le Pro-IAPP de 67
résidus (Asthana et al., 2018; Nishi et al., 1989; Sanke et al., 1988). Dans le RE, le pont disulfure entre les
cystéines 2 et 7 est aussi formé grace a I'enzyme disulphide isomérase (DI) (Asthana et al., 2018). Le Pro-
IAPP est par la suite transporté par les granules sécrétoires dans lesquelles la prohormone convertase 2 et
la prohormone convertase 1/3 (PC2 et PC1/3) clivent le Pro-IAPP respectivement de 11 résidus en N-
terminal et de 16 résidus en C-terminal (Higham et al., 2000; Wang et al., 2001). Finalement, afin de
devenir I'lAPP mature, le polypeptide de 40 résidus, portant a son extrémité C-terminale une glycine, une
lysine et une arginine est modifié par la carboxypeptidase E-processing (CEP), qui retire les résidus chargés,
et la peptidyl-glycine a-amidating monooxygenase (PAM) qui amide I'extrémité C-terminale a partir de la
glycine (Asthana et al., 2018; Prigge et al., 1997; Sanke et al., 1988). Une fois toutes ces étapes effectuées,
I'lAPP est mature (figure 1.1).



PrePro-IAPP : 89 résidus
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Figure 1.1 Maturation de I'|APP. L’ARNm codant pour I'lAPP est initialement traduit sous forme de PrePro-
IAPP de 89 résidus portant un peptide signal qui permet sa translocation vers le RE. Il subit par la suite
plusieurs modifications enzymatiques, dans le RE et dans les granules sécrétoires, afin d’atteindre sa forme
finale de 37 résidus avec un pont disulfure entre les cystéines 2 et 7 et un C-terminal amidé. PC 2 et PC
1/3 : prohormone convertase 2 et 1/3, DI : disulfide isomérase, PAM : peptidyl-glycine a-amidating
monooxygenase, CPE : carboxypeptidase E-processing

1.1.2 Peptides de la famille de la calcitonine

L'IAPP est I'un des 6 membres de la famille de la calcitonine, qui regroupe : I'lAPP, I'adrénomedulline 1
(AM1) et 2 (AM2), la calcitonine et les deux formes des peptides reliés au gene calcitonine (aCGRP et
BCGRP). Il partage des pharmacophores communs avec les membres de cette famille. Ainsi, I'lAPP mature
possede, comme le restant de cette famille, un C-terminal amidé, un pont disulfure dans sa région N-
terminale et une région pouvant adopter une hélice-o. (Hay et al., 2015). Malgré ces caractéristiques
communes, les 6 membres de la famille de la calcitonine présentent une homologie en acides aminés

modérée.



Néanmoins, la famille de la calcitonine présente une homologie de séquence en nucléotides élevée au
niveau de leurs génes (Naot et al., 2019). En outre, I'lAPP a une homologie de séquence de 40% avec le
peptide relié au gene calcitonine (Hay et al., 2015). Ces peptides d’'une longueur de 32 a 52 résidus (Barwell
et al., 2012) affichent des activités physiologiques variées puisque leurs récepteurs sont exprimés dans de

nombreux tissus et organes de I'organisme (Purdue et al., 2002).

cT -EGNLST@MLGTYTQ------- DFNKFHTFBOAIBVGAP
IAPP  KE-NTATEATQREANFEVHSS-NNFGAILSS-ENVESNTY
aCGRP  A€-DTAREVHTREAGLESRSG-GVVRNNFVE - INVESKAF
BCGRP  AG-NTATEVHTREAGLESRSG-GMVKSNFVE-ENVESKAF
AM GE -RFGIETVQKIEAHQIYQTF -DKDKDNVABRSKISPQGY
AM2  GE-VLGEEQVONESHREWQLMGPAGRQDSABVDPSSPHSY

Figure 1.2 Alignement de la séquence des membres de la famille de la calcitonine chez I’humain. Les
régions N-terminales de '’AM et AM2 ne sont pas indiquées. Les résidus conservés entre les membres
sont surlignés en rose et les résidus conservés chez plus de 70% des membres sont indiqués en jaune.
AM: Adrénomedulline; AMY: Amyline/IAPP; CT: Calcitonine; CGRP: peptides reliés au géne calcitonine.
Image adaptée de Hay et al., 2018 (Hay et al., 2018)

1.1.3  Structure primaire et phylogénie de I'|APP

La structure primaire de I'lAPP est hautement conservée entre les especes (figure 1.3). En effet, il existe
une forte conservation de sa séquence primaire, notamment pour les régions 1-7 et 31-37 (Fortin et
Benoit-Biancamano, 2015). Cependant, malgré cette conservation, ce n’est pas I'lAPP de toutes les
especes qui affiche une propension élevée a s’agréger en fibres amyloides. En effet, I'lAPP de rongeur
(homologie de 84 %) contient 3 prolines aux position 25, 28 et 29, ce qui fait en sorte que son agrégation
ordonnée est fortement défavorisée (Westermark et al., 1990). Le caractéere de non-agrégation de I'|APP
de rongeur est attribué a ces 3 prolines (Green et al., 2003). A I'inverse, la mutation $20G amplifie le taux
d'agrégation de I'lAPP humaine (Sakagashira et al., 2000 ; Seino & Study Group of Comprehensive Analysis
of Genetic Facteurs du diabéte, 2001) et ce mutant est principalement présent dans la population
japonaise et la prédispose a développer un diabéte de type Il (DT2) de maniére précoce (Seino & Study

Group of Comprehensive Analysis of Genetic Factors in Diabetes, 2001).



Humain: KCNTATCATQRLANF LVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-NH,
Humain $20G: KCNTATCATQRLANFLVHSENNFGAILSSTNVGSNTY-NH,
Rat: KCNTATCATQRLANF LVRSSNNEGBMLBBTNVGSNTY-NH,

Chat: KCNTATCATQRLANFLERSSNNEGAILSBTNVGSNTY-NH,

Poisson rouge: KCNTATCHTQRLABF LVRS SNERGTUNEE TnVGENTY-NH,

Figure 1.3 Conservation de la structure primaire de I'lAPP entre les espéces. Les résidus surlignés en rose
sont les résidus différents de ceux retrouvés chez I’humain.

1.1.4 Structure secondaire de I'|APP

En solution aqueuse et sous forme monomérique, I'lAPP adopte spontanément une structure
principalement aléatoire (Dupuis et al.,, 2009), avec l'apparition transitoire d'éléments hélicoidaux
(Williamson et al., 2009). De ce fait, I'IAPP doit changer de conformation pour se lier et activer ses
récepteurs. Dans un environnement imitant la membrane plasmique, c'est-a-dire en présence de micelles
de détergents ou de solvants organiques, I'IAPP adopte une hélice a pouvant étre de 3 longueurs
différentes, selon les conditions : (i) longue et droite (Patil et al., 2009), (ii) longue et pliée (Nanga et al.,
2011), (iii) courte (Rodriguez Camargo et al., 2017). De la méme maniére, I'|APP de rat adopte une hélice-
o longue et pliée sous un environnement imitant la bicouche lipidique (Nanga et al., 2009) ou, lorsqu'il se

lie a son récepteur, une hélice a courte (Cao et al., 2022).

1.1.4.1 Hélice longue et droite

L’analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) de 0,2 mM d’IAPP dans un environnement imitant
la membrane a I'aide de 100 mM de dodécylsulfate de sodium (SDS) a pH 4,6 a révélé que I'|APP adopte
une hélice a a partir de ses résidus Ala5 a Ser28 (Patil et al., 2009). Cependant, il existe une distorsion dans
I'nélice a entre les résidus His18 et Asn21, rendant cette région flexible entre les régions C-terminale et N-

terminale, qui sont les plus rigides de I'hélice a (Patil et al., 2009).

De la méme fagon, Nanga et al., ont analysé la conformation de 2,5 mM d'IAPP en présence de 200 mM
de SDS (Nanga et al., 2011). Ainsi, comme le montre la RMN, a pH 7,3, I''APP humain adopte une

conformation hélicoidale (Nanga et al., 2011)., soit deux hélices a, de Cys7 a Vall7 et d'Asn21 a Ser28. De



plus, une hélice 310, une hélice a 3 résidus contenant 10 atomes (Donohue, 1953), est également présente,
contenant Gly33, Ser34 et Asn35 (Nanga et al., 2011). Méme si ces deux études n’ont pas été réalisées
dans les mémes conditions, le résultat prédominant demeure le méme : I'lAPP humaine a tendance a
adopter une structure hélicoidale étendue dans un environnement mimant la membrane plasmique

(Nanga et al., 2011; Patil et al., 2009).

1.1.4.2 Hélice longue et pliée

Avant de travailler avec I'lAPP humain, le groupe de Nanga a fait I’expérience avec I'|APP de rat (Nanga et
al., 2009). En utilisant la méme concentration, soit 2,5 mM d’IAPP de rat, dans un environnement de 200
mM de dodécylphosphocholine, le détergent ayant pour role d'imiter I'environnement membranaire,
I"analyse par RMN révele que I'|APP de rat adopte une hélice a qui s’étend du résidu Ala5 a Ser23, avec

une distorsion au niveau des résidus Argl8 et Ser19 (Nanga et al., 2009).

1.1.4.3 Hélice courte

Dans le cas du diabéte de type I1, les conditions du RE deviennent plus réductrices, ce qui altére la sécrétion
des protéines ainsi que leur repliement (Braakman et al., 1992). En s’inspirant de ces conditions, Rodriguez
Camargo et al., ont évalué la structure secondaire de I'lAPP (Rodriguez Camargo et al., 2017). Pour ce faire,
le groupe allemand a analysé la conformation de I'lAPP a pH 5,3 en présence de 0,2 mM de glutathion
oxydé (Rodriguez Camargo et al., 2017). Les résultats de RMN montrent que I'lAPP adopte, en conditions
réductrice, une hélice a plus courte, soit de Ala8 a Vall7, le reste de sa séquence étant en structure

désordonnée (Rodriguez Camargo et al., 2017).

En 2022, la structure de I'lAPP de rat a la suite de sa liaison a ses 3 récepteurs, soit AMY1, AMY2 et AMY3,
respectivement, a été élucidée par cryomicroscopie électronique (Cryo-EM) (Cao et al., 2022). Le groupe
a utilisé de I'lAPP de rat parce qu'il est trés similaire a I'lAPP humaine, mais moins prone a I'agrégation
(Westermark et al., 1990). Les résultats de ces analyses par Cryo-EM montrent que I'|APP de rat se lie au
récepteur dans la méme conformation que lorsque I'lAPP humain est en conditions réductrices : avec une
conformation en hélice a dans la région N-terminale. En effet, selon le récepteur, I’'hélice a commence a
la position Thr4 (AMY1), Cys7 (AMY2) ou Ala5 (AMY3) et se termine a la Ser19 (Cao et al., 2022). Les résidus

Ser20 a Tyr37 affiche une structure secondaire principalement désordonnée (Cao et al., 2022).



Comme montré a la figure 1.4, par I'analyse de I'lAPP humain et de I'|APP de rat dans un environnement
imitant la membrane (Nanga et al., 2011; Nanga et al., 2009; Patil et al., 2009) et la structure cryo-EM de
I'lAPP de rat sur ses 3 récepteurs (Cao et al., 2022), la conformation hélicoidale apparait comme étre la
conformation bioactive. De plus, il a été récemment observé que la stabilisation de la structure hélicoidale

de I'lAPP par la macrocyclisation ne réduit pas son activité biologique (Babych et al., 2024).
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Figure 1.4 Structures secondaires de I'lAPP. A) Structures secondaires a hélice courte (PDB : 5MGQ)
(Rodriguez Camargo et al., 2017) B) hélice longue et pliée (PDB : 2L86) (Nanga et al., 2011), C) hélice
longue et droite (PDB : 2KB8) (Patil et al., 2009) D) amyline monomeére de rat (PDB : 2KJ7 ) (Nanga et al.,
2009) E) amyline de rat sur le récepteur AMY2 (PDB : 7TYX) (Cao et al., 2022). Rouge : hélice a, Bleu :
hélice 310, Jaune : terminaisons C non amidées, turquoise : distorsion en hélice

1.2  Fonctions biologiques de I'|APP

Afin de pouvoir activer ses récepteurs, I'IAPP doit adopter une conformation particuliere, la conformation
bioactive. Bien que cette conformation exacte demeure inconnue, plusieurs hypothéses permettent de la
déduire. Par exemple, I'lAPP fait partie de la famille de la calcitonine, qui forme une famille puisque les
membres partagent tous certaines caractéristiques, dont 3 pharmacophores : la région N-terminale en
hélice (Neumann et al., 2008), un pont disulfure dans la région N-terminale et le C-terminal amidé (Naot

et al., 2019).

1.2.1 Récepteurs de I'lAPP

Afin de produire ses effets physiologiques, I'lAPP doit d’abord activer I'un des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) de la famille B qui lui est associé (Culhane et al., 2015; McLatchie et al., 1998). En fait,
I'lAPP se lie au RCPG de la calcitonine, nommé récepteur de la calcitonine (CTR). Le CTR est encodé par le
géne CALCR situé sur long bras du chromosome 7, plus précisément au locus 7q21.3 (Perez Jurado et al.,
1995). Ce récepteur est formé d’un grand domaine extracellulaire N-terminal, de trois boucles
extracellulaires, de sept domaines transmembranaires, de trois boucles intracellulaires et d’une extrémité

C-terminale intracellulaire de conformation hélicoidale (Barwell et al., 2012). L'IAPP a la possibilité



d’activer 4 différents RCPG, soit le récepteur de la calcitonine seul, soit le récepteur de la calcitonine
dimérisé avec I'une des trois protéines modifiant I’activité d’un récepteur (RAMP), formant les récepteurs
AMY1, AMY2 et AMY3 (Christopoulos et al., 2003; Hay et Pioszak, 2016; Kusano et al., 2012). L'IAPP
présente une plus grande affinité pour les récepteurs dimérisés avec les RAMP que pour le CTR seul (Hay

et al., 2018).

Bien que la position exacte du peptide permettant I'activation du récepteur ne soit pas connue, il est
proposé que la liaison s’effectue de la méme maniére que pour les autres RCPG de la classe B. Ainsi, la
région C-terminale du peptide permet la liaison au domaine extracellulaire du récepteur, ce qui positionne
correctement le peptide. C'est ensuite la région N-terminale du peptide qui stabilise la conformation
bioactive et permet les changements conformationnels du récepteur entrainant son activation (Hoare,
2005). De cette fagon, le pont disulfure entre les résidus Cys-2 et Cys-7 ainsi que le C-terminal amidé sont
nécessaires a l'activité de I'lAPP (Young et al., 1996). Comme les récepteurs de I'lAPP sont situés a divers
endroits dans I'organisme, I'hormone peptidique posséde un large spectre d’effets physiologiques
(Becskei et al., 2004; Sexton et al., 1988; Ueda et al., 2001). L'interaction entre I'lAPP et son récepteur
diminue I'affinité de la sous-unité G alpha pour le guanosine diphosphate, ce qui permet la liaison du
guanosine triphosphate (GTP). La liaison du GTP active ainsi la sous-unité G alpha, qui pourra se dissocier
du récepteur pour interagir avec certaines protéines effectrices (Walker et al., 2010). De cette fagon, le

récepteur activé stimule la production d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc).

Figure 1.5 Représentation schématique du positionnement de I'lAPP sur ses récepteurs de la classe B et
activation du second messager AMPc. Image de (Bower et Hay, 2016). G, : sous-unité alpha Gg de la
protéine G, AC : adenylyl. cyclase, cAMP : adénosine monophosphate cyclique.



1.2.2 Roles biologiques de I'|APP

Une fois activés par I'lAPP, les récepteurs couplés aux protéines G peuvent produire les effets
physiologiques de I'lAPP, qui sont divers. L'IAPP est principalement connu pour étre une hormone
synergique aux actions de l'insuline (Mulder et al., 1996). L'IAPP est d’ailleurs sécrété dans un rapport de
1 a 10 IAPP pour 100 molécules d’insuline (Alam et al., 1992; Fehmann et al., 1990; Ludvik et al., 1991). En
effet, I'lAPP est un agent glucorégulateur puisqu’il controle la sécrétion de glucagon (Gedulin et al., 1997),
réduit la vidange gastrique (Clementi et al., 1996) et induit la satiété, ce qui diminue I'introduction de
nourriture dans I'organisme (Rushing et al., 2001). En raison de ces deux derniers roles, I'|APP est aussi
étudié dans le contexte de I'obésité et du contréle du poids (Dehestani et al., 2021; Mietlicki-Baase, 2016).
L'IAPP n'est pas seulement une hormone de glucorégulation, il a également un impact sur les cellules
osseuses, car il régule I'activité et la prolifération des ostéoblastes et la résorption des ostéoblastiques
(Cornish et al., 1998; Villa et al., 1997). De plus, I'lAPP joue un réle dans la vasodilatation et |'activité rénale

(Brain et al., 1990; Harris et al., 1997).

1.3 Role de I'lAPP dans le diabete de type Il

Bien que I'IAPP joue un rdle important dans I'homéostasie du glucose, il est mieux connu pour sa
propension a former des fibres amyloides (Ahronheim, 1943). En effet, I'lAPP a d’abord était découvert
par Opie en 1901 sous forme de plaques cristallines dans le pancréas d’un patient atteint du diabete de
type Il (Opie, 1901). En 1943, ces plaques cristallines sont identifiées comme étant des plaques amyloides
(Ahronheim, 1943), mais il faut attendre 1987 pour que le composant principal de ces plaques amyloides
soit révélé : il s’agit bien de I'lAPP (Westermark et al., 1987a). Ainsi, avant méme d’étre connu pour ses
roles physiologiques, I'lAPP était connu pour son agrégation et son accumulation sous forme insoluble

dans le pancréas des patients atteints du DT2.

1.3.1 Lienentre le diabete de type Il et I'|APP

Le DT2 est caractérisé par une résistance de I'organisme a I’action de I'insuline (Galicia-Garcia et al., 2020),
qui permet au glucose sanguin d’entrer dans les cellules (Rahman et al., 2021). Lorsque I'organisme atteint
une certaine résistance a l'insuline, celui-ci compense en augmentant la production de cette derniére
(Asthana et al., 2018). Parallelement, comme I'|APP est exprimé a un ratio d’environ 1 molécule d’IAPP
pour 100 molécules d’insuline chez les individus sains (Rahman et al., 2021) , il y aura augmentation de la
production d’IAPP lorsque celle de I'insuline augmente. Chez les patients atteints du DT2, le ratio peut

aller jusqu’a 1 IAPP pour 20 molécules d’insuline (Hull et al., 2004; Young et al., 1991). Comme mentionné



précédemment, I'lAPP humain a tendance a s’agréger en fibre amyloides, et cette agrégation est associée
a sa concentration. Ainsi, si la biosynthése de I'lAPP augmente, il y aura augmentation de sa concentration,
ce qui va favoriser son s’agrégation en fibres amyloides (Asthana et al., 2018). Cette agrégation étant
toxique pour les cellules B pancréatiques, le DT2 ne fait que progresser avec la mort des cellules-f3
responsables de la production de I'insuline. L'IAPP n’est donc pas responsable du DT2, mais il accélére son

développement.
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Figure 1.6 Lien entre I'lAPP et le diabete de type Il. Le DT2 est engendré par une résistance a l'insuline de
la part de I'organisme. Pour s’adapter, I'organisme augmente la production d’insuline et, par le fait méme,
de I'lAPP. En augmentant la production de I'lAPP, celui-ci voit sa concentration locale augmentée, ce qui
favorise son agrégation en fibres amyloides, un mécanisme toxique pour les cellules B pancréatiques,
aggravant ainsi la pathologie du DT2. (adaptée de (Asthana et al., 2018))

1.3.2 Mécanisme de formation des fibres amyloides

En fonction des conditions, des séquences impliquées et de I’environnement, le mécanisme d’agrégation
amyloide peut varier. En effet, ce ne sont pas tous les peptides/protéines amyloidogéniques qui s’agrégent
selon le méme mécanisme (Almeida et Brito, 2020). La principale différence entre les mécanismes
d’agrégation amyloide sera la vitesse de formation des fibres ainsi que la conformation des espéces
intermédiaires. Généralement, I'agrégation amyloide est définie en 3 phases : la phase de latence, la phase
d'élongation et la phase de saturation (I'équilibre) (Harper et Lansbury, 1997). Pendant la phase de latence,
une certaine conformation moléculaire doit étre acquise pour former un noyau compétent a la formation
des fibres (Xue et al., 2008). De ce noyau compétent, issu de la nucléation primaire, peut ensuite démarrer
la phase d'élongation, ce qui explique pourquoi la phase de latence peut étre longue. Par la suite, durant

la phase d’élongation, les fibres s’allongent a partir de la nucléation primaire, augmentant la longueur de

10



fibres. Puis, finalement, la phase de saturation représente I’équilibre entre les molécules sous forme de

fibres amyloides et les molécules libres (Almeida et Brito, 2020).

Pour sa part, I'lAPP s’agrege en fibres amyloides selon un processus polynucléaire dominé par la nucléation

secondaire (Rodriguez Camargo et al., 2021). Le terme polynucléaire signifie que plusieurs nucléations
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Figure 1.7 Formation de fibres amyloides selon le processus polynucléaire dominé par la nucléation
secondaire de I'|APP. (Adaptée de (Michaels et al., 2018; Torner et al., 2022a)

primaires peuvent avoir lieu simultanément (figure 1.9) (Rodriguez Camargo et al., 2021). Ceci a pour effet
de réduire ladurée de la phase de latence et de débuter le processus de formation des fibres avec plusieurs
structures quaternaires de noyaux, engendrant ainsi un polymorphisme au niveau des structures
amyloides finales (Michaels et al., 2018). De son c6té, dominé par la nucléation secondaire signifie que
lors de la phase d’élongation, la formation de noyaux compétents est catalysée par la présence de fibres
amyloides déja formées. Ainsi, la présence de fibres entraine le début de la formation de nouvelles fibres
(Green et al., 2004; Padrick et Miranker, 2002; Rodriguez Camargo et al., 2021). Grace a cette nucléation
secondaire, le processus de formation de fibres amyloides de I'|APP est rapide. Sans ce processus, la phase
d’élongation serait plus lente. De plus, il est possible que les fibres trop longues se fragmentent, ce qui

encore une fois amplifie la vitesse d’élongation.

1.3.3 Conformation hypothétique des oligomeéres

Comme les noyaux sont transitoires et structurellement instables (Wetzel, 2006), il est difficile d’identifier

quelle(s) conformation(s) permet(tent) l'initiation de la phase d’élongation. Cette information est
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particulierement importante pour concevoir des inhibiteurs de la formation d’amyloide qui peuvent
interférer avec les premiéres étapes cytotoxiques de la formation d’amyloides. En effet, de nombreuses
études ont révélé que les fibres amyloides bien organisées et matures sont peu cytotoxiques, tandis que
les oligoméres et les assemblages préfibrillaires qui se forment pendant les phases de latence et
d’élongation sont les principales espéces responsables de la cytotoxicité (Abedini et al., 2016; Caillon et
al., 2013; Nguyen et al., 2021). La formation de fibres amyloides de I'lAPP étant un processus hautement
dynamique avec une grande diversité de conformations secondaires et quaternaires ainsi qu’un large
éventail de voies concurrentes, il est tres difficile de caractériser les conformations des oligomeres
nucléants et les structures des especes protéotoxiques préfibrillaires (Nag et al., 2011). Au cours des deux
derniéres décennies, trois principaux modeles ont été proposés concernant la conformation des
oligomeéres et/ou des noyaux compétents : (i) les intermédiaires hélicoidaux, (ii) le modeéle en tour-B et (iii)

I'hypothese de I'empilement de feuillets B.

1.3.3.1 Intermédiaires hélicoidaux

La premiere indication que la conformation hélicoidale secondaire de I'lAPP pourrait participer a la
formation amyloide provient de I'observation que les environnements favorisant le repliement hélicoidal
(Abedini et Raleigh, 2009), tels que la présence de solvants organiques (Ling et al., 2009), de membranes
lipidiques (Jayasinghe et Langen, 2005; Knight et al., 2006; Patil et al., 2009; Sepehri et al., 2021) ou de
glycosaminoglycanes (De Carufel et al., 2013) accélérent la formation amyloide. Dans ces conditions
propices a I'agrégation amyloide, I'lAPP passe d'une structure principalement aléatoire en solution a une
conformation hélicoidale, avant la conversion conformationnelle en feuillet § associée a la formation de
fibrilles. Ces observations soutiennent I'hypothése selon laquelle les intermédiaires hélicoidaux sont sur la
voie (on-pathway) de la formation de fibres (Jayasinghe et Langen, 2005; Knight et al., 2006; Maj et al.,
2018). De méme, en suivant la cinétique de la formation d'amyloide a I'aide de la spectroscopie infrarouge
bidimensionnelle (IR 2D), il a été observé que la disparition des structures désordonnées s'accompagnait
d'abord de I'émergence d'une conformation hélicoidale, précédant la formation de feuillets B (Ling et al.,
2009). Plus récemment, il a été observé par spectroscopie Raman et IR que les oligoméres ont une teneur
considérable en hélice o, contrairement aux agrégats de plus haut poids moléculaire qui sont en grande
partie composés de feuillets B (Rawat et al., 2018). En effet, une hélice comprenant les résidus Leul2 et
Alal3, mais pas les résidus Leul6 et Vall7, est présente dans environ 30 % des monoméres avant
I'agrégation (Maj et al., 2018). Selon I'hypothese des intermédiaires hélicoidaux, le segment hélicoidal N-

terminal Ala5-Ser20 des monomeéres adjacents favorise I'auto-reconnaissance initiale de I'lAPP (Abedini et
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Raleigh, 2009; Williamson et al., 2009). Cette association rapproche les segments amyloidogéniques
centraux et C-terminaux des monomeres adjacents, favorisant ainsi la formation d'assemblages

intermoléculaires de feuillets B croisés.

Cependant, d'autres études ont plut6t suggéré que la formation d'oligomeres hélicoidaux n'est pas une
condition préalable a la nucléation et pourrait étre hors voie (off-pathway) de la formation des fibres
amyloides. Par exemple, la restriction du repliement hélicoidal par l'incorporation de deux résidus D
successifs dans la région hélicoidale n'a pas affecté la cinétique de la formation d'amyloide en solution
aqueuse, tandis que I'autoassemblage a été accéléré en présence de vésicules lipidiques (De Carufel et al.,
2015). De méme, la stabilisation de la conformation hélicoidale par des modifications spécifiques retarde,
voire inhibe, la formation d'amyloide (Babych et al., 2024; Godin et al., 2019; Zhang et al., 2017). En outre,
la simulation de dynamique moléculaire (MD) a suggéré qu'apres la liaison aux membranes lipidiques, la
structure secondaire de I'hélice a doit étre convertie en une tour-f pour initier I'auto-association

(Christensen et al., 2017; Singh et al., 2013; Skeby et al., 2016).

1.3.3.2 Modele en tour-B

En intégrant la dynamique moléculaire d'échange de répliques (REMD) aux résultats d'analyses de
spectroscopie de masse de mobilité ionique de monomeéres et d'oligoméres, il a été proposé que les
noyaux compétents de I''APP humain sont enrichis en oligomeres a brin B avec présence d'une
conformation secondaire en tour-3 (Dupuis et al., 2009; Dupuis et al., 2011). Il est intéressant de noter
que, contrairement a I'lAPP de rat non-amyloidogénique, I'lAPP humain présente une proportion élevée
de conformation en tour-B (entre 24 % et 33 %), ce qui suggére la contribution de cette structure
secondaire a la nucléation (Dupuis et al., 2009; Dupuis et al., 2011). De méme, les analyses REMD des
séqguences d'lAPP amyloidogéniques et non amyloidogéniques ont révélé que la structure en tour- n’est
observée que dans les séquences sujettes a I'agrégation, ce qui suggére que cette conformation pourrait
étre un précurseur direct des fibrilles amyloides ou participer a la formation d'oligomeéres toxiques (Wu et
Shea, 2013). Selon le modele des oligomeres en tour-B, les deux brins B s'étendraient approximativement
entre les résidus Thr9-Vall7 et Phe23 ou Gly24-Gly33, avec la boucle impliquant les positions His18 a
Asn22 ou Phe23 (Dupuis et al., 2009; Wu et Shea, 2013), une structure qui ressemble étroitement a la
conformation de I'lAPP observée dans les fibres amyloides (Luca et al., 2007). Cette conformation serait
stabilisée par les contacts non polaires entre les chaines latérales hydrophobes entre Leul2 et Leu27

(Mirecka et al., 2016) et un réseau de liaisons hydrogene impliquant le squelette peptidique (Mirecka et
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al., 2016; Xu et al., 2009). Confirmant cette hypothese, une protéine B-wrapin (HI18) modifiée s'est avérée
inhiber I'agrégation de I'lAPP a des concentrations sous-stoechiométriques en se liant et en stabilisant
cette conformation B-tour-B , ce qui indique un réle critique de cette conformation pour la nucléation
primaire (Mirecka et al., 2016). Bien que le modele tour-p des oligomeres compétents convienne bien a la
structure des fibrilles amyloides matures, les preuves expérimentales de ce modéle demeurent minces, la

majorité des observations étant issues de simulations MD.

1.3.3.3 Modéle de I'empilement de feuillets

La séquence primaire de I'lAPP est hautement hydrophobe, notamment les région Alal3-Vall7 et Ser20-
Ser29 (Fortier et al., 2022; Goldsbury et al., 2000). Des travaux antérieurs ont montré que des fragments
isolés de ces domaines s'autoassemblent rapidement en fibrilles amyloides (Fortier et al., 2022; Goldsbury
et al., 2000), le fragment Phe23-Leu27 étant le plus court a s'agréger (Tenidis et al., 2000). Le segment
Ser20-Ser29 de I'lAPP est considéré pour contribuer a I'auto-reconnaissance et a la formation d'amyloide,
puisqu’il s’agit de la région la moins conservée et surtout de la région présentant le plus de variabilité
entre les séquences d’IAPP des espéces qui s’agrégent et des especes qui ne s’agrégent pas (Betsholtz et
al., 1989; Fortin et Benoit-Biancamano, 2015). Par exemple, la séquence d’IAPP du rongeur differe de celle
retrouvée chez I'humain de six résidus dont 5 dans la région Ser20-Ser29, et ce premier ne s’agrége pas en
fibres amyloides (Green et al., 2003; Westermark et al., 1990). Bien que ces premiers travaux semblent
démontrer que la région hydrophobe Ser20-Ser29 soit essentielle a la formation de fibres amyloides de
I'|APP et que les peptides courts provenant de ce segment ont tendance a s'assembler en structures a
feuillets B croisés, cette région est principalement impliquée dans une boucle désordonnée dans les
structures des fibres amyloides (Roder et al., 2020), ce qui remet en question sa contribution a I'étape de
nucléation et/ou a I'élongation des fibres. Plus récemment, pour sonder ce modeéle sur I'lAPP pleine
longueur, Buchanan et al. ont incubé I'lAPP humain en présence de macrocycles stabilisés qui favorisent
la formation d'un feuillet B dans une certaine région de I'lAPP (Buchanan et al., 2013). Lorsque le brin-B
est stabilisé entre les résidus Argl1-Vall7, Phel5-Asn21, lle26-Val32 et Asn31-Tyr37, la formation de
fibrilles est plus rapide. Néanmoins, entre les résidus Asn21-Leu27, la phase de latence augmente de 150 %,
ce qui signifie que le brin-B entre Asn21-Leu27 est un oligomeére obligatoire sur la voie de I'amyloidogenése
(on-pathway) car, si elle est stabilisée, le point de retournement dans la formation de fibres est retardé
(Buchanan et al., 2013). Conformément a cette étude, Serrano et al., en 2017, ont utilisé la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) pour analyser les changements dans les spectres d'agrégation

de I'lAPP ayant des isotopes (XY, X¥) dans la région Phe23-Leu27(Serrano et al., 2017). La région Phe23-
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Leu27 pourrait permettre aux monomeres de se rapprocher I'un de l'autre et, a partir de cette proximité,
de passer a la structure fibrillaire finale (Godin et al., 2019). Toutefois, la région Ser20-Ser29 n’est pas la
seule a s’auto-agréger. En effet, les régions Leu12-Vall7 et Thr30-Tyr37 peuvent s’autoassembler (Fortier

et al., 2022; Nilsson et Raleigh, 1999).

1.3.4  Structure des fibres amyloides de I'lAPP

La raison pour laquelle les chaines polypeptidiques ont tendance a s'agréger en fibres amyloides n’est pas
connue. En outre, il n'existe aucune homologie de séquence importante parmi les séquences primaires
des peptides/protéines s’agrégeant en fibres amyloides (Chiti et Dobson, 2006). Toutefois, les fibres
amyloides résultant de I'agrégation de ses peptides/protéines partagent toutes des propriétés similaires,
comme un diagramme de diffraction des rayons X de 4,8 A (espacement inter-brin) et d’environ 10 A
(espacement intra-brin) (Eanes et Glenner, 1968). Ces fibres sont aussi composées de 2 a 8 protofilaments,
c’est-a-dire plusieurs empilements de peptides/protéines qui s’enroulent I'une avec I'autre, d’entre 2 et 7
nm (Serpell et al., 2000). Grace a ces propriétés, certaines sondes, tels que la thioflavine T (ThT) ou le rouge
de congo, sont de bonnes sondes pour caractériser les fibres amyloides, car elles s’intercalent entre les
feuillets-B-croisés (Wolfe et al., 2010). Malgré ces caractéristiques de fibres amyloides bien définies, il

n’existe pas de consensus sur une seule conformation de fibres amyloides de I'lAPP (Roder et al., 2020).

La premiére structure de fibres amyloides décrite pour I'lAPP est une fibre a 2 feuillets B, conformation
déduite a I'aide de la RMN a I’état solide (ssRMN) (Luca et al., 2007). Selon cette structure, les régions
Ala8-His18 et les Ser28-Tyr37 consistent en des feuillets-p antiparalléles et le segment Ser19-Leu27 forme
une boucle entre les deux feuillets B (Luca et al., 2007). Puis, en 2012, une autre structure, par résonance
paramagnétique électronique (RPE) cette fois, proposait a nouveau que les fibres d'amyline soient
composées de 2 feuillets B antiparalléles (Bedrood et al., 2012). Toutefois, les feuillets B antiparalleles ne
sont pas situés au méme endroit dans la séquence, mais plutot entre les résidus Leul2 a Ser19 et de Asn31
a Thr36 (Bedrood et al., 2012). Ces deux études révelent que les fibres amyloides formées par I'lAPP ne
sont pas homogénes, mais bien qu’il existe une diversité de structure quaternaire, donc un certain

polymorphisme.

Plus récemment, en 2020, une analyse Cryo-EM de fibres d’IAPP formées in vitro a révélé un nouveau
polymorphisme (Roder et al., 2020). Le groupe de Roder a observé 3 feuillets B au lieu de 2. Ces 3 feuillets

B sont localisés a partir des résidus Asn14 a Ser20, lle26 a Val32 et Asn35 a Tyr37 (Roder et al., 2020). Bien
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qu'il y ait un feuillet B supplémentaire dans cette structure, les deux premiers feuillets B restent
approximativement entre les mémes résidus que I'étude de 2007 de Tycko au moyen de la ssNMR (Luca

et al., 2007) et de I'étude de 2012 basée sur la technique d’EPR (Bedrood et al., 2012).

En 2021, un autre groupe a analysé les fibres amyloides de I'lAPP d'une maniére particuliere. En effet, le
groupe américain a extrait des fibres d’IAPP de patients atteints de diabete de type Il et les ont utilisées
pour ensemencer de I'lAPP in vitro (Cao et al., 2021). Théoriquement, les fibres d’IAPP des donneurs
devraient conserver leur conformation, mais s'allongeraient avec I'lAPP ajouté in vitro. Grace a cette
élégante stratégie, ils ont découvert qu'il existe plusieurs conformations de fibres in vivo. En effet, ils ont
pu identifier quatre polymorphismes de fibres (Cao et al., 2021). Le point principal de cette étude est que
les fibres d’IAPP sont réellement hétérogenes. Effectivement, lorsque les fibres sont formées in vitro
seulement, les deux protofibres des fibres ont la méme morphologie. Cependant, cette étude, qui est
I'étude la plus proche de la caractérisation chez les patients diabétiques, montre que les deux protofibres

au sein d'une méme fibre d’IAPP peuvent étre de deux morphologies différentes.

Comme mentionné précédemment, il existe une mutation chez I'lAPP, la mutation S20G, qui accélére
I'agrégation de I'lAPP (Sakagashira et al., 2000). Non seulement cette mutation affecte le taux d'agrégation
de I'lAPP, mais aussi la morphologie de la fibre résultante (Gallardo et al., 2020). En effet, lorsqu’elles sont
formées in vitro, les fibres sont plus longues et plus hétérogenes (Gallardo et al., 2020). L’analyse Cryo-EM
des fibres S20G montre que la mutation génére quatre feuillets-B qui s’étendent des segments suivants :
Phel5-His18, Asn21-Phe23, Ser28-Asn31 et Asn35-Thr36, formant une fibre a deux protofibres (Gallardo
et al., 2020). Cette étude mentionne aussi un autre polymorphisme de fibre formé par I'lAPP S20G. Ce
deuxieme polymorphe contient trois protofibres par fibre au lieu de deux, et I'une de ces trois protofibres
n’affiche pas la méme morphologie que les deux autres. En effet, les deux protofibres conservées sont les
mémes que celles décrites précédemment dans cette étude, mais la troisieme est différente : composée
de seulement deux feuillets B, s’étendant de Phel5 a His18 et de Ala25 a Ser29 (Gallardo et al., 2020).

Encore une fois, cette étude indique que les fibres amyloides de I'lAPP sont hautement hétérogenes.
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Il'y a aussi la substitution N21Q (Nguyen et al., 2021) qui modifie complétement la morphologie des fibres.
Contrairement a la mutation S20G, cette substitution non naturelle génere une fibre affichant des
propriétés oligomériques plutot que des fibres amyloides comme le fait I'IAPP de type sauvage. En effet,
les fibres N21Q présentent le diagramme de diffraction des rayons X de I'amyloide et présentent un
spectre caractéristique de feuillets-p en spectroscopie de dichroisme circulaire, mais ne réagissent pas au
ThT (Nguyen et al., 2021). Ces fibres sont aussi beaucoup plus cytotoxiques que celles de I'lAPP sauvage
(Abedini et al., 2016; Nguyen et al., 2021). Les analyses en ssNMR ont révélé qu’il existe une modification
dans I'exposition de la Phe23. Le groupe a attribué ces changements a une augmentation de I'hydrophobie
locale, plutot qu'a un changement radical de la structure secondaire des fibres (Nguyen et al., 2021). De la

méme maniere que la mutation S20G, la mutation N21Q modifie le polymorphisme de la fibre d’IAPP.

Figure 1.8 Polymorphisme des fibres amyloides de I'lAPP. A) microscopie électronique a transmission d'une
fibre amyloide de I'lAPP, B) fibre en forme de U (Luca et al., 2007) C) fibre en forme de S (PDB:6Y1A) (Roder
etal., 2020) D) fibre de mutant IAPP S20G (PDB : 6ZRQ) (Gallardo et al., 2020), E) Polymorphisme 1 de fibre
IAPP formée a partir de fibres extraites d'un patient souffrant de diabete de type Il (PBD : 7M61) (Cao et
al., 2021). Orange : feuillets-B, vert : région désordonnée
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1.3.5 Cytotoxicité de I'lAPP

Le processus de formation des fibres amyloides est associé a une cytotoxicité élevée et une
dégénérescence pancréatique, mais les fibres matures et hautement organisées ne sont que tres peu
cytotoxiques (Abedini et al., 2016). En effet, ce sont plutot les intermédiaires oligomériques présents
durant la phase de latence qui sont cytotoxiques. Comme la population oligomérique est trés
structuralement hétérogeéne, ce ne sont pas toutes les especes oligomériques qui sont cytotoxiques. De
fait, environ 4% de population humaine vit avec des dépots amyloides de I'|APP dans le pancréas. Ce taux
passe a un peu moins de 15% chez les personnes &dgées (Rocken et al, 1992). Ainsi, certaines
conformations oligomériques de I'lAPP permettent d’engendrer la phase d’élongation sans induire de
cytotoxicité. C’'est le cas de la substitution N21G, qui engendre la formation de fibres amyloides de I'lAPP

sans étre cytotoxiques (Godin et al., 2019).
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Figure 1.9 Lien entre la cytotoxicité et la formation de fibres amyloides de I'!|APP. En noir : la formation
amyloide de I'lAPP suivant une courbe sigmoidale (cinétique ThT). En bleu : la cytotoxicité associée aux
espéces protéiques présentes aux différents temps de la formation amyloide. Inspirée de (Abedini et al.,
2016).

Les mécanismes de cytotoxicité de I'lAPP ne sont pas parfaitement élucidés, bien que plusieurs hypotheses
aient été proposées : la perturbation membranaire, le stress au réticulum endoplasmique et les dommages
aux mitochondries (Westermark et al., 2011). Le premier étant fortement corrélé a I'assemblage en fibres
amyloides extracellulaire est plus accepté par la communauté scientifique. En effet, la perturbation de la

membrane cellulaire se ferait selon trois hypothéses : (i) la formation de fibres amyloides a la surface de

18



celle-ci, ce qui arracherait une partie de la membrane cellulaire (Abedini et Raleigh, 2009), (ii) la formation
de pores, ce qui déstabiliserait I'homéostasie de la cellule (Engel, 2009), et (iii) I'extraction des lipides de

la membrane cellulaire comme le ferait un détergent (Brender et al., 2007).

1.4 Inhibiteurs de la formation de fibres amyloides de I'lAPP

Afin de prévenir I'agrégation pathologique de I'lAPP, plusieurs stratégies thérapeutiques sont en cours
d’exploration pour découvrir un inhibiteur d’agrégation et ainsi minimiser le développement des
symptomes du diabete de type Il. Pour ce faire, différents types de molécules, telles que les composés de

faible poids moléculaire, les composés peptidiques et les protéines chaperonnes ont été évalués.

1.4.1 Composés de faible poids moléculaire

Beaucoup de petites molécules ont été évaluées pour leur potentiel d’inhibition de I'agrégation amyloide
de I'lAPP. C’est le cas de nombreux polyphénols (Khalifa et al., 2023), dont le 1,2,3,4,6-pentagalloyl-B-D-
glucose (PGG) qui lie les oligoméres de I'lAPP et réduit leur cytotoxicité (Bruno et al., 2013). L’acide
tannique et 'acide gallique réduisent également la formation de fibres amyloides de I'l|APP, mais moins

fortement que le PGG (Bruno et al., 2013).

Les polyphénols ne sont pas les seules petites molécules a étre évaluées pour leur potentiel d’inhibition
de I'agrégation amyloide de I'l[APP. La metformine est une petite molécule réduisant la formation des
fibres amyloides de I'lAPP dans le pancréas. En effet, chez les souris génétiquement modifiées afin
d’exprimer I'lAPP humain recevant un traitement de metformine, les agrégats amyloides sont moins
nombreux que chez les souris ne recevant pas ce traitement (Hull et al., 2005). Toutefois, la metformine
empéche principalement I'expansion des agrégats amyloides plutét que d’inhiber completement la
formation des fibres amyloides (Hull et al., 2005). La rifampicine quant a elle empéche la formation de
fibres amyloides de I'lAPP mais n’'empéche pas la cytotoxicité des oligomeéeres (Meier et al., 2006). Ainsi,
en présence de rifampicine, I'lAPP ne s’assemble pas en fibres amyloides mais peut tout de méme faire

des oligomeres cytotoxiques (Meier et al., 2006).

1.4.2 Composés peptidiques

L'IAPP est un peptide de 37 acides aminés. Dans son processus d’assemblage en fibres amyloides, les
molécules doivent s’autoassembler afin de former des oligomeéres afin de déclencher processus. En

s’inspirant de sa séquence primaire, certains dérivés peptidiques ont vu le jour. En 2002, le groupe de
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Tenidis a évalué des composés inspirés de la région Ser20-Ser29 (Kapurniotu et al., 2002). Leurs composés
ont la particularité d’avoir 2 amides N-méthylés dans leur séquence. Ces groupements méthyles, situés a
un résidu d’écart (i, i+2), permet d’éviter la formation de ponts hydrogene rendant impossible I’élongation
des fibres (Kapurniotu et al., 2002). Ainsi, la région Ser20-Ser29 ne peut pas former de fibres amyloides en
présence des composés ayant des groupements méthyles sur I'azote de la liaison amide. Cet effet est
aussi vrai lorsque I'lAPP entier est mis en présence du dérivé Asn22-Leu27 ayant un groupement méthyle
sur les atomes d’azote du squelette peptidique au niveau des résidus Phe23 et de I’Ala25 (Tatarek-Nossol

et al., 2005).

De fagon similaire, le groupe de Zanni s’est inspiré de la séquence primaire de I'lAPP afin de concevoir des
inhibiteurs macrocycliques (Buchanan et al., 2013). Les inhibiteurs sont composés de deux brins B anti
paralléles, I'un permettant la reconnaissance de I'lAPP, I’autre permettant le blocage de son assemblage
en fibres amyloides. Le macrocycle ayant comme brin de reconnaissance la région Asn21-Leu27 est le seul
des 5 macrocycles synthétisés permettant de prolonger la phase de latence. La région Asn21-Leu27 semble

donc étre importante dans le processus d’assemblage en fibres amyloides de I'lAPP (Buchanan et al., 2013).

Plus récemment, le laboratoire du Pr. Bourgault a montré que des dérivés de I'lAPP comportant une agrafe
par lactamisation et chimie click de type azido-alcyne entre les positions 13 et 17 stabilise la conformation
hélicoidale de I'lAPP (Babych et al., 2024). De plus, ces dérivés inhibent I'agrégation en fibres amyloides
de I'lAPP natif en augmentant la durée de la phase de latence et en diminuant l'intensité du plateau de la

phase de saturation.

1.4.3 Protéines chaperonnes

Les protéines chaperonnes assurent plusieurs roles permettant de réguler le protéome cellulaire
(Rosenzweig et al., 2019). L'un de ces principaux roles est de faciliter le bon repliement protéique. Pour ce
faire, généralement, les co-chaperonne amenent les chaines polypeptidiques mal repliées, dit peptides
clients, aux protéines chaperonnes, qui les accueillent et les isolent du milieu cellulaire. Cette isolation
permettra au peptide client d’éviter la trappe cinétique vers laquelle il se dirigeait. Finalement, le peptide
client pourra tenter de se replier correctement une fois sortie du site d’isolation de la protéine chaperonne.

La reconnaissance des protéines mal repliées par les chaperonnes se fait généralement par I'exposition de
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leur domaine hydrophobe. Comme I'lAPP humain est hautement hydrophobe, il devrait étre reconnu par

certaines protéines chaperonnes qui I'aiderait a éviter son agrégation en fibres amyloides.
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Figure 1.10 Role des chaperonnes dans le bon repliement des protéines

En 2022, le groupe de Jerdbme Boisbouvier a analysé lI'impact de la co-chaperonne prefoldin sur
I'agrégation amyloide de I'lAPP (Torner et al., 2022a). Le groupe remarque que la présence de la co-
chaperonne de la Heat shock protein de 60 kDa (HSP60), la prefoldin, réduit la cytotoxicité de I'lAPP en
plus de réduire son agrégation amyloide (Torner et al., 2022a). Le groupe propose que la prefoldin
bloquerait en fait une partie de la nucléation secondaire et de I’élongation en se liant a des oligomeéres
(Torner et al., 2022a). En 2016, le groupe de W. Hoyer ingénie une protéine de novo ayant pour but de se
lier a la conformation en tour-B de I'lAPP (Mirecka et al., 2016). En effet, cette protéine ciblant une certaine

conformation de I'|APP réduit I'agrégation de I'lAPP et sa cytotoxicité.
Plusieurs groupes de recherches ont aussi testé |'effet de différentes. Les heat shock protein de 70 kDa

(HSP70) sur I'agrégation amyloide de plusieurs peptides (Chien et al., 2010; Chilukoti et al., 2021; Sakono
et Kidani, 2017) .
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1.5 Protéines chaperonnes HSP70

Les heat shock protein de 70 kDa (HSP70) ont aussi été identifiées comme ayant un impact sur I'agrégation
amyloide de I'lAPP. En effet, les HSP70 ont une préférence pour les chaines polypeptidiques de 30 a 40
résidus (Rosenzweig et al., 2019), ce qui les rend intéressantes pour I'inhibition de I'agrégation amyloide

de I'lAPP.

1.5.1 Famille des HSP70

La famille des HSP70 comporte 13 membres chez I’humain (Rosenzweig et al., 2019). Chacun des membres
a sa particularité, c’est-a-dire son emplacement cellulaire et/ou sa préférence de chaines polypeptidiques
(Rosenzweig et al., 2019). En effet, les membres de la familles des HSP70 sont dispersés un peu partout
dans la cellule et ses compartiments, mais aussi a sa surface (Radons, 2016). Bien que dans la méme
famille et structuralement similaires, les HSP70 sont encodées par différents genes localisés sur des
chromosomes distincts (Radons, 2016). De plus, leur structure primaire varie grandement. En effet, en
référence au 5¢ membre de la famille, la HSP70 du réticulum endoplasmique, il y a entre 51% et 66%

d’homologie (Wang et al., 2017).

1.5.2  Structure et mécanisme des HSP70

Les HSP70 sont composés de 2 domaines : le domaine de liaison au nucléotide (nucleotide binding domain,
NBD), qui permet d’hydrolyser I'adénosine triphosphate (ATP) en adénosine diphosphate (ADP), et le
domaine de liaison au substrat (substrat binding domain, SBD) qui est divisé en deux parties, le SBDa et le
SBDB (Zhuravleva et Gierasch, 2015). Le NBD est encodé par les exons 3 a 5 et le SBD par les exons 6 a 8
(Hendershot et al., 1994; Luo et al., 2006). Le SBD est divisé en deux parties puisque I'une d’elles, la SBDa
se referme sur la SBDP apreés I’hydrolyse de I’ATP en ADP par le NBD. Ce changement de conformation
modulé par I'hydrolyse de I’ATP permet d’isoler le peptide client du milieu cellulaire et de lui offrir les

meilleures conditions possibles afin qu’il puisse se replier correctement (Goloubinoff, 2017).

In vivo, les peptides clients, aussi nommeés substrats, sont amenés aux HSP70 par leur co-chaperonne, la
heat shock protein de 40 kDa (HSP40), aussi nommée protéine J. Lorsque la HSP40 amene un peptide client
a BiP, celui-ci se retrouve dans la cavité du domaine SBD. BiP hydrolyse alors ’ATP de son NBD en ADP et
SBDa se referme sur SBDP. Lorsqu’il est temps de laisser sortir le peptide client, le facteur d’échange de
nucléotide (nucleotide exchange factor, NEF) échange I’ADP pour une molécule d’ATP, ce qui induite un

changement de conformation, ouvrant SBDa et permettant au peptide client replié différemment de sortir
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de la cavité d’isolation créée par la fermeture de SBDa sur SBDB (Behnke et al., 2015). Ce mécanisme,

impliguant d’isoler completement le peptide client, est nommé le mode foldase.

protein

a Native client —@ ?

J protein
——

1

Figure 1.11 Mécanisme des HSP70 dépendant de I'ATP. 1) La protéine J (HSP40) lie le peptide client dans
une conformation non native 2) La protéine J conduit le peptide client a BiP (ici identifiée comme HSP70)
qui est en conformation ouverte puisqu’elle est liée a I’ATP. 3) La protéine J quitte le complexe et BiP
hydrolyse I'ATP afin de changer de conformation pour isoler le peptide client qui pourra se replier
différemment. 4) Le facteur d’échange de nucléotide, NEF, se fixe au complexe BiP-peptide client. 5-6) Le
NEF remplace I’ADP par de I’ATP afin de rouvrir BiP. 7) Le peptide client sort de la cavité d’isolation de BiP

repliée différemment de lorsqu’il est rentré. Image provenant de Kampinga et Craig, 2010 (Kampinga et
Craig, 2010).

Bien que les HSP70 ait un mécanisme complexe qui nécessite plusieurs autres protéines, elles peuvent
également aider les peptides clients a se replier d’une autre maniere sans que d’autres protéines
n’interagissent. Contrairement au mode foldase, le mode holdase ne requiert pas |I'hydrolyse de I’ATP,
puisque ce mode ne change pas la conformation des HSP70. En effet, in vitro, un effet de certaines HSP70

sur le repliement de chaine peptidique est analysé, malgré I'absence d’ATP (Chilukoti et al., 2021; Sakono
et Kidani, 2017).
1.5.3 BiP, HSP70 du RE

La chaperonne liant 'immunoglobuline (Binding immunoglobulin protein- BiP), aussi nommée protéine
régulée par le glucose de 78kDa (Grp78), est le cinquieme membre de la famille des HSP70 (Wang et al.,

2017). Elle est encodée par le gene HSPAS se situant sur le neuvieme chromosome, sur le brin antisens
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(Hendershot et al., 1994; Yates et al., 2016). La chaperonne provient de la maturation de 8 exons
(Hendershot et al., 1994; Luo et al., 2006; Ting et Lee, 1988). Elle est exprimée avec un domaine signal,
encodé dans le 1°" exon (Ni et al., 2009), qui I'envoie au réticulum endoplasmique (Wang et al., 2017; Wang
et al., 2009), ainsi qu’avec un peptide de rétention, Lys-Glu-Asp-Leu, encodé a la toute fin du 8° exon (Ni
et al., 2009). Ce peptide de rétention lui permet de s’ancrer au niveau du lumen du RE et d’y rester par le
billet du récepteur KDEL (Yamamoto et al., 2003). Néanmoins, certaines BiP, peu nombreuses, s’échappent

du RE pour aller se fixer a la surface des cellules (Delpino et al., 1998).

1.5.4 Roéle de la chaperonne BiP dans le stress cellulaire

La chaperonne BiP est une protéine associée au stress cellulaire. En effet, lorsque la cellule est stressée,
gue ce soit par I'hypoxie, la privation de glucose ou une infection virale, I'expression de BiP augmente
(Ibrahim et al., 2019; Macejak et Sarnow, 1990; Shin et al., 2022). De plus, dans le cas de I’hypoxie, la
guantité de BiP a la surface cellulaire est augmentée de 4 fois (lbrahim et al., 2019). De plus, la chaperonne
BiP est impliquée dans la réponse aux protéines mal repliées (unfolded protein response, UPR). En effet,
lorsque la quantité de protéine augmente, soit par un stress cellulaire, soit par la surexpression

transgénique ou virale, la quantité de BiP augmente (Huang et al., 2007).

1.5.5 Inhibition de I'agrégation amyloide de I'|APP par la chaperonne BiP

En 2010, le groupe Néo-Zélandais de K. M. Loomes a évalué I'effet de 3 différentes chaperonnes sur
I’'autoassemblage de I'lAPP : la HSP70 cytosolique humaine (64% d’homologie avec BiP), HSP40 humaine
et BiP de hamster (99% d’homologie avec BiP humaine) (Chien et al., 2010). Selon leurs résultats, la HSP70
cytosolique inhibe partiellement I'autoassemblage de I'lAPP a un ratio de 1 :100 (HSP70 : IAPP), alors que
BiP, a ce méme ratio, inhibe complétement I'autoassemblage de I'|APP (Chien et al., 2010). De plus, selon
ce groupe, BiP est efficace pour inhiber 'autoassemblage de I'lAPP méme en absence d’ATP. C’est
d’ailleurs ce qu’avance le groupe de recherche japonais en testant I'effet de BiP sans ATP sur
I'autoassemblage du peptide amyloide impliqué dans la maladie d’Alzheimer, 'amyloide B-42 (AP42)
(Sakono et Kidani, 2017). En effet, BiP parvient a inhiber I'autoassemblage de AB42 méme en I'absence
d’ATP, et a un ratio de 1:20 (BiP : AB42) (Sakono et Kidani, 2017). En 2021, le groupe indien de K. Garai
identifie que la HSP70 constitutive (Hsc70) humaine (66% d’homologie avec BiP humaine) et la HSP70 de
Escherichia coli (E. coli), nommée Dnak (51% d’homologie a BiP humaine), ont le méme effet sur
I"'autoassemblage de I'|APP (Chilukoti et al., 2021). En effet, ces deux HSP70 inhibent I'autoassemblage de

I'lAPP lorsqu’elles sont ajoutées au début de I'assemblage, alors qu’elles retardent la phase d’élongation
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lorsqu’elles sont ajoutées pendant la phase de latence (Chilukoti et al., 2021). De plus, la HSP70 cytosolique
humaine permettrait aussi d’éviter la cytotoxicité engendrée par I'autoassemblage de I'lAPP (Bongiovanni

etal., 2018).

1.6  Problématique, hypothése et objectifs
1.6.1 Problématique

Malgré ses activités biologiques essentielles, I'lAPP affiche une forte capacité a s’autoassembler en fibres
amyloides. En dépit des multiples caractérisations structurales des fibres amyloides, les conformations
préfibrillaires de I'lAPP nécessaires a la formation de fibres amyloides demeurent inconnues. De fait,
comme les espéces oligomériques solubles sont difficilement identifiables en raison de la grande
hétérogénéité des conformations présentes et de leur nature dynamique et transitoire, les outils de
caractérisation biophysique normalement utilisés sont peu utiles. Ainsi, afin d’identifier les structures
permettant le changement de conformation de la forme désordonnée vers la conformation fibrillaire,
d’autres stratégies doivent étre employées. En outre, certains outils chimiques, tels que la substitution
ciblée d’acides aminés, permettent d’ailleurs de controler la conformation des peptides (Brahmachari et
al.,, 1982). Non seulement les stratégies chimiques peuvent étre utilisées afin d’augmenter la
compréhension des espéces permettant I'autoassemblage de I'lAPP, mais aussi afin d’inhiber ce processus
(Babych et al., 2024; Thompson et al., 1997). De facon similaire, les protéines chaperonnes peuvent étre
utilisées afin d’inspirer des inhibiteurs de la formation amyloide ainsi que la toxicité tissulaire associée au
processus (Chilukoti et al., 2021; Torner et al., 2022a). Bien que les chaperonnes ne soient pas sélectives
a une seule chaine polypeptidique, elles peuvent malgré tout servir de guide afin de cibler les interactions
importantes permettant I'interaction avec le peptide amyloide et empéchant son agrégation non-désirée

(Torner et al., 2022a).

1.6.2 Hypothese

Comme le processus d’autoassemblage est complexe, deux stratégies ont été sélectionnées afin de tenter
de le comprendre et de I'inhiber. Premierement, I'utilisation de la chaperonne BiP ainsi que de ses sous-
domaines de liaison au substrat pourrait permettre d’identifier les domaines d’interactions entre I'|APP et
la protéine, soutenant la conception de nouveaux inhibiteurs de la formation de fibres amyloides.
Deuxiémement, il est proposé de substituer certains acides aminés a des positions clés afin de restreindre
I'ensemble conformationnel de I'lAPP et d’étudier son effet sur la fibrillation. Ceci devrait stabiliser la

conformation de I'lAPP permettant ainsi de mieux comprendre les espéces engendrant I'autoassemblage.
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1.6.3  Objectifs

L'objectif global de ce projet de maitrise est d’utiliser deux différentes stratégies afin d’augmenter la
compréhension des espéces permettant d’engendrer I'autoassemblage et d’ouvrir la voie a de nouveaux

inhibiteurs. Pour ce faire, deux objectifs spécifiques ont été ciblés :

1) Exprimer, purifier et caractériser la chaperonne BiP ainsi que ses sous-domaines du domaine de
liaison au peptide client et étudier leur effet sur I'agrégation de I'|APP.
2) Concevoir et synthétiser des dérivés de I'lAPP contraints en tour-f, les caractériser et étudier leur

effet sur I'agrégation de I'lAPP sauvage.
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1 Synthése peptidique
2.1.1  Conception des analogues contraints de I'lAPP

Les positions de substitutions de résidus des analogues contraints de I'lAPP ont été choisis en se basant
sur les différentes structures des fibres amyloides présentes dans la protein data bank (PDB). Dans les
fibres, la région Ser20-Ser29 se retrouve généralement en boucle. Ainsi, le début (Ser20-Asn21), le milieu
(Gly24-Ala25) et la fin (Thr29-Asn30) de cette région en boucle ont été substitués par un inducteur de tour-
B dynamique, une D-proline suivie d’une L-glycine (pG) (Haque et Gellman, 1997), ou d’un inducteur de
tour-p statique, une D-proline suivi d’'une L-proline (pP) (Bean et al., 1992). La librairie est donc composée

de 6 peptides contraints, dont 3 flexibles (p2° G22, p?* G?°, p?° G*°) et 3 statiques (p?° P2, p?* P23, p2° P39),

Figure 2.1 Design rationnel des analogues contraints de I'lAPP selon les fibres amyloides de I'lAPP
présentes dans la PDB. Rouge : position 20 et 21; Mauve : position 24 et 25; bleu : position 29 et 30. A)
(Luca et al., 2007) B) PDB : 6Y1A C) PDB : 6ZRQ,D) PDB : 7M61

2.1.2 Synthése peptidique sur support solide, purification et caractérisation

Tous les peptides ont été synthétisés a I'aide de la synthése peptidique en phase solide (SPPS) en utilisant

la chimie Fmoc (chlorure de fluorénylméthyloxycarbonyle). La synthése a été réalisée sur une résine Rink
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Amide (chargement de 0,29 mmol/g). Des dérivés dipeptidiques de pseudoproline ont été incorporés pour
faciliter la synthese peptidique (AT, SS et LS) (Nguyen et al., 2017). Les peptides ont été clivés de la résine
avec un mélange d’acide trifluoroacétique (TFA), d'éthanedithiol, de phénol et d'eau (184:5:6:5). Les
peptides bruts ont été précipités avec de I'éther éthylique, solubilisés dans I'eau nanopure et lyophilisés.
lIs ont ensuite été solubilisés dans de I'acide acétique a 100 % et dilués a 10 % pour étre purifiés par RP-
HPLC sur une colonne C18 avec un gradient linéaire d'acétonitrile dans H,O/TFA (0,06% (v/v)). Les fractions
collectées ont été analysées par HPLC analytique en utilisant une colonne C18 et l'identité des peptides a
été confirmée par des mesures de masse précises en utilisant un spectrometre de masse a temps de vol
par électrospray (ESI-TOF). Afin de s’assurer du bon fonctionnement de I'appareil, des controles de 120
g/mol et de 921 g/mol ont été ajoutés a la phase mobile. Les fractions correspondant au peptide d’intérét
avec une pureté de > 95 % ont été regroupées et lyophilisées. Les peptides ont été cyclisés a I'air sous
agitation pendant 3h dans une solution de 100 % de DMSO (1,5 mg/mL) et puis dilués a 50% DMSO
pendant la nuit. Finalement, ils ont été dilués a 10 % DMSO dans H,O/TFA pour étre purifiés par RP-HPLC

une deuxieme fois. Les fractions avec une pureté supérieure a 95 % ont été regroupées et lyophilisées.

2.1.3 Monomérisation des analogues et de I'lAPP

Les peptides ont été resuspendus dans 100 % d'hexafluoro-2-propanol (HFIP) a une concentration de 1
mg/mL. La solution de peptides a été soniquée pendant 30 min et filtrée avec un filtre en polyvinylidéne
difluorure (PVDF) hydrophile de 0,22 um avant d'étre lyophilisée. Aprés un deuxieéme traitement avec HFIP
(1 mg/mL + sonication pendant 30 min), la solution de peptides a été aliquotée et lyophilisée. Les peptides

monomeérisés ont été entreposés a 4°C, pour une durée maximale de 4 semaines.

2.2 Expression des protéines chez E. coli
2.2.1  Conception des plasmides

Trois plasmides pET-15b contenant les séquences de BiP compléte, de BiPss;. 637 pour le SBDa et de BiPais-
s31 pour le SBDB ont été générés par la compagnie GenScript. Les séquences d’intérét ont été insérées
entre les sites de restrictions Ndel et BamHI. Une étiquette His (Hiss) est présente a I'extrémité N-terminale
des protéines d’intérét et un site de clivage a la thrombine (LVPR) est présent entre |'étiquette His et la

protéine d’intérét.

28



2.2.2 Transformation bactérienne par choc thermique

La transformation par choc thermique a été réalisée avec 3 souches bactériennes distinctes: Escherichia
Coli (E. coli) BL21 DE3 ou NiCo21(DE3) (New England BiolLabs) pour la production des protéines de fusions
et E. coli DH5a (Invitrogen™) pour 'amplification plasmidique. Les cellules compétentes E. coli BL21 DE3,
NiCo21(DE3) ou DH5a conservées a -80°C ont été décongelées lentement sur glace. Une fois décongelées,
10 ng des solutions plasmidiques ont été ajoutées a 50 uL de chacune des souches bactériennes et placées
dans un bain marie a 42°C pendant 45 secondes pour ensuite étre remis sur glace 2 minutes. Sous
condition stérile, 200 uL de milieu LB (10 g/L peptone, 5 g/L extrait de levure et 10 g/L NaCl) sans
antibiotique a été ajouté. La solution a été mélangée par inversion puis incubée 1h a 37°C avec une légere
agitation (150 rotations par minutes, RPM). Une fois I'incubation terminée, 50 pL et 150 plL ont été étalés
sur des pétris de LB agar (10 g/L peptone, 5 g/L extrait de levure, 10 g/L NaCl et 15 g/L agar) contenant
100 pg/mL d'ampicilline et incubé 16 heures a 37°C.

2.2.3 Amplification et extraction des plasmides

Un pétris sélectif a permis la sélection d’une colonie d'E. coli. DH5a contenant |'un des genes de fusion qui
a été inoculée dans un tube contenant 5 mL de milieu LB avec 75 pg/mL d'ampicilline. Pendant la nuit, la
culture bactérienne a été incubée a 37°C. Le lendemain, la culture bactérienne a été centrifugée a 3000 x
g pendant 3 minutes a température ambiante (25°C). Finalement, le culot bactérien a été lysé pour
I'extraction et la purification des plasmides, tel qu'indiqué dans le guide de QlAprep Spin Miniprep Kit. La
concentration d’ADN plasmidique extrait a été évaluée par spectrophotométrie en mesurant I'absorbance

a 260 nm (A260) avec un instrument NanoDrop®

2.2.4  Expression des protéines

Lors de I'expression des protéines recombinantes avec les souches E. coli BL21 D3 ou NiCo21(DE3), une
colonie de la transformation a été sélectionnée et inoculée dans 5 mL de milieu LB a 100 pg/mL
d'ampicilline puis incubées a 37 °C sous agitation (225 RPM) pour la nuit. Par la suite, ces 5 mL ont été
transférés dans un erlenmeyer de 2 L contenant 700 mL de milieu LB avec 100 pg/mL d’ampicilline,
lesquelles sont a nouveau incubées a 37 °C a 200 RPM jusqu'a I'obtention d'une densité optique (D.O.) de
0,6 - 0,8 a une longueur d'onde de 600 nm. Lorsque la D.O désirée a été atteinte, I'ajout d'isopropyl-p-D-
thiogalactoside (IPTG) pour avoir une concentration totale de 1 mM permettant I'induction de BiP
compléte et 0,3 mM d’IPTG permettant I'induction de SBDa et SBDP. A la suite de I'ajout d’IPTG, les milieux

ont encore une fois été incubés a 37 °C a 200 RPM pendant 4 h. Finalement, les bactéries exprimant les
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protéines recombinantes ont été recueillies par centrifugation a 4 200 RPM a 4 °C pendant 15 minutes.
Les culots ont été conservés a-80 °C jusqu'a la lyse, lors de laquelle les culots bactériens ont été décongelés
sur glace avant d'étre resuspendus dans 10 mL de tampon de lyse (20 mM phosphate, 500 mM NaCl, 20
mM imidazole avec inhibiteurs de protéase complet mini (Thermo Fisher) et 0,1% Triton X-100) par
gramme de culot. Par la suite, les solutions ont été soniquées sur glace avec un sonicateur a ultrasons
(pulsé 20 seconds on, 20 seconds off; 60 % amplitude, 3 minutes total) permettant la lyse. A la suite du
traitement aux ultrasons, les solutions ont été centrifugées a 11 000 RPM a 4 °C pendant 15 minutes. Le
surnageant a été délicatement récupéré et filtré avec une membrane de 0,45 um. Finalement, la solution
a été diluée a 50 mL dans le tampon de liaison a la colonne d’affinité (20 mM phosphate, 500 mM NaCl,

20 mM imidazole, pH 7,4).

2.2.5 Chromatographie d’affinité
2.2.5.1 HisTrap

Grace au systéme AKTA pure (Cytiva), une colonne HisTrap HP de 5 mL (Cytiva) a été équilibrée avec le
tampon de liaison (20 mM phosphate, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 7,4) pour 50 mL a un débit de
5 mL/min. La solution protéique a été injectée sur cette colonne a I'aide d’une super boucle d’injection a
un débit de 1 mL/min. A la suite de I'injection, 50 mL de tampon de liaison & 5 mL/min retirent les liaisons
non spécifiques. Pour la protéine BiP compléte, un lavage supplémentaire avec 10 mL d’ATP 5 mM, MgCl,
5 mM a 5 mL/min a été effectué afin de retirer les peptides clients endogénes aux bactéries. Finalement,
I’élution a été faite a I'aide du tampon d’élution (20 mM phosphate, 500 mM NaCl, 500 mM imidazole, pH
7,4) a un débit de 4 mL/min. Les protéines ont été récoltées a 'aide d’un collecteur de fractions F9-R (GE
Healthcare) par fraction de 1 mL. Les 5 fractions ayant la plus haute D.O a 280 nm ont été regroupées afin

de procéder a un désalage par chromatographie d’exclusion stérique.

2.2.5.2 Chromatographie d’affinité Chitine binding

La chromatographie d’affinité Chitine binding a été effectuée par gravité. La colonne composée de 2 mL
de résine chitine pouvant lier 2 mg de protéine par mL de résine (New England Biolabs) a été équilibrée
avec 10 mL de Tris-HCI 20mM, NaCl 500 mM (pH 7,4). Par la suite, I’échantillon d’environ 5 mL a été
appliquée sur la colonne. L’élution a été effectuée dans du Tris-HClI 20 mM, NaCl 500 mM (pH 7,4). Les
fractions ont été récoltées a la main par fractions d’environ 8 gouttes par tube de 1,5 mL. Une fois I'élution

terminée, la colonne a été regénérée avec 20 mL de Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, NaOH 0,3 M.
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2.2.6  Chromatographie d’exclusion stérique

Sur le systéme AKTA pure (Cytiva), la colonne d’exclusion stérique, Hiload 16/600 200 pg pour BiP
complete et Hiload 16/600 75 pg pour SBDa et SBDB, a été équilibrée avec 150 mL de Tris-HCl 20mM, NaCl
150 mM (pH 7,4) a un débit de 0,75 mL/min. Le regroupement des 5 fractions ayant la plus haute D.O a
280 nm ont ensuite été injectées avec une boucle de 5 mL sur la colonne a un débit de 0,75 mL/min.
L’élution a été effectuée a 0,75 mL/min dans du Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM (pH 7,4). Les fractions ont
été collectées automatiquement grace au collecteur de fractions F9-R (GE Healthcare) par fraction de 2

mL dés que la D.O de 280 nm était supérieure a 5 mAu.

2.2.7 Electrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Les fractions s’approchant du temps de rétention estimé des protéines sortant de la chromatographie
d’exclusion stérique ont été dosées par test de Micro BCA (ThermoFisher Scientific). A la suite du dosage,
20 pg de protéine des fractions a analyser sur gel de polyacrylamide ont été dénaturées dans du tampon
Laemmli pendant 7 min a 75°C. Ensuite, les échantillons ont été chargés sur gel de polyacrylamide (10 %
pour BiP compléte, 15 % pour SBDa et SBDB), avec le marqueur de haut poids moléculaire (Bio-Rad) pour
BiP et de faible poids moléculaire (Bio-Rad) pour SBDa et SBDB. Dans un tampon de migration (25 mM Tris
pH 8.3, 192 mM glycine, 0.1 % SDS), la séparation a été débuté a 150 V pendant 15 minutes et a été
poursuivie a 120V, jusqu'a ce que le front de migration soit prés de la fin du gel. Le gel a été délicatement
rincé a I'’eau nanopure, puis coloré au bleu de Coomassie 25 min. Ensuite, le gel a été lavé une premiére
fois pendant 5 minutes avec une solution de décoloration (10% acide acétique, 40 % méthanol), puis 2 fois
45 minutes avant d’étre rincé a I'’eau nanopure. Finalement, les fractions contenant les protéines pures

ont été congelées rapidement dans I'azote liquide et entreposées a -80 °C jusqu’a utilisation.

2.2.8 Chromatographie d’exclusion stérique analytique

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) analytique a été effectuée avec une colonne Superdex 200
Increase 10/300 GL qui a d’abord été nettoyée avec 30 mL d’eau nanopure filtrée et dégazée a un débit
de 1,5 mL/min. Puis la colonne a été équilibrée avec 35 mL de Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM (pH 7,4) a un
débit de 1,5 mL/min. Avec une boucle d’injection de 250 pL, la solution contenant les protéines a été
injectée sur la colonne a un débit de 1 mL/min, puis I'élution a été effectuée a 1,5 mL/min. Le détecteur a
absorbance a trois longueurs d’onde permet de suivre I'élution en temps réel, et les protéines n’ont pas

été récoltées. Finalement, grace a une courbe d’étalonnage préétablie sur cette colonne (R?=0,998), il a
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été possible de déterminer le poids moléculaire approximatif selon le temps de rétention de chaque pic,

et ainsi confirmer le poids moléculaire de la protéine.

2.3 Cinétique de formation amyloide

La cinétique de I'autoassemblage amyloide a été évaluée par fluorescence a la thioflavine T (ThT) a 25 °C
dans des microplaques scellées a 96 puits a paroi noire, a fond transparent et a surface non liante, avec
un lecteur de plaques Spectramax i3 de Molecular Devices (Sebastiao et al., 2017). Les peptides lyophilisés
ont été solubilisés dans 20 mM de Tris-HCl (pH 7,4) a une concentration de 25 uM et la fluorescence de la
ThT (40 uM) a été mesurée toutes les 10 min avec une excitation a 440 nm et une émission a 485 nm. Pour
les analyses d’inhibition de I'autoassemblage amyloide, I'lAPP a une concentration de 25 uM a été incubé
avec des concentrations croissantes d’analogues contraints entre 2,5 uM et 25 puM, et de protéines
chaperonnes entre 0,25 uM et 12,5 uM. Les données obtenues a partir d'au moins trois expériences
individuelles réalisées en triplicata, corrigées en soustrayant le contréle sans peptide correspondant, sont

représentées sous forme d’intensité de fluorescence en fonction du temps.

2.4 Spectroscopie de fluorescence

Les solutions ont été préparées en resuspendant les peptides a une concentration de 50 uM dans du Tris-
HCI 20mM (pH 7,4), et ont été incubées a température ambiante sans agitation. Au moment indiqué, soit
0h,24 h,48 h, 72 h ou 7 jours, le peptide a été dilué a une concentration finale de 25 uM en présence
d'une concentration finale de 40 uM de ThT ou 50 uM de 1-anilino-8-naphthalene sulfonate (ANS). La
fluorescence a été mesurée immédiatement aprés dans des cellules ultra-micro de 10 mm de longueur a
I'aide d'un spectrofluorométre PTI QuantaMaster. Pour la ThT, la longueur d'onde d'excitation a été fixée
a 440 nm et les spectres d'émission de 450 a 550 nm ont été enregistrés. Pour I’ANS, la longueur d'onde
d'excitation a été fixée a 355 nm et le balayage d'émission a été enregistré de 385 a 585 nm. Pour chaque
expérience, des réactions de contréle (sans IAPP) ont été réalisées. Les données obtenues a partir d'au

moins trois expériences individuelles ont été regroupées.

2.5 Spectroscopie de dichroisme circulaire

Les solutions ont été préparées en resuspendant les peptides a une concentration de 50 uM dans du Tris-
HCI 20mM, (pH 7,4), et ont été incubées a température ambiante sans agitation. Au moment indiqué, soit
0h,24 h,48 h, 72 h ou 7 jours, les peptides ont été dilués a une concentration finale de 25 uM avant de

procéder immédiatement a la lecture. La lecture de la déviation de la lumiére lors de son passage dans
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une molécule déposée dans une cuvette de 2 mm a été effectuée a 'aide d’un appareil JascoJ-815 allant
de 260 nm a 190 nm par bond de 0,5 nm en 4 minutes. Les données brutes ont été converties en ellipticité

moyenne par résidus (MRE) :

MRE (deg * cm? * dmol™1) = Masse moléculaire(g/mol) x Signal (Deg)

10 * chemin optique (cm) * Concentration (g/mlL)

Les spectres CD ont été lissés avec l'algorithme de Savitzky et Golay (Savitzky et Golay, 1964) en utilisant

une fenétre mobile de lissage de neuf points.

2.6 Microscopie a force atomique

Les peptides ont été solubilisés dans un tampon Tris-HCl 20 mM, (pH 7,4), a une concentration de 50 uM
et incubés a température ambiante sans agitation. Aprés le temps d'incubation indiqué, soit 0 h, 24 h, 48
h, 72 h ou 7 jours, les peptides ont été dilués a 12,5 uM avec de I'eau et 1% d'acide acétique a été ajouté.
La solution de peptide a immédiatement été appliquée sur un mica fraichement clivé. Le mica a été lavé
deux fois avec de I'eau nanopure et séché a I'air pendant au moins 24 h. Les échantillons ont été analysés
a l'aide d'un microscope a force atomique multimode Veeco/Bruker en tapping mode avec une pointe en
silicium (rayon de pointe de 2 a 12 nm, constante de force de 0,4 newton/m) sur un levier en nitrure. Les

images ont été enregistrées a 0,5 Hz et au moyen de 1024 balayages/min.

2.7 Perturbation membranaire

Les vésicules unilamellaires de grande taille (large unilamellar vesicles-LUV) ont été formées en utilisant
du 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DOPC) et du 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoglycérol
(DOPG) selon un rapport molaire de 7:3. Les lipides ont été solubilisés dans du chloroforme a 100 % et le
solvant a été évaporé pendant la nuit. Le film lipidique a ensuite été réhydraté dans un tampon Tris-HCl
20 mM (pH 7,4) contenant 70 mM de calcéine et 50 puL de NaOH 5M. La solution lipidique a été congelée-
décongelée cinq fois a I'aide d’azote liquide et d’eau bouillante et les lipides ont été extrudés 24 fois a
travers une membrane nucléopore de 0,1 um. La calcéine non encapsulée a été retirée a I'aide d'une
colonne Sephadex G-25 de 10 mL. Les solutions de peptides ont été préparées en dissolvant la poudre
lyophilisée dans du Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM contenant 150 mM de NaCl. La concentration finale en
peptides était de 25 uM, ou de 12,5 uM, et des LUV ont été ajoutés pour atteindre une concentration

finale en lipides de 500 uM. Dans un lecteur de plaques Spectramax i3 de Molecular Devices. La calcéine
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est excitée avec une longueur d’onde de 495 nm et son émission est mesurée a 517 nm. Le contréle utilisé
pour déterminer la libération de la calcéine a 100 % (Fmax) était constitué de calcéine et de LUV traités avec

0,2 % de Triton X-100. Les fuites membranaires (%) ont été rapportées a l'aide de I'équation suivante :

(F = Fbl)

% de déchirure de la membrane = m

Dosage phosphate

Les LUV récoltées par fraction a la suite de la colonne de Sephadex G25 ont été dosées par dosage
phosphate a raison de 15 uL par fraction avec une droite d’étalonnage de 0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pL de
solution standard de phosphate 0,65 mM traités avec 450 plL de H,50,8,9 N et incubés a 200 °C pendant
25 min avec des bouchons troués. Puis, 150 plL de H,0, 30% ont été ajoutés et les échantillons ont été
réincubés a 200°C pendant 30 min. Enfin, les échantillons ont été déplacés dans 3,9 mL de H,0 et bien
mélangés avant d’ajouter 500 pL de molybdate d’ammonium 2,5 % et 500 uL d’acide ascorbique 10%. Une
fois bien mélangé a 'aide d’un vortex, les échantillons ont été incubés a 100°C pour 7 minutes. Finalement,
200 uL de chaque échantillon ont été déposés sur une plaque 96 puits afin de lire I'absorbance a 820 nm
avec un lecteur de plaque Molecular devices Spectra Max i3. La concentration des fractions de LUV est

identifiée si la droite d’étalonnage a un R%>0,99

2.8 Viabilité cellulaire

Les cellules pancréatiques de rat INS-1E ont été ensemencées dans une plaque 96-puits a fond transparent
et a parois noires a 25 000 cellules/puits dans du milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10 % de FBS, 2 mM
de L-glutamine, 100 U/mL de pénicilline, 100 mg/mL de streptomycine, 10 mM d'HEPES, 1 mM de pyruvate
de sodium, 50 mM de B-mercaptoéthanol. Aprés une incubation de 48 h a 37 °C dans 5 % de CO,, les
cellules ont été traitées par |'ajout direct de 50 uL de solutions peptidiques solubilisées dans 20 mM de
Tris-HCI (pH 7,4) a 3 fois la concentration finale (concentration finale dans la plaque de cellules entre 6,25
MM et 50 uM). La réduction de la résazurine en résorufine, permettant une lecture au spectrofluorimétre
a 565 nm, rend possible I'évaluation de la viabilité cellulaire (en %) grace au rapport de la fluorescence de
I'échantillon traité en comparaison aux cellules contréles (non traitées). Les données d'au moins deux
expériences individuelles réalisées avec différents lots de peptides ont été regroupées et exprimées sous

la forme de moyenne + écart-type.
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2.9 Prédiction des sites d’interaction

Grace a [l'utilisation du serveur en ligne ColabFold v1.5.5: AlphaFold2 using MMseqs2

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#scrollTo=

33g5llegij5R consulté en novembre 2024), il a été possible de prédire le lieu d’interaction entre BiP, SBDa
ou SBDp, et I'lAPP. Pour ce faire, la séquence de la protéine et du peptide ont été indiquées dans la section
query sequence, séparées par « : » et la sélection de PDB100 est faite. Le reste des parametres a été laissé
par défaut. Finalement, les résultats ont été téléchargés grace au fichier « Package and download results

».
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CHAPITRE 3
RESULTATS

3.1 Expression des protéines recombinantes

Les vecteurs plasmidiques permettant I'expression recombinante des protéines ont été commandés chez
Genescript. Le plasmide pET-15b a été choisi en raison de son étiquette hexa-histidine (Hisg) localisée a
I'extrémité N-terminale, son géne de résistance a I'ampicilline et son opéron lactose permettant
I'induction controlée de I'expression protéique. Trois vecteurs pET-15b ont été congus, contenant soit la
protéine BiP compléte, le sous-domaine SBDo ou le sous-domaine SBDP. Une fois les vecteurs

plasmidiques regus, I'optimisation de la production protéique a été initiée.

3.1.1 Optimisation de la production de BiP

Tout d’abord, le vecteur pET-15b contenant la séquence codante pour la protéine BiP compléte a été
introduit dans E. coli BL21 compétente grace au CaCl,, qui rend leur membrane perméable au vecteur
plasmidique lors d’un choc thermique. Ainsi, a la suite de cette transformation, une colonie ayant
incorporé le vecteur croissant sur une gélose avec de I'ampicilline a été sélectionnée. Cette colonie a
permis de procéder a I'expression protéique dans 700 mL de milieu LB, induit avec 1 mM d’IPTG. A ce
volume, 2 culots d’environ 2,5 g sont récoltés. A la suite de I'expression, de la lyse des 2 culots et de la
purification des surnageants par colonne d’Affinité HisTrap, les fractions récoltées ont été analysées sur

gel de polyacrylamide 10 % afin de valider la pureté de la protéine exprimée et purifiée.

Comme le montre la figure 3.1, I'expression et la purification de BiP compléete n’est pas optimale. En effet,
la fraction 5 (puit Frac. 5) montre qu’il y a la présence de BiP compléete en grande quantité apres la
purification, mais qu’il y a aussi bon nombre de contaminants qui résistent a la purification d’affinité. Ces
contaminants sont de poids moléculaires plutét variés, allant d’environ 20 kDa a pres de 50 kDa. De plus,
le puit contentant les lavages avant I’élution (puit wash avant élution) montre qu’une partie de la protéine
d’intérét a été perdue lors des lavages, suggérant qu’il y avait une trop grande quantité de protéine pour

la colonne utilisée.
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Surnageant de lyse Lavage
culots ET FT avant Frac.  Frac. Frac. Frac.

1 2 injection ~ €lution  gjytion 1 5 9 12

97 kDa

66 kDa

45 kDa

Figure 3.1 Validation de I’expression et de la purification protéique de BiP compléte dans E. coli BL21. Les
échantillons ont été dénaturés pendant 7 min a 70°C en présence de tampon Laemmli. La coloration du
gel a été effectuée au Bleu de Coomassie. Puits : Echelle de haut poids moléculaire; surnageant de lyse
des culots 1 et 2 (respectivement de 350 mL de culture bactérienne induite a I'lPTG) ; F.T injection, ce qui
ne s’est pas lié a la colonne lors de I'injection (flow through); F.T élution, ce qui ne s’est pas lié a la colonne
lors de I"élution (flow through); lavage avant élution, lavage entre I'injection et I’élution; Frac. 1 a Frac.
12, fractions récoltées lors de I’élution automatique par FPLC.

Ayant connaissance des contaminants présents, la souche E. coli BL21 a été échangé pour la souche E. coli
NiCo21(DE3), une souche optimisée pour I'expression protéique par affinité d’'une étiquette d’histidine.
En effet, cette souche est modifiée afin que les protéines endogenes riches en histidine portent une
étiquette de chitine, ce qui diminue leur affinité pour la colonne de nickel, mais surtout permet de les
éliminer par colonne d’affinité a la chitine. Ainsi, aprés ce premier test, le vecteur portant BiP-compléte a
été transformé dans NiCo21(DE3) de la méme maniere que pour la transformation de BL21, soit par choc
thermique, et la protéine est exprimée de la méme fagon. Toutefois, cette fois une quantité moindre de
protéines a été injectée sur la phase stationnaire, afin d’éviter de saturer la colonne. Finalement,

I’efficacité de la purification a été validée par gel de polyacrylamide 10 %.
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Frac. Frac. Frac. Frac. Frac. Frac. FT Non
échelle 2 5 9 12 15 18 injection Lavage  purifié

97,5

66

45

Figure 3.2 Validation de I'expression et de la purification protéique de BiP complete dans E. coli
NiCo21(DE3). Les échantillons ont été dénaturés pendant 7 min a 70°C en présence de tampon Laemmli.
La coloration du gel a été effectuée au Bleu de Coomassie. Puits : Echelle de haut poids moléculaire; Frac.
1 a Frac. 18, fractions récoltées lors de I’élution automatique par FPLC; F.T injection, ce qui ne s’est pas lié
a la colonne lors de I'injection (flow through); lavage, lavage entre I'injection et I’élution; Non purifié : lysat
cellulaire non purifié, avant la chromatographie d’affinité.

Comme le montre les puits contenant les fractions 2, 5, 9 et 12 a la figure 3.2, la protéine BiP-compléte est
bel et bien exprimée dans E. coli NiCo21(DE3). Toutefois, elle n’est toujours pas d’une pureté satisfaisante.
En revanche, de ne lyser qu’un seul culot d’environ 2,5 g résultant d’'un demi-volume d’induction, et non
la totalité des culots d’une induction, permet de ne pas saturer la colonne et donc de ne pas perdre de

protéine lors de I'injection comme le montre les puits F.T injection et lavage de la figure 3.2.

A la suite de cette étape, comme E. coli NiCo21(DE3) a la particularité d’avoir ses protéines endogénes
riches en histidine exprimées avec une étiquette de liaison a la chitine, il est donc possible de faire une
chromatographie sur bille de chitine pour les retirer. C’'est effectivement ce qui a été tenté. Les fractions
9 a 12 de I'étape précédente (purification par colonne d’affinité NTA-Ni?*, présentée a la figure 3.2) ont

été rassemblées pour former un seul échantillon a passer sur une résine liant la chitine.
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Frac. Frac. Frac. Frac. Frac. Frac. Avant résine
échelle 1 2 3 4 6 8 chitine

Figure 3.3 Validation de la purification de BiP compléte aprés une premiere chromatographie d’affinité a
I’histidine et une deuxieme chromatographie d’affinité a la chitine. Les échantillons ont été dénaturés
pendant 7 min a 70°C en présence de tampon Laemmli. La coloration du gel a été effectuée au Bleu de
Coomassie. Puits : Echelle de haut poids moléculaire; Frac. 1 a Frac. 8, fractions récoltées lors de I'élution
automatique par FPLC ; Avant résine chitine, échantillon entre la chromatographie d’affinité NTA-Ni**et |a
chromatographie d’affinité a la chitine.

Comme le montre la figure 3.3, la protéine BiP compléte ressort en grande quantité de la chromatographie
d’affinité a la chitine. Toutefois, les fractions 1,2 et 3 démontrent clairement que les contaminations ne
sont pas éliminées par la colonne de liaison a la chitine. En effet, les multiples bandes de poids moléculaires
inférieurs sont encore présentes, ce qui signifie que les protéines qui persistent a la purification sont
encore présents. Ainsi, il ne s’agit pas de protéines endogénes riches en histidine, comme SlyD, ArnA et
carbonic anhydrase (Robichon et al., 2011), puisqu’elles auraient été retenues par la colonne de liaison a

la chitine si ¢a avait été le cas.

Etant donné qu’il ne s’agit pas de protéines endogénes a la bactérie d’expression, il pourrait s’agir de
fragments d’expression de plus faible poids moléculaire résultants d’'une traduction partielle de la protéine
BiP. Pour vérifier ceci, une chromatographie d’exclusion stérique avec une colonne analytique 200 increase

10/300 GL, qui permet de séparer les protéines allant de 10 kDa a 600 kDa, a été effectuée. Pour ce faire,
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500 pL de la fraction 2 sortant de la colonne de liaison a la chitine ont été injectés sur la SEC. Encore une

fois, les fractions sortant de la colonne ont été récoltées et analysées sur gel de polyacrylamide 10 %.
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Figure 3.4 Chromatographie d’exclusion stérique et validation de la purification de la protéines BiP
complete. A) Chromatogramme de la SEC analytique de BiP compléte, B) Gel de polyacrylamide 10 %
validant la pureté de la séparation par chromatographie d’exclusion stérique. Les échantillons ont été
dénaturés pendant 7 min a 70°C en présence de tampon Laemmli. La coloration du gel a été effectuée au
Lleu de Coomassie. Puits : Echelle de haut poids moléculaire; Frac. 1 & Frac. 12, fractions récoltées lors de
I’élution automatique par FPLC ; Avant SEC, échantillon entre la chromatographie d’affinité NTA-Ni**et la
chromatographie d’exclusion stérique.

Comme le montre la figure 3.4A, les contaminants, qui ont un poids moléculaire ente 20 kDa et 50 kDa, ne
semblent pas avoir été séparés, puisqu’aucun pic ne les représente sur le chromatogramme. Seuls ceux
qui aurait un poids moléculaire de 24 kDa sont représentés sur le chromatogramme. La figure 3.4B
confirme d’ailleurs que les contaminants n’ont pas été retirés, puisque la fraction 14, qui présente un

tétramere de BiP, présente encore des contaminants de plus faibles poids moléculaire. Ainsi, la SEC met
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en lumiére que les contaminants ne sont pas des fragments d’expression, mais semblent plutot étre des

protéines fortement liées a BiP, qui se dissocient seulement en conditions dénaturantes du gel SDS-PAGE

Le mécanisme des HSP70 est dépendant de I’ATP (Zhuravleva et Gierasch, 2015). Ainsi, une derniere
tentative de purification a été effectuée en ajoutant un lavage avec 5 mM d’ATP et de Mg?* lorsque BiP
est encore présente sur la résine d’affinité a I'histidine. Par la suite, la purification a encore une fois été

validée par gel de polyacrylamide 10 %.

Frac Frac Frac Frac 1¢" lavage
6 7 8 9

97,5

66

45

Figure 3.5 Validation de la purification de BiP compléte aprés 2 lavages a I’ATP 5 mM et MgCl, 5 mM.
Les échantillons ont été dénaturés pendant 7 min a 70°C en présence de tampon Laemmli. La coloration
du gel a été effectuée au Bleu de Coomassie. Puits : Echelle de haut poids moléculaire; Frac. 6 a Frac. 9,
fractions récoltées lors de I’élution automatique par FPLC ; 1°" lavage ATP, résultat du premier test de
lavage avec de I'ATP effectué avec 7 mL d’ATP 5 mM et de 5 mM de MgCl..

La figure 3.5 démontrent qu’effectivement la chaperonne BiP trainait des polypeptides clients, puisque les
lavages a I’ATP ont presque totalement retiré les bandes protéiques contaminantes. Deux lavages a I’ATP
ont été effectués, ceci a permis de mesurer quelle quantité d’ATP était nécessaire pour éliminer les
peptides clients. Les deux lavages avaient un volume de 7 mL. Ainsi, les fractions 6, 8 et 9 confirment qu’il

faut 14 mL d’ATP 5 mM pour éliminer les polypeptides associés a la chaperonne BiP. En conclusion, pour
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purifier la protéine BiP, il faut une étape de lavage a I’ATP 5 mM avec du MgCl,5 mM lorsque la protéine

est liée a la colonne d’affinité NTA-Ni?.
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Figure 3.6 Changement de tampon et séparation des multimeres et des monomeres de BiP compléte. A)
chromatogramme de SEC permettant la séparation et le changement de tampon, B) Validation de la pureté
de la purification par gel de polyacrylamide 10% contenant du trichloroéthanol 0,5 % v/v. Les échantillons
ont été dénaturés pendant 7 min a 70°C en présence de tampon Laemmli. La révélation a été effectué par
UV a 302 nm avec un Chemidoc. Puits : Echelle de haut poids moléculaire; Frac. 3 a Frac. 12, fractions
récoltées lors de I"élution automatique par FPLC ; Avant chromatographie d’affinité a la chitine, entre la
chromatographie d’affinité NTA-Ni%*et la chromatographie d’affinité a la chitine.

Finalement, un changement de tampon est nécessaire avant de tester I'effet inhibiteur de BiP sur
I'autoassemblage de I'lAPP. Pour ce faire, une derniere étape de purification a l'aide d’une

chromatographie d’exclusion stérique préparative employant une colonne 16/600 75 pg ayant un volume
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total de 120 mL. Cette colonne permet de changer de tampon, passant du PBS 1X au Tris 20 mM contenant

150 mM de NaCl, pH 7,4, mais aussi de séparer les multiméres, ou autres agrégats, des monomeres.

La figure 3.6B montre que toutes les étapes de purification (chromatographie d’affinité a I'étiquette
d’hexahistidine avec une colonne NTA-Ni?, lavage a I’ATP et séparation des monomeéres et des multimeéres

par exclusion stérique meénent a un échantillon protéique pur contenant la protéine d’intérét.

3.1.2 Optimisation de la production des sous-domaines SBDa et SBD

Pour procéder a I'expression des sous-unités SBDa et SBD, la méme souche bactérienne et le méme
vecteur plasmidique que pour I'expression de BiP compléte ont utilisés, soit E. coli NiCo21(DE3) et le
vecteur pET-15b. La transformation bactérienne a été effectuée selon les mémes conditions que la
transformation pour I'expression de BiP complete, soit avec un choc thermique. Apreés la transformation,
1 colonie ayant incorporé le vecteur croissant sur une gélose avec de I'ampicilline a été sélectionnée pour
procéder a I'expression protéique dans 700 mL de milieu LB, induit avec 1 mM d’IPTG. Les culots bactériens
résultants de cette expression ont été récoltés, lysés et les protéines ont été purifiées par

chromatographie d’affinité grace a I'étiquette d’hexahistidine présente sur la protéine d’intérét.

Frac Frac Frac Frac Frac  Frac Frac FT
échelle 5 6 7 8 9 10 14 inj.

Figure 3.7 Expression et de la purification du sous-domaine SBDJ3 aprés une induction avec 1 mM d’'IPTG.
Les échantillons ont été dénaturés pendant 7 min a 70 °C en présence de tampon Laemmli. La coloration
du gel a été effectuée au Bleu de Coomassie. Puits : Echelle de faible poids moléculaire; Frac. 5 a Frac. 14,
fractions récoltées lors de I'élution automatique par FPLC; F.T injection, ce qui ne s’est pas lié a la colonne
lors de I'injection (flow through).
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Comme le montre la figure 3.7, I'expression de SBDf est validée, toutefois sa purification n’est pas
optimale. Comme la quantité de protéine est trés grande et que SBDJ est une relativement petite protéine,
réduire la concentration d’IPTG permettant I'induction pourrait réduire la quantité de protéines
contaminantes sans affecter I'expression de SBD. Ainsi, il a été testé de réduire la concentration d’IPTG
de 1 mM a 0,3 mM. De plus, les fractions ayant une concentration en protéines élevée ont été regroupées

et injectées sur une colonne de SEC 16/600 75 pg.
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Figure 3.8 Changement de tampon et séparation des contaminants de hauts poids moléculaires de la
protéine SBDP. A) Chromatogramme de la SEC permettant la séparation et le changement de tampon,
B) validation de la pureté des fractions contenant SBDf. Les échantillons ont été dénaturés pendant 7
min a 70 °C en présence de tampon Laemmli. La coloration du gel a été effectuée au Bleu de Coomassie.
Puits : Echelle de faible poids moléculaire; Frac. 11 a Frac. 21, fractions récoltées lors de I'élution
automatique par FPLC ; Avant SEC, échantillon entre la chromatographie d’affinité NTA-Ni**et la

chromatographie d’exclusion stérique; Avant His, échantillon avant la chromatographie d’affinité NTA-
Ni2*,



Comme le montre la figure 3.8, I'expression de SBDJ est conservée lorsque son induction est effectuée
avec 0,3 mM d’IPTG. De plus, les contaminants de plus haut poids moléculaires sont grandement réduits
en nombre, comme le montre le puit Av. SEC. Il a donc été facile de les retirer a I'aide d'une
chromatographie d’exclusion stérique préparative, qui a permis en méme temps de changer de tampon.
De plus, les fractions 13, 14, 20 et 21 montrent que I'optimisation de la purification du sous-domaine SBDf3

est satisfaisante. En effet, les fractions 13 a 21 ne contiennent que la protéine d’intérét.

Comme la protéine SBDa est trés semblable a la protéine SBDp, I'induction de son expression a été
effectuée a une concentration de 0,3 mM d’IPTG et les fractions ayant la plus forte concentration en

protéine a la suite de la chromatographie d’affinité ont été injectées sur une colonne SEC16/600 75 pg.
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Figure 3.9 Changement de tampon et séparation des contaminants de hauts poids moléculaires de la
protéine SBDa. A) Chromatogramme de la SEC permettant la séparation et le changement de tampon, B)
validation de la pureté des fractions contenant SBDa. Les échantillons ont été dénaturés pendant 7 min a
70 °C en présence de tampon Laemmli. La coloration du gel a été effectuée au Bleu de Coomassie. Puits :
Echelle de faible poids moléculaire; Frac. 10 a Frac. 15, fractions récoltées lors de I'élution automatique
par FPLC ; Avant Purif, échantillon avant toutes les étapes de purification; F.T injection, ce qui ne s’est pas
lié a la colonne lors de I'injection (flow through).
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Comme le montre la figure 3.9, la protéine SBDa. est bel et bien pure apres une induction a 0,3 mM d’IPTG,

une chromatographie d’affinité sur colonne de nickel et une chromatographie par exclusion stérique.

3.1.3 Caractérisation des protéines exprimées

Bien que les gels de polyacrylamide permettent d’évaluer la pureté des solutions de protéines, ils ne
permettent pas de caractériser leurs structures tridimensionnelles. Pour procéder a cette caractérisation,
deux approches ont été utilisées : la spectroscopie de dichroisme circulaire et la chromatographie
d’exclusion stérique analytique. Le premier permet d’estimer la composition de la structure secondaire
des protéines, tandis que la deuxiéme stratégie permet d’observer la présence d’oligoméres et autres

agrégats de la protéine d’intérét.
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Figure 3.10 Structure secondaire des protéines exprimées analysée par spectroscopie de dichroisme
circulaire. Les structures des protéines sont présentées dans les coins inférieurs droits.

Les spectres CD présentés a la figure 3.10 indique que la principale structure secondaire de SBDa est
I’hélice-a, que celle de SBDP est le feuillet-B et que BiP compléte est composée d’'un mélange de ces 2
structures secondaires. En effet, le maximum a 200 nm de SDBa et ses deux minimums a 210 nm et 220
nm sont caractéristiques d’une hélice-a. Le spectre de SBDJ} pour sa part présente un minimum unique et
prononcé a 218 nm ce qui indique un feuillet-B. De son c6té, BiP présente un spectre CD suggérant une
structure comportant des feuillets-P et des hélices-a. En effet, le minimum de BiP se situant vers 211-212
nm est en réalité un minimum d’hélices-a qui devrait se situer a 210 nm, mais qui a été affecté par la
présence d’un motif de feuillets-p, ce qui déplace le minimum vers la droite (blue shift). Ce mélange
explique aussi le deuxieme minimum plus prononcé a vers 222 nm, qui est le résultat de la somme du

signal des hélices-B a 220 nm et des feuillets-f a 218 nm. Ainsi, la structure secondaire expérimentale
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correspond a la structure tridimensionnelle des protéines, en se fiant au PDB de BiP, 6ZMD (Fauser et al.,

2021).

Comme le montre la figure 3.11, BiP n’est pas seulement monomeérique, elle adopte aussi une
conformation multimérique, possiblement sous forme de pentameére, ce qui n’est pas aberrant puisque
BiP est connue pour former des oligomeres (Freiden et al., 1992). De fait, la courbe d’étalonnage de
I'annexe A permet d’identifier que BiP forme des pentameéres. De leur c6té, les sous-domaines de liaison
au substrat o et B adoptent une conformation monomérique puisqu’un seul pic n’est visible sur leur
chromatogramme. Malgré leur poids moléculaires similaires, SBDa et SBDB n’ont pas le méme temps de
rétention en chromatographie d’exclusion stérique. Ceci est di a leur différente forme. En effet, SBDJ} est
plus globulaire que SBDa, qui est de forme allongée. Il est donc attendu que SBDa ait un temps de
rétention plus court que SBDB en chromatographie d’exclusion stérique puisque cette méthode est faite
pour les protéines globulaires. En somme, la caractérisation de la structure secondaire et quaternaire des

protéines a permis de valider que les protéines exprimées ont les bonnes caractéristiques.

3.2  Effet des protéines sur |'autoassemblage de I'|APP

Lorsque la pureté et lidentité des protéines ont été confirmées, il a été possible de passer a la
caractérisation de leur effet sur I'autoassemblage de I'lAPP. Pour ce faire, les variations de la fluorescence
de la ThT ont été analysées afin de suivre I'agrégation en fibres amyloides de I'|APP. En effet, la ThT permet
de suivre la formation de fibres amyloides grace a I'augmentation de sa fluorescence émise lorsque la
molécule se retrouve prise entre les feuillets-p des fibres amyloides (Wolfe et al., 2010). Ainsi, 25 uM
d’IAPP est incubé en présence de différents ratios molaires de protéines et la cinétique de formation
amyloide est suivie grace a la fluorescence de la ThT. Un contréle protéique d’albumine de sérum bovin
(BSA) est aussi utilisé afin de confirmer si la présence de n’importe quelle protéine a un effet sur I'lAPP ou
s’il faut une protéine particuliére. Cependant, comme la concentration de BiP compléte était plutét faible
apres sa purification, le plus haut ratio molaire pouvant étre atteint avec cette protéine est 20 %. De plus,
comme les 2 sous-domaines ne produisaient aucun effet a 10 % et que leur concentration était

suffisamment élevée, il a été possible d’atteindre un ratio molaire de 50 % avec ces 2 protéines.
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Comme le montre la figure 3.12, seulement la chaperonne BiP-compléete inhibe la formation de fibres

amyloide de I'lAPP. En effet, a un ratio molaire de 5 % et de 20 %, son inhibition est plus prononcée que

celle de la BSA, utilisée comme controdle. Ainsi, I’effet inhibiteur semble étre associé spécifiquement a la
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Figure 3.11 Effet de différents ratios des protéines exprimées sur 'autoassemblage de 25 uM d’IAPP. Les
constantes de fibrillation ont été extraites a partir de ces graphiques et calculées grace au logiciel Amylofit
(Meisl et al., 2016). N=4, 5 % correspond a 1,25 uM de protéine, 10% a 2,5 uM, 20% a 5 uM et 50 % a 12,5

UM,

chaperonne BiP et non seulement a la présence d’une protéine dans le milieu. Les sous domaines pour

leur part n'ont pas d’effet significatif sur I'autoassemblage de I'lAPP. De plus, les taux de nucléation
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secondaire et d’élongation montre qu’il y a effectivement un ralentissement de la vitesse formation des
fibres amyloides de I'lAPP par la chaperonne BiP a 5 % et a 20 %. Toutefois, ce ralentissement n’est pas
présent lorsque I'lAPP est incubé avec 10 % de chaperonne. En effet, la courbe de I'lAPP en présence de
10 % de BiP se comporte comme celle de I'lAPP en présence de 10 % de BSA, il n’y a donc pas d’activité
spécifique a BiP lorsqu’elle est a un taux de 10 %. Les données cinétiques de nucléation secondaire et
d’élongation montre toutefois que BiP modifie le taux de nucléation secondaire et d’élongation. En effet,
elle augmente la nucléation secondaire mais diminue le taux d’élongation, tout comme la BSA. Les
changements sont toutefois plus modérés lorsque BiP est présente a 10 % (taux de nucléation secondaire
de I'lAPP seul : 1,68X107 uM™2/min, en présence de 10 % de BiP : 3,43X107 uM™2/min; taux d’élongation
de I'IAPP seul : 1,25X107 uM-*/min, en présence de 10 % de BiP : 1,06X10% uM-t/min) que lorsque la BSA
est présente a 10 % (taux de nucléation secondaire de I'lAPP seul : 1,68X107 uM™2/min, en présence de
10 % de BSA : 1,13X10'° uM™2/min; taux d’élongation de I'lAPP seul : 3,81X10% uM*/min, en présence de
10 % de BiP : 1,06X10° uM-/min). Le taux de nucléation primaire n’a pas été mesurée puisque les courbes
de la figure 3.20 montre qu’elle ne change pratiquement pas lorsque les protéines sont incubées avec

I'lAPP, la nucléation primaire ne devrait donc pas étre affectée par les protéines.

.,.“‘) (’
Figure 3.12 Microscopie a force atomiqu
UM de BiP ou de BSA

Afin de confirmer si BiP-compléte a un réel effet inhibiteur sur I'autoassemblage de I'|APP et qu’elle ne fait
pas que modifier la structure des fibres pour faire en sorte qu’elles n’interagissent plus avec la sonde ThT,
I’AFM est requise puisqu’elle permet de visualiser I'organisation du réseau protéique. Pour ce faire, le ratio
de 5 % est sélectionné puisqu’il procure I'effet inhibiteur le plus fort en cinétique d’agrégation a la ThT
(figure 3.20). Ainsi, 50 uM d’IAPP sont incubés en présence de 2,5 uM de protéine, BiP-compléte ou le
contrdle de BSA. Puis, de maniere périodique, une image d’AFM est effectuée. Puisque les sous domaines
SBDa. et SBDB ne démontrent pas d’inhibition de I'agrégation de I'lAPP (figure 3.20), la résultante de

I"agrégation de I'lAPP en leur présence n’a pas été analysée en AFM.
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Comme le montre la figure 3.13, I'lAPP forme de longues fibres amyloides apres 48 heures. Le méme type
de fibres est visible lorsque la BSA est présente dans le milieu d’autoassemblage du peptide, bien qu’en
moindre quantité. Toutefois, aucune fibre n’est visible en présence de BiP. Cependant, il y a présence
d’agrégats amorphes, ce qui pourrait signifier que BiP n’inhibe pas I'agrégation de I'|APP, mais le fait plut6t

agréger sans une structure quaternaire organisée en feuillets-p-croisés.

Afin de vérifier si les agrégats amorphes formés par I'lAPP en présence de BiP emprisonnent la protéine
dans un réseau mal ordonnés d’agrégats, une électrophorese sur gel dénaturant été effectuée. Cette
méthode permet de dénaturer les protéines, mais pas de détruire les réseaux de fibres amyloides
(Upadhyay et al., 2023). Ainsi, si les agrégats amorphes sont en réalités des fibres mal structurées, il sera

possible de savoir ol se trouve BiP dans ce réseau.

La figure 3.14 présente I'électrophorese sur gel des échantillons d’IAPP ayant été incubés avec 5 % de BSA

ou de BiP. Il s’agit des mémes échantillons que ceux utilisés pour faire les images d’AFM a la figure 3.13.

Seule la bande représentant BiP est visible sur le gel. En effet, les fibres d’IAPP sont trop grosse pour migrer
sur un gel de polyacrylamidel0 %. De plus, la bande qui devrait représenter la BSA n’est pas présente,
celle-ci est donc probablement piégée dans les fibres d’IAPP et est retenue dans le gel de concentration
avec les fibres d’IAPP. En effet, la dénaturation thermique dans le tampon de Laemmli des échantillons
permet de dénaturer les protéines mais pas les fibres amyloides, celles-ci sont trop résistantes (Sulatsky

et al., 2020).

Figure 3.13 Electrophorése dénaturante sur gel de polyacrylamide 10 % des assemblages d’IAPP avec ou
sans 5 % de BiP ou de BSA.
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3.3  Prédictions du lieu d’interaction entre BiP et IAPP avec Alphafold (avec les détails de la fiabilité des
modeéles)

Qe e

NS

W

Figure 3.14 Prédiction par Alphafold du domaine d’interaction de I'lAPP et de la chaperonne BiP. Rose :
domaine de liaison au nucléotide, turquoise : sous-domaine de liaison au substrat a, vert : sous-domaine
de liaison au substrat B, noir : IAPP.
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Finalement, certains outils bio-informatiques permettant de prédire I'interaction entre deux protéines
pourraient venir expliquer pourquoi BiP pleine longueur est la seule protéine exprimée a produire un effet
sur l'inhibition de la formation de fibres amyloides de I'lAPP. En effet, I'utilisation d’Alphafold permet
d’identifier le potentiel lieu d’interaction entre BiP-complete et I'lAPP. Les modeéles fournis par
I'intelligence artificielle sont fiables, puisque la couverture de séquence est bonne, la conformation des
résidus est, pour la majorité, ordonnée et les 5 modeles ne présentent pas d’erreur de conformation
particuliére (annexe B). Ainsi, les 5 modéles peuvent étre conservés. L’annexe B présente les données de

fiabilité de la prédiction.

3.4  Synthese peptidique des dérivés de I'lAPP

Tous les dérivés peptidiques de I'lAPP ont été synthétisés au sein du laboratoire grace a la méthode de
chimie peptidique sur support solide et la stratégie de protection fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc). Afin

de confirmer I'identité et la pureté du peptide synthétisé a la suite de leur purification par HPLC préparatif,
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Figure 3.15 Evaluation de I'identité et de la pureté des dérivés de I'lAPP. (A) Spectre de masse du dérivé
p29P30 de I'lAPP et (B) chromatogramme HPLC analytique (absorbance a 229 nm) du dérivé p29P30
de I'lAPP.
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des analyses par MS et par HPLC analytique sont effectuées. Grace a ces analyses, dont un exemple est
présenté a la figure 3.16, il est possible d’affirmer que les dérivés de I'lAPP, ainsi que I'lAPP lui-méme, sont
effectivement les bons peptides et d’'une pureté satisfaisante, puisqu’une seule masse et un seul pic ne

sont visibles.

3.5 Caractérisation de I'autoassemblage des dérivés de I'lAPP

Comme les dérivés de I'lAPP sont de nouveau peptides qui n’ont jamais été étudiés dans la littérature, une
caractérisation complete de leur propre autoassemblage est nécessaire avant d’identifier quels sont les

effets des dérivés sur I'autoassemblage de I'lAPP.

3.5.1 Cinétique d’agrégation

D’abord, la méthode présentée dans la section 3.2 est appliquée. Tel qu’observé a la figure 3.17., I'lAPP
est le seul peptide a engendrer de la fluorescence de la ThT aprés 24h et 48h d’incubation a température
piece sans agitation. Toutefois, aprés 7 jours, le dérivé p29G30 engendre lui aussi une fluorescence de la

ThT. Il s’agit du seul dérivé de I'lAPP a montrer un signal positif de fluorescence a la ThT.
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Figure 3.16 Agrégation des dérivés de I'|APP suivie par la fluorescence de la ThT. Excitation a 440 nm,
émission mesurée entre 450 nm et 550 nm.

Bien que la ThT permet de voir s’il y a formation de fibres amyloides, elle ne permet d’analyser la présence
d’autre organisation structurale. Afin de valider que les dérivés de I'l|APP ne forment bel et bien pas de
fibres amyloides, il faut poursuivre I'analyse en CD et en AFM. Ainsi, les changements conformationnels

ont par la suite été analysés par CD. Comme le montre la figure 3.18, I'lAPP transitionne d’une
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conformation aléatoire vers une conformation en feuillets-f3 aprés 24 h d’incubation. Du c6té des dérivés,
seul le dérivé p29G30 semble débuter sa transition d’'une conformation aléatoire vers une conformation
en feuillets-B a la suite de 7 jours d’incubation, ce qui corréle avec I'augmentation de l'intensité de
fluorescence de la ThT que présente ce dérivé apres 7 jours. Les autres dérivés semblent plutot stables et

demeurent en conformation aléatoire pendant au moins 7 jours.
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Figure 3.17 Cinétique d’agrégation de 50 uM des dérivés de I'lAPP ainsi que de I'lAPP lui-méme analysé
par dichroisme circulaire en ultraviolet entre 190 nm et 260 nm. Rouge : 0 h, Vert : 24 h, noir : 48h,
mauve : 7 jours

Afin de confirmer que les dérivés de I'lAPP ne forment effectivement pas de fibres amyloides, une analyse
par AFM est effectuée. Grace a I’AFM, il est possible de visualiser la formation de réseau peptidique, tel
gue la présence de fibres amyloides ou d’agrégation amorphe sans morphologie bien définie. Comme le
montre la figure 3.19, I'lAPP forme de longues fibres linéaires apres 48h d’incubation. Pour leur part, les
dérivés ne semblent pas former de fibres amyloides, bien que quelques agrégats amorphes soient visibles.
Seul le dérivé p29G30 présente de courts filaments, ainsi qu’une surface moins lisse que celle des autres

dérivés.
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Figure 3.18 Images d’AFM des dérivés de I'lAPP aprés 7 jours d’assemblage et de I'lAPP apres 48h
d’incubation a 50 UM sans agitation.

1

3.5.2 Perturbation membranaire

Comme mentionné précédemment, I'une des hypotheses expliquant la cytotoxicité de I'lAPP est sa
capacité a perturber la membrane plasmique des cellules. Ainsi, avant d’évaluer la cytotoxicité des dérivés,
la capacité de perturbation de la bicouche lipidique des dérivés de I'lAPP peut étre mesurée avec des LUV,

des vésicules lipidiques synthétiques qui miment, bien que partiellement, la membrane plasmique.
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Comme le montre la figure 3.20, I'lAPP engendre une perturbation membranaire d’environ 48 % a 12,5
UM (panneau A) et d’environ 70 % a 25 uM (panneau B). Les dérivés de I'lAPP pour leur part perturbent
tous significativement moins les LUV que I'lAPP. En effet, a 12,5 uM aucun ne perturbe les membranes des
LUV a plus de 20 % et a 25 uM, seulement les dérivés ayant une modification dans la position 20 et 21
perturbent la membrane a plus de 20 %, soit a environ 40 % pour p20G21 et a 38 % pour p20P21. Malgré
cela, ces deux dérivés perturbent quand méme significativement moins la membrane que I'lAPP. Ainsi, la
substitution aux positions 20-21, 24-25 et 29-30 pour favoriser la conformation en tour B diminue la

perturbation membranaire engendrée par I'lAPP.
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Figure 3.19 Cinétique et quantification de la perturbation membranaire des dérivés de I'lAPP mesurée
avec 500 uM de LUV et A) 12,5 uM de peptides, B) 25 uM de peptides. La longueur d’onde d’excitation de
la calcéine est de 495 nm et celle d’émission 517 nm. Un test one-way anova a permis de valider que les
analyses sont significatives : (**) p <0,005; (***) p<0,0005, (****) p <0,00001.
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3.5.3 Cytotoxicité

L’agrégation amyloide de I'lAPP est reconnue comme conduisant a une toxicité cellulaire (Abedini et al.,
2016). Malgré le fait que les dérivés de I'lAPP congus ne s’assemblent pas, ni ne perturbent la membrane,
un autre mécanisme de cytotoxicité pourrait survenir. C'est pourquoi évaluer la cytotoxicité de chacun des
dérivés de I'lAPP est primordial pour peaufiner leur caractérisation. Pour ce faire, des cellules INS-1E, soit
des cellules pancréatiques de rat, ont été incubées en présence de différentes concentrations d’IAPP et de

dérivés de I'|APP pour une durée de 24h.
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Figure 3.20 Cytotoxicité engendrée par la présence de I'|APP ou de ses dérivés a différentes concentrations
sur des cellules INS-1E apres 24h. Un test two-way anova valide que les analyses sont significatives : (**)
p <0,005; (****) p <0,00001.

Comme le montre la figure 3.21, les dérivés de I'lAPP sont significativement moins cytotoxiques que le
peptide non modifié. A 6,25 uM et & 12,5 uM, 'ensemble des peptides évalués ne réduisent pas la viabilité
cellulaire. A 25 uM, seulement les dérivés p20G21 et p24P25 sont significativement moins cytotoxiques

que I'IAPP. A 50 pM toutefois, tous les dérivés de I'lAPP sont moins cytotoxiques que I'lAPP non-modifié.

3.6  Effet des dérivés de I'|APP sur |'autoassemblage de I'|APP

Une fois que I'autoassemblage des dérivés de I'|APP a été caractérisé, il faut déterminer quel est I'effet
des dérivés contraints sur I'IlAPP lui-méme. Cela permet d’identifier quels sont les impacts de la

conformation en tour B sur 'autoassemblage de I'lAPP.
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3.6.1 Co-assemblage

Tout d’abord, I'un des modeles de noyau compétent permettant d’engendrer la formation de fibres
amyloides de I'lAPP est le modéle en B-hairpin (Dupuis et al., 2009). Ainsi, un test de co-assemblage est
requis pour évaluer si le B-hairpin permettant d’engendrer I'assemblage se retrouve dans les régions ayant
subi les substitutions. Le test de co-assemblage permet, grace a la cinétique suivie par la ThT, de voir si les
dérivés de I'lAPP s’incorporent dans les fibres de I'lAPP ou encore s’ils engendrent leur formation. Ce test
demande donc de mettre une certaine concentration d’IAPP en présence de la méme concentration de
dérivés. S'il y a co-assemblage, le plateau de la phase de saturation devrait étre plus élevé que le plateau
de I'lAPP seul a cette concentration, voir méme égal a la fluorescence de I'lAPP a la somme de la

concentration des 2 peptides.
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Figure 3.21 Co-assemblage de 12,5uM d’IAPP et de 12,5uM de dérivés contraints en tour  de I'lAPP. Les
courbes présentées sont des courbes représentatives des 4 réplica effectués chacun en triplicata.

Comme le montre la figure 3.22, les courbes de fluorescence de la ThT en présence de I'lAPP avec les
dérivés ne suivent pas la méme courbe que I'lAPP seul, a 12,5 uM ni a 25 uM. En effet, les courbes de
I'lAPP avec les dérivés sont plus lentes et moins hautes que celles de I'lAPP, peu importe sa concentration.
Il n’y a pas de co-assemblage entre I'lAPP et les dérivés, mais il semble plutét y avoir un effet inhibiteur.
En effet, comme la phase de latence est plus longue et que la phase d’élongation présente une courbe
moins abrupte, la nucléation primaire et secondaire sont donc affectées par la présence des dérivés de

I'IAPP.
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3.6.2 Inhibition

Comme les tests de co-assemblage semblent pointer plut6t vers un effet inhibiteur de la part des dérivés
de I'lAPP, différents tests d’inhibition ont été effectués, mettant en présence une seule concentration
d’IAPP avec des ratios variables de dérivés. Ainsi, en fonction du test de co-assemblage, la concentration

d’lAPP de 25 uM et les ratios molaires de 100%, 50% et 10% ont été ciblés.
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Figure 3.22 Inhibition de I'autoassemblage de 25 uM d’IAPP par différents ratios de dérivés contraints
en tour B. A) 100% de dérivés (25 uM), B) 50% de dérivés (12,5 uM), C) 10% de dérivés (2,5 uM). Les
courbes présentées sont des courbes représentatives des 4 réplica effectués chacun en triplicata.

Comme le montre la figure 3.23, a de fortes concentrations (25 uM ratio de 100 %), les dérivés de I'lAPP
ne semblent pas inhiber I'autoassemblage de I'lAPP, ce qui n’est pas cohérent avec I'expérience de co-
assemblage effectuée a la figure 3.7. La concentration n’est toutefois pas la méme lors de ces 2 tests. En
effet, le co-assemblage est effectué a 12,5 uM d’IAPP, alors que I'inhibition est effectuée a 25 uM d’IAPP.
Il se pourrait donc que la concentration d’IAPP soit importante pour obtenir I'effet inhibiteur. Le seul
dérivé qui allonge légérement la durée de la phase de latence et diminue le plateau de la phase de
saturation est p20G21. Toutefois, a 50 %, soit a 12,5 uM de p20G21 pour 25 uM d’IAPP, ce dernier ne se
démarque plus. En effet, p20G21 ne modifie pas les durées des différentes phases de formation amyloide.
Auratio de 50 %, ce sont plut6t les dérivés p24G25 et p29G30 qui se démarquent en augmentant le plateau
de la phase de saturation. Cependant, a une concentration de 2,5 uM, soit un ratio de 10 %, le dérivé
p24G25 perd son effet d’augmentation de la fluorescence. Néanmoins, le dérivé p29G30 conserve cet effet
pour sa part, et le dérivé p24P25 produit exactement le méme effet que ce premier. A un ratio de 10 %,
I’effet inhibiteur du dérivé p20G21 est rétabli, allongeant la phase de latence et diminuant le plateau de
la phase de saturation. Le dérivé p20P21 diminue aussi le plateau a un ratio de 10 %, mais n’affecte pas la

phase de latence.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

4.1 Expression des protéines recombinantes

Puisque les états préfibrillaires de I'lAPP sont tres hétérogénes, le développement de composés
permettant d’inhiber la formation des fibres est particulierement difficile. Les protéines chaperonnes sont
des protéines qui aident les autres protéines a bien se replier. Ainsi, I'utilisation de protéine chaperonne
permettrait d’inhiber I'agrégation de I'lAPP. Certaines protéines chaperonnes ont été identifiées pour
inhiber I'agrégation de I'lAPP, mais les résidus permettant cette inhibition n’ont pas été identifiés (Chien
et al., 2010; Torner et al., 2022b). Ainsi, il est ici proposé de tenter d’identifier les résidus impliqués dans

I'interaction entre la chaperonne BiP et I'|APP.

La section 3.1.1 montre le chemin emprunté pour optimiser I'expression et la purification de BiP. Tout
d’abord, le fait que les bactéries compétentes E. coli BL21 aient été transformées par le vecteur pET-15b
montre que les bactéries incorporent bien le vecteur. Ceci permet d’induire I'expression de la protéine BiP
avec de I'IPTG, comme le montre la présence d’une bande correspondant au poids moléculaire de la
protéine d’intérét dans les deux puits “surnageant de lyse des culots” de la figure 3.1. De plus, I'expression
est suffisamment abondante pour qu’un lysat cellulaire provenant de I'induction de 700 mL de culture
bactérienne ayant atteint une densité optique de 0,6 a 600 nm sature la colonne chromatographique. Pour
éviter cette saturation, il faut donc séparer ce volume en 2 parts égales, soit deux fois 350 mL, afin d’éviter

de saturer la colonne de purification d’affinité.

Le changement de la souche bactérienne E. coli BL21 pour la souche E. coli NiCo21(DE3) a permis de retirer
plusieurs protéines indésirables sans toutefois retirer les bandes persistantes a 40-45 kDa. Ce changement
permet donc de confirmer qu’effectivement certaines protéines endogénes a E. coli liaient la colonne avec
une affinité suffisamment grande pour résister aux lavages. La souche E. coli NiCo21(DE3) a été modifiée
génétiquement pour que les protéines riches en histidine endogenes a la bactérie E. coli aient une affinité
diminuée pour la colonne de nickel puisque ces protéines contiennent une étiquette d’affinité a la chitine
(Robichon et al., 2011). Cette étiquette d’affinité a la chitine, par sa seule présence, diminue I'affinité des
protéines riches en histidine a la colonne de nickel en créant un certain encombrement. Toutefois, comme
le montre la figure 3.2, ce changement n’est pas suffisant pour purifier BiP de toutes ses impuretés, ce qui

pourrait signifier que I'étiquette de chitine n’est pas suffisante pour empécher les protéines riches en
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histidine endogenes de se lier a la colonne de nickel. Ainsi, la chromatographie d’affinité a la chitine (figure
3.3) permet de mettre en lumiére que les protéines indésirables ne sont pas des protéines endogénes
riches en histidine puisque les bandes protéiques de faibles poids moléculaires sont présentes sur le gel
de polyacrylamide apres la chromatographie d’affinité a la chitine. En effet, si ca avait été le cas, ces
protéines auraient été retenues par la chromatographie d’affinité a la chitine et donc une seule bande

protéique serait visible sur I’électrophorése sur gel de la figure 3.3.

Lorsque les protéines exprimées de fagon recombinante sont de haut poids moléculaire, il arrive que ces
protéines ne soient pas exprimées en entier, c’est-a-dire que la séquence de la protéine traduite ne soit
pas compléte (Francis et Page, 2010; Jennings et al., 2016). Comme |’étiquette de poly-histidine est
présente en N-terminal sur la protéine BiP, s'il y a expression partielle de celle-ci, les fragments
d’expression ont tout de méme une affinité envers la chromatographie d’affinité a I’histidine. Il faut donc
séparer les fragments d’expression de la protéine exprimée en entier par taille. Pour ce faire, une
chromatographie d’exclusion stérique a été effectuée, les résultats sont présentés a la figure 3.4. Comme
les résultats démontrent que les bandes protéiques contaminantes sont encore présentes aprées la
chromatographie d’exclusion stérique, ces bandes ne correspondent donc pas a des fragments

d’expression.

Par ailleurs, BiP fait partie de la famille des HSP70 qui sont des protéines chaperonnes qui se referment
sur leurs peptides clients en hydrolysant ’ATP (Zhuravleva et Gierasch, 2015). Lors de son expression dans
E. coli, la protéine interagit avec de I’ATP et des polypeptides clients, il est donc possible que, lors de la
lyse de la bactérie, une partie des BiP soit en conformation fermée avec un peptide client dans leur
domaine de liaison au substrat. De plus, une fois la lyse effectuée, il n’y a pas de facteur d’échange de
nucléotide qui puisse ouvrir le domaine de liaison au substrat. Ainsi, il est possible que les contaminants
soient en réalité des peptides clients qui sont libérés seulement lors de la dénaturation de la protéine BiP
dans le tampon de chargement. C’est effectivement ce que montre la figure 3.5. Ainsi, les bandes
protéiques persistantes ont été éliminées en ajoutant le lavage a I’ATP, ce qui est en cohérence avec le
mécanisme de la protéine BiP. De plus, ceci permet de s’avancer sur la conformation qu’adopte BiP a la
suite de son expression. En effet, si BiP est capable de changer de conformation pour se refermer sur un
peptide client et s’ouvrir avec I'ATP, cela signifie qu’elle doit étre exprimée dans sa conformation native

et fonctionnelle.
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De leur c6té, les sous-domaines de liaisons au substrat o et  ne devraient pas se fermer sur les peptides
clients puisqu’ils manquent le domaine de liaison au nucléotide permettant d’engendrer cette
modification structurale. De fait, afin d’obtenir le domaine SBDJ plutot pur, il a seulement été question de
diminuer la concentration d’IPTG permettant d’induire son expression. En effet, lorsque la protéine a
exprimer est d’un petit poids moléculaire et qu’elle s’exprime bien, réduire la concentration d’IPTG peut
diminuer la quantité de protéines indésirables (Francis et Page, 2010). C’est ce que montre les figures 3.8
et 3.9, qu’effectivement la réduction de la concentration d’IPTG a réduit les protéines indésirables sans
réduire la quantité de SBD3. Comme SBDa est de poids moléculaire similaire a SBDp, le protocole optimisé
pour SBD est appliqué a SBDa, ce qui permet d’obtenir ce domaine d’une pureté satisfaisante. Ainsi, les

3 protéines sont pures.

Comme SBDa et SBD sont des parties d’une protéine plus grosse, BiP, il se pourrait que ces deux premiers
ne se replient pas correctement sans le reste de la protéine. Ainsi, la caractérisation de la structure
secondaire et quaternaire des protéines par CD et SEC respectivement permet de valider I'identité des
protéines purifiées. Les 3 protéines purifiées adoptent la conformation attendue. En effet, SBDa,
correspondant aux résidus en position 532 a 637 de BiP, affiche une région hélicoidale. Le sous-domaine
exprimé hors de la protéine compléte adopte donc la bonne conformation comme le montre la figure 3.10.
De son cOté, SBDB, qui correspond aux résidus en position 419 a 531 de BiP, provient d’une région riche
en feuillets-B. Encore une fois, la figure 3.10 montre que ce sous-domaine adopte lui-aussi la bonne
conformation. BiP compléte, qui renferme en sa séquence SBDa et SBDP contient donc des régions
hélicoidales et des feuillets-f. Son spectre CD montre donc une courbe représentant la somme de ces
conformations secondaires. En effet, le spectre CD de BiP ne correspond pas a la courbe type d’une hélice-
a ni d’un feuillet-p puisque les minimums sont 221 nm et a 212 nm. Le minima d’un feuillet-f se situe
habituellement a 218 nm et ceux d’une hélice-a a 222 nm et a 208 nm (Wei et al., 2014). Lorsqu’une
protéine est dans une conformation désordonnée, son spectre CD présente un minima a environ 200 nm.
Ainsi, les minimums de BiP montrent qu’elle est ordonnée et riche en hélices-a et feuillets-p, puisque son
spectre CD présente un mélange des minimums de ces 2 structures secondaires sans contenir la trace de
la signature de conformation désordonnée. La caractérisation de la structure quaternaire des sous-
domaines montre que les deux protéines sont pures et monomeériques. En effet, un seul pic est visible sur
le chromatogramme (figure 3.11). Toutefois, les deux sous-unités ont le méme poids moléculaire, mais
n’éluent pas au méme temps de rétention. De fait, SBDa élue vers 11 mL alors que SBDp élue vers 15 mL.

Cela est d0i a la conformation globulaire de SBDp, qui est plus compacte que SBDa. En effet, la SEC est une
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technique établie pour les protéines globulaires, ce qui fait que les protéines qui ne sont pas globulaires
ne suivent pas les standards de poids moléculaires. Elles paraissent donc plus grosses, alors qu’elles ne
sont seulement pas globulaires (Barth et al., 1994). Ainsi, les deux sous-domaines, SBDa et SBDJ3, sont
pures. Au contraire, la protéine BiP compléte présente deux pics. En fait, lorsqu’elle est en solution, BiP a
tendance a former des multiméres (Carlino et al., 1992). Le volume mort de la colonne Superdex 200
Increase 10/300 GL est de 8 mL. Ainsi, selon le temps de rétention du premier pic a 9 mL, les multiméres
n’éluent pas dans le volume mort de la colonne, leur poids moléculaire peut donc étre calculé. BiP pourrait
donc former des pentameres puisque, selon la courbe d’étalonnage de poids moléculaire, ce premier pic
correspond approximativement a une structure globulaire affichant un poids moléculaire de 5 fois plus

élevé (annexe A).

4.2 Effet de BiP et ses fragments sur I'autoassemblage de I'lAPP

Selon la figure 3.12, seule BiP complete inhibe I'agrégation de I'lAPP. En effet, c’est la seule protéine qui
modifie la courbe de la fluorescence de la ThT. Afin de s’assurer que c’est bel et bien BiP qui inhibe
I'autoassemblage de I'lAPP et non la présence d’une protéine, la BSA a été utilisée comme controle.
Puisque la BSA n’inhibe pas I'autoassemblage de I'lAPP, I'effet inhibiteur peut réellement étre attribué a
la BiP et non a la présence d’une protéine dans le milieu. Cependant, BiP présente un effet biphasique.
Effectivement, BiP ralenti bien 'autoassemblage de I'lAPP a 5 % et a 20 %, mais se comporte comme le
contréle de BSA a 10 %. Certaines chaperonnes sont connues pour avoir une activité biphasique, comme
la disulfide-isomerase (Primm et al., 1996; Puig et Gilbert, 1994). Toutefois, la disulfide-isomerase accélére
I'agrégation a faible concentration et I'inhibe a haute concentration. BiP pour sa part présente seulement
un effet inhibiteur, mais a faible ou a haute concentration. Afin de confirmer cet effet biphasique, des tests
avec une plus haute concentration seraient nécessaires. Ceux-ci permettraient de déterminer si c’est
effectivement un effet biphasique ou si c’est plutét un impact du ratio BiP : IAPP favorisant le bon nombre

d’IAPP en complexes avec BiP et donc permettre I'inhibition de son autoassemblage.

Bien que la fluorescence de la ThT permette de suivre la formation de fibres amyloides en temps réel, elle
ne permet pas de les visualiser. Pour répondre a cette limitation, I’AFM est une bonne méthode. La figure
3.13 montre donc les structures formées lorsque I'IAPP est en présence de BiP ou de la BSA. Etant donné
que SBDa et SBDp n’affectent pas la courbe cinétique de I'lAPP en présence de ThT, les fibres formées en
présence de ces protéines ne sont pas visibles en AFM. Ainsi, les structures de I'lAPP seul, en présence de

5 % de BiP ou de 5 % de BSA sont visibles en AFM. Encore une fois, la BSA est utilisée comme controle afin
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de s’assurer que c’est bel et bien un effet spécifique de BiP et non celui de quelconque protéine. L'IAPP
forme de longues fibres. La BSA n’affecte effectivement pas la formation de fibres puisque de longues
fibres sont aussi visibles. Comme le montrait la fluorescence de la ThT, BiP ne forme pas de fibres
amyloides. Toutefois, des agrégats protéiques sont visibles. Ainsi, BiP empéche la formation de fibres
amyloides de I'lAPP, mais pas son agrégation amorphe. L'AFM ne permet pas de vérifier si BiP co-agrége
avec I'lAPP. Néanmoins, certaines HSP, dont les small heat shock protein (sHSP), sont connues pour faire
des agrégats quasi-ordonnés (Miller et al., 2024). De plus, la figure 3.14 montre que la protéine BiP n’est
pas piégée dans les fibres d’|APP, contrairement a la BSA. Ainsi, comme les fibres amyloides de I'lAPP ne
peuvent pas dénaturer, si elles ont piégé une protéine dans leur assemblage, celle-ci ne sera pas relachée
lors de la tentative de dénaturation thermique. C’est le cas de la BSA, mais pas de BiP. En effet, BiP n’est
pas piégée dans les agrégats amyloides puisqu’elle est visible sur le gel apres dénaturation thermique. Elle

se situe probablement en surface des agrégats.

BiP cause un ralentissement de I'agrégation de I'|APP en réduisant la vitesse de la phase d’élongation, et
elle se situe en surface des agrégats. De ces faits, elle semble surtout affecter la nucléation secondaire. En
effet, lorsque la nucléation secondaire est affectée, il y a ralentissement de la vitesse d’élongation (Majid
etal., 2019). Le taux d’élongation de I'lAPP passe donc de 1,25X107 lorsqu’il est seul, a 2,47X108 uM-t/min
en présence de 5 % de BiP et a 1,34X10° uM/min (figure 3.20). La méme tendance se maintient pour le
taux de nucléation secondaire, qui passe de 1,68X107 uM™"2/min pour I'lAPP seul, a 1,31X107 uM™"2/min en
présence de 5% de BiP et a 1,02X107 uM™"%/min en présence de 20 % de BiP. Ainsi, lorsque BiP est présente
a5 %oua220 % dIAPP, elle agit de maniere conséquente sur la nucléation secondaire et le taux
d’élongation. Toutefois, lorsque BiP est présente a 10 %, I'lAPP subit un ralentissement de sa vitesse
d’élongation (1,06X10°% uM/min en présence de 10 % de BiP), mais une augmentation de son taux de
nucléation secondaire, qui passe de 1,68X107 a 3,43X107 uM™"2/min. Le fait que les taux d’élongation et de
nucléation secondaire ne convergent pas dans la méme direction peut expliquer pourquoi la courbe de
I'lAPP en présence de 10 % de BiP (figure 3.20) ne présente pas le méme profil que les courbes de I'lAPP
en présence de 5 % ou de 20 % de BiP. Ainsi, le ratio de 10 % de BiP permettrait de ralentir la vitesse
d’élongation, mais d’augmenter le taux de nucléation secondaire, ce qui pourrait expliquer I'effet

biphasique de BiP.

Néanmoins, les images d’AFM de la figure 3.13 ne montrent pas de formation de fibres amyloides lorsque

I'lAPP est en présence de BiP, mais plutot la formation d’agrégats amorphes. Ainsi, est-ce juste d’affirmer
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que BiP ralentit la nucléation primaire et la nucléation secondaire s’il n'y a pas de formation de fibres
amyloides ? Etant donné qu’il a présence d’agrégats qui rendent la ThT fluorescente, il faudrait les
caractériser avant de pouvoir répondre correctement a cette question. En effet, des images de
microscopie électronique permettraient de visualiser les agrégats plus en détails. De la méme facon, la
RMN permettrait de savoir s'il s’agit effectivement d’agrégats amorphes ou s’il y a quelconque ordre dans

ces structures.

Alphafold 2 peut étre utilisé comme outil de prédiction des domaines d’interaction entre 2 protéines
(Bryant et al., 2022). De fait, Alphafold 2 permet d’obtenir 5 modeles de prédictions de I'interaction entre
des protéines grace a leur séquence primaire. Ainsi, grace aux 5 modeéles d’interaction prédits par
Alphafold, I'l|APP semble se lier a BiP quelque part entre domaine de SBDf et le NBD. Les modeéles 3, 4 et
5 de la figure 3.15 montre que I'lAPP se lie seulement dans le SBDp, alors qu’il a été démontré de maniere
expérimentale que le domaine SBDf n’affecte pas I'autoassemblage de I'lAPP. Ainsi, si le domaine SBDf3
exprimé de maniére recombinante se replie effectivement de la bonne manieére, il est donc peu probable
que I'lAPP se lie a ce sous-domaine. Le domaine SBD présente une structure majoritairement en feuillet-§
en CD (figure 3.10), ce qui est attendu de ce domaine. Toutefois, il est possible que les feuillets-B qui
composent le domaine dans I'ensemble de la protéine BiP ne soit pas exactement les mémes que ceux

formés lorsque SBDf se trouve dans la structure compléte de BiP.

Ces modeéles ne sont donc pas cohérents avec les résultats expérimentaux, selon lesquelles le SBDJ seul
n’‘impacte pas I'autoassemblage de I'lAPP. En effet, la figure 3.15 montre que le SBDf n’affecte pas la
cinétique d’autoassemblage de I'lAPP, méme a une concentration de 50 % de celle de I'l|APP. Les modéles
1 et 2 produits par Alphafold sont plus cohérents avec les résultats obtenus expérimentalement.
Effectivement, les modeles 1 et 2 suggérent que I'lAPP se lie entre le SBD} et NDB, avec une grande
proximité entre le domaine N-terminal de I'|APP et le NBD de BiP. Si I'|APP se lie réellement a cet endroit
de BiP, cela expliquerait pourquoi seulement BiP compléete a un impact sur I'autoassemblage de I'l|APP a la
figure 3.12. Toutefois, comme Alphafold se fie aux structures des protéines présentes dans la protein data
bank (PDB), plus de résultats expérimentaux seront nécessaires pour confirmer que I'lAPP se lie
effectivement a cet endroit. De fait, si dans la PDB le lieu d’interaction entre BiP et une autre
(macro)molécule se situe presque toujours dans le SBDp, il est normal que I’outil bio-informatique place
I'lAPP a cet endroit. Les prédictions d’Alphafold pour ce projet doivent donc étre prise avec un bémol.

C’est pourquoi il faudra exprimer les SBDP et NBD ensemble afin de valider si I'lAPP se lie réellement entre
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les deux. Exprimer le NBD de BiP seul permettra aussi de s’assurer que le lieu d’interaction se situe bel et

bien entre le domaine SBDf et NBD et non seulement dans le NBD.

Si les prédictions d’interaction de Alphafold avaient été effectuées avant la conception des protéines, les
domaines auraient pu étre mieux découpées. En effet, connaitre le lieu d’interaction selon les outils bio-
informatiques aurait aidé a mieux sélectionner les domaines de BiP a exprimer de maniere recombinante.
Par exemple, en ayant connaissance du lieu d’interaction entre BiP et I'lAPP prédit par Alphafold, exprimer
de fagon recombinante BiP compléte, le NBD et les SBDB-NBD. Ceci aurait permis de mieux situer le
domaine d’interaction entre BiP et I'lAPP, puisque les domaines SBDa et SBDP ne fournissent pas
d’informations expérimentales sur le lieu d’interaction comme elles n‘ont pas d'impact sur

I"autoassemblage de I'lAPP a la figure 3.12.

Bien que tous les modeles soient fiables selon les données fournies par Alphafold (annexe B), certains
modeles ne sont pas cohérents avec les données expérimentales présentées dans la section 3.2. En effet,
les modeles 3, 4 et 5 placent I'lAPP directement dans le SBDJ, ce qui a été discuté plus haut. Ainsi, par
soucis de cohérence avec I'étude, seuls les modeles 1 et 2, qui placent I'lAPP en partie dans le NBD et le
SBDf sont analysés. Pour ce faire, un zoom permettant d’identifier les résidus participants a I'interaction

entre BiP et I'|APP a été effectué seulement sur les modeéles 1 et 2. Ceux-ci sont présentés a la figure 4.1

——

Figure 4.1 Zoom sur les interactions entre BiP et I'APP des modéles A)letB)2.

Bien que Alphafold soit un outil tres utilisé pour prédire la structure des protéines, il connait certaines
limites. En effet, les propositions d’interaction protéine-protéine ne sont pas parfaites lorsqu’il s’agit de

protéines différentes et I'outil ne prend pas en considération la physique des protéines ce qui les rend
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statiques (Jumper et al., 2021; Outeiral et al., 2022). Ainsi, les modeles obtenus par Alphafold peuvent

donner une approximation étant un bon point de départ, mais ne doivent pas étre le point final de I’étude.

L'analyse du modele 1 montre que celui-ci offre une prédiction moins réaliste que le modele 2. En effet,
en s’intéressant aux résidus présents a la surface de l'interaction, seulement 4 résidus sont impliqués. Ces
résidus sont, chez BiP, Leul0 et Leul3, et chez I'lAPP Thr6 et GIn10. De telles interactions sont peu
probables. En effet, ces acides aminés n’ont pas de propriété similaire au sein de leur chaine latérale, la
leucine étant hydrophobe alors que la glutamine et la thréonine sont hydrophiles. De plus, le modele 1
superpose les chalnes latérales de la Leul3 et de la GIn10. La superposition de ces chaines latérales n’est
pas physiquement possible. Pour cette raison, le modele 1 ne peut pas étre considéré comme une
prédiction solide et cohérente. Toutefois, elle peut représenter un bon point de départ pour la sélection

des domaines de BiP a exprimer de maniére recombinante.

De son coté, le modele 2 fourni par Alphafold, les résidus participants a I'interaction sont hydrophobes.
En effet, il s’agit de la Val241, laVal415, la Leu417 et I'lle503 qui interagissent avec I’Ala5, la Thr9, la Leul2
et la Leul®6. Ainsi, les forces permettant I'interaction entre BiP et I'|APP sont des interactions hydrophobes.
Comme I'|APP est tres hydrophobe, il est logique que ce soient ces forces qui soient responsables de
I'interaction. De plus, comme BiP est une HSP70 qui préfére les peptides clients hydrophobes, il est
d’autant plus logique que ce soit ce type d’interaction qui permettent le rapprochement de la protéine et
du peptide. Contrairement au modeéle 1, le modeéle 2 ne superpose pas les chaines latérales des résidus
impliqués dans l'interaction, mais crée un lien qui ne devrait pas étre présent. En effet, la leucine 12 de
I'IAPP forme un lien covalent avec la leucine 417 de BiP selon le modéle 2. Evidemment ce lien covalent
est totalement incohérent. Il s’agit d’un lien créé par les outils bio-informatiques. Bien que ce lien covalent
n’existe pas réellement, il propose que ces 2 résidus soient trés pres I'un de I'autre, ce qui est plausible

selon leurs propriétés physicochimiques trés similaires.

Bien que Alphafold soit un outil bio-informatique ayant généralement une excellente précision, il n’est pas
suffisant pour affirmer que le lieu d’interaction entre I'lAPP et BiP est effectivement situé entre le SBDJ et
le NBD. Il faudra donc poursuivre les analyses pour confirmer I’endroit d’interaction en refaisant le méme

protocole avec les mémes tests, mais avec différentes protéines issues des domaines de BiP.
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4.3  Caractérisation des peptides contraints en -tour

Bien que les structures des fibres amyloides de I'lAPP soient connues, les conformations permettant de
d’engendrer la formation des fibres ne sont pas connues. De plus, comme la population préfibrillaires est
particulierement hétérogene, I'étude biophysique classique des structures engendrant la fibrillation n’est
pas pertinente. Pour remédier a ces difficultés, les modifications chimiques peuvent étre une bonne
approche pour tenter d’identifier I'état transitoire permettant d’engendrer la fibrillation. Dans cette
optique, des dérivés d’IAPP ayant une substitution qui engendre un tour-p3 ont été synthétisés puisqu’il
s'agit d’'un modeéle qui permettrait d’engendrer la fibrillation, selon des analyses de dynamique
moléculaire (Dupuis et al., 2009). Toutefois, les données sur ce modele demeurent théoriques puisqu’il

s’agit de dynamique moléculaire.

Dans le but d’évaluer I'importance de la conformation en tour-p sur I'autoassemblage de I'lAPP, six
peptides dérivés de I'lAPP ayant la position 20-21, 24-25 ou 29-30 substituée par les acides aminés D-
proline, L-glycine ou D-proline, L-proline ont été synthétisés. Ces substitutions induisent la formation d’un
tour-B dans une séquence. La premiére, la séquence D-proline, L-glycine induit un tour-f dynamique,
puisque la glycine permet la rotation du lien peptidique entre la D-proline et la L-glycine (Haque et Gellman,
1997). Alors que la seconde, la séquence D-proline, L-proline favorise un tour-f statique, puisqu’il n’y a
pas de possibilité de rotation du lien peptidique entre la D-proline et la L-proline (Bean et al., 1992). Afin
de vérifier la pureté des peptides et de confirmer leur identité, des analyses en MS et en HPLC analytique
sont nécessaires. Comme le montre la figure 3.16 I'lAPP ainsi que I'lAPP lui-méme sont les bons peptides
et d’'une pureté d’au moins 95 % permettant leur utilisation. En effet, le spectre de masse (figure 3.16A)
confirme que le peptide le plus abondant est le peptide de 3908,89 g/mol, soit la masse de p29P30
attendue. Les deux autres pics majoritaires, a 120,04 g/mol et a 921,00 g/mol sont les controles présents
dans la phase mobile. Grace a la présence de ces contrdles, il est possible d’affirmer que I'analyse de MS
s’est bien déroulée et donc que la masse du peptide analysée est validée. De plus, grace au
chromatogramme obtenu par HPLC analytique (figure 3.16B), la pureté du peptide peut étre vérifiée. De
fait, comme il n’y a qu’un seul pic gaussien présent dans ce chromatogramme, la pureté du peptide est
validée puisque I'air sous la courbe de ce pic représente 100 % des aires sous la courbes présentes dans le
chromatogramme (annexe C). Ces deux méthodes de validation prouvent que la méthode de purification
des peptides est bien adaptée aux peptides. Ainsi, il est possible d’affirmer que les sept peptides sont purs

et donc qu’ils peuvent étre caractérisés.
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La cinétique d’agrégation des dérivés de I'|APP a été analysée de 2 facons différents : sans agitation et avec
agitation (Sebastiao et al., 2017). Bien que la méthode avec agitation ne soit pas volontairement effectuée
avec agitation, une agitation est appliquée sur les échantillons dans le spectrofluorimetre dans lequel la
lecture de fluorescence se fait, (Sebastiao et al., 2017). Il faut donc prendre ce facteur d’agitation en
considération. Avec I'agitation, I'autoassemblage de I'lAPP est plus rapide, ce qui explique en partie
pourquoi il commence a s’autoassembler en environ 4h en microplaque, mais qu’il lui faut au moins 24h
en tube sans agitation. Les autres facteurs affectant la vitesse d’autoassemblage de I'lAPP sont la
température, les forces de cisaillement et la surface de contact entre Iair le liquide dans lequel se trouve
le peptide (Yamaguchi et al., 2025). Pour ces raisons, il est impossible de prédire les résultats d’'un des

deux tests en connaissance les résultats de I'autre.

Les méthodes en tube sans agitation et en microplaque avec agitation sont complémentaires I'une a I'autre
puisque la méthode en tube permet de suivre le changement conformationnel par CD et la méthode en

microplaque permet de suivre la courbe sigmoidale selon les 3 phases d’agrégation amyloide.

Afin de suivre I'autoassemblage en fibres amyloides de I'l|APP, la ThT est sélectionnée. La ThT est composée
d'un cycle benzothiazole et d'un cycle benzylamine liés par une liaison carbone-carbone. Cette sonde
permet de suivre la formation amyloide puisque, lorsqu’elle est libre en solution, elle émet I'énergie
provenant de la lumiéere excitatrice par rotation de son lien carbone-carbone. Lorsqu’elle est prise dans les
fibres amyloides, au sein du motif en feuilles-p-croisés, ce lien carbone-carbone ne peut plus effectuer de
rotation permettant d’émettre son énergie, celle-ci est donc émise sous forme de fluorescence (Biancalana
et Koide, 2010). Ainsi, la ThT a été sélectionnée pour son mécanisme simple, sa facilité d’utilisation, mais
aussi parce qu’il s’agit d’une sonde amplement utilisée dans la cinétique de formation des fibres amyloides

(Vassar et Culling, 1959).

Comme le montre la figure 3.17, en présence d’IAPP en solution depuis 24h, la ThT émet de la fluorescence,
ce qui signifie qu’en 24h I'lAPP forme réseau de feuillets-B-croisés, soit des fibres amyloides (Vassar et
Culling, 1959). De leur co6té, les dérivés de I'lAPP ne semblent pas, pour la plupart, former de fibres
amyloides puisque la ThT n’émet pas de fluorescence en leur présence. Le seul dérivé de I'|APP qui semble
former des fibres amyloides est le p29G30, en présence duquel la ThT émet de la fluorescence apres 7

jours d’incubation. Cette fluorescence peut donc indiquer un début d’autoassemblage apres 48h pour ce
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dérivé. Toutefois, plus d’analyse que seulement la fluorescence de la ThT sont nécessaires pour affirmer

que le dérivé p29G30 forme des fibres amyloides, tel que le CD et I’AFM.

Grace au CD, il est possible de suivre les transitions de structure secondaire des peptides (Juban et al.,
1997). En effet, cette méthode permet d’analyser la structure secondaire des protéines et peptides grace
a la lumiere circulaire polarisée, qui, selon la structure secondaire de la protéine ou du peptide, sera
absorbée différemment (Miles et al., 2021). Selon I'analyse en CD, a la figure 3.18, les dérivés de I'lAPP
semblent avoir une conformation plus stable que I'lAPP. En effet, ceux-ci ne présentent pas de
changement détectable par CD dans leur structure secondaire. De plus, la différence entre les intensités
des courbes obtenues par CD peut étre expliquée par la variabilité de la concentration réelle du peptide
(Miles et al., 2021). En effet, il est possible gu’une partie du peptide en solution se lie a la paroi de plastique
du tube dans lequel le test est effectué ou encore que le peptide ne soit plus en solution mais forme plutét
des agrégats qui seraient des suspensions dans la solution (Miles et al., 2021). L'intensité du signal est en
effet affectée par ces facteurs. Il est donc possible que la concentration de I’échantillon ne soit plus
exactement 50 uM, mais légérement en dessous, ce qui explique la diminution de I'intensité du signal de
CD. Toutefois, si la concentration a réellement diminué, ce n’est pas de maniere suffisamment importante
pour affecter la cinétique d’agrégation du peptide, donc son changement conformationnel analysé par CD
peut étre considéré. Les résultats obtenus en CD sont cohérents avec ceux obtenus avec la fluorescence
de la ThT. En effet, I'|APP, qui présente une forte fluorescence de la ThT apres 24h, présente aussi un
changement vers une structure secondaire en feuillets-B. Le dérivés p29G30 qui présente une
augmentation de la fluorescence de la ThT aprés 7 jours présente aussi un changement de structure
secondaire aprés 7 jours, bien que son spectre CD n’ait pas la courbe caractéristique des feuillets-p, elle
montre plutdt un mélange de feuillets-f et de conformation aléatoire, démontrant ainsi que ce dérivé
débute son changement de conformation et donc potentiellement son autoassemblage aprés 7 jours.
Néanmoins, le CD ne permet pas de confirmer la présence de fibres amyloides puisqu’il ne permet pas de
visualiser la morphologie mésoscopique des fibres peptidiques. Ainsi, pour valider si le dérivé p29G30

s’assemble sous forme de fibres amyloides, des analyses en microscopie, tel que I’AFM sont nécessaires.

L'AFM permet de confirmer si réellement il y a présence de fibres amyloides ou si un changement dans
celles-ci engendre une modification de la réponse des 2 analyses mentionnées précédemment. L’AFM
permet de visualiser la topologie d’une surface et donc de vérifier I'organisation tridimensionnelle d’un

matériau (Giessibl, 2003). Par conséquent, I’AFM est une méthode indispensable pour valider que les
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dérivés contraints en tour-f de I'lAPP ne s’autoassemblent pas comme I'lAPP. De fait, avec I’AFM, présenté
a la figure 3.19, il est possible de visualiser les fibres amyloides formées par I'l|APP aprés 48h. De plus, il y
a confirmation que les dérivés de I'lAPP ne forment effectivement pas de fibres amyloides, mais plutot un
réseau d’agrégation amorphe, comme pourrait le faire n’importe quelle protéine aprés 7 jours a
température piéce. De son c6té, le dérivé p29G30 qui, aprés 7 jours, faisait augmenter la fluorescence de
la ThT et qui débutait sa transition de conformation aléatoire vers une conformation en feuillets-, ne
présente pas de longues fibres amyloides en AFM, mais semble tout de méme en présenter de petites, ce

qui signifie que ce dérivé débute bel et bien son autoassemblage entre 48h et 7 jours en solution.

Ainsi, les analyses de fluorescence a la ThT, de structure secondaire en CD, et de morphologie
macroscopique en AFM sont cohérentes les unes avec les autres. Les dérivés contraints en tour-f ne
s’autoassemblent pas comme I'lAPP le fait en 48h. Seul le dérivé p29G30 débute son autoassemblage
apres 7 jours, alors que les 5 autres ne s’autoassemblent pas sur toute cette durée. Bien que les dérivés
de I'lAPP devraient adopter une conformation en tour-p, il est possible que la modification de la cinétique
d’agrégation soit plut6t liée aux changements des chaines latérales des résidus substitués. En effet, les
chaines latérales sont en grande partie responsable de I’agrégation de I'lAPP natif, dont I’Asn21 (Godin et
al., 2019; Koo et al., 2008) et la Ser29 (Akter et al., 2018; Ridgway et al., 2020). Ainsi, il est impossible, avec
les analyses effectuées, de confirmer que la modification de la cinétique d’agrégation des analogues est
bien due a leur conformation et non aux changements des chaines latérales. Pour le confirmer, de plus

amples analyses confirmant leur conformation, telles que la RMN ou la Cryo-EM, seraient nécessaires.

L’autoassemblage de I'lAPP peut conduire a une cytotoxicité (Abedini et al., 2016). Toutefois, il arrive que
des dérivés de I'lAPP qui ne s’autoassemblent pas soient eux-aussi cytotoxiques, comme les analogues
N21L et N21F (Godin et al., 2019). Pour valider si les dérivés contraints de I'lAPP sont cytotoxiques, un test
de perturbation membranaire sur des membranes synthétiques et un test de cytotoxicité sur des cellules

pancréatiques INS-1E ont été effectués.

Les dérivés en tour-f de I'lAPP ne perturbent pas les membranes synthétiques comme le fait I'lAPP (figure
3.20). Cela signifie donc que I'intégrité des membranes synthétiques est mieux conservée en présence des
dérivés que de I'lAPP. Comme les dérivés de I'lAPP ne s’assemblent pas en 24h, la premiere hypothése de
cytotoxicité par perturbation des membranes cellulaire de I'lAPP est écartée, celle-ci étant que

I'agrégation amyloide arracherait une partie de la membrane cellulaire, menant la cellule a sa mort

71



(Abedini et Raleigh, 2009). De plus, les dérivés de I'lAPP ne se conforment pas non plus aux autres
hypothéses de cytotoxicité de I'lAPP comme quoi ce dernier pourrait former des pores détruisant les
cellules (Engel, 2009) ni a I'extraction des lipides de la membrane cellulaire (Brender et al., 2007).
Néanmoins, d’autres mécanismes de cytotoxicité tel que le stress au réticulum endoplasmique ou les
dommages aux mitochondries (Westermark et al., 2011) pourraient étre engendrés par les dérivés en tour-
B de I'lAPP. Afin de valider I'absence de cytotoxicité, il estindispensable d’évaluer le tout avec des cellules.
Ainsi, des cellules INS-1E ont été incubées en présence des peptides (figure 3.21). Etant donné que les
dérivés de I'lAPP perturbent moins les membranes synthétiques que I'lAPP, et qu’ils n’engendrent pas de
mortalité cellulaire, cela montre qu’aucun autre mécanisme de cytotoxicité n’est induit. De plus, I'absence
de cytotoxicité ne montre qu’aucun autre mécanisme cytotoxique n’est engendré, ce qui peut soit signifier
que les dérivés ne sont pas cytotoxiques du tout, soit qu’ils ne peuvent pas pénétrer dans la cellule poury
causer du stress au réticulum endoplasmique ou des dommages aux mitochondries (Westermark et al.,
2011). En outre, le dérivé p29G30 qui montrait un début d’autoassemblage en fluorescence a la ThT, au
CD et en AFM, ne présente aucun signe de perturbation membranaire ou de cytotoxicité. Ainsi, il est
possible que la substitution a ces positions ralentisse I'autoassemblage, tout en supprimant le mécanisme

cytotoxique de cette autoassemblage.

4.4  Seul les dérivés p20G21 et p20P21 inhibent I'auto-assemblage de I'|APP

A la suite de la caractérisation individuelle des peptides, différents tests permettant d’identifier quels sont
les effets des dérivés sur I'autoassemblage de I'lAPP ont été effectués. De fait, un test de co-assemblage
et un test d’inhibition ont été effectués. Bien que la méthode soit similaire, la concentration d’IAPP n’est
pas la méme, mais surtout la concentration de peptide totale n’est pas la méme. En effet, le test de co-
assemblage, effectué a 12,5 uM d’IAPP et 12,5 uM de dérivés, permet de savoir si les 2 peptides forment
des fibres ensembles. Si c’est le cas, le plateau de la phase de saturation de I'|APP avec les dérivés devrait
étre plus élevé en fluorescence que le plateau de I'lAPP seul, soit autant que I'lAPP a 25 uM. De son c6té,
le test d’inhibition mesure la capacité des dérivés a inhiber la formation des fibres amyloides de I'lAPP.
Pour ce faire, le concentration d’IAPP reste stable pour tous les essais, soit 25 uM, mais le ratio de dérivés
varie, ce qui fait varier la concentration de peptide totale d’un ratio de dérivé a I'autre. Ainsi, les cinétiques
d’agrégation de I'lAPP a une concentration de 25 uM seront ralenties en présence des dérivés s’il y a un

effet inhibiteur de la part des dérivés.
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Comme le montre la figure 3.22, aucun des dérivés de I'lAPP ne co-assemble avec le peptide non modifié.
En effet, la présence de 12,5 uM de dérivés n’accélére pas I'autoassemblage de I'lAPP ni n’augmente le
plateau de fluorescence de la ThT, ce qui démontre que les dérivés contraints en tour-p ne représentent
pas le noyau compétent permettant de débuter I'assemblage de I'lAPP et qu’ils ne s’intégrent pas dans les
fibres amyloides de I'lAPP. Toutefois, selon les courbes présentées par la figure 3.22, les dérivés de I'|APP
semblent plutét inhiber la formation de fibres amyloides de I'lAPP puisque la fluorescence émise par la
ThT en présence de I'lAPP et des dérivés est moindre que celle émise en présence de I'|APP seul a la méme

concentration.

Grace au test d’inhibition présenté a la figure 3.23, il est possible d’affirmer que la position 20-21 semble
la plus prometteuse en termes d’inhibition de la formation amyloide de I'lAPP. En effet, il s’agit de la seule
position a laquelle les substitutions D-proline, L-glycine et D-proline, L-proline diminue le plateau de la
phase de saturation. De plus, le dérivé p20G21 engendre une diminution du plateau de la phase de
saturation mais aussi un ralentissement de la phase d’élongation en adoucissant la pente de celle-ci, ce
qui pourrait signifier que le tour-f dynamique en position 20-21 joue un rble dans la formation amyloide
de I'lAPP puisque, lorsqu’il est stabilisé, il y a ralentissement de cette formation (Buchanan et al., 2013;
Pellegrino et al., 2017). En se basant sur les structures des fibres amyloides de I'lAPP présentes dans la
PDB (voir figure 2.1), la position 20-21 se situe fréquemment plus loin de la boucle entre les brins-§ de la
fibre. Considérant que les dérivés p20P21 et p20G21 ralentissent I'autoassemblage de I'lAPP alors que
cette position ne se retrouve pas dans la boucle entre les brins-B de la fibre, cela pourrait indiquer que, si
les positions 20-21 sont impliqués dans la formation des fibres, la conformation en tour-f n’est pas le
noyau compétent permettant d’initier la formation des fibres. En effet, si le tour-P3 en position 20-21 était
le noyau compétent, les dérivés p20P21 et p20G21 ne ralentiraient pas I'autoassemblage de I'lAPP, mais

le déclencherait.

Le test de co-assemblage de la figure 3.22 correspond a I'analyse d’inhibition au ratio de 100% de la figure
3.23. Toutefois, ces deux expériences ne produisent pas du tout le méme résultat. En effet, la figure 3.22
(co-assemblage) présente une inhibition, alors que la figure 3.23 (inhibition) n’en présente pas. Comme
les deux tests ne sont pas effectués a la méme concentration d’IAPP, il se pourrait que la concentration
soit importante pour obtenir I'effet inhibiteur de la figure 3.22. En effet, le co-assemblage est effectué a
12,5 uM d’'lIAPP, alors que l'inhibition est effectuée a 25 uM d’IAPP. Il est donc possible qu’une

concentration trop élevée d’IAPP annule I'effet inhibiteur des dérivés. En effet, la concentration est un
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facteur important pour |'agrégation de I'lAPP. Ainsi, si la concentration est trop grande, le processus

d’assemblage pourrait donc devenir trop thermodynamiquement favorable, ce qui rend les dérivés inactifs.

D’autres analyses sont toutefois nécessaires avant d’affirmer que le tour-B en position 20-21 joue
effectivement un rdle dans I'assemblage de I'lAPP. En effet, il faudrait poursuivre les caractérisations avec
des méthodes qui permettent de confirmer l'interaction entre I'lAPP et les dérivés p20P21 et p20G21,
comme la RMN ou encore le Transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (Forster resonance energy
transfer, FRET). Si la RMN est utilisée, il faut synthétiser les peptides en conditions isotopiques, tel qu’en
présence de '3C ou de **N ce qui ne devrait pas affecter la cinétique d’assemblages des peptides. Par contre,
si le FRET est utilisé, I'ajout de fluorophore pourrait affecter la cinétique d’assemblage entre les deux

peptides. Il faudra donc sélectionner trés consciencieusement les fluorophores.
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CONCLUSION

L’'objectif de ce projet de maitrise était d’utiliser deux différentes stratégies afin d’augmenter les

connaissances sur la formation des fibres amyloides de I'lAPP. En effet, deux stratégies ont été utilisées :

1- L'utilisation d’une protéine chaperonne, BiP, afin d’identifier les domaines responsables

de l'inhibition de I'agrégation de I'|APP;

Afin de mener a bien 'objectif 1, la protéine chaperonne BiP, une HSP70 du RE, a été sélectionnée
puisqu’elle est connue pour inhiber I'agrégation de I'lAPP (Chien et al., 2010) et qu’elle réside au site de
maturation de I'lAPP, soit le RE. Ainsi, 3 protéines ont été exprimées de maniére recombinante dans E. coli
NiCo21(DE3), la chaperonne BiP compléte, son sous-domaine de liaison au substrat o (SBDa) et sous-
domaine de liaison au substrat § (SBDB). Ces protéines ont été exprimées avec une étiquette de poly-
histidine, afin de faciliter leur purification par chromatographie d’affinité a I’histidine. La purification de
protéines a été optimisée afin qu’elles soient pures pour vérifier leur impact sur la formation de fibres
amyloides de I'lAPP. Pour ce faire, les 3 protéines a différents ratios ont été incubées avec I'lAPP. Les
résultats montrent que seule BiP compléete, a un ratio de 5 % ou de 20 %, inhibe |'agrégation de I'lAPP en
réduisant a la fois le taux de nucléation secondaire et le taux d’élongation. BiP montre aussi un effet
biphasique. En effet, a un ratio de 10 % de BiP, I'agrégation de I'lAPP n’est pas inhibée. De leur coté, les
sous-unités SBDa et SBDP ne montrent pas d’inhibition. Selon les prédictions d’Alphafold, I'lAPP se lie a |a
chaperonne BiP compléete par des interactions entre le domaine SBD et le domaine de liaison au substrat

(NBD), qui n’a pas été exprimé de maniere recombinante.

La suite de ce projet sera d’élucider si la formation des fibres de I'lAPP est inhibée par les domaines NBD
et SBDP ensembles. En effet, Alphafold ne devrait pas étre utilisé comme point final d’'un projet mais plutét
comme un point de départ. Ainsi, si Alphafold place I'|APP a I'interface des domaines NBD et SBD, il faudra
exprimer cette protéine et valider de maniere expérimentale si effectivement elle inhibe la formation de
fibres de I'|APP. Le domaine NBD seul pourrait lui aussi étre exprimé afin d’étre utilisé comme contrdle ou

de vérifier s’il n’y a pas d’inhibition de sa part.

Lorsque la plus petite région permettant d’inhiber I'agrégation de I'lAPP aura été identifiée, il faudra

identifier quels sont les résidus participant a I'interaction entre I'lAPP et ce domaine. Pour ce faire, la RMN
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pourra étre utilisée aprés avoir réexprimé la protéine en condition isotopique afin de marquer certains
atomes (*3C, °N). Finalement, lorsque les résidus de BiP participant a I'interaction auront été identifié, il
sera question de synthétiser de courts peptides, par chimie peptidique, qui mimeront cette interaction.
Par la suite, ces courts peptides seront utilisés comme inhibiteur I'agrégation de I'lAPP. Ces inhibiteurs
permettraient de ralentir le développement du diabéte de type Il. Ainsi, il s’agirait de la premiére thérapie
contre la formation amyloide inspirée de la chaperonne BiP. Ce projet permettrait d’ouvrir la voie a une
nouvelle facon de concevoir des inhibiteurs de I'agrégation amyloide, et pourra étre appliquée a

différentes maladies résultantes de la formation amyloide comme la maladie d’Alzheimer ou le parkinson.

2- L'utilisation de modifications chimiques permettant de contraindre I'lAPP dans une
conformation en tour-f afin d’évaluer le réle de cette conformation dans la formation des

fibres de I'|APP.

L’objectif 2 avait pour but d’identifier le réle de la conformation en tour-B dans l'initiation de la formation
amyloide de I'lAPP. Il a été réalisé grace a la conception de 6 dérivés de I'l|APP. Ces 6 dérivés de I'|APP
portaient une substitution dans leur séquence primaire, soit D-proline suivie d’'une L-glycine ou D-proline
suivie d’une L-proline, qui affecte leur structure secondaire en intégrant un tour-, dynamique pour le
premier et statique pour le second. Trois régions de I'lAPP ont été sélectionnées, les positions 20-21, 24-
25 et 29-30, correspondant respectivement au début, milieu et fin des boucles retrouvées dans la plupart
des structures finales des fibres amyloides de I'lAPP. Les résultats démontrent que seuls les dérivés
modifiés en position 20-21 inhibent légérement la formation amyloide de I'lAPP, pouvant laisser croire
que cette région contrainte en tour-3 joue un role dans la formation des fibres. Toutefois, de plus amples
analyses sont nécessaires avant de valider le réel réle de ces substitutions contraignants la conformation.
En effet, les substitutions D-proline suivie d’une L-glycine ou D-proline suivie d’'une L-proline, engendrent
un tour-f, mais pas un tour-p statique. Ainsi, afin de faire la lumiéere sur le réle de la conformation en tour-
B, il faudra synthétiser de nouveau le dérivé comportant le tour-B en position 20-21, mais en le fixant en
tour-B. Pour ce faire, il faudra ajouter un lien covalent entre les résidus 19 et 22 (i, i+3) ou les résidus 19
et 23 (i, i+4) (Marcelino et Gierasch, 2008). Il faudra par la suite évaluer I'effet de cette conformation

contrainte sur I'agrégation amyloide de I'lAPP.

Ce projet est donc la premiére étape pour identifier I'implication de la conformation en tour-B des

positions 20-21 dans la formation initiale des fibres amyloides de I'|APP.
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Ainsi, les 2 objectifs de ce projet de maitrise permettront d’augmenter les connaissances de |'agrégation
amyloide de I'lAPP, qui sont nécessaires pour le développement de thérapies inhibant, ou au mieux,

ralentissant la formation cytotoxique des fibres de I'|APP impliquée dans la progression du diabéete de type
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ANNEXE A
Courbe d’étalonnage permettant de déterminer le poids moléculaire des protéines sur une

colonne SEC 200 pg 10/300 GL

Cyto C 17,94 1,079181 0,611289
-E Gluc Ox 160 11,92 2,20412 0,225144
=]
c
g BSA 66 13,73 1,819544 0,341244
8,41 24
Tyrosine 128 12,41 2,10721 0,256575
Pic 1 565,693 8,9 2,752581 0,03143
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Courbe d’étalonnage permettant de déterminer le poids moléculaire des protéines sur une
colonne SEC 200 pg 10/300 GL. Cyto C : cytochrome C, Gluc Ox : glucose oxidase, BSA : albumine
de sérum bovin, Pic 1 et 2 : pic de BiP de la figure 3.11.
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ANNEXE B

Fiabilité de la prédiction de I'interaction entre BiP et I'lAPP

Sequence coverage Predicted IDDT per position
= g 1.0 B) 100 per p

e
®

80

e
o

Sequence identity to query

60

Predicted IDDT

14
>

— rank_1
— rank_2
— rank_3
— rank_4
— rank S

0.2 20

0.0 0
0 100 200 300 400 500 600 700
Positions

e " - 30
4 e ’ A.. 20
: == -2 10

“5all
m— - 3 0

Evaluation de la fiabilité de la prédiction des modéles d’interaction entre I'l|APP et BiP. A) Couverture
de la séquence primaire, B) Prédiction de la conformation du résidu selon sa position, C) Prédiction de
I’erreur de la conformation d’un résidu si la conformation d’un autre résidu est connue pour les 5
modeles fournis par Alphafold
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ANNEXE C

Evaluation de I'identité et de la pureté des peptides

Retention Time ‘ 1
100 | o= 100
I - [
|| %
’ / |
2 /
s 50 I} | 50
| | |
o / [
= | I e \
* PR S I
T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Minutes
VWD: Signal A,
229 nm Results
Retention Time Area Area % Height Height %
10.056 18521516 100.00 1949001 100.00
Totals
18521516 100.00 1949001 100.00

Quantification de la pureté de I'lAPP en fonction de I'aire sous la courbe.
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