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RESUME

Le mauvais repliement de protéines et leur dépdt sous forme de fibres amyloides sont
associés a diverses pathologies, telles que la maladie de 1’ Alzheimer et le diabéte de
type II. Chez les patients diabétiques, des dép6ts amyloides sont retrouvés au niveau
des flots de Langerhans. Ceux-ci sont principalement composés de I’islet amyloid
polypeptide (IAPP). L’IAPP sous forme monomérique affiche une structure native
principalement désordonnée. Toutefois, il a ét€ observé que la liaison de I’LAPP a des
biosurfaces  anioniques, notamment les membranes modéles et les
glycosaminoglycanes (GAGs), induisait un réarrangement conformationnel du peptide
allant d’une structure aléatoire vers une hélice-a. Les nombreuses études effectuées sur
I’impact de cet intermédiaire semblent indiquer que cette espéce conformationnelle
serait importante dans le processus de formation de fibres amyloides. Seulement,
aucune évidence ne permet de postuler si cette structure transitoire est « on » ou « off-
pathway » dans ce processus ni si elle est impliquée dans la dégénérescence cellulaire.
L’utilisation des approches spectroscopiques classiques rend difficile 1’étude
approfondie des intermédiaires structuraux de la cascade amyloidogénique. Le but de
cette étude €tait donc de déterminer le r6le de I’intermédiaire hélicoidal par I’ utilisation
d’analogues affichant des ensembles conformationnels restreints en milieu homogéne
et mimant I’environnement de la membrane plasmique. Finalement, nous nous sommes
intéressés au role de I’intermédiaire hélicoidal sur la viabilité de cellules pancréatiques.

Pour ce faire, nous avons développé des analogues de I’IAPP humain (hIAPP) ol deux
acides aminés consécutifs du domaine hélicoidal ont été remplacés par leur
énantiomére de conformation D. Cette modification est connue pour déstabiliser la
structure secondaire en hélice-a sans modifier les propriétés physicochimiques du
peptide. Parmi les dérivés synthétisés, seul ’analogue [D-Phe', D-Leu'é] hIAPP (D-
hIAPP) affichait une conformation désordonnée persistante et ce, méme en présence
de trifluoroéthanol (TFE). Il a été observé, par le suivi de la fluorescence de la
thioflavine T, que les deux peptides avaient une cinétique d’agrégation semblable. Ils
ont également la capacité de co-assembler afin de former des fibres amyloides matures,
probablement par une méme cascade amyloidogénique. Ceci suggére que la
déstabilisation de I’hélice-o n’induit pas de changement dans le processus
amyloidogénique en milieu homogeéne et serait une espéce « off-pathway ». En
présence de liposomes de DOPC/DOPG (7:3) et de GAGs, la formation d’un
intermédiaire hélicoidal était observée chez I’hIAPP alors que seule une structure
secondaire en feuillet-f était apparente pour le D-hIAPP. Bien que la formation de
fibres amyloides ft accélérée pour les deux peptides, la phase de latence du D-hIAPP
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était presque absente. Ceci suggéere que la formation d’un intermédiaire hélicoidal n’est
pas nécessaire a la formation de fibres amyloides en milieu hétérogéne. Les deux
peptides ont la capacité d’induire une perturbation de membranes modéles de fagon
concentration dépendante qui corréle avec leur cinétique amyloidogénique. Cette
observation démontre 1’implication de 1’élongation des protofibrilles sur la membrane
plutét que de I’insertion membranaire de I’hélice-a. De plus, I’incapacité d’adopter une
hélice-a transitoire accentue et accélére 1’effet cytotoxique et pro-apoptotique sur les
cellules B-pancréatiques. Ainsi, il semblerait que I’intermédiaire hélicoidal ne soit pas
nécessaire aux processus amyloidogéniques et cytotoxiques de I’IAPP et qu’au
contraire, sa stabilisation, grice a de petites molécules, pourrait entrainer I’ inhibition
de la formation de fibres amyloides.

Mots clés: islet amyloid polypeptide, fibres amyloides, intermédiaire hélicoidal,

membranes modéles, glycosaminoglycanes.



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1  Maladies associées au mauvais repliement de protéines

1.1.1 Mauvais repliement protéique

Le repliement des protéines est une étape clé lors de la synthése protéique. Afin
d’acquérir leurs fonctions biologiques, les protéines doivent adopter une conformation
hautement ordonnée de faible énergie (Figure 1.1) (Campioni et al., 2010). Plusieurs
protéines s’associeront avec des protéines chaperonnes afin de se replier adéquatement.
D’autres adopteront leur conformation biologiquement active grace a leurs propriétés
physico-chimiques conférées par leur séquence primaire. Cependant, certaines
protéines seront incapables d’adopter leur conformation native, occasionnant un
mauvais repliement. Ces protéines seront alors principalement dégradées par le
protéasome et parfois méme par autophagie. Le mauvais repliement de protéines est
divisé en deux grandes classes qui ménent au développement de diverses pathologies.
Tout d’abord, un mauvais repliement menant & la perte de fonction consiste en une
protéine qui, suite & un repliement erroné, devient inactive et subit une dégradation
excessive par le protéasome (Powers et al., 2009; Campioni et al., 2010). C’est entre
autres le cas de la protéine CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) impliquée dans la fibrose kystique (Collawn et Matalon, 2014). En effet, la
délétion du résidu F508 (F508del-CFTR) empéche CFTR d’adopter sa conformation

native. Elle est alors envoyée au protéasome afin d’étre dégradée. Ses fonctions n’étant



plus effectuées, plusieurs symptdmes apparaissent menant ultimement a I’ insuffisance
pulmonaire. Au contraire, la deuxiéme classe comprend les mauvais repliements
entrainant un gain de fonction toxique. La protéine impliquée ne se replie pas
correctement et mene a la formation d’agrégats. Cette agrégation est nuisible pour les
organes vitaux qui sont touchés, conférant ainsi une fonction toxique a la protéine.
Ainsi, les protéines ou peptides formant des agrégats structurés appelés fibres
amyloides, tel le peptide amyloide-B (AB) et la transthyrétine, font partie de cette classe
(Powers et al., 2009).

=
.
r
Unfolded state £

g N e y Sk
Native
Kot
] Amyfmrn
Figure 1.1 Diagramme énergétique du repliement protéique (Campioni et al.,
2010).

1.1.2 Maladies amyloides

Plus d’une trentaine de protéines dont leur agrégation, sous forme de fibres amyloides,
est associée a diverses pathologies ont été répertoriées a ce jour (Tableau 1.1) (Chiti et
Dobson, 2006). Ces protéines sont largement distribuées a travers le corps humain. La

maladie amyloide la plus connue est la maladie d’Alzheimer, principalement



caractérisée par 1’agrégation du peptide AP (Masters et al., 1985). Ce peptide composé
de 40 a 42 acides aminés forme des plaques amyloides au niveau du cerveau ou il
contribue a la dégénérescence neuronale. Les chaines légéres d’immunoglobulines,
anormalement sécrétées en trés grande quantité, ont également la possibilité de former
des fibres amyloides, principalement au niveau du cceur, du foie et des reins, induisant
ainsi ’apparition de I’amyloidose a chaine légére (Martin et Ramirez-Alvarado, 2010).
La transthyrétine, une protéine homotétramérique retrouvée au niveau sanguin,
comporte parfois certains résidus mutés. Ces mutations peuvent mener a la
déstabilisation du tétramére et a l'agrégation du monomére en fibres amyloides
(Johnson et al., 2012). Ces dépéts se retrouvent entre autres au niveau du cerveau et du
ceeur et causent diverses polyneuropathies et amyloidoses. Finalement, le diabéte de
type II compte parmi les maladies amyloides, puisque des dépdts protéiques de nature
amyloide sont retrouvés au niveau des cellules B-pancréatiques des flots de Langerhans

(Opie, 1901).

Tableau 1.1 Protéines et peptides occasionnant diverses pathologies suite a la

formation de fibres amyloides

Protéine/peptide impliqué  Principaux organes affectés Maladie associée

Amyloide- Cerveau Maladie d’Alzheimer

Transthyrétine Systéme nerveux Polyneuropathie familiale,
périphérique, reins, coeur, amyloidose systémique
thyroide et intestin

Chaines légeres Reins, cceur et foie Amyloidose a chaine légére
d’immunoglobulines

Protéine Prion Systéme nerveux central Encéphalopathie
spongiforme

Islet Amyloid Polypeptique | Pancréas Diabéte de type Il




1.1.3 Diabéte de type 11

Le diabéte est une maladie associée & une mauvaise régulation de la glycémie sanguine.
Selon la Fédération Internationale du Diabéte, prés de 387 millions d’individus a
travers le monde étaient atteints du diabéte en 2014 et ce nombre est en perpétuelle
progression. Prés de 90% de ces diabétiques souffrent du type II (Saltiel, 2001), qui est
associé a un niveau de glucose sanguin élevé ainsi qu’a une résistance a I’insuline au
niveau des organes périphériques. Plusieurs facteurs tels que le vieillissement, un mode
de vie sédentaire, I’obésité, la fumée de cigarette et certaines prédispositions génétiques
sont susceptibles de mener au développement du diabéte. Un mode de vie sédentaire
ainsi que 1’obésité retrouvés de plus en plus t6t chez les enfants ménent au
développement de la maladie non plus seulement chez les individus de plus de quarante

ans, mais également chez les jeunes de moins de quinze ans (Hossain et al., 2007).

Sous conditions physiologiques normales, le corps garde un taux de glucose sanguin
de 5 mM (Voet et Voet, 2004). Lorsque le niveau glycémique sanguin devient plus
élevé, le glucose est transporté a I’intérieur de la cellule par les récepteurs Glut2
(Magnan et Ktorza, 2005). Il est alors phosphorylé par des glucokinases puis oxydé
afin de former de I’ATP. L’augmentation du ratio ATP/ADP cause la fermeture des
canaux potassium-dépendant, dépolarisant la cellule. Les canaux calcium-dépendant
s’ouvrent, augmentant la conceﬁtration de calcium dans le cytosol ce qui permet la
fusion des vésicules de sécrétion contenant I’insuline avec la membrane. Cette
sécrétion d’insuline permet I’activation de la phosphoprotéine phosphatase-1 qui

activera les enzymes de la glycogénése.

Or, chez les patients atteints du diabéte de type II, on observe une résistance a I’insuline
principalement causée par une désensibilisation de son récepteur (Nankervis et al.,
1985; Rizza et al., 1985). Afin de compenser pour cette résistance, les cellules B-

pancréatiques augmentent leur niveau de sécrétion d’insuline (Hebda et Miranker,



2009). Cette surproduction cause un stress métabolique qui ultimement, méne a la

détérioration des cellules-f et a la chute de la sécrétion d’insuline.

Des dép6ts protéiques au niveau des cellules B-pancréatiques des flots de Langerhans
ont été observés chez les patients atteints de diabéte de type II (Figure 1.2)
(Westermark, 2011). Ceux-ci seraient associés a la dégénérescence et a la perte de
masse des cellules du pancréas. Ils sont principalement composés de 1’Islet Amyloid

Polypeptide (IAPP ou amyline).
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Figure 1.2 Dépdts amyloides retrouvés au niveau d’ilots pancréatiques d’un

patient souffrant de diabéte de type II observés par (A) coloration au rouge de Congo

et (B) par microscopie électronique (Westermark, 2011).

1.1.4 Dépdts amyloides des ilots de Langerhans

C’est en 1901 que la premiére description de dépdts amyloides au niveau des ilots de
Langerhans de patients atteints de diabéte de type II a été documentée (Opie, 1901).
Cependant, I’incapacité de détecter ces plaques avec le colorant habituellement utilisé
pour discerner les amyloides causait un débat quant a la nature de cette observation. Ce
fut suite aux travaux de Ehrlich et Ratner que les dépbts situés au niveau du pancréas

ont été établis comme étant des dépdts amyloides (Ehrlich et Ratner, 1961). En testant



plusieurs colorants spécifiques a la structure des amyloides sur ces dépéts
pancréatiques, ils ont observé une réponse positive au Rouge de Congo. De plus, la
possibilité de les colorer a I’aide du Bleu Alcian démontrait la présence de
glycosaminoglycanes (GAGs) parmi ces plaques amyloides. Bien que ces dépbts soient
reconnus comme amyloide, peu de chercheurs s’y sont intéressés, principalement en
raison de leur inexistence chez le rat et la souris ainsi qu’a leur présence chez certains

patients sains.

L’extraction et la purification des dépdts amyloides présents au niveau des ilots de
Langerhans furent difficiles. En effet, la protéine ne représente que 1% de la masse
totale du pancréas et sa solubilité est tout aussi difficile que les autres protéines
amyloidogéniques déja étudiées. Ce n’est qu’en 1986, par I’utilisation de cellules-B
tumorales, que le groupe de recherche de Westermark est parvenu & caractériser un
peptide de 37 acides aminés auquel ils donnérent le nom de Islet Amyloid Polypeptide
(IAPP) (Westermark et al., 1986; Westermark et al., 1987). Leur observation a été
confirmée par un groupe de recherche américain qui nomma le peptide amyline

(Cooper et al., 1987).

1.2 Islet Amyloid Polypeptide (IAPP)

1.2.1 Biosynthese de I’'TAPP

Ce n’est qu’en 1988, soit 87 ans aprés la premiére observation de dépdts amyloides
pancréatiques, que le géne codant pour ’IAPP a été identifié et séquencé. Pour ce faire,
Mosselman et collégues ont utilisé des sondes 8 ADN codant pour la séquence primaire
de I’IAPP afin de détecter la suite nucléotidique correspondante au peptide (Mosselman
etal., 1988). Le géne complet de I’IAPP se trouve sur le bras court du chromosome 12,

dans la région ql4-pter. Il démontre une séquence beaucoup plus longue que celle



menant a la traduction d’un peptide de 37 acides aminés. Deux ARNm ont été identifiés
suite a la transcription du géne de I'LAPP; I’un comprend 1.6 kb tandis que le deuxiéme
est composé de 2.1 kb (Mosselman et al., 1988). L’analyse de ces transcrits a permis
d’établir le géne complet de I'IAPP ( Figure 1.3) (Hoppener et al., 1992). Celui-ci
comprend trois exons précédés par un promoteur de type boite TATA (TATAA). Bien
que le premier exon soit non codant, il sert de site de coiffe. L’exon 2 contient la
séquence du codon initial, du peptide signal ainsi qu’une partie du propeptide N-
terminal. La séquence de I’'IAPP mature se situe dans I’exon 3, tout comme le
propeptide C-terminal et une partie du propeptide N-terminal (Mosselman et al., 1989;
Christmanson et al., 1990). Il posseéde €galement deux introns situés entre les différents
exons et quatre sites de polyadénylation (représenté par des fleches a la figure 1.3)

(Hoppener et al., 1992).

Le geéne code donc pour un précurseur prépro de I'IAPP qui, lorsque traduit par la
machinerie ribosomale, comporte 89 acides aminés, une séquence peptide signal, deux
sites protéolytiques dibasiques et une région menant a I’amidation de I’extrémité C-
terminale (Sanke et al., 1988; Mosselman et al., 1989; Christmanson et al., 1990). La
séquence signal, permettant sa sécrétion extracellulaire, sera clivée au niveau du
réticulum endoplasmique rugueux par la peptidase signal afin de former le pro-IAPP.
Ce peptide de 67 résidus sera ensuite encapsulé dans les vésicules de sécrétion avec la
pro-insuline pour un ratio de 1:100 (Kahn et al., 1990). Ce sera également dans ces
vésicules que le pro-IAPP sera clivé, tout comme la pro-insuline, par les enzymes
proprotéines convertases PC1/3 et 2 aux sites dibasiques Lys-Arg. PC1/3 est
responsable du clivage entre Arg et Asn en position C-terminale du site dibasique alors
que la PC2 clive au site N-terminal, entre les résidus Arg et Tyr (Badman et al., 1996;
Marzban et al, 2004). L’IAPP subira ensuite deux autres modifications post-
traductionelles, soient la formation d’un pont disulfure entre les cystéines 2 et 7 ainsi
que I’amidation de la fonction carboxylique C-terminale par la carboxypeptidase E et

le complexe peptidyl amidating monooxygenase (Marzban et al., 2005; Abedini et



Raleigh, 2010). Ainsi, ’IAPP en milieu physiologique constitue un peptide de 37

acides aminés comportant trois charges positives.

ADN M) ) {;

3

!

ARNm

Prépro-protéine

Figure 1.3 Biosynthése de I’islet amyloid polypeptide.
Les différents exons (E1, E2 et E3) sont identifié€s sur la représentation du brin d’ ADN.
Les régions non codantes sont colorées en jaune et les introns sont représentés en beige.
Les fléches noires exposent les quatre sites de polyadénylation. Le domaine du peptide
signal (PS) apparait en vert alors que domaine du propeptide N-terminal (Pro-Nt) et du
propeptide C-terminal (Pro-Ct) sont en mauve. Les sites de clivages dibasiques par les

enzymes proprotéine convertase (PC) sont mis en évidence par les fléches pointillées.

Bien que I’TAPP soit cosynthétisé et cosécrété avec I’insuline au niveau des cellules B-
pancréatiques en réponse au niveau de glucose sanguin (Kahn et al., 1990), aucune
évidence quant a une co-expression de leur géne n’a été répertoriée. Ainsi I’IAPP est
principalement exprimé au niveau des cellules 3-pancréatiques des ilots de Langerhans.

Toutefois, il a ét¢ démontré que I’LAPP retrouvé chez le rat était également exprimé au



niveau du duodénum, de I’estomac et dans les ganglions de la racine dorsale (Asai et

al., 1990).

1.2.2 Structure primaire et évolution phylogénique

L’IAPP est retrouvé chez plusieurs espéces tels les félins, les canins ainsi que les
rongeurs (Tableau 1.2). La majorité de la séquence primaire du peptide a été conservée
au fil de I’évolution, témoignant de I’importance physiologique de cette hormone
peptidique (Nishi et al., 1989). C’est essentiellement la région 20-29 qui a évolu€ d’une
espéce 4 I’autre. Chez I’humain, cette région est fortement hydrophobe, lui conférant
son caractére amyloidogénique. Chez I’IAPP retrouvé chez les rongeurs, on remarque
la présence de six résidus mutés, principalement au niveau de la région 20-29, dont
trois sont remplacés par des prolines (Nishi et al., 1989). Cet homologue est connu pour
son incapacité a former des fibres amyloides et son caractére non toxique. En outre, la
pathologie du diabéte de type II n’est pas retrouvée chez les rongeurs. Afin de
comprendre ce phénoméne, des rats et des souris ont été modifiés génétiquement afin
d’exprimer I’IAPP humain (Fox et al., 1993; Butler et al., 2004). Ils ont ainsi acquis la
possibilité de développer la maladie et I’analyse des coupes histologiques
pancréatiques a révélé la présence de plaques amyloides. Les mutations retrouvées au
sein de la séquence primaire de I'LAPP de rongeurs semblent expliquer le caractére non

amyloidogénique et I’absence de la pathologie chez ces animaux.
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Tableau 1.2 Séquence primaire de I’LAPP chez différentes espéces.

Espéces 1 9 10 19 20 29 30 37
Humain KCNTATCAT QRLANFLVHS SNNFGAILSS TNVGSNTY
Rat KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNLGPVLPP TNVGSNTY
Souris KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNLGPVLPP TNVGSNTY
Singe KCNTATCAT QRLANFLVRS SNNFGTILSS TNVGSDTY
Chat KCNTATCAT QRLANFLIRS SNNLGAILSP TNVGSNTY
Chien KCNTATCAT QRLANFLVRT SNNLGAILSP TNVGSNTY

La présentation des séquences primaires met la région 20-29 en évidence et les résidus
mutés d’une espéce a ’autre sont en rouge. Ces peptides ont également un pont

disulfure entre les Cys2 et Cys7 et leur domaine C-terminal est amidé.

Le géne et la séquence primaire de I’LAPP humain ont des caractéristiques fortement
intéressantes qui sont également retrouvées chez les peptides faisant partie de la famille
des calcitonines (Mosselman et al., 1989; Hoppener et al., 1994). Tous les membres de
cette famille comportent une séquence signal ainsi qu’une fonction C-terminale amidée
en plus d’une haute homologie de séquence avec I’IAPP. Par contre, les génes codant
pour ces peptides, bien qu’ayant des séquences nucléotidiques identiques avec I’IAPP,
se retrouvent sur le bras court du chromosome 11 (Hoppener et al., 1994). Certaines
¢tudes semblent toutefois démontrer que le bras court du chromosome 12 serait
évolutionnairement dupliqué du bras court du chromosome 11 (Craig et al., 1986),

mettant d’autant plus I’LAPP en relation avec la famille des calcitonines.

Ce fut suite a ces observations que I’LAPP a été classé dans la famille des calcitonines.
Ce groupe de peptides comprend quatre autres membres, soit la calcitonine (CT), les
peptides reliés au géne de la calcitonine 1 et 2 (CGRPs-1/2) et ’adrénomédulline
(ADM) (Wimalawansa, 1997). L’IAPP a une homologie de séquence de 46% avec les
CGRPs, de 20% avec la CT et de 14% avec I’ADM (Tableau 1.3) (Westermark et al.,
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1987; Muff et al., 1999). Alors que les CGRPs sont impliqués dans la formation des
os, les fonctions de la CT résident dans I’homéostasie osseuse. Quant a I’ADM, elle
agirait comme vasodilatateur (Lerner, 2006). Les nombreuses similitudes structurales
et génétiques entre I’LAPP et ces peptides suggérent des fonctions semblables et des

récepteurs communs.

Tableau 1.3 Comparaison des séquences primaires des membres de la famille des

calcitonines.
Séquence primaire
IAPP KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
Calcitonine CGNLSTCMLGTYTQD----- FNKFHTFPQTAIGVGAP
CGRP-1 ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVPTNVGSKAF
CGRP-2 ACNTATCVTHRLAGLLSRSGGMVKSNFVPTNVGSKAF
ADM YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGY

Les séquences primaires ont été alignées et les résidus identiques a ceux de I’ILAPP sont

marqués en rouge.

1.2.3 Structures secondaires de I’1APP

L’IAPP est une hormone peptidique retrouvée principalement sous forme désordonnée.
Cependant, il différe d’une structure aléatoire absolue puisqu’il a la possibilité
d’adopter différentes structures locales et ordonnées (Brender et al., 2012). La région
1 & 7 semble majoritairement désordonnée due a la contrainte conformationelle
occasionnée par le pont disulfure retrouvé entre les Cys2 et Cys7. L’analyse par
résonance magnétique nucléaire (RMN) du peptide en solution montre un déplacement
chimique typique d’une structure secondaire instable en hélice-o (Williamson et
Miranker, 2007; Yonemoto et al., 2008; Soong et al., 2009). Les analyses par

dichroisme circulaire (CD) ont permis d’évaluer le contenu de cette espéce hélicoidale
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en solution & environ 10% (Knight et al., 2006). Cette conformation transitoire serait
positionnée au niveau de la région N-terminale du peptide, soit entre les résidus Cys7
et Asn22 (Williamson et Miranker, 2007). Cette méme conformation a également été
observée en présence de certains solvants. En effet, I’hexafluoisopropanol (HFIP) et le
trifluoéthanol (TFE), soit des solvants connus pour leur caractére inducteur d’hélice,
favorisent la formation d’une hélice dans la portion N-terminale du peptide (Hubbard

etal., 1991; Wang et al., 2014).

L’IAPP a également été trés étudié en présence de membranes modéles et de micelles.
Une étude RMN montre qu’a pH physiologique et en présence de micelles de sodium
dodécyl sulfate (SDS), ’LAPP adopte une structure secondaire hélicoidale allant des
résidus Cys7 a Vall7 puis de Asn21 a Ser28 (Figure 1.4) (Nanga et al., 2011). Une
discontinuité formant un angle de 85° a été observée entre les deux hélices. Des
observations semblables ont montré une hélice allant des résidus Ala5 a Ser28 en
présence de micelles de SDS (Patil et al., 2009). Une discontinuité d’un angle de 30°
était également apparente entre les acides aminés Hisl8 et Asn22. Cependant, le
domaine C-terminal de I’IAPP n’était pas amidé et le tout se déroulait a faible pH. La
structure secondaire en hélice-a a également été observée en présence de micelles de
dodécylphosphocholine (DPC). Les micelles de SDS et de DPC semblent stabiliser
cette conformation (Caillon et al., 2013). Cependant, en présence de bicelles de
phospholipides, I’IAPP arbore une structure en hélice-a transitoire qui méne ensuite
vers la formation d’un feuillet-f. C’est par I’utilisation de la résonance paramagnétique
électronique (EPR) que la structure hélicoidale a été étudiée en présence de bicelles de
80% 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-(phospho-L-sérine) (POPS) et de 20% 1-
palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (POPC) (Apostolidou et al., 2008).
L’hélice-a était alors retrouvée au niveau des résidus Thr9 a Asn22, la région C-

terminale étant désordonnée.
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"

Figure 1.4 Représentation de la structure secondaire de I’TAPP en présence de
micelles de sodium dodécyl sulfate & pH physiologique (PDB 21L.86) (Nanga et al.,
2011).

1.2.4 Récepteurs et activités biologiques

Les homologies de séquence et de structure entre I’LAPP et les autres membres de la
famille des calcitonines suggérent un récepteur commun. Ainsi, McLatchie et collegues
se sont intéressés au récepteur des CGRPs dans les cellules HEK293T (McLatchie et
al., 1998). Ils ont plut6t isolé un membre d’une nouvelle famille de protéines qu’ils ont
nommée les protéines modifiant ’activité de récepteur (RAMP). Cette famille
comprend trois membres soient les protéines RAMP1, RAMP2 et RAMP3 qui
possédent tous 148 acides aminés ainsi qu’un domaine N-terminal riche en cystéines.
Bien qu’elles arborent une structure secondaire identique, soit un seul domaine
transmembranaire, il semblerait que ces protéines soient retrouvées dans différents
tissus. RAMP1 est localisé au niveau de I’utérus, du cerveau, du pancréas, de la vessie
ainsi que du tube digestif. RAMP 2 et RAMP3 sont plut6t exprimés dans les poumons,
le systéme immunitaire et les tissus feetaux (McLatchie et al., 1998). Il a ét€¢ démontré

que le rdle des RAMPs est le contrdle du transport et de la phosphorylation de différents
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récepteurs afin d’en changer le phénotype et ainsi, leur affinité pour leur ligand (Figure
1.5) (McLatchie et al., 1998; Christopoulos et al., 1999).

Bien que le CRLR (calcitonin-receptor-like receptor) ait la capacité de lier les CGRPs
et I’adrénoméduline lorsque complexé avec RAMP1 et RAMP2-3 respectivement,
aucune évidence montrant une affinité du récepteur pour I’'IAPP n’a été observée
(McLatchie et al, 1998). Le récepteur de la calcitonine (CTR) posséde 55%
d’homologie de séquence avec le CRLR dont 80% de similarité au niveau de leur
domaine transmembranaire. (Christopoulos et al., 1999). Des études utilisant rIAPP sur
les modeéles cellulaires COS-7 et CHO-K 1, transfectés avec le CTR humain et/ou les
différentes RAMPs (Christopoulos et al., 1999), ont enregistré une baisse de I’affinité
du CTR pour la CT. Les mémes résultats ont été obtenus lorsque I’IAPP humain était
mis en contact avec des cellules endothéliales d’aorte de lapin (RAEC) (Muff et al.,
1999). En effet, lorsque le récepteur se complexait avec RAMP1 ou RAMP3, il avait
la possibilité¢ d’interagir avec I’IAPP, identifiant donc le premier récepteur du peptide
(Christopoulos et al., 1999; Muff et al., 1999). Deux isoformes du CTR qui différent
par 16 acides aminés présents (CTR1) ou absents (CTR2) dans le premier domaine
transmembranaire sont retrouvées chez plusieurs espéces, dont I’humain (Nakamura et
al., 1995). 1l a été observé, sur des modeles cellulaires COS-7 et CHO-P, que CTR1 a
la possibilité de se lier avec RAMP2 occasionnant une augmentation de I’affinité du
récepteur pour I’LAPP (Tilakaratne et al., 2000). De méme, une interaction entre CTR2
et RAMP1 ou RAMP3 induit un phénotype favorable a la liaison de I'lAPP
(Christopoulos et al., 1999; Muff et al., 1999; Tilakaratne et al., 2000).

Ainsi, 'IAPP semble donc interagir avec trois types de récepteurs membranaires
(Figure 1.5). Lorsque le CTR se lie aux différents RAMPs, on retrouve les récepteurs
de 'APP comme étant AMY1, AMY2 et AMY3 (Hay et al., 2005). Selon la nature du
CTR, on retrouve ensuite AMYa pour CTR2 et AMYb pour CTR1. De récentes études

ont finalement démontré que le récepteur de I’LAPP constituait un complexe du
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récepteur de la calcitonine avec les différents RAMPs et que le milieu cellulaire joue

un rdle important dans la formation de ces complexes.

Figure 1.5 Récepteurs de I'LAPP composés du récepteur de la calcitonine en
association avec les différentes protéines RAMPs.
Le récepteur CTR2 est représenté en bleu alors que le CTR1 est en rouge. RAMPI1,

RAMP2 et RAMP3 sont représentés en orange, vert et jaune respectivement.

L’TIAPP est sécrété suite a une stimulation des cellules-p pancréatiques par le glucose
et d’autres sécrétagogues non glycosidiques (Kahn et al., 1990). Sa concentration
plasmatique normale est d’environ 4 pmol/L en état de jeline et de 25 pmol/L aprés un
repas (Young, 1997). Bien que ses roles physiologiques ne soient pas encore bien
compris, I’IAPP accomplirait ses fonctions biologiques dans plusieurs tissus en tant
qu’hormone paracrine. Ainsi, ce peptide aurait la capacité de lier son récepteur au
niveau du cerveau, plus précisément dans I’aire postrema, ou il aurait un réle sur le
contrdle de la satiété et de la prise alimentaire (Sexton et al., 1994; Lutz et al., 1995).
Au niveau des muscles squelettiques, I’LAPP semble avoir un impact sur la régulation

du métabolisme du glycogéne par I’inhibition de la sécrétion de I’insuline (Cooper et
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al., 1988; Leighton et Cooper, 1988). Des souris méles déficientes pour le géne de
’IAPP ont montré une sécrétion rapide d’insuline ainsi qu’une forte augmentation du
taux de conversion de glucose (Gebre-Medhin et al., 1998). Suite & un sauvetage
(rescue) de ' APP, la sécrétion de I’insuline ainsi que 1’élimination du glucose sanguin
étaient plus lentes. Il a également été démontré que I’TAPP a un site de liaison au niveau
du cortex des reins, lui permettant d’induire une sécrétion de rénine (Wookey et al.,
1996). En effet, I’injection du peptide dans des extraits de reins de rat double la
concentration plasmatique de rénine (Wookey et al., 1996), alors qu’une augmentation
de cinq fois est observée lorsqu’il est injecté par voie intraveineuse chez I’homme

(Cooper et al., 1995).

1.3 Fibres amyloides et agrégation

1.3.1 Structure des fibres amyloides

Plusieurs peptides et protéines amyloidogéniques ont été analysés sous forme agrégée
afin d’en apprendre davantage sur la structure et la morphologie des fibres amyloides.
Des techniques telles que la diffraction aux rayons X, la microscopie électronique
(TEM), la microscopie a force atomique (AFM) ainsi que la RMN sont les plus
utilisées. Il semblerait que les fibres amyloides de nature protéique différente affichent
une structure organisée et une morphologie pour le moins semblable. Par diffraction
aux rayons X, la structure amyloide a un patron de diffraction caractérisé par une
réflexion de 4.7 A dans le méme sens de la fibre et par une réflexion diffuse entre 10
et 11 A perpendiculaire au sens de la fibre (Figure1.6) (Eanes et Glenner, 1968; Makin
et Serpell, 2005).



17

47 A

Figure 1.6 Patron de diffraction aux rayons X de fibres amyloides d’[APP
(Makin et Serpell, 2005).
Les réflexions méridionale a 4.7 A et équatoriale 3 ~ 10 A, caractéristiques d’un

feuillet-B-croisé, sont identifiées par des fléches.

Ceci suggére une structure quaternaire en feuillet-B-croisé, caractérisée par des
feuillets- intramoléculaires organisés perpendiculairement selon 1’axe de la fibre
(Figure 1.7) (Geddes et al., 1968). La microscopie électronique démontre des fibres
droites, sans embranchements, d’un diamétre allant de 70 a 120 A et de longueur
variable (Makin et Serpell, 2005). De plus, les fibres amyloides induisent une
biréfringence verte suite a une coloration au Rouge de Congo (Puchtler et Sweat, 1965)
et occasionnent une augmentation de la fluorescence de la thioflavine T (ThT) (LeVine,
1993). De plus, une grande concentration de feuillets-f§ est observée par CD et par

spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) (Fu et al., 2015).
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Figure 1.7 Structure générale des fibres amyloides en feuillet-B-croisé.

Les analyses de la structure agrégée de I’LAPP sont principalement effectuées par RMN
et par AFM. L’IAPP, sous forme de fibres amyloides, partage une grande homologie
de structure avec d’autres protéines amyloidogéniques, telles que le peptide AB. La
diffraction aux rayons X montre un signal méridional de 4.7 A, correspondant
I’espace entre deux molécules d’IAPP occupé par les ponts hydrogénes (Sumner Makin
et Serpell, 2004). Un signal équatorial de 9.5 A est observé et est caractéristique de
’espace entre deux feuillets d’une méme molécule d’IAPP. Bien que le diamétre de
ces fibres varie entre 50 et 100 A, leur longueur ainsi que leurs morphologies différent
selon I’environnement d’autoassemblage du peptide. Bien que plusieurs modéles aient
été proposés, la structure déterminée par Luca et collégues (Luca et al., 2007) semble

la plus appréciée par la communauté scientifique (Figure 1.9).

En combinant des expériences d’AFM, de TEM, de RMN solide du °C et de
microscopie électronique a balayage (STEM), il a été observé que I'IAPP
s’autoassemble sous forme de fibres amyloides affichant deux types de morphologies;
des fibres torsadées et des fibres dites striées (Figure 1.8) (Luca et al., 2007). Les fibres

torsadées sont reconnaissables par leurs régions enroulées et par leur variation de
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hauteur. Pour ce qui est des fibres striées, leurs hauteurs sont identiques a celles
préalablement répertoriées par Golsbury (Goldsbury et al., 1999). L’analyse par STEM
démontre deux épaisseurs de peptide, suggérant un autoassemblage de 2 & 4 brins de
ces fibres striées. Cette observation a également été répertoriée par d’autres groupes en
utilisant I’analyse STEM (Goldsbury et al., 1997) et I’imagerie par AFM (Zhang et al.,
2013). Une étude par RMN du 3C et par microscopie électronique a démontré que les
fibres amyloides composées du peptide AP avaient la possibilité d’adopter les deux

mémes types de morphologies que I’IAPP (Paravastu et al., 2008).

Figure 1.8 Image des fibres d’IAPP d’une solution hétérogéne par microscopie
a transmission électronique (Luca et al., 2007).
Les fibres de morphologie torsadées sont identifiées par les fléches rouges alors que

les fibres striées sont présentées par les fléches jaunes.

C’est par RMN du 13C a I’état solide que les acides aminés impliqués dans la formation
de la structure en feuillet-B-croisé ont pu étre étudiés. Ainsi, les résidus 1-7 semblent
désordonnés et ne feraient donc pas partie des feuillets-B, principalement a cause de la
restriction conformationnelle occasionnée par le pont disulfure. Les régions 8-17 et 28-

37 forment deux brins-p qui, ensemble, conduisent vers la formation d’un feuillet-
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paralléle (Jayasinghe et Langen, 2004; Luca et al., 2007). La région 18-27 consisterait

en une boucle rattachant les deux brins.

Arg11
Asntd
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‘ 50 A g
Figure 1.9 Modeles de fibres amyloides de I’islet amyloid polypeptide,

proposés par Luca et collégues suite aux études de RMN au 3C (Luca et al., 2007).
Les résidus hydrophobiques sont représentés en vert, les acides aminés polaires en
magenta, les résidus chargés positivement en bleu et finalement, les deux Cys

impliquées dans le pont disulfure sont colorées en jaune.

D’autres modeles de structures quaternaires ont été proposés pour I’ LAPP. Ce fut grace
a une analyse de la séquence primaire du peptide ainsi qu’a des données expérimentales
que le modéle serpentin-f a été présenté par Kajava et collégues (Kajava et al., 2005).
Cette structure comprend trois brins-f aux régions 12-17, 22-27 et 31-37, chacune
séparée par des coudes. Un autre modele, ressemblant & celui présenté par Luca et
collégues, a été proposé suite a des expérimentations par résonance paramagnétique
électronique (Bedrood et al., 2012). Celui-ci montre deux brins-f qui, ensemble,
forment un feuillet-B typique des autres études. Le segment 7-10 servirait de transition
pour la formation des brins-f, en position 12—-19 et 31-36. Cependant, la distance entre

les deux brins-f n’est pas conséquente avec 1’étude de Lucas (Luca et al., 2007). En
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effet, 15 A sépareraient les brins, occasionnant un enroulement typique des fibres

torsadées préalablement décrites .

1.3.2 Mécanismes de formation de fibres amyloides

La conformation native de la protéine ou du peptide amyloidogénique sous sa forme
soluble a son importance dans le processus de formation de fibres amyloides. Ils
peuvent étre séparés en deux grandes classes structurales; les protéines globulaires et
les protéines intrinséquement désordonnées (Linding et al., 2004). La premiére classe
comprend les protéines qui affichent une structure hautement organisée a leur état natif.
Celles-ci doivent se dénaturer ou se déplier, au moins partiellement, afin d’enclencher
le processus de formation de fibres amyloides. C’est entre autre le cas pour la
transthyrétine, une protéine plasmique homotétramérique dont I’agrégation est associée
a plusieurs formes d’amyloidoses (Johnson et al., 2012). Au contraire, les protéines
intrinséquement désordonnées doivent subir un réarrangement conformationnel et
adopter une ou plusieurs structures localement ordonnées afin d’enclencher le
processus amyloidogénique (Linding et al., 2004). Le peptide AP et I'IAPP font partie

de cette derniére classe.

Le ou les mécanismes de formation de fibres amyloides par les protéines ou les peptides
amyloidogéniques restent encore aujourd’hui incompris et constituent toujours un sujet
d’actualité. La formation de fibres amyloides in vitro est généralement suivie en
mesurant la fluorescence de la ThT. Ce fluorophore est une petite molécule qui se lie
spécifiquement & la structure quaternaire des fibres, menant a 1’augmentation de sa
fluorescence. Plusieurs groupes de recherche ont étudié les différents mécanismes
amyloidogéniques possibles grice a cette méthode ainsi que par des techniques de

RMN, d’AFM, de TEM et d’approches spectroscopiques variées. Quatre principaux
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modeles ont été suggérés, dont I’assemblage par modéle et la conversion dirigée par le
monomere (Kelly, 2000; Serio et al., 2000; Lee et al., 2011).

Le mécanisme de formation de fibres amyloides par I’LAPP le plus souvent évoqué est
la polymérisation nucléation-dépendante qui comprend trois phases (Figure 1.10)
(Kelly, 2000). La premicre est la phase de latence au cours de laquelle on retrouve
principalement des monomeéres et des oligoméres en échange rapide. Lorsque des
oligomeéres compétents a la nucléation forment un noyau, la phase d’élongation est
enclenchée. Elle est caractérisée par I’allongement rapide des protofibrilles par
I’addition de monoméres compétents a leurs extrémités de croissance. Un plateau est

ensuite atteint lorsqu’il y a présence de fibres amyloides matures.
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Figure 1.10 Courbe de formation de fibres amyloides de I’islet amyloid

polypeptide par polymérisation nucléation-dépendante.

L’IAPP2029 a d’ailleurs été étudié par time-lapse AFM, permettant |’observation des
différentes especes du processus de formation de fibres amyloides (Zhang et al., 2013).
Lors de la phase de latence, de petites particules ainsi que de longs et minces brins
étaient visibles. La phase d’élongation comportait de nombreux rubans de longueur
croissant. Lorsque le plateau est atteint, deux espéces coexistaient, soient les fibres
torsadées et les fibres lisses (Zhang et al., 2013), s’apparentant aux fibres observées par

Luca et collégues (Luca et al., 2007).
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Le mécanisme et la cinétique de formation de fibres amyloides par I'IAPP peuvent étre
modulés par plusieurs facteurs. Tout d’abord, la concentration en peptide est critique.
En effet, le processus amyloidogénique est concentration dépendante (Kudva et al.,
1998). Plus la concentration en peptide est élevée, plus la phase de latence est courte et
plus la quantité de fibres formées augmente. Or, & I’intérieur des vésicules de sécrétion,
I’IAPP est retrouvé en forte concentration (0.8 & 4 mM) (Susa et al., 2014) bien qu’il
ne semble pas former de fibres amyloides. Cette inhibition de I’amyloidogenése est
probablement due a un autre facteur, le pH. Il a été observé qu’a faible pH I’'IAPP ne
formait pas de fibres amyloides, contrairement a pH plus élevé (Charge et al., 1995).
En milieu vésiculaire, donc 4 pH 5.5, I’histidine en position 18 retrouvée au niveau du
coude de la fibre amyloide est alors protonée et empécherait la formation de feuillet-$
(Abedini et Raleigh, 2005; De Carufel et al., 2013). Plusieurs autres facteurs, tels que
des biomolécules et des métaux, ont un impact dans la formation de fibres amyloides

et seront discutés plus bas.

1.3.3 Implications des espéces intermédiaires; I’épingle-f et I’hélice-a

Bien que les mécanismes de formation de fibres amyloides soient grandement étudiés,
ils restent encore peu compris. La nature des espéces peuplant la phase de latence et les
changements conformationnels impliqués dans la formation du noyau sont des sujets
controversés. La population scientifique est en désaccord concernant I’espéce critique
initiant le processus d’assemblage de I’IAPP. En effet, il existe deux principales
hypothéses impliquant deux structures secondaires différentes; 1’épingle-f et I’hélice-

o.

La premiére hypothése implique I’importance de 1’épingle- (5-hairpin) comme espéce
préliminaire dans ’amyloidogenése. C’est en combinant la spectroscopie de masse par

mobilité d’ions et la dynamique moléculaire in silico par échange de replica que deux



24

espeéces monomériques ont été observées (Dupuis et al., 2009). En effet, une espéce
riche en hélices-a et une autre en épingles-, le ratio de cette derniére augmentant avec
le pH. Or, les mémes analyses faites avec I’LAPP de rat ne montrent qu’une seule
espece sous forme d’hélice-o. Ceci suggere I’importance de la structure en épingle-
dans I’amyloidogenése et la cytotoxicité de I’LAPP. Ainsi, Dupuis et collégues
suggerent, en accord avec I’accélération de 1’amyloidogenése a pH physiologique
(Abedini et Raleigh, 2005; De Carufel et al., 2013), que les monoméres d’IAPP
adoptent une conformation en épingle- afin de débuter leur oligomérisation. Cette
conformation comprendrait les résidus 9 a 17 et 24 a 33 en brins-f alors que les acides
aminés 18 a 23 formeraient un coude. Une étude impliquant de la spectroscopie
infrarouge 2D est arrivée 4 la méme théorie, précisant toutefois que les liaisons
hydrogénes avaient lieu entre les épingles-p afin d’attacher ces monoméres et mener
vers la formation de fibres amyloides matures (Shim et al., 2009). Ainsi, I’épingle-p

semble €tre un intermédiaire important de la formation de fibres amyloides.

Cependant, en présence de certains solvants, tels I"HFIP et le TFE (Hubbard et al.,
1991; Wang et al., 2014), ainsi que plusieurs composantes anioniques de la membrane
plasmique, I’IAPP a la possibilité d’adopter une structure secondaire en hélice-a
(Knight et al., 2006; De Carufel et al., 2013). Plusieurs études se sont donc intéressées
a I’implication de cet intermédiaire hélicoidal dans I’amyloidogenése de I’IAPP. Il a
été observé que I’IAPP 1-19 adoptait non seulement une hélice-a en présence de
membranes modeles, mais que cette structure était principalement responsable de la
perturbation membranaire causée par I’IAPP (Engel et al., 2006; Brender et al., 2008).
Aucune formation de fibres amyloides par ce segment n’a été détectée par ThT bien
que ce monomeére soit facilement incorporé dans les membranes (Engel et al., 2006;
Brender et al., 2008). Ceci suggere que I’intermédiaire hélicoidal serait impliqué dans
la dégénérescence cellulaire observée chez les patients atteints du diabéte de type Il en
plus d’induire une certaine proximité entre les monomeres attachés & la membrane. Un

mécanisme a donc été proposé en lien avec ces observations (Figure 1.11).
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Figure 1.11 Représentation du mécanisme d’amyloidogenése proposé en
présence de biomolécules anioniques ou de solvants et impliquant I’intermédiaire

hélicoidal.

Ainsi, I'IAPP sous forme désordonnée adopterait une structure en hélice-a en présence
d’un environnement mimant la membrane plasmique, principalement au niveau de la
région Thr9 a Asn22 (Apostolidou et al., 2008). Ce monomeére hélicoidal engendrerait
une rapide oligomérisation, menant a4 une forte concentration locale du segment
hydrophobe du peptide. Un changement conformationnel rapide de cette région vers
un feuillet-p se produirait, déstabilisant I’hélice-a. La fragilisation de cette structure
secondaire permettrait au feuillet-B de se répandre tout au long du peptide, formant

ainsi des fibres amyloides (Abedini et Raleigh, 2009).

1.3.4 Rdles des cofacteurs

Les dép6ts amyloides sont retrouvés au niveau de la matrice extracellulaire et a la
surface membranaire. Or, la membrane plasmique est un milieu fortement hétérogéne
et comprend des molécules de toutes sortes. Il a été observé que les fibres amyloides
étaient en association avec plusieurs de ces composés et que ceux-ci seraient impliqués

dans le processus amyloidogénique.

Les GAGs sont de longs polysaccarides sulfatés retrouvés principalement a la surface

externe de la membrane plasmique ainsi que dans le milieu extracellulaire. Plusieurs
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classes de GAGs ont été répertoriées et ont été divisées selon leur nature. On retrouve
entre autres I’héparane sulfate, les chondroitines sulfates, les dermatines sulfates, la
kératine sulfate et 1’acide hyaluronique (Figure 1.12). Ce sont les composantes
anioniques majeures de la membrane plasmique. L’héparine est un modéle de GAGs,
mimant la région sulfatée de I’héparane sulfate, qui est grandement utilisée dans les
études mécanistiques. Il a été démontré que ces biomolécules anioniques sont en
association avec les dép6ts amyloides (Ancsin, 2003) dont ceux composés de
transthyrétine (Magnus et al., 1991), du peptide AP (DeWitt et al., 1993) et d’IAPP
(Ehrlich et Ratner, 1961; Young et al., 1992).
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Figure 1.12 Structures des glycosaminoglycanes.

Afin d’étudier 1I’impact des GAGs dans la formation de fibres amyloides, des ilots
transgéniques de souris exprimant I’LAPP humain ont été traités avec WAS-406, un
inhibiteur de synthése de I’héparane sulfate (Hull et al., 2007). Une réduction
concentration dépendante de dépdts amyloides et un épanouissement des flots

transgéniques ont ¢été observés, démontrant I’implication des GAGs dans
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I’amyloidogenése. Un suivi de la fluorescence de la ThT et du Rouge de Congo ainsi
que I’imagerie par microscopie électronique ont montré que I’héparane sulfate et
I’héparine induisent une forte accélération du processus amyloidogénique (Castillo et
al., 1998; De Carufel et al., 2013). L’héparine a également un effet protecteur contre la
toxicité induite par I’LAPP sur des cellules B-pancréatiques et ce, de fagon
concentration dépendante (De Carufel et al., 2013). Cette observation contradictoire
s’expliquerait par le fait qu’en présence de GAGs, I’IJAPP forme rapidement des fibres

qui sont non toxiques pour les cellules B-pancréatiques.

Ainsi, nous avons récemment proposé un mécanisme concernant [’effet pro-
amyloidogénique des GAGs sulfatés (Annexe 1). Considérant la charge négative des
GAGs et la charge nette de +3 de I’JAPP & pH physiologique, il semblerait qu’une
interaction électrostatique soit favorisée entre les deux molécules. En effet, une analyse
du complexe par RMN montre que I’héparine lierait la région N-terminale du peptide
ainsi que son propeptide (Jha et al., 2011). De plus, il a été observé par titrage
calorimétrique isotherme (ITC) qu’a pH 5.5, environ 32 molécules d’IAPP avaient la
possibilité de lier une molécule d’héparine de 17 kDa (De Carufel et al., 2013). Un
enthalpie (AH) de 4.3 kcal/mol ainsi qu’une constante d’affinité (Ka) de 7.08 X 10° M
! ont également été enregistrés. Or, lorsque 1’on éléve le pH & 7.5, I’histidine en position
18 se déprotonne et 1’affinité entre les deux molécules diminue drastiquement, la
constante d’affinité (Ka) et ’enthalpie (AH) chutant 4 3.63 X 10° M~ et 4 -1.6 kcal/mol
respectivement. Une conformation transitoire en hélice-a a également été observée par
dichroisme circulaire lorsque I’LAPP se lie a I’héparine. Ainsi, il semblerait que I’IAPP,
par sa région N-terminale cationique, se lie a la région anionique des GAGs, induisant
un changement conformationnel de I’IAPP vers une hélice-a entre les résidus 9 et 22
(Figure 1.13). Cette liaison méne a une forte concentration locale d’IAPP sur les GAGs,
causant I’association de la région hydrophobique 20-29 des molécules d’IAPP. Un
changement conformationnel de ce segment vers un feuillet-p favoriserait la formation

de fibres amyloides. Ce mécanisme suggeére fortement I’implication d’un intermédiaire
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hélicoidal lors de I’amyloidogenése de I’IAPP (Figure 1.11). Des mécanismes
semblables, basés sur un échafaudage des GAGs, ont été proposés chez d’autres

protéines amyloidogéniques (Motamedi-Shad et al., 2009; Bourgault et al., 2011).

- T, 1 - On W

OIS
[
A e
oooo‘ooooo o mw
Figure 1.13 Représentation du mécanisme proposé pour la formation de fibres

amyloides de I’IAPP en présence de glycosaminoglycanes (De Carufel et al., 2013).

Bien qu’entreposé a I’intérieur des vésicules de sécrétion a trés haute concentration
(0.8 2 4 mM) (Susa et al., 2014), ’'IAPP ne s’agrége pas. De nombreuses études ont
démontré que I’insuline et le pH acide des vésicules sont responsables de ce
phénomeéne. Suite a des expérimentations in vitro, aucun matériel amyloide n’a été
détecté par Rouge de Congo et par microscopie électronique en présence de diverses
concentrations d’insuline (Westermark et al., 1996). Plusieurs groupes de recherche se
sont ensuite intéressés au mécanisme d’inhibition de I’insuline. Ce peptide est composé
de deux courtes chaines peptidiques (chaine A et B) reliées par deux ponts disulfures
(Figure 1.14). En étudiant le potentiel inhibiteur de ces chaines par la fluorescence de
la ThT, par CD et par peptide array, il a été observé que la chaine B est responsable de
Pactivité inhibitrice de I’insuline (Gilead et al., 2006). Plus précisément, la région
hélicoidale 9-20 de I’insuline se lierait au segment 7-19 de I’LAPP, le restreignant sous
sa forme désordonnée. Ce mécanisme serait basé sur I’homologie de séquence entre le

segment impliqué de I’insuline et de I’LAPP ainsi que par les interactions entre les
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résidus aromatiques. Alors que plusieurs études semblent s’entendre sur I’action de
I’insuline lors de la phase de latence (Gilead et al., 2006; Susa et al., 2014), d’autres

proposent une action au niveau de la phase d’élongation (Larson et Miranker, 2004).

Chaine A GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Chaine B FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT

Figure 1.14 Structure de I’insuline (PDB 1ZNI) (Bentley et al., 1976).
(A) La séquence primaire de I’insuline est séparée entre les deux chaines la composant.
(B) Représentation de la structure secondaire de I’insuline observée par diffraction aux

rayons X. Les résidus impliqués dans la liaison avec I’JAPP sont représentés en rouge.

Plusieurs métaux sont également reconnus pour leur fonction dans I’amyloidogenése
de plusieurs peptides et protéines, tels que le peptide AP et I’a-syn (Uversky et al.,
2001; Huang et al., 2004; Yamin et al., 2005; Talmard et al., 2007). Il semblerait que
ces peptides aient un site de liaison aux métaux divalents, permettant au magnésium,
au calcium et au cuivre de se fixer aux fibres amyloides et de moduler la phase

d’élongation. Bien que le zinc ait un impact sur la formation de fibres amyloides de
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’LAPP, aucun site de liaison pour ions divalents n’a été répertori€ a ce jour chez le du
peptide (Brender et al., 2010; Salamekh et al., 2011).

Ainsi, bien que chacune des composantes des vésicules de sécrétion ait son propre
impact dans la formation de fibres amyloides de I’LAPP, leur combinaison préviendrait

’enclenchement du processus.

Les protéines et peptides amyloidogéniques sont également en association avec les
lipides de la membrane plasmique. Ceux-ci semblent avoir un réle important dans la
régulation de la formation de fibres amyloides. Comme mentionné plus haut, au contact
de bicelles de phospholipides, I’ITAPP adopte une structure transitoire sous forme
d’hélice-a, principalement entre les résidus Thr9 et Asn22 (Apostolidou et al., 2008).
Un changement conformationnel est ensuite observé, passant de cette hélice vers une
structure riche en feuillets-f caractéristique des amyloides. Le suivi de la cinétique
d’agrégation par la fluorescence de la ThT a démontré que I’amyloidogenése de I’lAPP
était fortement accélérée en présence de membranes modéles (Knight et Miranker,
2004; Sparr et al., 2004; Relini et al., 2009; Caillon et al., 2013). Le processus
amyloidogénique de I’LAPP est également modulé selon la nature de la téte hydrophile
des phospholipides (Caillon et al.,, 2013). En effet, la présence de lipides
zwitterioniques, tels que le 1,2-dioleoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DOPC), ralentit
la formation de fibres amyloides. Au contraire, au contact de phospholipides
anioniques, le processus amyloidogénique de I’IAPP est accéléré. Il a été suggéré que
I’hélice-a transitoire observée au contact de I’ APP avec les membranes modéles serait
impliquée dans la formation de fibres amyloides, probablement par un mécanisme

semblable a celui mentionné plus haut (Figure 1.15).
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Figure 1.15 Représentation du mécanisme proposé pour la formation de fibres

amyloides de I’IAPP en présence de membranes modeéles (Knight et al., 2006).

Ainsi, au contact de membranes modeles, I'IAPP adopterait une conformation en
hélice-a au niveau de la région N-terminale, principalement par des interactions
électrostatiques (Knight et al., 2006). Une portion de cette hélice serait également
encrée dans la membrane, facilitant les interactions entre les molécules d’IAPP. Ces
interactions permettraient 1’oligomérisation du peptide sous forme hélicoidale. Cette
augmentation de la concentration locale d’IAPP faciliterait un changement
conformationnel au niveau de la région C-terminale du peptide vers un feuillet-f. Cette
conversion ménerait a la propagation du feuillet-f jusqu’a la formation de fibres

amyloides matures (Knight et al., 2006; Williamson et al., 2009).

14  Cytotoxicité de I'IAPP

1.4.1 Espéces cytotoxiques

La présence de dép6ts amyloides au niveau du pancréas chez les patients atteints du
diabéte de type II a longtemps mené a considérer les fibres amyloides comme étant la

cause directe de la dégénérescence cellulaire, principalement due & leur colocalisation
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(Janciauskiene et Ahren, 2000). Cette hypothése était appuyée par les études de
Lorenzo et collegues qui ont démontré le potentiel cytotoxique des fibres amyloides
sur des cellules humaines et de rongeurs (Lorenzo et al., 1994). Cependant, plusieurs
autres observations ont été faites depuis et il semble que les petits agrégats
préfibrillaires soient & I’origine de cette cytotoxicité aggravant la pathologie du diabéte
de type II. En 2006, une étude utilisant la rifampicine, un inhibiteur du processus de
formation de fibres amyloides, a montré que malgré I’inhibition de I’amyloidogenése
de I’IAPP, la viabilité des cellules pancréatiques était toujours diminuée (Meier et al.,
2006). Par la suite, des souris transgéniques comportant le géne de I’lAPP humain ont
été produites. De petits agrégats amorphes étaient observés au moment de la mort
cellulaire, et ce, malgré I’absence de dépéts amyloides (Janson et al., 1996). Ainsi ces
résultats appuient I’hypothése d’une espéce cytotoxique préfibrillaire. Bram et
collégues ont récemment isolé des anticorps de patients souffrant de diabeéte de type II
afin d’en tester leur reconnaissance sur les différentes espéces d’IAPP, soit le
monomere, les oligomeéres et les fibres matures (Bram et al., 2014). Ces anticorps
semblaient spécifiques aux oligomeéres et inhibaient la mort cellulaire occasionnée par
la toxicité du peptide, appuyant les derniéres études. Considérant tous ces nouveaux
faits, la communauté scientifique s’entend sur I’hypothése selon laquelle les petits
agrégats intermédiaires de la formation de fibres amyloides seraient 1’espéce toxique
causant la mort des cellules B-pancréatiques, et ce, chez plusieurs maladies de type
amyloide (Ladiwala et al., 2011). Le mécanisme par lequel ces espéces engendrent la
dégénérescence des cellules n’est toujours pas bien compris malgré les nombreuses

études effectuées a ce sujet qui seront discutées ci-bas (Figure 1.16).
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Figure 1.16 Résumé des effets cytotoxiques induits par I'IAPP.
Bien que plusieurs autres effets soient étudiés, ceux représentés ici témoignent de ceux

discutés plus bas.

1.4.2 Cytotoxicité induite par la perméabilisation membranaire

Le mécanisme le plus étudié et le plus appuyé est la perturbation membranaire. Bien
que des études montrent un dépét d’intermédiaires de petites tailles & la surface
membranaire, I’hypothése la plus appréciée semble étre celle par laquelle ’IAPP induit
une cytotoxicité par la formation de pores ressemblant a des canaux (channel-like). Par
sa charge nette positive, I'IAPP interagit préférentiellement avec les lipides anioniques,
bien que la composition lipidique membranaire influence son agrégation (Caillon et al.,
2013). Une étude utilisant des bicouches membranaires planaires de phospholipides a
montré une dépolarisation membranaire causée par un influx de cations intracellulaires
(Mirzabekov et al., 1996). Ceci suggére que I’IAPP forme des pores ressemblant a des
canaux ioniques, dont sa charge dirige le flux ionique. La formation de ces « canaux »
peut causer une dysfonction des pompes biologiques, menant & un déréglement de

I’équilibre ionique et ultimement, a I’apoptose (Fawthrop et al., 1991). La perturbation
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membranaire a également été observée par microscopie é€lectronique lorsque les
cellules étaient en contact avec des agrégats d’IAPP et des fibres amyloides (Janson et
al., 1999). En présence d’oligoméres, de petites vésicules interagissant avec I’IAPP
étaient apparentes, ce qui n’était pas le cas avec les fibres matures. Ceci suggére un bris

de la membrane plasmique par le processus de formation de fibres amyloides.

1.4.3 Roéle des voies apoptotiques

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un mécanisme impliquant plusieurs
événements, telle ’expression de la protéine p53, une hausse de calcium intracellulaire
ainsi que I’activation de diverses caspases. Il semblerait que I’'LAPP utilise la cascade
apoptotique afin d’induire la dégénérescence des cellules B-pancréatiques chez les
patients atteints du diabéte de type II. Comme mentionné plus haut, la formation de
canaux non spécifiques par ’IAPP cause un influx de calcium intracellulaire ayant la
capacité de déclencher I’apoptose (Fawthrop et al., 1991; Orrenius et al., 1992). La
fragmentation de I’ADN, une caractéristique importante du processus apoptotique, a
été observée chez des cellules RINm5f traitées avec I’IAPP (Zhang et al., 1999). De
plus, ’'TAPP semble induire I’expression de p53, un géne suppresseur de tumeur bien
connu, ayant la possibilité d’arréter le cycle cellulaire et d’augmenter le niveau de
transcription de facteurs pro-apoptotiques (Zhang et al., 1999; Mlynarczyk et Fahraeus,
2014). De méme, p21, un inhibiteur du cycle G1, semblerait étre un géne surexprimé
au sein des cellules lorsque celles-ci sont en contact avec des agrégats d’IAPP (Zhang
et al., 1999). Toutes ces études semblent démontrer que les oligoméres profibrillaires
de I’IAPP meénent a ’apoptose par un mécanisme non spécifique. Toutefois, Park et
collégues ont observé une surexpression du récepteur FAS (aussi connu comme APO-
1 ou CD95), une protéine transmembranaire capable de déclencher la mort cellulaire

programmée lorsque I’LAPP est en contact avec des cellules d’flots de Langerhans
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(Park et al., 2012). Cette hausse de I’expression du récepteur mene a une sur-activation
des caspases-3. A I’opposé, des cellules B-pancréatiques déficientes en récepteur FAS
ont montré une résistance face a la cytotoxicité induite par le peptide (Park et al., 2012).
Une colocalisation entre les récepteurs FAS et le site de formation de fibres amyloides
a également été observée (Westwell-Roper etal., 2011; Park et al., 2012). Ainsi, I’IAPP
semble induire 1’apoptose par divers mécanismes. Un nombre important d’études ont
été effectuées sur le sujet avec d’autres peptides amyloidogéniques, tels que le peptide

AB, et des résultats semblables ont été obtenus (Halle et al., 2008).

1.4.4 Cytotoxicité par les especes réactives de 1I’oxygene (ROS)

Le stress oxydatif est caractéris€é par un débalancement de la prise en charge des
radicaux libres, conduisant a une augmentation de la concentration d’espéces réactives
de I’oxygéne (ROS). Une augmentation du niveau de ROS a été observée lorsque des
flots de rats possédant le géne de I'TAPP humain ainsi que des cellules pancréatiques
étaient traités avec I’IAPP (Li et al., 2009; Zraika et al., 2009). Plusieurs études se sont
donc concentrées sur I’impact de molécules antioxydantes sur les processus
amyloidogénique et cytotoxique de I’IAPP. Ainsi, la présence de phycocyanine, une
molécule naturelle ayant des propriétés antioxydantes, protége les cellules (-
pancréatiques contre la toxicité induite par I’IAPP en réduisant le niveau de ROS et en
modulant les voies apoptotiques (Li et al., 2009). De méme, I’inhibition de
I’amyloidogenése par un traitement au Rouge de Congo et au WAS-406, restaure la
viabilité des flots pancréatiques et diminue le niveau de ROS (Zraika et al., 2009). Au
contraire, la présence de N-acétyl-L-cystéine (NAC) réduit le niveau de ROS sans
toutefois inhiber I’amyloidogenése et la toxicité causées par I’IAPP (Konarkowska et
al., 2005; Zraika et al., 2009). Il est suggéré que le stress oxydatif n’induirait pas la

mort cellulaire a court terme. Cependant, &8 moyen-long terme, ce mécanisme serait en
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coopération avec 1’apoptose. L’impact du stress oxydatif sur la viabilité cellulaire a
également été étudié chez d’autres peptides amyloidogéniques tels que le peptide AR

et les chaines légéres d’anticorps (Brenner et al., 2004; Placido et al., 2015).

1.4.5 Induction du stress du réticulum endoplasmique

La résistance a I’insuline au niveau périphérique retrouvée chez les patients atteints du
diabete de type II méne a une augmentation de I’expression de I’insuline et de I’JAPP,
passant d’un ratio 1 :100 & 1 :20 dans les vésicules de sécrétion (Gedulin et al., 1991).
Le réticulum endoplasmique (RE) est alors surmené par cette augmentation de
protéines en transit, occasionnant un stress de I’organelle et une diminution de son
efficacité. Afin de redresser 1’équilibre protéique face a de nombreuses protéines
incapables d’adopter un repliement adéquat, le systtme de réponse aux protéines
désordonnées (UPR) est activé. Huang et collégues ont démontré une augmentation des
protéines de sauvetage par le syst¢tme UPR chez un modéle de souris surexprimant
I'IAPP (Huang et al., 2007). Cette induction du stress du RE menait a la
dégénérescence des cellules-p par activation de I’apoptose. Or, chez des souris
transgéniques surexprimant I’IAPP de souris, aucun signe de stress du RE menant a la
mort cellulaire n’a été observé. L’IAPP de souris ne formant pas de fibres amyloides,
ces résultats suggerent 1’activation du stress du RE par le processus amyloidogénique

plutdt que la surexpression de protéines (Huang et al., 2007).

1.4.6 Implication de I’autophagie

Malgré le fait que I’autophagie suit un mécanisme de protection des cellules contre des

agents toxiques, il peut également causer la mort cellulaire. Il a été démontré que
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lorsqu’en contact avec des agrégats d’IAPP, les cellules enclenchent I’autophagie.
Shigihara et collégues ont inhibé I’activation de 1’autophagie chez des cellules de souris
transgéniques et ont observé une augmentation de la toxicité de I’'IAPP (Shigihara et
al., 2014). De plus, les agrégats d’IAPP menaient a la perturbation des

autophagosomes, menant a I’apoptose.

Ainsi, la formation de fibres amyloides semble induire la mort cellulaire par divers
mécanismes de cytotoxicité. Bien que chacun de ceux-ci aient été étudiés séparément,

il est indéniable que plusieurs de ces mécanismes fonctionnent de fagon coopérative.






CHAPITRE II

PROBLEMATIQUE ET SUJET D’ETUDE

L’IAPP est sécrété par les cellules P-pancréatiques sous forme désordonnée.
Cependant, d’autres structures secondaires locales ont été répertoriées chez cette
hormone peptidique. En milieu mimant la membrane plasmique, I’IAPP arbore une
conformation en hélice-o. principalement entre les résidus 9 et 22. Cette structure
secondaire avait déja été répertoriée par plusieurs groupes, non seulement pour I'IAPP,
mais également pour d’autres peptides et protéines amyloidogéniques intrinséquement
désordonnés, tels le peptide AP et ’a-syn. Lors de nos études précédentes, nous avons
observé, en présence d’héparine, une accélération de I’amyloidogenése de I’APP ainsi
que la formation d’une hélice-o transitoire (Annexe A). Malgré tout, il nous était
impossible de postuler si cet intermédiaire hélicoidal faisait partie de la cascade
amyloidogénique de I’IAPP. Plusieurs études ont cependant conclu que cette
conformation était importante lors de la formation de fibres amyloides, principalement

lors des événements précoces de ce processus.

Un mécanisme d’action de cet intermédiaire a d’ailleurs ét€ émis. Ainsi, au contact de
bicouches lipidiques, I’IAPP passerait d’une conformation désordonnée vers une
hélice-a. Ce changement conformationnel serait thermodynamiquement relié a
I’oligomérisation des monoméres, menant a une forte concentration locale du segment
hydrophobique du peptide. Cet assemblage intermoléculaire occasionnerait un
réarrangement conformationnel en feuillet-B de la région C-terminale. L’hélice-u serait

alors déstabilisée et permettrait au feuillet-f de se répandre tout au long du peptide,



40

formant ainsi une structure quaternaire en feuillet-B-croisé (Abedini et Raleigh, 2009).
Cet intermédiaire hélicoidal aurait également un grand réle dans la toxicité du peptide.
Il a été observé que la portion hélicoidale de I’IAPP s’insérait dans les membranes,
causant de ce fait une perturbation membranaire. Cette perturbation de la membrane
pourrait étre également associée au diabéte de type II, puisque qu’une dégénérescence
des cellules B-pancréatiques est observée chez les patients atteints de cette pathologie.
Ainsi, cette conformation secondaire transitoire semble avoir de grands impacts au

niveau de I’amyloidogenése et de la cytotoxicité de I’IAPP.

Les études qui se sont concentrées sur I’impact de I’hélice-o ont utilisé des fragments
du domaine N-terminal de I’IAPP ou ont fait appel a diverses approches, telles de
petites molécules, afin de stabiliser le domaine hélicoidal du peptide. Or, sans I’LAPP
complet, il est difficile d’appliquer les observations sur un modéle in vivo. De plus, il
semble trés difficile de déterminer si cet intermédiaire hélicoidal est « on » ou « off-
pathway » dans la formation de fibres amyloides. Le role de cette structure secondaire
dans la toxicité du peptide sur les cellules B-pancréatiques reste également inconnu.
Finalement, les techniques spectroscopiques actuelles et classiques ne permettent pas
de résoudre facilement la question de la voie amyloidogénique. En effet, les
intermédiaires structuraux étant transitoires, il est difficile de les stabiliser
suffisamment longtemps pour les étudier sans modifier le processus d’autoassemblage.

Une autre stratégie doit étre employée afin de résoudre ces questions.

2.1 Hypothése

Afin de répondre a cette problématique, une approche alternative serait d’utiliser des
dérivés conformationnellement restreints de I’ IAPP. En empéchant, ou en favorisant le
peptide & adopter une certaine conformation, il serait alors possible d’obtenir de

’information sur les intermédiaires structuraux retrouvés au niveau de la phase de
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latence de la cascade amyloidogénique. Toutefois, il importe que I’incorporation de ces

modifications chimiques ciblées ne conduise pas a une nouvelle voie amyloidogénique.

2.2 Objectifs du projet

L’ objectif global du projet était de déterminer le réle de I’intermédiaire hélicoidal dans
le processus de formation de fibres amyloides. Ainsi, les objectifs spécifiques du projet

étaient de ;
1. Développer des dérivés de I’LAPP ayant un ensemble conformationnel restreint,

2. Evaluer I’impact de ces modifications chimiques sur la formation de fibres
amyloides en milieu homogéne et en présence de biomolécules retrouvées a la

membrane plasmique,

3. Evaluer la toxicité de ces dérivés sur les cellules B-pancréatiques et comprendre le

role de cet intermédiaire dans la dégénérescence cellulaire.






CHAPITRE III

ARTICLE I : DELINEATING THE ROLE OF HELICAL INTERMEDIATES IN
NATIVELY UNFOLDED POLYPEPTIDE AMYLOID ASSEMBLY AND
CYTOTOXICITY

Les dépots amyloides sont des caractéristiques communes de nombreuses maladies,
telle que la maladie de I’Alzheimer. De nombreuses protéines amyloidogéniques,
incluant I’islet amyloid polypeptide (IAPP) associé au diabéte de type II, sont
nativement désordonnées et doivent subir des réarrangements conformationnels
permettant la formation de structures localement ordonnées pour amorcer
I’autoassemblage. De récentes études ont indiqué que la formation d’intermédiaires de
conformation en hélice-a accélére I’amyloidogenése, suggérant que ces espeéces
pourraient étre « on-pathway » dans la formation de fibres amyloides. En identifiant un
dérivé de I’IAPP affichant un ensemble conformationnel restreint qui s’autoassemble
avec I’JTAPP, nous avons observé que les structures hélicoidales sont « off-pathway »
en milieu homogeéne ainsi qu’en présence de bicouches lipidiques et de
glycosaminoglycanes. De plus, la prévention d’un repliement hélicoidal accroit la
perturbation membranaire et la cytotoxicité de I’IAPP, indiquant que la stabilisation du
motif hélicoidal serait une stratégie prometteuse afin de prévenir la dégénérescence

cellulaire associée avec I’amyloidogenése.

Article accepté dans Angewandte Chemie.
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ABSTRACT

Amyloid deposition is a hallmark of many diseases, such as the Alzheimer’s disease.
Numerous amyloidogenic proteins, including the islet amyloid polypeptide (IAPP)
associated with type II diabetes, are natively unfolded and need to undergo
conformational rearrangements allowing the formation of locally ordered structure(s)
to initiate self-assembly. Recent studies have indicated that the formation of a-helical
intermediates accelerates fibrillization, suggesting that these species are on-pathway to
amyloid assembly. By identifying an IAPP derivative with a restricted conformational
ensemble that co-assembles with IAPP, we observed that helical species were off-
pathway in homogenous environment and in presence of lipid bilayers or
glycosaminoglycans. Moreover, preventing helical folding potentiated membrane
perturbation and IAPP cytotoxicity, indicating that stabilization of helical motif(s) is a

promising strategy to prevent cell degeneration associated with amyloidogenesis.

TOC — Text:

Amyloid formation resulting from the self-assembly of natively unfolded polypeptide
was studied by means of a conformationally restricted derivative that co-assemble with
the native peptide. Preventing islet amyloid polypeptide helical folding enhanced its
amyloidogenecity in presence of anionic biosurfaces and potentiated its toxicity

towards pancreatic 3-cells.

Keywords:

amyloid, islet amyloid polypeptide, ct-helix, membrane models, glycosaminoglycans
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Protein aggregation and amyloid deposition are associated with several diseases,
including Alzheimer’s disease and type II diabetes (Chiti et Dobson, 2006). More than
30 proteins have been identified as precursors of amyloids whose deposition is linked
to cellular degeneration (Chiti et Dobson, 2006). While fibrils assembled from these
proteins display common structural characteristics, amyloid precursors share no
sequence or native state structure homologies (Chiti et Dobson, 2006). Amyloidogenic
polypeptides can be assigned to two different structural classes; those that are natively
unfolded and those that show a well-defined structure in their soluble state. Natively
folded proteins need to partially unfold, or misfold, in order to form amyloids. In
contrast, intrinsically disordered polypeptides (IDPs), such as the amyloid-B peptide
(AB) and the islet amyloid polypeptide (IAPP), need to undergo conformational
rearrangements allowing the formation of locally ordered structure(s) to self-assemble
(Abedini et Raleigh, 2009). Cell and animal models have shown that intermediate
species of the amyloidogenic cascade are more deleterious than fibrils (Kayed et al.,
2003; Demuro et al., 2005; Meier et al., 2006; Bourgault et al., 2011). Although the
molecular structure(s) of the proteotoxic species and the mechanisms of cytotoxicity
are still unknown, these studies reinforce the importance of elucidating the initial

conformational rearrangements that trigger amyloidogenesis.

IAPP is the main component of amyloid deposits observed in the pancreatic islets of
type II diabetes patients and the amyloidogenic process is known to exacerbate
pancreatic 3-cell loss (Westermark et al., 2011). The current view implies that IAPP
cytotoxicity is mediated by oligomers and/or prefibrillar aggregates that can be either
on- or off-pathway to amyloid formation (Abedini et Raleigh, 2009; Cao et al., 2013).
This 37-residue hormone exhibits a disordered conformation, although it diverges from
an absolute random coil by the presence of local and transient helical structures
(Williamson et Miranker, 2007; Soong et al., 2009; Brender et al., 2012). In membrane
environment, IAPP adopts a a-helix that spans between A5 to N22 (Apostolidou et al.,
2008; Nanga et al., 2009; Patil et al., 2009; Williamson et al., 2009; Nanga et al., 2011).



47

Recent findings have suggested that IAPP helical conformation represents key
structural motif for the intermolecular recognition that initiates assembly and that o-
helical oligomers are relevant to toxic functions (Knight et al., 2006; Saraogi et al.,
2010; Nath et al., 2011). Helical intermediate species could be important for the
aggregation and toxicity of amyloidogenic IDPs, including AP and a-synuclein
(Kirkitadze et al., 2001; Zhu et al., 2003; Abedini et Raleigh, 2009), although this

hypothesis is still the matter of active debates.

Two models have been proposed for the conformational rearrangements that initiate
IAPP oligomerization and drive amyloid formation. On the one hand, it was proposed
that IAPP early oligomerization steps include the formation of B-strand rich dimers and
that amyloids are assembled from ordered B-hairpins (Dupuis et al., 2009; Dupuis et
al., 2011; Buchanan et al., 2013). On the other hand, the helical intermediates model
proposes that association is thermodynamically linked to helix formation within the 5-
22 segment. Helical oligomers would generate a high local concentration of the C-
terminal amyloidogenic segment, favoring the formation of intermolecular B-sheets
(Abedini et Raleigh, 2009). Detecting transient intermediate species of the
amyloidogenic cascade by spectroscopic approaches is challenging, particularly in the
context of the interactions with biological factors that are relevant to in vivo deposition.
Assessing if these intermediates are either on- or off-pathway to fibril formation is even
more demanding. An alternative strategy to probe transitions that initiate IDP self-
assembly could consist of introducing discrete chemical modifications to restrict the
conformational ensemble. Destabilizing on-pathway species should delay, or inhibit,
amyloid formation whereas disrupting off-pathway species should either not affect
fibrillization or accelerate it by closing a competing pathway. However, it is crucial

that this modification does not lead to an alternative pathway.

In this study, we investigated the role of helical intermediates in amyloid formation and

induced-cytotoxicity by restricting the conformational ensemble of IAPP. Analogs in
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which two adjacent residues of IAPP putative helical region are successively
substituted by their corresponding D-enantiomers were designed (Supporting
Information). Incorporation of two D-residues within a a-helix is known to result in a
local disturbance without modifying significantly the physicochemical properties
(Wieprecht et al., 1996; Tchoumi Neree et al., 2014). Among all derivatives evaluated,
[f'5, 1'ThIAPP, or D-hIAPP, was unique for its random coil structure that persists in
presence of the helical-inducing solvent trifluorethnaol (TFE) and for its kinetics of
fibrillization. By circular dichroism (CD) spectroscopy, hIAPP and D-hIAPP exhibited
spectra with a single minimum at 203 nm, indicative of a random coil structure (Figure
la). Incorporation of D-residues at positions 15 and 16 prevented TFE-induced helical
folding of IAPP (Figure 1).

The effect of this modification on amyloid assembly was evaluated using thioflavin T
(ThT) fluorescence, atomic force microscopy (AFM) and transmission electron
microscopy (TEM). ThT is a dye that fluoresces upon its binding to protein aggregates
rich in cross-B-sheets. Under the conditions of fibrillization, hIAPP displayed a Tso of
9.86 £+ 1.41 h whereas D-hIAPP exhibited a similar kinetics with a Tso of 9.33 £+ 0.73
h (Figure Ic). At all concentrations evaluated, D-hIAPP and hIAPP had equivalent
kinetics of self-assembly (Figure 1d). By AFM and TEM, D-hIAPP fibrils were
significantly longer than the ones from hIAPP while both amyloid preparations had
comparable average height (Figure le, 1f; Supporting Information for
characterization). Although fibrils formed by D-hIAPP and hIAPP were different at the
macroscopic level, CD spectroscopy revealed a comparable secondary structure within
these assemblies (Supporting Information). Moreover, both sonicated amyloids were
competent to seed fibril growth with an equivalent potency (Supporting Information),
suggestive of structural similarities. As revealed by solid state NMR, IAPP fibrils
consist of two columns of symmetry related monomers and each monomer contains
two f-strands connected by a bend-loop (Luca et al., 2007). In this model, residues F15

and L16 are in the B-strand that is located on the outer surface of the column. Inversion
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of the chirality of these two residues most likely affects side-chain orientations within
this strand and can modulate lateral association of protofilaments and/or monomer

addition.

The equivalent kinetics of nucleation (Tso and lag phase) suggests that both peptides
could undergo similar conformational rearrangements to initiate self-assembly. To
evaluate this hypothesis, equimolar of hIAPP and its D,D-counterpart were mixed
together and the kinetics of fibrillization was measured. Strikingly, the kinetics of
amyloid formation of 6.25 uM hIAPP mixed with 6.25 pM D-hIAPP were equivalent
to a homogenous 12.5 uM solution of hIAPP or D-hIAPP alone, with a Tso of 10.02 £
0.96 h (Figure 2a). Similar results were obtained for total concentrations from 6.25 to
50 pM. Fibrils obtained from a mixture of hIAPP/D-hIAPP were morphologically
equivalent to D-hIAPP assemblies (Figure 2b). Incorporation of D-residues at positions
15 and 16 in the non-amyloidogenic rodent IAPP (rIAPP) led to a sharp decrease of its
helical folding whereas no effect on its amyloidogenecity was observed (Supporting
Information). Taken together, fibril formation kinetics and co-assembly experiments
suggest that helical species are off-pathway to amyloid assembly in an aqueous

solution.

Amyloid formation in vivo takes place in a complex environment and amyloids
extracted from patients are associated with components of the extracellular matrix
(ECM) and the plasma membrane. Studies have shown that sulfated
glycosaminoglycans (GAGs) and lipid membranes hasten fibrillogenesis. Upon
binding to GAGs or anionic membranes, IAPP adopts a helical conformation before
converting into (-sheets structure (Abedini et Raleigh, 2009; Nanga et al., 2011;
Brender et al., 2012; De Carufel et al., 2013). As amyloid assembly is faster under
conditions that facilitate the formation of nucleating species, these helical intermediates
were hypothesized to be on-pathway (Knight et al., 2006; Abedini et Raleigh, 2009).
Thus, we evaluated the effect of hindering the helical folding of IAPP on the
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fibrilization kinetics in presence of membrane models and GAGs. When hIAPP was
incubated in presence of 100-nm LUVs composed of phosphocholine/phosphoglycerol
(DOPC/DOPG; 7/3), fibrillization was drastically enhanced (Figure 3a). The
accelerating effects of LUV's was more pronounced for D-hIAPP compared to hIAPP,
with lag phase of 9.8 + 4.3 min and 71.2 £ 7.4 min, respectively. Binding of hIAPP to
anionic LUVs led to the formation of helical structures (Figure 3b). In contrast, D-
hIAPP remained mainly random coil, consistent with the conformational restriction
imposed by the D,D-substitution. After 4 h incubation with LUVs, both peptides were
converted into B-sheet-rich structure. Conformational conversion, measured with the
0220/0208 ratio, correlated closely to the kinetics of amyloid formation measured by
ThT-fluorescence (Figure 3c). Similarly, preventing helical folding potentiated the
amyloidogenic effect of heparin, employed as a model of the sulfated domains of
heparan sulfate (Supporting Information). These data indicate that upon binding to
anionic biosurfaces, IAPP undergoes a random coil-to-ai-helix conformational
conversion and that inhibition of helical formation dramatically hastens self-assembly,

suggesting that these species are off-pathway.

Protein deposition in pancreatic islets correlates with B-cell degeneration and several
inter-connected mechanisms have been proposed to explain IAPP toxicity (Cao et al.,
2013). Plasma membrane disruption by pre-fibrillar species, which can trigger various
pathways of cell death is one of the most studied mechanisms (Brender et al., 2012).
Reports have suggested that the loss of membrane integrity results from pore formation
(Anguiano et al., 2002; Last et al., 2011) and that helical intermediates could be the
active membrane species (Magzoub et Miranker, 2012). In this view, several helical
mimetics were recently developed to target the membrane-bound a-helix and to
prevent their oligomerization (Hebda et al., 2009; Saraogi et al., 2010; Kumar et al.,
2015). These compounds were shown to reduce IAPP amyloid formation in presence
of membranes and to decrease toxicity. Nonetheless, whether or not these helical

species are toxic themselves or are off- or on-pathway to cytotoxicity remains
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unknown. The helically-frustrated D-hIAPP analog appears as a unique tool to address
this question. We initially examined the ability of hIAPP and D-hIAPP to induce
leakage of DOPC/DOPG LUVs. The fluorescent dye calcein was encapsulated at high
concentration within the vesicles, leading to its self-quenching and upon membrane
disruption, the dye is released and fluorescence is restored. Leakage was measured after
10 min and 5 h incubation with lipid/peptide ratios between 6:1 and 80:1 (Cao et al.,
2013). Peptides hIAPP and D-hIAPP induced a similar concentration-dependant
vesicle leakage (Figure 4a). The non-amyloidogenic rIAPP and D-rIAPP also induced
membrane leakage, although their effects were less pronounced (Supporting

Information).

While monitoring the time course of vesicle disruption, a multiphase process was
observed for hIAPP; a plateau after 60 min followed by a second phase leading to
maximum leakage (Figure 4b). The second phase correlated closely with formation of
ThT-positive species and the kinetics of a-helix-to-3-sheet structural conversion. For
the non-amyloidogenic rodent IAPPs, which do not form ThT-positive species in
presence of LUVs, a single phase was detected (Supporting Information). This suggests
that the first phase of membrane disruption is related to the binding of non-fibrillar
species to lipid vesicles and the second phase is mediated by fibril growth (Brender et
al., 2011; Cao et al., 2013). This multistep process was not discernable for D-hIAPP,
because fibrillization occurs so fast that it cannot be easily discernible from prefibrillar
species binding. Vesicle leakage experiments indicated that IAPP helical folding

postpones membrane disruption associated with fibril growth.

Next, we evaluated the role of transient helical conformations in toxicity using INS-1
pancreatic B-cells. Treatment with hIAPP induced a concentration-dependent decrease
of cellular viability (Figure 5a). Incorporation of a destabilizing motif within hIAPP
putative a-helix increased its cytotoxicity. D-hIAPP was not only more cytotoxic but

its deleterious effects on viability occurred more rapidly (Figure 5b). After 12 h, hIAPP



7

(50 pM) reduced cellular viability to 63.8 + 9.0 % while a viability of 12.4 + 2.1 % was
observed for its D,D-counterpart. To confirm this time-dependent effect and to asses if
both peptides used similar mechanisms to induce cell death, caspases activation and
intracellular calcium level were measured. A significant increase of apoptosis signal
was detected after only 4 h treatment with D-hIAPP whereas a treatment time of 12 h
was needed to activate caspases with hIAPP (Figure 5c). Similar effect was observed
for cytosolic calcium level, a signal of cellular dysfunction associated with several
death mechanisms (Figure 5d). The fact that hindering IAPP helical folding potentiated
its toxicity suggests that the formation of a-helix pre-fibrillar species is not required

for cell death and it could be even protective.

By identifying a derivative with a restricted conformational ensemble that co-
assembles with IAPP, we provided unique insights into the mechanisms of IDP
amyloidogenesis. Our results suggest that helical conformations are off-pathway to
amyloid formation and delineate the roles of a-helix species in membrane perturbation
and toxicity. This study emphasizes that the stabilization of a transient helical motif
within an amyloidogenic IDP constitutes a promising strategy to inhibit assembly and

to prevent cell degeneration.
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Figure 1. Effect of destabilizing IAPP putative helical domain on amyloid formation.
a) CD spectra of 25 uM hIAPP and 25 uM D-hIAPP in Tris-HCI pH 7.4 (solid lines)
and in 10% TFE (dashed lines). b) TFE titration into hIAPP and D-hIAPP measured
by the ellipticity at 222 nm. ¢) Amyloid formation monitored by ThT fluorescence of
12.5 uM peptides. d) Rates of amyloid formation at different concentrations. e,f) AFM
images of 50 uM hIAPP and D-hIAPP after 24 h incubation. Scale bar: 500 nm.
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Figure 2. hIAPP and D-hIAPP co-assemble into amyloid fibrils. a) Kinetics of amyloid
formation of 12.5 pM hIAPP, D-hIAPP and of a aggregation mixture containing 6.25
uM of hIAPP and 6.25 uM of D-hIAPP (mix). b) AFM images of 25 uM hIAPP mixed

with a equimolar concentration of D-hIAPP after 24 h incubation. Scale bar: 500 nm.
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Figure 3. Destabilizing IAPP helical segment potentiates the accelerating effect of
model membranes on amyloid formation. a) Kinetics of amyloid formation of 12.5 pM
hIAPP and D-hIAPP in presence of 500 uM DOPC/DOPG (7:3) LUVs. b) CD spectra
of hIAPP and D-hIAPP in presence of LUVs before (solid lines) and after 4 h

incubation. ¢) Conformational conversion measured by the ratio of ellipticity at
220/208.
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intermediates in IAPP-induced membrane leakage. a)

Percentage of membrane leakage of DOPC/DOPG (7:3) LUVs by hIAPP and D-
hIAPP after 10 min and 5 h incubation (open). b) Kinetics of membrane leakage of
DOPC/DOPG (7:3) LUVs by 25 uM hIAPP and D-hIAPP.
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Figure 5. Destabilizing IAPP helical segment potentiates cytotoxicity on pancreatic 3-
cells. a) Viability of INS-1 cells treated with hIAPP and D-hIAPP for 24 h. b) Kinetics
of reduction of INS-1 cell viability by 50 uM of hIAPP and D-hIAPP. c) Caspases 3/7
activation by 50 uM hIAPP and D-hIAPP measured over treatment time. d) Evaluation
of intracellular calcium level after treatment with 50 pM hIAPP and D-hIAPP. Results
are expressed as percentage of the vehicle treated cells = SEM. *Statistically significant
difference between hIAPP and D-hIAPP (P < 0.05). # Data could not be obtained
because of high extent of cell death.
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Materials and Methods

Materials

Fmoc-protected amino acids, Rink-amide AM and (2-(6-Chloro-1H-benzotriazole-1-
yD-1,1,3,3-tetramethylaminium hexafluorophosphate) (HCTU) were obtained from
Matrix Innovation (Québec, Canada). 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DOPC) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (DOPG) were
purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Heparin sodium salt from
porcine intestinal mucosa, average molecular weight of 17 kDa (+ 2 kDa), was obtained
from Sigma-Aldrich. The Caspase-Glow kit was from Promega (Madison, USA). The
calcium indicator Fluo-3 acetoxymethyl ester (Fluo-3AM) was purchased from Life
Technologies (Carlsbad, USA). Laboratory consumables (filters, microplates, efc)
were obtained from Fisher Scientific (Nepean, Canada). All other chemical and

reagents were purchased from Sigma-Aldrich.

Solid phase peptide synthesis

IAPP and its analogs were synthesized by solid phase using a TRIBUTE-IR peptide
synthesizer (Protein Technology) based on Fmoc chemistry. Briefly, all amino acids (5
equiv.) were coupled using an in situ activation with HCTU and diisopropylethylamine
(DIEA) in dimethylformamide (DMF). Rink-amide AM-functionalized polystyrene
resin was used as the solid support. Fmoc-protecting group was removed with 20%
piperidine in DMF. For human-IAPP and its analogs, three oxazolidine pseudoproline
dipeptides were incorporated into the peptide sequence in order to facilitate the
synthesis. Fmoc-Ser-Ser(psiMe,Mepro)-OH was incorporated at positions Ser-19 and
Ser-20, Fmoc-Leu-Ser(psiMe,Mepro)-OH was inserted at positions Leu-27 and Ser-28
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whereas Fmoc-Ala-Thr(psiMe,Mepro)-OH was incorporated at positions of Ala-8 and
Thr-9(Abedini et Raleigh, 2005). Cleavage from the resin was achieved with a mixture
of TFA/ethanedithiol/phenol/water (92/2.5 /3 /2.5) for 3 h. After filtration of the resin
and subsequent TFA evaporation, the peptide was precipitated with diethylether and

resolubilized in 20% acetic acid (v/v) before being lyophilized.

Peptide purification, cyclisation and characterization

Crude peptides were dissolved in 35% acetic acid and purified by preparative reversed-
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a Cs (5 pm, 300 A)
column (250 x 21.2 mm?) and a linear gradient of acetonitrile (ACN) in HoO/TFA
(0.06% v/v). Collected fractions were analyzed by analytical RP-HPLC, using a Cis
(3.6 pm, 300 A) column (250 x 4.6 mm?) and by time-of-flight mass spectrometry
(LC/MS-TOF). Fractions corresponding to the desired product, as reveled by MS-TOF
analysis, were pooled and lyophilized. Disulfide bond formation between Cys-2 and
Cys-7 was achieved on lyophilized pre-purified peptide by dimethyl sulfoxide (DMSO)
oxidation during 24 hours, according to the method developed by Abedini et
al.(Abedini et al., 2006). After incubation, 50% acetic acid was added to the peptide
mixture to a final ratio of 9:1 (v/v) and IAPP was purified by RP-HPLC as described
above. Fractions corresponding to the desired product, as revealed by MS-TOF
analysis, and with purity higher than 95%, confirmed by analytical RP-HPLC, were
finally pooled and lyophilized.

IAPP sample preparation

Aliquots of monomerized IAPP were prepared by dissolving the lyophilized and
purified peptide in 100% hexafluoro-2-propanol (HFIP) to a concentration of 1 mg/mL.
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The solution was sonicated for 30 min and filtered through a 0.22 pm hydrophilic
PVDF filter before being lyophilized. The resulting peptide powder was solubilized for
the second time in HFIP, sonicated for 30 min and the solution was aliquoted and
lyophilized. Monomerized IAPP samples were kept dried at -80°C until used, but not

for longer than 4 weeks.

Large unilamellar vesicles preparation

Large unilamellar vesicles (LUVs) were formed of DOPC/DOPG (7:3 ; molar ratio).
Lipids were solubilized in 100% chloroform in a glass tube and evaporated with a
nitrogen gas stream. The lipid film was then rehydrated in 20 mM Tris-HCI pH 7.4 for
at least 30 minutes. The solution was freeze-thawed 5 times before being extruded
through a 0.1 pm nucleopore membrane for 15 cycles. For membrane leakage assays,
the lipid film was rehydrated in a 20 mM Tris-HCI pH 7.4 buffer containing 70 mM
calcein. The solubility of calcein (fluorescein complex) was increased by dropwise
addition of 5M NaOH until the solution turn transparent, as previously described.
Nonencapsulated calcein molecules were removed by a size-exclusion chromatography
using Sephadex G-25 fine and an elution buffer of 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
pH 7.4. Lipid concentration was determined by the inorganic phosphate detection
colorimetric assay (Carles, 1956). The size and homogeneity of the LUVs were
confirmed by dynamic light scattering (DLS).

Kinetics of amyloid formation measured by thioflavin T fluorescence

IAPP solutions were prepared by dissolving the lyophilized and monomerized LIAPP at
2x concentrations (ranging from 100 to 12.5 pM) in 20 mM Tris, pH 7.4, containing

40 uM thioflavin T (ThT) immediately before final dilution and measurement. Heparin
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solution was prepared as a 4 mg/mL stock solution in the corresponding buffer and
diluted to reach the desired final concentrations in the IAPP aggregation mixture. LUVs
were prepared as described above and diluted to a final concentration of 500 uM
(expressed in monomer units) in the corresponding buffer. Kinetics of amyloid
formation were performed at 25°C without stirring in sealed black-wall, clear-bottom
96 well non-binding surface treated plates (Corning) with a total volume of 100 pL per
well. ThT fluorescence was measured either every 10 min over the course of 24 h
(homogenous solution) or every minute during 5 hours (LUVs/heparin) using an
Infinite M1000 TECAN Pro fluorescence plate reader. Fluorescence was measured
from the bottom of the well using an excitation wavelength of 440 nm and an emission
wavelength of 485 nm. Each representative curve represents the average of a single
experiment performed in triplicate. Data of time-dependence of ThT fluorescence were
fitted to a sigmoidal growth model where the Tso is the time required to reach half of
the fluorescence intensity, k is the apparent first-order constant and Ymax and Yo are,

respectively, the maximum and initial fluorescence values:
Y = Yo + (Ymax - Yo)/(1+exp-(T - Ts0)/ k)

The lag time, the time before detectable amyloid formation occurs, as predicted by
means of the nucleation dependent polymerization model, was described as Tso — 2/k.
Data of at least three individual experiments performed with different lots of peptides

were averaged and were expressed as the mean + S.E.M..

Membrane leakage assays

Lyophilized and monomerized IAPP samples were solubilized in 20 mM Tris-HCl, 150
mM NaCl, pH 7.4 at 100 pM prior to dilution in calcein-LUVs solution at the desired
final concentrations (6.25 to 75 uM). LUV were used at a final concentration of 500

uM. Fluorescence was monitored in sealed black-wall, clear-bottom 96 well non-
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binding surface plates (Corning) with a total volume of 100 pL per well. Measurements
were performed every 5 minutes over 24 hours using an excitation wavelength of 495
nm and an emission wavelength of 517 nm. The control used to determine 100%
leakage (Fmax) was calcein-LUVs with 0.2% Triton X-100. Dye leakage was reported
using the following equation (Brender et al., 2013):

%dye leakage = (F—Fbaseline) / (Fmax — Fbaseline)

where Fpaseline is the fluorescence of the LUVs in absence of peptide. Data of at least
three individual experiments performed with different lot of peptides were averaged

and were expressed as the mean + S.E.M..

Circular dichroism spectroscopy

IAPP was dissolved in 10 mM phopshate buffer pH 7.4 to reach the final desired
concentrations, in presence or absence of heparin or LUVs. The sample was
immediately incorporated into a 2 mm path length quartz cell before far-UV CD spectra
were recorded from 190 to 260 nm using a J-815, Jasco circular dichroism spectrometer
at 25°C. The wavelength step was set at 0.5 nm with an average time of 10 s per scan
at each wavelength step. Each collected spectrum was background subtracted with the
corresponding IAPP-free sample (buffer alone, heparin or LUVs). Each spectrum
represents the average of at least two independent experiments. Raw data were

converted to mean residue ellipticity (MRE):

Mean residue weight (g. mol™1) x CD signal (deg)

Lt 10 x pathlength (cm) X protein concentration (g. ml—1)
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Atomic force microscopy

Lyophilized and monomerized IAPP was solubilized in 20 mM Tris-HCl, pH 7.4 at a
final concentration of 50 uM. Solution was incubated for 24 hours at 25°C without
agitation before being diluted to 5 pM in 1% acetic acid and immediately applied to a
freshly cleaved mica, as previously reported (Luca et al., 2007). The mica was washed
twice with deionized water and air-dried for 24 hours after blotting. Images were
acquired on a Veeco/Bruker Multimode AFM using tapping mode with a silicon tip (2-
12 nm tip radius, 0.4 N/m force constant) on a nitride lever. Images were taken at 0.2
Hz and 1024 scan/minute. For quantification analysis, the width and length of at least
50 individual fibrils per experiments were determined and plotted as a frequency
distribution using the Prism 6.0 software. Data (height and length) of at least three
individual experiments performed with different lots of peptides were averaged and

were expressed as the mean + SE.M.

Transmission electron microscopy

Lyophilized and monomerized IAPP was solubilized in 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, at a
final concentration of 50 pM. The solution was incubated for 24 hours at 25°C without
agitation before being diluted to 5 pM in deionized water. Solutions were applied to
glow-discharged carbon films on 300 mesh copper grids. After adsorption for 1 min
and blotting, samples were negatively stained with 1.5% uranyl formate for 1 min and
air-dried for 15 minutes. Images were recorded using a FEI Tecnai 12 BioTwin
microscope operating at 120 kV and equipped with a AMT XR80C CCD camera

system.
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Membrane flotation assay

Binding of hIAPP and D-hIAPP to LUVs was evaluated using a membrane flotation
assay(Knight et Miranker, 2004; Baden et al., 2008). LUVs composed of either 100%
DOPC or DOPC/DOPG (7:3) were prepared as above-described. LUVs were mixed
with IAPP to reach a final concentration of 3.75 mM and 50 pM, respectively, in 10
mM phopshate buffer pH 7.4, and incubated at room temperature for 10 minutes. The
solution was mixed with 80% sucrose solution to reach a final sucrose concentration
of 25% for a total volume of 125 puL. The fraction was overlayered with 25 pL of 10%
sucrose and then with 50 pL 20 mM Tris-HCI pH 7.4. Samples were centrifuged for 1
hour at 50,000g using a L8-70M ultracentrifuge and a rotor Type 42.2 Ti (Beckman
Instruments Inc.). Fractions of 40 pL were collected at the top and the bottom of each
tube before being analyzed by SDS-PAGE (Tris-Tricine gel system). Gels were fixed

for 1 hour in 3.7% formaldehyde before silver staining.

Cell toxicity assays

Rat INS-1E cells were seeded in black wall clear bottom 96-well plates (Tissue culture
treated) at a density of 30,000 cells/well (100 pL/well) in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate and 50 uM B-mercaptoethanol.
After 48 h incubation at 37°C in 5% COz, cells were treated with 50 pul of freshly diluted
peptides at a 3x concentration (20 mM Tris, pH 7.4). Cells were then incubated for 2
to 24 h. After the time of IAPP treatment, cell viability was measured by means of the
resazurin reduction assay (50 pM) and the activation of caspase 3/7 was measured by
using the Caspase-Glow kit. Cell viability (in %) was calculated from the ratio of the
fluorescence of the treated sample to the control cells (non-treated). Data (in %) of at

least four individual experiments performed in triplicate with different lots of peptides
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were averaged and were expressed as the mean + S.E.M.. Evaluation of the results was
made using the Student’s r-test and statistical difference (between hIAPP and D-
hIAPP) was established at P < 0.05. Statistical analysis was performed using Prism 6.0

software.

Evaluation of intracellular calcium level

Intracellular calcium level assays were performed by seeding the INS-1E cells as
described above. After IAPP treatment, cells were washed once with calcium buffer
(Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), HEPES and 72 g/L probenecid in NaOH 0.5
N (200:1:2 v/v)) before incubating the cells with the probe solution (calcium buffer/
pluorinic acid/ 5 uM Fluo-3AM (1000:1:1 v/v) for 30 minutes at 37°C(Vaudry et al.,
2009; Evangelisti et al., 2012). Cells were washed once again with the calcium buffer
and the fluorescence was measured at an excitation/emission of 480/525 nm. Calcium
level (in %) was calculated from the ratio of the fluorescence of the treated sample to
the control cells (non-treated). Data (in %) of at least four individual experiments
performed in triplicate with different lots of peptides were averaged and were expressed
as the mean = S.E.M.. Evaluation of the results was made using the Student’s t-test and
statistical difference (between hIAPP and D-hIAPP) was established at P < 0.05.

Statistical analysis was performed using Prism 6.0 software.
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[ Helical domain {)

hlIAPP KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
D-hIAPP KCNTATCATQRLANfI1VHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
rtAPP KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY
D-riAPP KCNTATCATQRLANfI1VRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY

Figure S1. Sequence of human IAPP (hIAPP) and its derivatives. Residues that differ
from hIAPP are represented in red whereas D-enantiomeric residues are indicated in
blue lower case. All peptides have a disulfide bond between C2 and C7 and a C-a-

amidated C-terminus.
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Figure S2. Representative transmission electron microscopy images of negatively
stained hIAPP (a) and D-hIAPP (b) amyloid fibrils. Amyloid fibrils were formed after
24 h. incubation at 25°C under quiescent condition at a concentration of 50 uM. Scale

bar: 200 nm.



70

30
2
2] -
_ [
a

5 = 204
= -
- )
o .
- L]
o a

a g 104
E El
3 Z

Z
e
° 6 O ° °
G P B N DR IS S B B e B (8 '\!’ 'V° W!’ 'b'g L F? 9° ‘)” @’ 6”
Fibril height {(nm) Fibril height (nm)

60 301
= - - |
- =

2 40 2 20
S <
- -
o o
e -
o o
o o

g 207 g 107
3 3
z 2

0- 0 ¥
N\ & N\ N b ) LI IR L S
o ot e o o e f M P P S MY AARRCARARRARAYENAN
Fibril length (mm) Fibril length (gm)

Figure S3: Distribution of height and length of hIAPP and D-hIAPP amyloid fibrils
extracted from AFM images. Amyloid fibrils were assembled by incubating the peptide
for 24 h. at 25°C under quiescent condition at a concentration of 50 uM. hIAPP amyloid
fibrils have an average height of 3.43 + 0.08 nm and an average of length of 0.42 +
0.19 um. D-hIAPP amyloid fibrils have an average height of 3.75 + 0.22 nm and an
average of length of 0.88 £ 0.14 um.
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Figure S4. Incorporation of D-enantiomeric residues at positions 15 and 16 inhibits
rIAPP helical folding induced by trifluoroethanol (TFE). a) CD spectra of 25 uM rIAPP
(purple) and 25 pM D-rIAPP (orange) in Tris-HCI pH 7.4 (solid lines) and in presence
of 15% TFE (dashed lines). b) TFE titration into rIAPP (purple) and D-rIAPP (orange)
measured by the ellipticity at 222 nm in presence of 25 uM peptide.
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Figure S5: Destabilization of rIAPP putative helical segment does not affect its
amyloidogenecity. a,b,c) Kinetics of amyloid formation monitored by ThT
fluorescence of 50 (a), 25 (b) and 12.5 pM (c) rIAPP (purple) and D-rIAPP (orange) in
10 mM Tris-HCI pH 7.4.
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Figure S6: Destabilizing hIAPP putative helical domain does not modify the secondary
structure of the resulting amyloid fibrils. CD spectra of hIAPP (blue) and D-hIAPP
(green) incubated at 50 uM for 24 hours at 25°C in 10 mM Tris-HC1 pH 7.4.
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Figure S8: hIAPP and D-hIAPP bind anionic LUVs as observed by the flotation assay.
hIAPP and D-hIAPP were mixed, or not, with LUVs composed of 100% DOPC or
DOPC/DOPG (70:30) and incubated for 10 minutes. Lipid-bound and free peptide
were separated by centrifugation in a sucrose gradient. Fractions from the top (t) and
the bottom (b) of the centrifuged samples were analyzed by SDS-PAGE and detected

by silver staining.
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Figure S9: Characterization of starting materials by dynamic light scattering. a)
Dynamic light scattering analysis of freshly dissolved 50 uM hIAPP (red) and D-
hIAPP (grey) in 20 mM Tris, pH 7.4. b) Dynamic light scattering analysis of extruded
DOPC/DOPG (7:3) large unilamellar vesicles in 20 mM Tris-HC] pH 7.4. ¢) Dynamic
light scattering analysis of DOPC/DOPG (7:3) large unilamellar vesicles in 20 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4 filled with 70 mM calcein.
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Figure S11. Representative kinetics of membrane leakage of DOPC/DOPG (7:3)
LUVs by (a) 75 uM, (b) 50 pM, (¢) 25 pM, (d) 12.5 uM hIAPP (blue) and D-hIAPP

(green). Notice the differences in the y- and x-axis between each panel.
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Figure S12: Role of helical intermediates in rIAPP-induced membrane leakage. a)
Percentage of membrane leakage of DOPC/DOPG (7:3) LUVs by rIAPP (purple) and
D-rIAPP (orange) after 10 min and 5 h incubation. b) Kinetics of membrane leakage

of 500 uM DOPC/DOPG (7:3) LUVs by 25 uM rIAPP (purple) and D-rIAPP (orange).
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Figure S13: Destabilizing rIAPP helical segment does not modify its cytotoxicity on
pancreatic B-cells. INS-1 cells were treated with rIAPP (purple) and D-rIAPP (orange)

for 24 h and cell viability was measured by the resazurin reduction assay.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Bien que plusieurs études se soient intéressées aux mécanismes de formation de fibres
amyloides, les changements conformationels ayant lieu lors de la phase de latence,
principalement la formation d’une hélice-a et/ou d’une épingle-B, sont encore trés
controversés. L’hypothése selon laquelle I’intermédiaire hélicoidal serait important
non seulement dans I’amyloidogené¢se de I'IAPP, mais également dans la cytotoxicité
du peptide est largement étudiée. Malgré la grande attention que suscite cette structure

intermédiaire, peu de réponses ont été€ apportées et plus de questions ont été posées.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a 1’impact de |’intermédiaire hélicoidal
sur I’amyloidogenése de I’IAPP en présence de différents milieux ainsi qu’a son role
dans le processus cytotoxique. Afin d’y parvenir, nous avons développé des dérivés de
’IAPP ayant un ensemble conformationel restreint. Pour débuter, le but de I’étude était
de synthétiser un analogue ayant un domaine hélicoidal stabilisé. Malheureusement,
aucun dérivé ne répondait aux critéres. Nous avons donc synthétisé des dérivés de
I’IAPP humain (hIAPP) en y substituant consécutivement deux acides aminés par leurs
énantioméres de conformation D dans le domaine hélicoidal du peptide. Cette
modification est connue pour déstabiliser la formation de I’hélice-a et ce, sans modifier
les propriétés physico-chimiques, telles que 1’hydrophobicité et la charge nette du
peptide. Parmi les dérivés synthétisés et caractérisés, seul I’analogue [D-Phe!®, D-

Leu'¢] hIAPP (D-hIAPP) affichait les caractéristiques désirées.
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hIAPP KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
D-hIAPP KCNTATCATQRLANf1VHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
Figure 4.1 Séquence de I’hIAPP et de son analogue conformationellement

restreint, D-hIAPP.

Les acides aminés de conformation D sont représentés en rouge. Ces peptides ont
également un pont disulfure entre les Cys2 et Cys7 et leur domaine C-terminal est

amidé.

La caractérisation de cet analogue en milieu homogene fut forte intéressante. En effet,
les analyses CD ont démontré que I’hIAPP et le D-hIAPP adoptaient une structure
désordonnée. Seulement, en présence de faibles pourcentages de trifluoéthanol (TFE),
un solvant induisant la formation de structures secondaires en hélice-o, D-hIAPP
conserve sa structure désordonnée alors que I’hIAPP adopte rapidement une
conformation hélicoidale. Ainsi, I’incorporation de deux acides aminés de
conformation D en position 15 et 16 semble réduire drastiquement la capacité de

’IAPP a adopter une structure secondaire en hélice-a.

Les analyses par AFM et par TEM des fibres amyloides matures de I’hIAPP et de son
analogue montrent des morphologies différentes. En effet, les fibres de I’hIAPP sont
beaucoup plus courtes que celles du D-hIAPP qui peuvent atteindre plus de 5 pm de
longueur. Cette différence de morphologie aurait potentiellement un impact sur leurs
propriétés structurales. Or, 1’analyse CD de ces fibres matures montre un patron
similaire sous forme de feuillet-f. De plus, les fibres matures des deux peptides ont la
capacité de nucléer le processus de formation de fibres amyloides de I’hIAPP et ce, de
la méme fagon. Ceci suggére que malgré leurs différences au niveau macroscopique,
les fibres de hIAPP et de D-hIAPP ont des propriétés structurales semblables et elles
ont la capacité d’interagir avec les espéces intermédiaires de la phase de latence. La

principale différence moléculaire entre les deux peptides est la chiralité au niveau des
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résidus Phel5 et Leul6. Or, ils se retrouvent sur un des deux brins- intramoléculaires
de I'IAPP sous forme de fibre amyloide. 11 semblerait donc que ce changement
d’orientation des chaines latérales entraine une augmentation de I’affinité des

monoméres compétents pour les protofibrilles lors de la phase d’élongation.

La cinétique d’agrégation du D-hIAPP, déterminée par I’augmentation de la
fluorescence de la ThT, est fortement similaire a celle de I’hIAPP, avec des Tso et des
phases de latence presque identiques. Il a également été observé que la similitude entre
les Tso se perpétuait avec une hausse de la concentration peptidique. Ceci suggere que
les deux peptides ont des espéces intermédiaires peuplant la phase de décalage
semblables et utiliseraient une méme cascade amyloidogénique. Afin de répondre a
cette hypothése, une expérience de co-assemblage a été effectuée. Lorsque I’hIAPP et
le D-hIAPP étaient mélangés a 6.25 puM, la courbe d’agrégation résultante était
additive, soit équivalente a une courbe de 12.5 uM. De plus, I’analyse par AFM des
fibres matures provenant de ce co-assemblage était identique a celles du D-hIAPP seul.
Ainsi, il semblerait que les deux peptides possédent des espéces intermédiaires
semblables et que ceux-ci ont la capacité d’interagir ensemble dans la formation de
fibres amyloides, probablement par une méme cascade amyloidogénique. Toutes ces
observations semblent démontrer que I’absence de I’hélice-o. ne modifie pas le
processus de formation de fibres amyloides de I’hIAPP en milieu homogeéne et que cet

intermédiaire hélicoidal serait une espéce « off-pathway ».

En présence de biomolécules retrouvées au niveau de la membrane plasmique, telles
que les bicouches lipidiques et les GAGs sulfatés, I’hIAPP adopte tout d’abord une
hélice-o. pour ensuite exposer une structure riche en feuillets-, caractéristique des
fibres amyloides. Au contraire, le D-hIAPP passe directement d’une structure
désordonnée 4 un feuillet-p. De plus, le processus amyloidogénique est accéléré lorsque
’hIAPP est incubé en présence de liposomes de DOPC/DOPG (7 :3) et/ou d’héparine.

Toutefois, la phase de latence du D-hIAPP est presque inexistante au contact de ces
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biomolécules. Ainsi, I’inhibition de la formation de 1’intermédiaire hélicoidal accélére
la formation de fibres amyloides en milieu hétérogéne, suggérant une fois de plus une

espece « off-pathway ».

Plusieurs études se sont également intéressées a I’impact des changements
conformationnels sur I’intégrit¢ membranaire. En effet, le groupe de recherche de
Ramamoorthy a démontré que le fragment 1-19 de I’hIAPP, fragment principalement
hélicoidal, semble induire une perturbation membranaire équivalente au peptide
complet (Brender et al., 2008). Au contraire, I’hIAPP20.29 n’induirait que peu de
perturbation membranaire, du moins avant I’enclenchement du processus
amyloidogénique, suggérant que la formation de I’hélice-a dans le domaine N-terminal
est une conformation importante et critique dans la dégénérescence membranaire
(Brender et al., 2013). Ainsi, un essai de perturbation membranaire a été effectué sur
I’hIAPP et son analogue contraint. Ceci consiste en 1’encapsulation d’un fluorophore a
trés haute concentration dans des liposomes, occasionnant une inhibition de sa
fluorescence. Lorsqu’il y a formation de pores a la membrane, le fluorophore est libéré
et sa fluorescence est restaurée. Aprés 10 minutes et aprés 5 heures d’incubation,
’hIAPP et le D-hIAPP induisent une perturbation membranaire semblable de fagon
concentration dépendante. Or, lorsque la cinétique de perturbation membranaire est
suivie, deux hausses de fluorescence sont observées pour I’hIAPP. De fagon
intéressante, la deuxieme élévation de fluorescence correspond avec celle de la phase
d’élongation de la cinétique d’agrégation du peptide. Ce méme résultat avait déja été
rapporté lors d’une étude précédente (Engel et al., 2008; Cao et al., 2013). Ceci suggére
que la premiére phase de la perturbation membranaire serait due aux dépdts et aux
interactions entre le peptide et la membrane alors que le moment critique de la
perturbation membranaire serait causé par 1’élongation des fibres amyloides sur la
membrane. L’analogue, quant a lui, ne posséde qu’une seule élévation de fluorescence,

impliquant une perturbation membranaire causée par ce dernier mécanisme. Il
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semblerait donc que la perturbation membranaire soit modulée par le processus

amyloidogénique plutdt que par la formation d’une hélice-a.

Chez les patients atteints de diabéte de type II, une dégénérescence cellulaire
colocalisée avec les fibres amyloides d’IAPP a été répertori€e. Ainsi, des traitements
au hIAPP et au D-hIAPP appliqués sur des cellules B-pancréatiques (INS-1E) ont
montré une toxicité concentration dépendante pour les deux peptides. Par contre, les
effets de I’analogue conformationnellement restreint sont plus sévéres. Etonnamment,
le D-hIAPP induit la mort cellulaire plus rapidement que de I’hIAPP. Alors qu’aprés
quatre heures I’hIAPP est non-toxique pour les cellules, le D-hIAPP cause 20% de mort
cellulaire et ce phénoméne ne fait que s’aggraver au fils du temps. Afin de confirmer
ces observations et d’avoir plus d’indices sur le ou les mécanismes impliqués,
I’activation des caspases 3 et 7 ainsi que le niveau de calcium intracellulaire ont été
évalués. Le traitement avec le D-hIAPP induit une augmentation de I’activation de la
cascade apoptotique menée par les caspases 3/7 aprés seulement 4 heures, alors qu’une
induction significative n’est apparante qu’aprées 12 heures pour I’hIAPP. Des résultats
similaires ont été obtenus pour le niveau de calcium intracellulaire, une des principales
caractéristiques de I’induction de I’apoptose. Ainsi, 1’intermédiaire hélicoidal ne
causerait pas de toxicité cellulaire par son insertion dans la membrane plasmique mais

semble plutdt ralentir le processus cytotoxique.

La communauté scientifique admet généralement que les espéces préfibrillaires
retrouvées lors de la phase de latence sont beaucoup plus susceptibles d’induire la
dégénérescence cellulaire que les fibres amyloides matures. Lorsque ’hIAPP est en
présence de membranes modéles de DOPC/DOPG, il présente une phase de latence
bien définie d’environ une heure et induit une perturbation membranaire au méme
moment. Toutefois, I’étude du D-hIAPP montre une phase de latence trés courte et une
perturbation membranaire tout aussi rapide. Egalement, le caractére cytotoxique du D-

hIAPP est beaucoup plus fort que celui du hIAPP. Or, une formation de fibres
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amyloides rapide meéne a I’obtention des espéces non cytotoxiques rapidement et la
dégénérescence cellulaire devrait donc étre moindre. C’est du moins ce qui a été
observé lors de nos premiéres études avec les GAGs (Annexe A). L’ajout de GAGs
solubles a I’hIAPP menait & I’obtention rapide d’espéces positives au ThT et a une
faible cytotoxicité. Ainsi, il est 2 se demander si la notion d’espéces cytotoxiques est
toujours valable et si ce ne serait simplement pas le processus de formation de fibres
amyloides lui-méme qui est la cause de cette mort cellulaire. Ceci expliquerait les
résultats de perturbation membranaire et le délai des effets cytotoxiques de I’hJAPP
comparativement au D-hIAPP qui induit ces processus plus rapidement. Par ailleurs,
d’autres groupes de recherche ont exposé cette hypothése suivant leurs travaux sur Af
(Wogulis et al., 2005; Jan et al., 2011). En effet, il a été rapporté que AP sous forme
soluble et sous forme de fibre mature n’induisait pas la mort cellulaire (Wogulis et al.,
2005). Afin d’induire la dégénérescence des neurones, la forme soluble et fibrillaire de
AB, soit les conditions d’amyloidogenése par polymérisation nucléation-dépendante,
doivent étre présentes. Les mémes conclusions ont été portées suite & des essais de
toxicité des différentes formes de AP (Jan et al., 2011). Les isolats de monomeéres, de
protofibrilles et de fibres matures n’induisaient aucune toxicité alors que I’ajout de
monomeéres aux mémes fractions restaurait la formation de fibres amyloides et leur
toxicité. Ainsi, le processus de formation de fibres amyloides pourrait potentiellement

étre une plus grande menace que les oligoméres préfibrillaires.

11 est fort intéressant d’observer la différence des résultats obtenus en milieu homogéne
et en milieu hétérogéne. En effet, en solution homogeéne, ’hIAPP et le D-hIAPP
affichent des structures secondaires et des cinétiques d’agrégation identiques. Par
contre, lorsque des composantes de la membrane plasmique, telles que les GAGs et les
liposomes, sont ajoutées aux peptides, leurs comportements différent. En effet, la
cinétique d’agrégation du D-hIAPP devient alors beaucoup plus rapide que celle de
I’hIAPP et des changements conformationnels différents se produisent. Il semblerait

donc que I’environnement immédiat des protéines et des peptides ait une influence
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directe sur leur comportement. Le milieu cellulaire étant complexe et condensé, ils sont
en perpétuel contact avec diverses molécules pouvant avoir un impact sur leurs
propriétés structurelles. Afin d’obtenir des indications plus complétes et plus justes, la
présence de conditions physiologiques plus complexes semblerait étre une approche

plus appropriée pour I’étude in vitro des systémes biologiques.

Chez les patients atteints de diabéte de type II, la dégénérescence cellulaire est un
événement critique puisqu’il méne a la perte de masse de cellules B-pancréatiques.
L’TAPP aurait un réle dans cette mort cellulaire. Cependant, le mécanisme utilisé est
encore inconnu. Il a été observé de nombreuses fois que I’LAPP induisait des
changements morphologiques au niveau de la membrane plasmique, que ce soit une
perturbation membranaire ou un bourgeonnement. C’est pourquoi ’utilisation de
I’essai de perturbation membranaire est essentielle. Il a non seulement permis de
confirmer I’induction de perturbation membranaire par notre peptide, mais a également
permis de compléter 1’étude comparative avec son dérivé. D’autres groupes de
recherche, sceptiques de leurs résultats biophysiques par I’utilisation de membranes
modéles, ont effectué les mémes essais dans différents systémes; des membranes
modéles de POPG, des membranes dérivées de synaptosomes et un modele cellulaire
(Fauvet et al., 2012). Dans les trois cas, le résultat était similaire, suggérant que, bien

qu’imparfaits, les systeémes biophysiques sont des approches valables.

Finalement, cette étude suggere grandement que 1’intermédiaire hélicoidal retrouvé au
niveau des premiers instants de ’amyloidogenése est une espéce « off-pathway ». Bien
que I’hypothése ou une deuxiéme voie de formation de fibres amyloides impliquant
cette conformation secondaire ne soit pas exclue, il est probable que la stabilisation de
I’hélice méne a une inhibition du processus amyloidogénique. De ce fait, le
développement de petites molécules organiques capables de lier et de stabiliser le
domaine hélicoidal de I’IAPP apparait comme une approche prometteuse pour inhiber

’autoassemblage. Lors d’une étude précédente en collaboration avec le Professeur Pat
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Forgione de I’Université Concordia, nous avons utilisé des thiophénes comportants
différentes substitutions afin d’étudier I’impact de I’hélice-a (Annexe B). Parmi les
molécules étudiées, deux ont été retenues pour leur caractéristiques intéressantes. La
premicre, appelée 21, ralentissait la formation de fibres amyloides, mais n’avait aucun
impact significatif sur la cytotoxicité du peptide. Au contraire, la molécule 9a accélérait
I’amyloidogenése de I’IAPP tout en protégeant les cellules B-pancréatiques contre les
effets néfastes du peptide. Cependant, nos études n’ont pu déterminer le mode d’action

de ces molécules.

Q \s/ CN Q \S/ O

CN COOH

21 9a

COOH

Figure 4.2 Structure des molécule 21 et 9a (Hassanpour et al., 2014).



CHAPITRE V

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ainsi, un analogue de I’hIAPP ayant un domaine hélicoidal déstabilisé a été développé
et a permis 1’étude du réle de I’intermédiaire hélicoidal dans le processus de formation
de fibres amyloides. L’analogue D-hIAPP a la capacit¢ d’induire le processus
amyloidogénique autant en milieu homogene qu’en présence de GAGs et de
membranes modéles. Les deux peptides ont également la capacité d’induire une
perturbation membranaire de fagon concentration dépendante qui correle avec leur
cinétique amyloidogénique. De plus, bien qu’il ait I’incapacité d’adopter une hélice-a
transitoire, D-hIAPP accentue et accélére les effets cytotoxiques et pro-apoptotiques
sur les cellules B-pancréatiques. Il semblerait donc que la formation d’une hélice-a dans
les premiers moments du processus amyloidogénique ne soit pas indispensable a la
formation de fibres amyloides et au caractére cytotoxique de I’IAPP. Bien qu’une
deuxiéme voie d’amyloidogenése impliquant I’intermédiaire hélicoidal ne soit pas
écartée, il s’agirait d’une espéce « off-pathway ». Sa stabilisation ménerait
probablement a I’inhibition de la formation de fibres amyloides. Il s’agirait donc d’une
bonne avenue d’approches thérapeutiques. Ainsi, en stabilisant I’hélice-a a ’aide de
modifications intramoléculaires ou encore grice a I’utilisation de petites molécules, il
serait fort probable d’observer un ralentissement de la cinétique d’agrégation et un effet

protecteur au niveau des cellules B-pancréatiques.

Lors de futures études, il serait intéressant de synthétiser un analogue de I’ APP ayant

un domaine hélicoidal stabilisé par une liaison covalente, comme un pont lactame, ou
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électrostatique avec 1’aide d’une petite molécule. Il serait alors possible d’étudier
I’impact de cet intermédiaire dans I’amyloidogenése et la cytotoxicité de I’JAPP. De
plus, I’incorporation d’un marqueur fluorescent sur I’hIAPP et le D-hIAPP permettrait
d’étudier leurs comportements en milieu cellulaire par microscopie a fluorescence. Il
serait intéressant d’observer ’impact de I’inhibition de la formation de I’hélice-a sur
leur parcours au travers la cellule, leurs lieux de dépét et, si possible, leur(s)

mécanisme(s) de perturbation membranaire.
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T
ABSTRACT:
Glycosaminoglycans {GAGS) are found in association
with virtually all extracellular protein deposits related to
amyloid diseases. Particularly, GAGSs were shown to
enhance fibrillogenesis of the islet amyloid polypeptide
(IAPP), a peptide hormone whose aggregation is associ-
ated with Type-1I diabetes pathogenesis. However, the
exact molecular mechanism by which GAGs enhance
TAPP amyloidog unclear as well as the
implications of cell surface GAGs in IAPP-medigted cyto-
toxicity, The aim of this study was o gain conformational
and thermodynamics insights about GAGs-JAPP interac-
tions as a function of JAPP protonation state and buffer
ionic strength as well as to explore the roles of cell surface
GAGs in IAPP cytotoxicity. Isothermal tirration calorime-
try revealed that protonation of residue His'® increases
the binding affinity of IAPP towards heparin and, in
turn, strongly stimulates fibrillogenesis. Inteyaction of
TAPP with heparin induces a random coil to helix confor-

515 1

mational conversion and the helical intermediates could

be on-pathway to amyloid fibrils formation. Using rat
beta-cells INS-1 that were enzymatically treated with

GAG lyases and a CHO cell line that is deficient in the
biosynthesis of GAGs, we observed that the lack of GAGs

at the plasma membrane does not prevent IAPP-indyuced
toxicity, whereas the presence of soluble heparin in the

cell media inhibits IAPP cytotoxicity. Overall, this study
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T ———
reinforces the postulate that sulfated GAGs are actively
implicated in IAPP amyloidogenic process in vivo, where
they could play a provective role by interacting with cyto-
toxic species and converting them into less culprit amy-
loid fibrils. © 2013 Wiley Periodicals, Inc. Biopolymers
(Pept Sci) 100: 645-655, 2013.
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INTRODUCTION
rotein aggregation and amyloid deposition are asso-
ciated with numerons human diseases, including
Alzheimer’s disease, Type-11 diabetes (DM-2) as well
as the transthyretin (T'TR) and the light chain amy-
loidoses.” These protein misfolding disorders differ
by the identity of the protein that accumnulates into insoluble
aggregates and by the tissue(s) afflicted by the deposition-
associated degeneration.’> More than 30 human proteins
sharing no primary sequence or structural homology are
known as precursors of amyloid fibrils. Nonetheless, amyloid
deposits share common structural, chemical, and biological
features, such as an extensive cross-f-sheet quaternary struc-
ture, the ability to bind selectively thioflavin T (ThT) and
Congo Red dyes and the assodiation with nonfbrillar mole-
cules, including the serum amyloid P component, apolipo-
protein E, lipids, and sulfated glycosaminoglycans (GAGs).’
Particularly, GAGs, which are long unbranched polysaccha-
rides prevalent in the extracellular matrix and at the cell sur-
face, are virtually assodated to all amyloid deposits,®

PeaptideScience Volums 100 / Number 6
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induding those from TTR,* f-amyloid peptide (Af#),” and islet
amyloid polypeptide (IAPP).® Besides, several in vitro studies
have shown that sulfated GAGs accelerate the aggregation of
amyloidogenic polypeptides, induding natively globular pro-
teins such as TTR” and f2-microglobulin® as well as intrinsi-
cally disordered peptides, such as AS,” gelsolin fragrments™® and
1APP.M Mechanistic investigations have suggested that sulfated
GAGSs, particularly heparan sulfate (HS) and its highly-sulfated
derivative heparin, accelerate amyloidogenesis by a scaffold-
based mechanism, in which the monomeric precursors'? and/
or the oligomeric species” interact electrostatically with the sul-
fate moieties of the polysaccharides, increasing local concentra-
tions and promoting fibrillization. Recently, it has been shown
that HS induces the rapid conversion of human muscle acyl-
phosphatase into oligomers upon the binding of the mono-
meric protein to sulfated domain of HS.” In addition, ft has
been reported that GAGs accelerate the random-coil-to- §-sheet
conformational transition of natively unfolded polypeptides,
such as gelsolin® and AB,? although this structaral modifica-
tion is most likely related to the aggregation process rather
than to a conformational change of the monomeric peptide.
Surprisingly, although sulfated GAGs are well-known to accel-
erate the fibrillogenesis of intrinsically disordered amyloido-
genic peptides, such as Af and IAPP, data concerning the
effects of GAGs on the conformational transition of the mono-
meric and/or the early oligomeric species are still sparse.

IAPP (K'CNTATCATQR LANFLVH '*SSNNFGAILSSTNV
GSNTYY) is a natively disordered 37-residue peptidic hor-
mone that is cosynthesized, copackaged, and cosecreted with
insulin in a molar ratio of 1:100 by pancreatic islet f-cells.’
The functions of IAPP are not clearly understood although it is
known that IAPP, in its soluble form, acts as a glacomodula-
tory hormone that inhibits ghucose uptake and ghacose-stimu-
lated insulin secretion.’® Particularly, IAPP is an unusual
aggregation-prone peptide that forms amyloid fbrils in the
islets of Langerhans of DM-2 subjects. The presence of protein
deposition correlates closely with the duration and the severity
of the disease. The amyloidogenic process observed in the pan-
creas is believed to accelerate the pathogenesis of DM-2 by ex-
acerbating f-cell degeneration and, therefore, ultimately
compromising insulin secretion'® In fact, when applied to
pancreatic f-cells in culture, IAPP induces cell death'” by
mechanisms that are still not clearly understood. IAPP rarely
deposits in the pancreas of normal individuals, although it is
expressed in nondinbetic subjects at concentration sufficiently
high to form amyloid fibrils. This suggests that other factors
such as GAGs, lipids, oxidative stress, or defidency of f-cell
proteostasis network could trigger IAPP amyloidogenesis in

93

diabetic patients. Since the original work of Castillo et al,} a
few other mechanistic studies have focused on the effects of
sulfated GAGs on IAPP*®" and Pro-JAPP™ amyloidogene-
sis. These studies have highlighted the importance of the poly-
meric and anionic nature of heparin in the accelerating effects
on 1APP fibrillogenesis®® and have shown that the heparin
binding site is principally located within the positively charged
N-terminal domain of JAPP' and prolAPP? Tmterestingly,
‘Wang et al. have recently reported that GAGs can induce the
formation of amyloid fibrils from well-known nonamyloido-
genic variants of IAPP, such as the 126P-IAPP and the {N-
MeGly™, N-Me-lle”’]IAPE'® Moreover, short heparin frag-
ments, from 2 to 8 saccharide units, were efficient to protect
MING mouse pancreatic cells from IAPP-induced cytotoxicity,
although the disaccharide dp2 had no effect on IAPP aggrega-
tion." Nonetheless, several major issues regarding the mecha-
nisms of action of sultated GAGs in JAPP amyloidogenesis and
cytotoxicity are still unknown, induding the conformational
and thermodynamics aspects of IAPP binding to heparin as
well as the roles of the GAGs located at the cell surface in
1APP-induced toxicity.

In the present study, we have initially investigated the effects
of heparin, employed as a model of the sulfated regions of HS,
on JAPP amyloid fibril formation as a function of the protona-
tion state of residue His®, In addition, we have studied the
interactions between JIAPP and heparin by drcular dichroism
(CD) spectroscopy and by isothermal titration calorimetry
(ITC) at pH 5.5 and 7.4. Our results demonstrate that protona-
tion of the imidazole moiety of His"® strongly increases the
binding affinity of IAPP towards heparin, allowing the amyloi-
dogenic process to occur effidently at a pH that is usually
unfavorable to IAPP amyloid fibril formation. Moreover, we
have observed that the binding of IAPP to heparin induces the
transient formation of helical intermediates, which could be on-
pathway to amyloid fibrils. Herein, we have also shown that the
lack of GAGs on the outer face of the plasma membrane does
not prevent IAPP toxicity, whereas the presence of soluble hepa-
rin in the culture media suppresses the cytotaxicity of 1APP.

RESULTS

Effect of Heparin on 1APP Fibrillogenesis

The effect of the protonation state of IAPP on sulfated GAGs-
accelerated amyloidogenesis was initially investigated. Depend-
ing on the protonation state of the N-terminal amine function,
IAPP displayed 2 or 3 positive charges at pH of 74 (Lys',
Arg'") and no negative charge, as the C-terminus is amidated
and JAPP has no negatively charged residue. In contrast, at pH
5.5, IAPP carried a total net charge of -4, owing to the proto-
nation of His'®, To monitor the kinetics of amyloid fibril
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formation, we employed the fluorescent dye thioflavine T
(ThT), which exhibits a strong increase of its fluorescence
quantum yield upon fts binding to cross-f-sheet quaternary
structure.* When 25 M IAPP was incubated quiescently at
pH 5.5 {20 mM MES), no increase of ThT fluorescence was
observed (Figure 1A), suggesting that JAPP is poorly amyloi-
dogenic in these condition. In contrast, at pH 7.4 (20 mM
Tris) JAPP aggregated with a well-defined Iag-phase, during
which ThT-negative species mostly populate,” followed by an
elongation phase of the amyloids and a plateau (Figure 1B).
The addition of heparin (2.5 and 0.625 pM) virtually elimi-
nated the lag phase, increased drastically the rate of fibril
growth and led to a higher ThT fluorescence at the end of the
experiment at both pH 5.5 and 7.4 {Figures 1A and 1B). Hepa-
rin used in this study has a molecular weight of 17 =2 kDa
(4658 monosaccharide units) and an average of 1.6-3 sulfate
groups per disaccharide repeat unit. It has been previously
observed by transmission electron microscopy (TEM) that the
presence of sulfated GAGs in the aggregation mixture stimu-
lates the formation of longer fibrils of prolAPP; s * More-
over, IAPP fibrils grown in presence of long heparin fragments
have appeared to be qualitatively more abundant and longer as
compared to IAPP fibrils prepared in absence of sulfated
GAGs.'® These previous studies suggest that a larger amount of
amyloids are formed in presence of 0.1 and 0.025 equivalent
heparin and that these amyloid fibrils can also be better
defined and longer. It is worth mentioning that the ThT fluo-
rescence signal of the samples containing 2.5 and 0.625 uM
heparin at pH 7.4 (Figare 1B) were truncated after 10 h as the
signal started to be very chaotic, most likely because large
aggregates start to sediment, interfering with the fluorescence
measurement. Surprisingly, at a molar ratio of 1:100 (heparin:-
1APP), heparin partially inhibited IAPP aggregation at pH 7.4,
as revealed by the increase of the lag phase and the significant
dexrease of the rate of amyloid fibril growth (Figure 18). Addi-
tion of 0.25 LM heparin info the aggregation mixture at pH
5.5 did not enhance IAPP amyloidogenesis (Figure LA). Taken
together, these results confirm that heparin potently accelerates
fibrillogenesis, even in condition (pH 5.5) that does not efh-
ciently allow the formation of amyloid fibrils from homoge-
nous JAPP solution.

Since the binding of amyloidogenic polypeptides to sulfated
GAGs is mainly mediated through electrostatic interactions,™°
the proaggregating effect of heparin in presence of 150 mM
NaCl was analyzed. As the ionic strength was increased, JAPP
amylojdogenesis, in absence of heparin, was significantly
stimulated, at both studied pH. At pH 5.5, a lag phase of
around 10 h was observed (Figure 2A), whereas at pH 7.4, the
&g, L., the time required for the ThT signal to reach half of its
maximal value, was decreased to less than 5 h (Figure 2B).
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FIGURE 1 Effect of heparin on LAPP kinetics of amyloid fibril
formation itored by ThT fl ence. IAPP (25 pM) was incu-
bated in (A) 20 mM MES, pH 5.5, or in (B} 20 mM Txis, pH 7.4, at
25°C without agitation in the absence (®, bluej or in the presence
of 2.5 pM (M, red), 0.625 uM (A, green), or 0.25 pM (e, purple)
heparin. ThT florescence (40 M) was measured every 10 min over
the course of 20 h, with excitation at 440 nm and emission at
485 nm.

Again, ThT fluorescence signal of the samples containing 2.5
and 0.625 pM heparin at pH 5.5 (Figure 2A) were truncated
after 10 h as the signal started to be very chaotic. These results
are in agreement with the recent work of Marek et al,Z which
shows that 1APP fibrillogenesis is strongly dependent on ionic
strength, with increasing concentration of NaCl leading to a
reduction of the lag phase. They ascribed the accelerating effect
at jonic strengths of 110 to 410 mM to a convolution of direct
anion binding and electrostatic screening?? The stimulating
effect of heparin on JAPP amyloidogenesis was also observed
in presence of 150 mM NaCl at both studied pH. A very short
lag phase, an increasing rate of the growth phase and a higher
final ThT fluorescence signal were detected in presence of
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FIGURE 2 Effect of ionic strength on heparin-accelerated IAPP
amyloid fibril formation. IAPP (25 M) was incubated in (A) 20
mM MES, 150 mM NaCl, pH 5.5, or in (B) 20 mM Txis, 150 mM
NaCl pH 7.4, at 25°C without agitation in the absence (®, blue) or
in the presence of 2.5 uM (M, red) or 0.625 pM (A, green) heparin,
ThT florescence {40 pM) was measured every 10 min over the
course of 20 h, with exxitation at 440 nm and emission at 485 nm,

2.5 and 0.625 uM heparin (Figures 2A and 2B). In contrast to
aggregation kinetics performed in low ionic strength, an appa-
rent lag-phase of ~30 min was observed. This dissimilarity
suggests that binding of monomeric IAPP to heparin is signifi-
cantly weaker at higher salt concentration, slowing down the
formation of ThT-positive quaternary species, an avenue that
we addressed herein by ITC.

Effect of Heparin on IAPP Conformational Ensemble
Conformational changes of 1APP induced by its interaction
with heparin were investigated by CD spectroscopy. The CD
spectra of monomeric IAPP (25 uM) that had been solubilized
in either Tris (pH 7.4) or MES {pH 5.5) {(approximated dead
time of 10 s) were mainly characteristic of 2 random coil
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conformation with a single minimum around 200 nm (Figures
3A and 3B). This result is consistent with the natively disor-
dered structure of monomeric IAPP in aqueous solution.” In
presence of 0.1 eg. heparin, IAPP displayed CD spectra with
two minima at around 208 and 222 nm and 2 maximum at
around 195 nm, suggesting that binding of IAPP to heparin
induces the formation of a helical conformation. At a 1:40
molar ratio (heparinIAPP), CD spectrum at pH 7.4 (Figure
3B) was partially characteristic of a f-sheet conformation,
although the minimum was red shifted in comparison to dlas-
sical f-sheet secondary structure. After 16 h incubation at
25°C, CD spectra were collected again. JAPP at pH 5.5 and in
absence of heparin stifl mainly adopted an unstructured con-
fonmation (Figure 3C), in agreement with the ThT-negative
signal (Figure 1A). In contrast, IAPP at pH 74 showed a CD
spectrum characteristic of a B-sheet rich structure (Figure 3D},
consistent with the ThT-positive signal observed at the end of
the elongation phase (Figure 1B). In presence of 2.5 pM hepa-
rin, CD spectra taken after 16 h incubation revealed mainly a
f-sheet structure displaying e minimum aronnd 216 nm.
Nonetheless, the broad minimum between 212 and 220 nm as
well as the strong positive signal at around 195 nm suggest
overlapping of «-helical contributions. At pH 5.5 and at a
molar ratio of 1:40 (heparircIAPP), the CD signal before (0 h)
and after (16 h) incubation was unclear and weak. This could
be related to light scattering caused by the fast aggregation
and/or precipitation of IAPP-heparin complexes, as total
charge neutralization could be approximately obtained at this
molar ratio. Overall, our CD investigation revealed that IAPP
binding to heparin induces a random coil to «-helix conforma-
tional transition and this helical intermediate could be on-
pathway 1o the formation of §-sheet rich species observed atter
16 h incubation,

Binding of IAPP to Heparin Studied by Isothermal
Titration Calorimetry

We then used ITC to get some insights about the thermody-
namics of IAPP binding to heparin as a function of pH and
ionic strength. Figure 4A, top panel, shows a representative cal-
orimetric heat flow trace obtained by the titration of IAPP
with heparin at 25°C at pH 5.5. IAPP solution (50 pM) was
filled in the calorimeter cell and 10 pl of heparin solution (15
WAD) were injected every 10 min. The downward direction of
the titration peaks indicated that binding of IAPP to heparin is
an exothermic reaction at 25°C. The reaction heats represented
in the lower panel were obtained by integrating the titration
peaks and were corrected for the heats of dilution of heparin
into the corresponding buffer. The heats measured in the first
injections were relatively constant, since the whole injected

Biopolymers (Peptide Science)



96

>

25
= 2 + 1APP 25 UM
Far 4 +2.5uM heparin
= 15 : & * 4+ 0.625 uM heparin
g 10 1 .
E 51 4
z of
o
'.g- 5 -sh
& .0 {**
w *
s o"
-20 4
-25 T T T v v v
150 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength {nm)
Cax
20 4 < |IAPP 25 uM
2 & 4 +2.5uM heparin

® +0.625 uM heparin

Ellipticity (mdeg)

180 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength {nm)

Roles of GAGs in IAPP Amyloidogenesis and Cytotaxicity 649
B 25
04 4 + JAPP 25 uM
A 4 +2.5uM heparin
e * +0.625 uM heparin
[-
o 10 -‘5‘:
h-3
Eosm
&
g BT
- Sl LN
BT
-15 4
-20 4
~25 T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength {nm)
D2
S * JAPP 25 uM
5‘ A +2.5uM heparin
- 159 4 « +0.625 uM heparin
& 10 A
£ s m
0 o5
R
Ew Y
* s )
-20 4
=25 2 -

190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength {nm)

FIGURE3 Far UV circular dichroism spectra of IAPP. CD spectra of 25 LM IAPP (#, blue) in ab-
sence or in presence of 2.5 WM (A, green) or 0.625 pM (e, red) heparin in 20 mM MES, pH 5.5 (A,
C) or in 20 mM Tris, pH 7.4 (B, D) at 25°C. (A) and (B) were taken immediately after solubilizing
monomerized-iyophylized IAPP (dead time of 10 s) whereas (C) and (D) were taken after 16 h.

incubation at 25°C without agitation.

heparin (1.5 nmol per injection, except for a 0.3 nmol initial
injection) was bound to 1APP, as the peptide was much in
excess over the GAG. As the concentration of heparin in the
calorimeter cell increased, the proportion of unbound 1APP
decreased and the heats of reaction became smaller. The inte-
grated peaks were fit to a model of independent identical bind-
ing sites, where IAPP was considered as the ligand. In the
experiment performed at pH 5.5, the thermodynamics param-
eters obtained were an enthalpy of AFhapp = —43 keal/mol
and an entropy of ASapp &~ 16.9 keal/mol/deg. This suggests
that binding is predominantly enthalpy-driven, most likely
through elecirostatic interactions, whereas the contribution of
entropy is modest. The obtained binding constant (K) of 7.08
X 10° M ! corresponded 1o a dissociation constant in the low
micromolar range (0.1-0.2 pM), suggesting high affinity of
1APP to heparin at pH 5.5. These thermodynamics and
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kinetics parameters should be interpreted with care, as several
processes, such as conformational transition and changes in
the IAPP:heparin molar ratio due to aggregation, were under-
way in the course of the ITC assay. The binding stoichiometry
(s) was evaluated at 32.9, providing an appraximation of the
number of IAPP molecules bound per heparin, based on an
average molecular weight of 17 kDa for heparin.

When ITC experiment was performed at pH 7.4, the
observed binding affinity of heparin to IAPP decreased drasti-
cally {Figure 4B). The binding constant (K) is ~3.63 X 10°
M !, indicating a 20-fold reduction in the binding affinity of
IAPP for heparin at pH 7.4 as compared to pH 5.5. Particu-
larly, the enthalpy was significantly reduced at pH 7.4 (AHpypp
#~ —1.6 keal/mol), implying a decrease of electrostatic interac-
tions between the peptide and the GAG. These results confirm
the key role of the electrostatic interactions in IAPP-heparin
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FIGURE 4 Titration of heparin into IAPP. Calorimetric traces and integrated heats of reaction
obtained at 25°C by the titration of heparin (15 pM) into a solution of LAPP (A} (50 nM) in 20
mM MES, pH 5.5, or (B} 20 mM Tiis, pH 7.4, or (C) in 20 mM MES, 150 mM Na(, pH 5.5, Heats
of reaction {bottom panels) were integrated from the calorimetric trace and plotted as a function of

beparin/IAPP molar ratio.

binding and indicate that the protonation of the imidazale
ting of His'®, and perhaps the N-terminus, at pH 55 strongly
favors the binding of IAPP to heparin. As expected for electro-
static interactions, the binding affinity of IAPP decreased dras-
tically with incressing ionic strength of the buffer. At a salt
concentration of 150 mM NaCl, no significant heats of binding
was detected either pH 5.5 (Figure 4C) or pH 7.4 (data not
shown). This result is somehow surprising as a strong proamy-
loidogenic effect of heparin was observed in presence of 150
mM Na(l (Figure 2).

Inhibition of JAPP-Mediated Cytotoxicity by

Heparin

1t is known that when JAPP is added to the cell culture media
of pancreatic B-cells, it induces cellular death.”'*® We ini-
tially confirmed the cytotoxic effects of various IAPP concen-
trations on the viability of INS-1 alls by means of the
resazurin metabolic assay. When IAPP was freshly dissolved in
20 mM Tris pH 7.4, immediately before being incorporated to
the cell media, it decreased cellular viability after 24 h incuba-
tion in a concentration-dependant manner (Figure 5A). A sim-
ilar cytotoxicity was observed when IAPP was preincubated at
3X for 16 h (20 mM Tris pH 7.4) at room temperature before
cell treatment {data not shown). The effect of heparin on
1APP-mediated taxicity was then investigated using two differ-
ent approaches. In the first approach (Fresh), IAPP was freshly
prepared at 150 uM (3X) immediately before cell treatment.

Simultaneously, heparin solution was prepared at 100X stock
solutions and added to the cell culture 1o the final desired con-
centrations (5-0.5 pM). Using this approach of coapplication
of fresh solutions (Figure 5B; Fresh), we observed that a high
concentration of heparin (5 uM) was necessary to totally comn-
teract the toxicity induced by 50 pM IAPP. At a molar ratio of
1:50 (heparin:IAPP) and below, heparin demonstrated partial
or no protecting effects on IAPP-cytotoxicity. In the second
approach (Preincubated), IAPP and heparin were preincubated
for 16 h before cell treatment. Using this procedure, we
observed a significant protecting effect at a final concentration
of heparin of 5 pM, whereas at 1 pM, heparin was partially
protective and at a 1:100 molar ratio, heparin displayed no sig-
nificant protecting effect on JAPP-induced toxicity (Figure 5B;
Preincubated).

Role of Cell Surface GAGs in IAPP-Mediated
Cytotoxicity

To assess the possible implication of GAGs located on the outer
leaflet of the plasma membrane in IAPP-mediated cytotoxicity,
we subjected cell surface GAGs to enzymatic digestion prior to
IAPP treatment. INS-1 cells were pre-treated for 24 h with a
high concentration of heparinase I (1 U/ml) and chondroiti-
nase ABC (0.5 U/ml) in serum-free media before IAPP treat-
ment, also performed in presence of GAGs lyases. According to
previous studies,”” this enzymatic treatment should allow the
complete digestion of cell surface GAGs. We observed similar

Biopolymers (Peptide Science)
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PFIGURE 5 [Inhibition of IAPP-induced cytotoxicity on rat INS-1
pancreatic A-cells by heparin. (A) INS-1 cells were treated with con-
centrations of IAPP ranging from 100 to 6.25 pM for 24 h and cell
viability was d by the in reduction assay and com-
pared to cells treated with vehicle only (100% cell viability). (B)
INS-1 cells were treated with 50 WM IAPP in absence or in presence
of heparin (5-0.5 pM). (Fresh) IAPP was freshly dissolved in 20
mM Tris, pH 7.4, at 150 pM and 50 W was immediately incorpo-
rated into 100 pl cell media and heparin was added directly to the
culture media simultaneously. {Preincubated) IAPP was incubated
at 150 uM (3X) without or with 15, 3, or 0.3 uM heparin (3X) in
20 mM Tris, pH 7.4. After 24 h of incubation at room temperature,
50 l of IAPP solution (with or without heparin) was added to the
cell media and the cell viability was measured after 24 h of incuba-
tion by the resazurin metabolic assay.

cell viability for enzymes-treated cells and for mock-treated
cells, suggesting that the lack of GAGs on the surface of INS-1
cells does not prevent IAPP toxicity (Figure 6A). To confirm
the results obtained with the INS-1 cells treated with heparin-
ase and chondroitinase, we induded a mutant CHQ cell bne to
our study; CHO pgsA-745 cells, which lack GAGs as a result of
a defidency in xylosyltransferase, 2 key enzyme in GAGs bio-
synthesis.? 1APP, freshly applied to wild-type CHO, induced a
concentration-dependant decrease of cell viability (Figure 6B),
although the observed loss of cell viability was significantly
lower as compared to INS-1 cells. Similar results were obtained
for GAGs-deficient CHO pgsA-745 cells (Figure 6B), strongly
suggesting that cell surface GAGs are not implicated in IAPP-
mediated cytotaxicity.
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DISCUSSION

1APP amyloid fibrils are found in the extracellular space of the
islets of Langerhans of patients afflicted by DM-2 where they
are dosely associated with proteoglycans® Biophysical studies
have shown that sulfated GAGs stimulate the fibrillogenesis of
IAPB!™*2? prolAPB® and nonamyloidogenic variants of
IAPP.® To better understand the mechanistic basis of heparin-
accelerated IAPP amyloidogenesis and the implications of
GAG moijeties of cell surface proteoglycans in JAPP-mediated
p-cells degeneration, we characterized thermodynamically and
structurally IAPP-heparin interaction as a function of IAPP
protonation state and we investigated the roles of heparin in
1APP-induced cytotaxicity. Kinetics aggregation assay moni-
tored by ThT fluorescence, revealed that IAPP amyloidogenesis
is inefficient at pH 5.5, most likely as a result of the positive
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FIGURE 6 Effect of cell surface glycosaminoglycans on IAPP-medi-
ated cytotoxicity, (A) INS-1 cells were treated or not with 1 U/ml
heparinase I and 0.5 U/ml chondroitinase ABC in serum-free com-
plete RPMI-1640 medium for 24 h before treatment with freshly pre-
pared 1APP (dissolved at 3X of the final concentration in 20 mM Tris,
pH 7.4). Aer 24 h incubation in absence or in presence of IAPP (se-
rum free RPMI-1640 medium, 1 U/ml heparinase 1 and 0.5 Ufml
chondroitinase ABC), cell viability was measured by the resazurin
reduction assay. (B) Wild-type CHO cells (CHO WT) and GAGs defi-
cient cells (CHO pgsA-745) were treated with freshly prepared IAPP
(dissolved at 3X of the final concentration in 20 mM Txis, pH 7.4} for
24 h and cell viability was measured by the resamrin reduction assay.
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charge on His'®. The fact that His'® protonation does not allow
the efficient formation of amyloid fibrils in low ionic strength
buffer is consistent with the X-ray structural model of Eisen-
berg,*® which stipulates that the imidazole ring is buried inside
the loops. Nonetheless, in the NMR model of Tycko,™ His'®
side chain extends outward of the core and according to this
model, His'® protonation could slow down fibrillogenesis by
counteracting protofilament assernbling. Jha et al,'? have
recently described, using NMR, that heparin binds to the posi-
tively charged N-terminal domain of IAPP and they ascribed
the proaggregating effects of heperin derivatives to charge neu-
tralization that renders the peptide more hydrophobic. This
charge neutralization mechanism would allow the efficient
elongation of JAPP fibrils on heparin scaffold. In this view, it
has been shown for IAPPY® TTR’ as well as for gelsalin'® that
sulfuted GAGs are incorporated into the core of the fibrils, sup-
porting a scaffold-based mechanism of GAGs-accelerated IAPP
amyloidogenesis.

By CD spectroscopy we observed 2 random coil to a-helix
conformational transition npon binding of IAPP to heparin in
both pH studied and at a 1:10 molar ratio. After 16 h incuba-
tion, this helical conformation is shifted to a fi-sheet rich sec-
ondary structure, a conformation associated to the cross §-
sheet quaternary structure of the amyloids. However, we can-
not postulate if this a-helical intermediate is on or off-pathway
to amyloid fibril formation, an important issue in the mecha-
nistic studies of the amyloidogenesis of natively unfolded poly-
peptides®® When prolAPP,_ is mixed with heparan sulfate, a
partially helical intermediate is observed * Recently, 2 mecha-
nism for JAPP self-assernbly that includes the formation of hel-
icl intermediates followed by an a-helix to f-sheet
conformational rearrangement has been inferred by CD, FTIR,
and NMR ** Moreover, a recent deep review of the available lit-
erature suggests that IAPP could populate an early on-pathway
helical intermediate.® However, in our study, we could not
observe this helical intermediate when IAPP was incubated
with heparin at a 1:40 molar ratio (heparin:IAPP); a f-sheet
spectra was rather observed at time 0, pH 7.4. The point is
whether this helical intermediate was not transitorily present
in these conditions or our experimental procedures (dead time
of 10 s and 10 sfreading at each 0.5 nm wavelength) did not
permit its detection. It is reasonable to postulate, according to
the binding stoichiometry inferred from ITC, that at a molar
ratio of 1:40, the local density of the amyloidogenic sequence
of JAPP at the surface of heparin is rapidly sufficiently high to
drive the amyloidogenic process and thus, the helical inter-
mediates cannot be observed. Our data, supported by the fiter-
ature, suggest a model where the positively charged N-terminal
domain of IAPP binds to the negatively charged sulfated
groups of JAPP. favoring the formation of a putative a-helix
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spanning approximately from residues 8-18 or 8-22. Then, the
high local concentration of peptides on GAG scaffold as well as
the helical transient conformation drive the self-association of
the amyloidogenic domain{s) of IAPP, such as the 22-27 seg-
ment, en route to the formation of §-sheet-rich assemblies.

In the present study, the theamodynamics of JAPP-heparin
interaction was studied by ITC and our data indicate that the
enthalpy-driven binding is sensitive to the protonation state of
residue His®. Besides, no significant heats of binding were
observed in presence of a physiologically relevant jonic strength
(150 mM NaCl). Although no binding could be monitored by
ITC, heparin has a potent stimulating effect on IAPP fibrillo-
genesis at 150 mM NaCl, as observed by the quasi-absence of
lag phase in the kinetics aggregation assay. Similarly, heparan
sulfate is competent to stimulate the aggregation of the nona-
myloidogenic IAPP variant, 126P-1APP, in presence of a very
high salt concentrations (500 mM NaCl).!* These results are
very interesting as they indicate that although the binding af-
finity and energetics of JAPP to sulfated GAGs might be low-
ered under physiological conditions, GAGs can still have a
potent effect on the kinetics of amyloid fibril formation, sup-
porting the postulate that GAGs are actively involved in the
amyloidogenic process in vive.

IAPP is thought to accelerate the pathogenesis of DM-2 by
exacerbating the loss of pancreatic f-cells that cosecrete insulin
and IAPP. When IAPP, either mostly monomeric or partially
aggregated, is applied 1o the cell media of INS-1 cells, a con-
centration-dependant decrease of cell viability is observed.
When heparin {1 uM and higher) is either coapplied 10 cells
{Fresh) or preincubated with 50 M 1APP, the JAPP-induced
cytotoxicity is significantly reduced. Moreover, ThT kinetics
aggregation assay exposed that below a 1:50 molar ratio, hepa-
rin has little effect on IAPP amyloidogenesis. Taken together,
these results suggest that heparin-enhanced IAPP fibrillogene-
sis stimulates the formation of nontaxic amyloid fibrils. In this
view, it is has been proposed over the last decade that the oli-
gomeric species of amyloidogenic polypeptides are the most
proteotoxic species of the amyloidogenic cascade>** By
strongly reducing the lag phase and by hastening the growth
phase, sulfated GAGs would play a protective role in IAPP-
related amyloidosis by facilitating the quaternary structural
conversion of prefibrillar taxic oligomers into less proteotaxic
amyloid fibrils. The protecting role of GAGs against the toxic-
ity of amyloidogenic polypeptides has been reported for Af>
the aortic amyloid medin peptide,” the N-terminal domain of
HypE” and the apomyoglobin protein.** However, our results
are partially inconsistent with the recent study of Jha et al,'”
which shows that high molecular weight heparin was poorly
protecting f-cells against IAPP toxicity, in conirast to short
heparin derivatives (dp2 and dp8).
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It has been demonstrated that the presence of heparan sul-
fate at the outer face of the plasma membrane mediates the
toxicity of the Af peptide,¥ an avenue that has never been
explored so far in the case of IAPP. Herein, we investigated the
influence of cell surface GAGs in JAPP-mediated cytotcoxicity.
Qur results show a similar concentration-dependant cytotoxic
effect of JAPP on wild-type CHO cells as compared to GAGs-
deficient CHO cells pgsA-745.2 Similar results were obtained
for INS-1 cells treated with GAGs lyases. Our findings are not
in line with the study performed on heparan sulfate deficient
cell line, CHO pgsD-677,*' treated with Af peptide. On the
other hand, the Chiti group has recently shown that the lack of
GAGs cell surface does not prevent HypF-N aggregates toxic-
ity;*® suggesting heterogeneity among the mechanisms of celhu-
far toxicity of amyloidogenic polypeptides. Taken together, our
study reinforces the thesis that sulfated GAGs are actively
implicated in IAPP amyloidogenesis in vivo, where they mostly
play a protective role interacting with cytotoxic quaternary spe-
ces and converting them into less culprit armyloids.

MATERIALS AND METHODS

Fmoc-protected amino acids, Rink-amide AM resin and coupling
reagents for solid phase pepnde Wnthaus were purchased from Matrix
Innovation. Pseudop ( ) dipeptide derivatives were

ed from Novabiochem. Acetonitrile (ACN), N.N-dimethylfor-

mamide (DMF), diethylether, and dichrlorometh (DCM) were
from Fisher Scientific All other chemicals, reagents and enzymes were
from Sigma-Aldrich.

obtai

1APP Synthesis, Purification, and Cydization
1APP was synthesized by solid phase peptide synthesis based on Fmoc
chemistry and 2-{§-Chloro- 1-H-benzotriazole- 1-yl) — 1,1,3,3-tetrame-
thylaminitim hexafluorophosphate (HCTU) coupling strategy. Briefly,
all amino acids (3~10 equiv.) were coupled using an in sity activation
with HCTU and diisopropylethylamine (DIEA) in DMF for 30 min.
Each coupling was monitored using the ninhydrin test and coupling
was repeated until completion. Fmoc-protecting group was removed
with 20% piperedine/DME According to the strategy developed by
Abedini and Raleigh,®? two « lidi doproline dipeptide
denvauws were incorporated: Fmoc-Ser- Scr(xft“z'“j:m)—O}:l was
rated at positions Ser-19 and Ser-20 whereas Fmoc-Leu-
mﬁ‘“‘pm) }-OH was inserted at positions Len-27 and Ser-28.
Cleavage from the resin was achieved with a mixture of TFA/ethanedi-
thiol/phenol/water (92/2.5/3/2.5) and after TFA evaporation, the pep-
tide was precipitated with diethylether, washed several times with
diethylether, solubilized in 20% acetic acid (v/v) before being
lyophilized.

Crude JAPP was initially purified by preparative reversed-phase
high performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a linear
gradient of ACN in H,OfTFA (0.06% v/v) at a flow rate of 20 ml/
min To increase the solubility, crude IAPP was dissolved n 35% ace-
tic acid (wv) before being injected on & C18 (5 pm, 100 4) column
(250 X 21.2 mm?}. Collected fractions were analyzed by analytical
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RP-HPLC using a C18 (3.6 pm) column (250 X 4.6 mm®) and a lin-
ear gradient of ACN in H,O/TEA (0.06% v/v} at a flow rate of 1 ml/
min. Fractions were also analyzed by “time of flight” mass spectrome-
try using a LC/MS-TOF (Agilent) to confirm the identity of the pep-
tide. Fractions cotresponding to the desired peptide were pooled and
lyophilized before cyclization was performed.

Disulfide bond formation between Cys-2 and Cys-7 was achieved
by dimethyl sulfexdde (DMSO) oxidation according to the method
developed by Abedini et al* Briefly, partially purified JAPP was dis-
solved in 100% DMSO at a final concentration of 2 mg/ml and the
sample was gently stirred for 20 h at room temperature. After incuba-
tion, 50% acetic acid (wv) was added to the peptide mixture to a final
ratio of 9:1 (50% acetic acidDMSO) and IAPP was repurified by RP-
HPLC as above described. Fractions corresponding to the desired
product, as reveled by MS-TOF analysis, and with purity higher than
95%, confirmed by analytical RP-HPLC, were finally pooled and Iy-
ophilized, The formation of the intramolecular disulfide was con-
firmed by treating. or not, IAPP with a mixtare of dithiothreitol and
f-mercaptoethanol and by comparative analyses of the treated and
nontreated samples with analytical RP-HPLC.

Aggregation Kinetics Measured by Thioflavin T
Fluorescence

Aliquots of IAPP were prepared by dissolving the lyophilized peptide
in 100% hexafluors-2-propanol (HFIP} to a concentration of 1 mg/
ml The salution was sonicated for 30 min and filtered through a 0.22
um hydrophilic polypropylene filter before being lyophitized. Lyophi-
lized IAPP was resolubilized in HFIP at 1 mg/ml, sonicated for 30
min and the solution was aliquoted and lyophilized to remove HFIP.
Samples were kept dried at —80°C until used. IAPP solutions were
prepared by dissolving the Iyophilized (and prefiltered) LAPF at a con-
centration of 50 M (2X) in either 20 mM Tris, pH 7.4, or 20 mM
MES, pH 5.5, both solutions containing 40 pM ThT immediately
before final dilution and measurement. GAGs solution were prepared
as 100X stock solutions in the corresponding buffers, Assays were per-
formed at 25°C without stirring in sealed bladk-wall, clear-bottom 96-
well nonbinding surface plates (Corning) with a total volume of 100
 per well, THT fluorescence was measured every 10 min over the
course of 20 h, using an Infinite M200 fluorescence plate reader
{TECAN). The fluorescence, with excitation at 440 nm and emission
at 485 nm, was measured from the bottom of the well. For each
experiment, control reactions (without 1APP) were carried. Data
obtained from triplicate wells were averaged, cosrected by subtracting
the corresponding control reaction, and plotted as fluorescence versus
time. Each curve represents the average of at least two independent
experiments performed in triplicate.

Circular Dichroism Spectroscopy

Lyophilized aliquots of IAPP (prepared as above-described) were dis-
solved in either 20 mM Tiis, pH 7.4, or 20 mM MES, pH 53, at 2X
{50 M) and mixed with an equivalent of 2% (5 uM, 1.35 M, or 0
M) of heparin prepared in the ¢or ding buffer, and the sample
was incorporated into a 2 mm path length quartz cell, Far-UV CD
spectra were recorded from 189 to 260 nm using a }-815 CD spectro-
polarimeter (Jasco) at 25°C. The wavelength step was set at 05 nm
with an average time of 10 s per scan at each wavelength step, Each
collected  spectrum  was  background subtracted with the
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ding IAPP-free le. Each spectrum represents the aver-

v b ¥

age of at least two independent experiments.

Isothermal Titration Calorimetry

Measurements were performed using a Microcal VP-ITC (GE Health-
care). Lyophilized aliquots of IAPP (prepared as above-described)
were dissolved in either Ttis buffer (20 mM, pH ?.4) or MES (20 mM,
pH 55) with or without 150 mM NaCl at a final concentration of 50
M just before being injected into the calorimeter cell. Heparin was
prepared at a final concentration of 15 pM in either Tris buffer {20
mM pH 7.4) or MES (20 mM, pH 5.5) with or without 150 mM
NaCl. Titrations were performed by injecting 10 pl of the 15 pM hep-
arin solution (except for the initial 2 ul injection) into IAPP solution.
The temperature was set at 25°C, Heats of dilution were measured by
injecting heparin solution into the corresponding buffer and were
induded in the final analysis. Data analysis was done with the software
package (Origin) provided by manufacturer. Data were fit to an inde-
pendent set of multiple binding sites model.

Cell Toxicity Assay

Rat INS-1 {f-pancreatic cell line) cells were seeded in black wall dear
bottom 96-well plates (TC treated) at a density of 35,000 cdls/well
(100 plfwell) in RPMI- 1640 medium supplemented with 10% FBS, 2
mM 1-glutamine, 100 U/m! penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 10
mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, 50 pM f-mercaptoethanol. Af-
ter 24 b incubation at 37°C in 2 5% CO, incabator, cells were trested
by directly adding 50 pl of IAPP solations at 3X in 20 mM 'Iyis, pH
7.4, (with or without GAGs) that have been preincubated, or not, for
24 hh at room temperature. The cells were inatbated another 24 h and
cell viability was measured by the resazurin reduction assay, Cell via-
bility (in 9%} was calculated from the ratio of the fluorescence of the
treated sample 1o the control cells {nontreated). Wild-type CHO and
GAGs deficient CHO pgsA-745 cells were seeded in dear bottom 96-
well plates (TC treated) at a density of 7,500 cells'well (100 plfwell) in
FI2 medium supplemented with 5% FBS, 2 mM 1-glutamine, 100 U/
m! penicillin, 100 pg/m! streptomycin, and the assay was performed
as described earlier. For digestion of cell-surface GAGs, INS-1 cells
were seeded as above described. After 24 h incubation, the cell media
was removed and replaced with serum-free RPMI-1640 medium con-
taining 1 U/ml of heparinase I and 05 U/ml of chondroitinase ABC.
After 24 h incubation, media was replaced with fresh RPMI-1640 (se-
um free, 1 U/ml of heparinase I, and 0.5 U/ml of chondroitinase
ABC) and IAPP treatment and viability asssy were performed as
described earlier.
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Synthesis of 2,5-Diaryl-Substituted Thiophenes as Helical
Mimetics: Towards the Modulation of Islet Amyloid Polypeptide
(IAPP) Amyloid Fibril Formation and Cytotoxicity

Avid Hassanpour,™ Carole Anne De Carufel,™ Steve Bourgauit*® and Pat Forgione*®

Abstract: A range of 25-diarylated thiophenes were syn-
thesised as small molecule mimetics of the a-helix to modu-
late the amyloidogenesis and cytotoxic effect of islet amy-
loid polypeptide (IAPP). 3-Substituted thiophene-2-carboxylic
acids were used as key intermediates and functionalised by
palladium decarboxylative cross-coupling and direct C-H ac-

tivation successively with overall yields ranging from 23 to
959%. The effect of the ligands on IAPP amyloid fibril forma-
tion was evaluated with the thioflavin T (ThT) fluorescence-
based assay. Furthermore, the capacity of these compounds
to inhibit the cytotoxic effect of IAPP was assessed using B~
pancreatic cells.

Introduction

The aberrant assembly of polypeptides into insoluble protein
aggregates, including amyloid fibrils, is the halimark of several
diseases, such as Alzheimer's, type Il diabetes {DM-2) and sys-
remic amyloidosis!" These protein misfolding/aggregation dis-
orders differ by the identity of the protein that misassembles
and by the tissue subjected to protein deposition and celiular
degeneration? For instance, in patients afflicted by DM-2, the
islet amyloid polypeptide (IAPP) deposits in the pancreas, lead-
ing o the degeneration of the islets of Langerhans™ IAPP is
a 37-amino acid C-terminally a-amidated peptide that is co-se-
creted with insufin by pancreatic f-cells. IAPP is an unusual ag-
gregation-prone peptidic hormone that readily forms amyloid
fibrils.™ The IAPP amyloidogenkc process observed in the pan-
creas is believed to accelerate DM-2 pathogenesis by exacer-
bating B-cell degeneration and ultimately compromising insu-
lin secretion.™ When applied to isolated pancreatic B-cells in
culture, IAPP is cytotoxic by mechanisms that are still not clear-
fy understood ¥ Over the last two decades, several compounds
have been reported to inhibit IAPP aggregation in vitro by in-
terfering with the later stages of fibrillogenesis, that is, through
the destabilisation of the ordered cross fl-sheet quatemary
structure of the amyloid fibrils**¥ However, this mechanism
does not prevent the formation of prefibrilar oligomers that
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were recently recognised as the most cytotaxic proteospecies
of the amyloidogenic cascade,® suggesting a potential draw-
back to this approach.

IAPP exhibits a conformational ensemble mainly populated
by disordered conformations in its non-aggregated soluble
state, aithough it diverges fom an absolute random coil by
the presence of local and transient ordered structure™ Recent
mechanistic studies have suggested that this pro-amyloidogen-
ic peptide undergoes a random coil to a-helix conformational
conversion during the initial phase of seif-assembly and that
the helical intermediates could be on-pathway to amyloid for-
mation.”® According to this model, a-helix formation and self-
association of helical segments are linked and accelerate self-
assembly™ with similar driving forces to those of coiled coil
motif formation. Consequently, this accelerated self-assembly
generates a high local concentration of the amyloidogenic
domain of IAPP (segment 20-29), which has a high propensity
to adopt a B-structure, favouring the formation of cross-f-
sheet assemblies and en route to amyloid formation. Consis-
tently, IAPP was shown to adopt a helical structure spanning
approximately residues 8 to 19 when the peptide was bound
to model membranes™ or glycosaminoglycans (GAGs) ' and
these interactions accelerate the rate of IAPP amyloid fibril
formation.

According to the helical intermediates hypothesis described
above, an alternative strategy to controf the formation of IAPP
amyloid fibrils would be to design molecules that target and
stabilise the transient helical segment 8-19 of IAPP, modulat-
ing the helix-assembly process. This approach could inhibit the
farmation of oligomeric and fibrillar aggregates by over-stabil-
ising the helical intermediates, not allowing the propagation of
the f-sheet conformation from the 20-29 domain of IAPP.
Recent studies using membrane models have shown that,
indeed, IAPP can be trapped in a non-amyloid prone helical
conformation™™'® Alternatively, as reported for lipids and
GAGs, helical targeting ligands could potently accelerate the

© 2014 Wiley-VCH Yerlag GmbH &Co. KGaA, Weinheim



4@ ChemPubSoc
et Europe

self-assembly of IAPP into f-sheet-rich amyloid fibrils by intial-
ly shifting the conformationaj equilibrium towards the a-helix,
without overly stabilising the helical motif. Considering that
oligomers are the most potent cytotaxic proteospecies,* both
pathways will decrease the toxicity induced by the amyloido-
genic process of 1APP, either by blocking the formation of pre-
fibrillar assemblies {u-helix over-stabilisation) or by accelerating
the structural conversion of oligomers into less cytotoxic amy-
loid fibrils.

Miranker and Hamilton groups recently developed small
molecules targeting the transient helical state of IAPP in order
to inhibit lipid-catalysed aggregation.™ These polycarboxylate
ligands were developed on pyridyl, quinoline or peptoid scaf-
folds and were shown to inhibit lipid-induced JAPP aggrega-
tion, but to strongly accelerate JAPP fibrillogenesis in lipid-free
conditions. Alternatively, other synthetic templates have been
shown to be attractive scaffolds towards interacting/stabilising
the a-helical region of proteins"'¥ Functionalised terphenyis™
{compound 1) represent one such scaffold with a reported ap-
plication as 3 mimic of the a-helix side chain of smooth
muscie myosin light chain kinase {smMLCK) to disrupt its inter-
action with calmodulin {CaM; Figure 1 2)."¢

A B C
i
i+
ira
i+7
Figure 1. A} 3.2,2"-Trls-sulx heny! late d 1), B) 25-
b loph ! 2, Q ribbon

tion of IAPP a-helix (PDB iD: 2KB8)>!

Binding of ligands to the helical motif largely results from
the interaction of the ligand with the amino acid side chains
projecting on one face of the a-helix and spaced three or four
residues away from each other, referred to as /, I+4 and ]+ 7
(Figure 1. In the transient helical conformation of IAPP com-
prising residues 8-19, residues Argt1, Phe15 and His18 are ori-
ented on one face of the a-helbd®™ and represent the key
motif that will be targeted to stabilise the transient a-helix of
IAPP (Figure 1¢). As hypothesised from coiled coil motifs for-
mation, the presence of hydrophilic side chains (Arg, His) will
provide the specificity of interaction whereas the hydrophobic
residue Phe will contribute to the thermodynamic stability of
the interaction by hydrophobic core packing.

Relying on the bioisosterism of thiophene and benzene,'¥
we have designed a library of compounds related to the ter-
pheny! scaffold. The replacement of benzene with thiophene
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allows for several significant synthetic advantages. The pres-
ence of the heteroatom in thiophene introduces changes in re-
activity that allows convenient chemo- and regioselective path-
ways that are unavailable in the synthesis of terpheny! com-
pounds. Specifically, a five-membered hetercaromatic core
scaffold (Figure 1b, compound 2) affords a flexible synthetic
approach in which substituent modifications can be made in
a modular manner while avoiding the long synthetic routes
that have been used previously for the synthesis of
terphenyis'®

The synthesis of diaryl substituted heteroaromatics has been
previously accomplished through various pafladium catalysed
cross-coupling reactions. The predominant strategies involve
the utilisation of organometallic precursors and/or result in the
formation of symmetrically substituted heteroaromatics™
For example, palladium catalysed C-H activation reactions
have emerged as attractive methods for the formation of
carbon ~carbon bonds between hetercarenes and aryl halides
without the use of organometallic derivatives.”” However, the
main limitation of C H functionalisation of 3-substituted thio-
phenes is the formation of mixed arylated products at the C2
and C5 positions.™ To avoid this limitation yet still take ad-
vantage of a C—H arylation strategy white controlfing the re-
gioselectivity of the products, commerdally available 3-substi-
tuted thiophene 2-carboxylic acids have been used in combi-
nation with decarboxylative cross-coupling. Decarboxylative
cross-coupling reactions have been developed as a powerful
method for the formation of carbon--carbon bonds between
aliphatic and aromatic carboxylic acids and aryl or vinyl sub-
strates.'™ Decarboxylative arylation processes ciccumvent the
requirement of organometallic building blocks™ offering read-
ily available, inexpensive and easy to use coupling partners. in
this view, we performed palladium catalysed decarboxylative
cross-coupling reaction of thiophene carboxylic acids and van-
ous aryl bromides.'"®#" The combination of both the C-H ary-
lation and decarboxylative cross-coupling reactions altows for
a short, modular pathway through which a large library of a-
helix mimetic compounds can be readity synthesised. In the
current work, the molecules produced by this approach were
tested as modulators of the formation of IAPP fibrils as
a proof-of-concept. However, the general synthetic route can
be used for the preparation of molecules tailored with differ-
ent side-chain residues to stabilise and/or interact with the a-
helix of other proteins for various applications™®

Results and Discussion

Two pathways have been envisaged for the preparation of 2,5-
diarylated thiophenes (2}, differing only in the order of the two
different coupling reactions {Scheme 1), As iflustrated in
Scheme 1, route A utilises C5-arylation of the substituted thio-
phene methyl ester 3a resulting in aryl-thiophene intermediate
4 followed by saponification to provide carboxylic acid 5. De-
carboxylative cross-coupling of acid S results in the formation
of the desired 2.5-diaryl substituted thiophene 2. Alternatively,
initla] saponification of ester 3a in pathway B provides the
thiophene carboxylic acid intermediate 6 that can undergo de-

© 2014 Wiley-VCH Verlag GenbH & Co. KGaA, Wembeim
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Scheme 1. Compartson of the two synthetic pathways.

carboxylative cross-coupling to afford aryl-thiophene 7. This is
followed by CS-arylation to provide the desired 25-diaryl sub-
stituted thiophene 2.

Initially, in order to compare the efficiency of each pathway,
bath routes were camied out using the same substituted aryi-
bromides {2- and 3-bromobenzonitrile). interestingly, both the
C5-arylation and decarboxylative cross-coupling steps in
route A resulted in lower ylelds compared to route B, giving
overall yields of 2,5-diaryl substituted thiophene 2a of 12 and
429 (R'=CN, R®=CN), respectively. In order to examine
whether the superior effidency of route B was general, other
functionalised aryl halides were also employed in both path-
ways. Scheme 1 shows one other example using 2-bromoben-
zaldehyde and 3-bromoanisole in which, once again, a higher
overall yield was observed with route B compared to route A
(59 vs. 29%, respectively, R'=0Me, R'=CHO). Route B was
therefore chosen for the preparation of the remaining
analogues.
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The required thiophene carboxylic acids underwent decar-
boxylative cross-coupling with a variety of arylbromides to
produce the corresponding arylated thiophenes (Table 1)
The protocol efficiently transforms 3-substituted thiophene car-
boxylic acid derivatives 1o a range of 2-aryl-substituted hetero-
aromatics in moderate to good yields (Table 1), We examined
electron-poor and -rich aryl bromides and the resuits iltustrate
that both types of substituents are well tolerated in the reac-
tion.

Table 1. Synthesis of monoard substhuted thiophenss,
o = =
e gl i e s e O
. el R R o T e
A 2 cecnyomE L
- A AW 47D °C, ek 7ad

Entry ] R Product Yield™ (9%}
1 N-MeMs CN 7a 58
2 N-MeMs OMe 7b &8
3 N-MeMs COLL ¢ -
4 Me N 7d (3]
5 Me OMe Te 75
[ Me €O,et 7¢ 61
fa) sokmed yiekds. Condi thioph boxylic acid (2 equiv), aryl bro-
mide (1equiv), PdiPUBu)), (0.05equivl, mBUN‘A {1 equiv), Cs,CO,
(1.5 equlv), anhydrous DMF, 8 min microwave imsdiation at 170°C.

Fagnou and co-workers have developed C—H activation re-
action conditions utilising a wide range of hetroaromatics and
aryl bromides.™ The products from the decarboxylative cross-
coupling reaction were subjected to these C~H activation con-
ditions to effect a regioselective C—H activation at the C5 posi-
tion of the 2-arylthiophene to generate 2.5-diaryl substituted
thiophenes. A range of aryl bromides were utilised and moder-
ate to excellent ylelds were obtained (Table 2). Moreover, the
electron density of the existing substituent aryl group on the
thiophene did not affect the yields.

All compounds were initially investigated for their capacity
of modulating JAPP amyloid fibril formation by means of the
thioflavin T (ThT} fluorescence assay. ThT is a dye that fluores-
ces upon its binding to protein aggregates with a cross-fi-
sheet structure, mostly fibrillar in morphology™ IAPP amyloi-
dogenesis is a nucleation-dependent polymerisation process
that is characterised by a ThT-negative phase {(lag-phase;
around 6 h), in which the high-energy nudeus is formed, fol-
lowed by a thermodynamicaily favourable elongation phase
that Is characterised by the rapid growth of ThT-positive fibrils
{Figure 2A). According to the helical intermediates described
abave, the random coil—a-helix conformational conversion
occurred dusing the initial stage of the lag phase. Analysis of
the aggregation kinetics abtained by ThT fluorescence gave us
earty mechanistic insights about the effects of these substitut-
ed thiophenes on IAPP amyloidogenic pathway.

Among ali compounds prepared in the course of this study,
compound 2| (Table 2, entry 16} slowed the formation of ThT-
positive aggregates, as observed by the increase of the lag-
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Car POpy-MBFy R W
70f PAOH, KOy 28-u
OMA 0 °C, 180
Entry :d R Ly Product Yield™ (9]
7 CN Me OMe 2c 23
8 CHO Me OMe 2d 79
9 CFy Me OMe 2e 81
10 COEt Me OMe 2f 73
bt CO,E Me o8t 29 94
12 N Me €CO,Et 2h 8t
13 e 23 Me COEt 2i 7
14 CHO Me COoset 2j 65
15 CFy Me CN 2k 2
16 o Me <N 24 50
17 H Me CN 2m 69
18 CHO N-MeMs OMe 2b 87
18 N N-MeMs OMe 2n 75
20 CF, N-MeMs OMe 20 78
2 CO,E2 N-MeMs <N 2p 7
2 Ho N-MeMs cN 2q 64
3 CFy N-MeMs CN 2r 95
24 e ] N-MeMs N 2 72
25 <HO N-MeMs CO,Et 23 65
26 CF, N-MeMs COEt 2t 75
74 ™ N-MeMs [« 2u 93
{a) isolated yields. C h ydi thiop {1 equiv), aryl halide
(2 equiv), PAiOAQ); (0.05 equiv), PCyyHBF, {0.1 equiv), PvOH (03 equiv),
K:CO, {1.5 equiv), anhydrous DMF, 16 h thermal heating at 106°C.

phase period (Figure 2A) when the compound was used at an
equimolar ratio. Moreover, compound 21 showed concentra-
tion-dependence inhibition of the formation of IAPP ThT-posi-
tive aggregates, with a lag phase of 15 h at 8 molar equiva-
lents (100 pm; Figure 2B).

At 50 and 100 pm (4 and 8 equivalents, respectively) com-
pound 21 also decreased the final ThT fluorescence, suggesting
that a lower amount of IAPP amylold fibrils were formed and/
or that these aggregates showed a less defined cross-fi-sheets
quatemary structure. We also varied the concentration of ThT
fiuorescent dye to confirm that this inhibltory effect was not
the result of a displacement of ThT binding to fibrillar aggre-
gates by compound 2L Our results showed that in the pres-
ence of 10, 40 or 100 um ThT, the increase of the lag-phase
period observed with 12.5 um of compound 21 was very simi-
lar {data not shown), strongly suggesting that this molecule
was, indeed, siowing down the amyloidogenic process. The
mechanism by which this 2,5-diaryl substituted thiophene de-
celerates and partially inhibits IAPP amyloid formation is cur-
rently under investigation based on these interesting prelimi-
nary results. In contrast, most of the other molecules prepared
had little or no effect on the kinetics of IAPP amyloid forma-
tion, as represented by compound 2d {Figure 2A; see the Sup-
porting Information for additional results). Nonetheless, several
of these compounds {(compounds 2i, 2], 2n, 20, 2p and 2%)
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Figure 2. Effects of 2.5-dlaryl substituted thiophenes on IAPP Kinetics of
amyloid fibril & G itored by ThT fi e. 1APP {125 pw) was
incubated in 20 mm Tris, pH 7.4, at 25 'C without agitation In the absence
{A. B and C: o} or in the presence of 12.5 pw of compound 2d (A; m),

125 pa compound 21 (A; 4), increasing molar equivalent of compound 21
(B, 125 m of compound 9a (C; @) or 125 ps compound 9¢ {C; 1) ThT
fiuorescence (40 pm) was measured every 10 min ower the course of 25 h,
with excitation at 440 nm and emission a1 485 nm.

increased the final ThT fluorescence without affecting the lag
phase or the rate of amyloid fibrils formation (see the Support-
ing Information).

IAPP is a positively charged peptide that displays three posi-
tive charges at physiological pH, thus favouring electrostatic
interactions with negatively charged molecules. Particularly, we
designed several mono- and diacid aryl substituted thiophenes
to target one side of the transient IAPP helix that exhibits a hy-
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Entry [ R Product
28 N Me sb
29 CFy Me 9c
30 CHO Me 9d
3t CFy N-MeMs e

drophobic region (Phe15) surrounded by polar and/or charged
residues (Arg11 and His18; Table 3).

As suspected, acidis}-functionalised thiophenes showed pro-
found effects on IAPP amyloldogenesis at a 1:1 mofar ratio. In-
terestingly, monoacid substituted thiophenes with a methyl
group at position R’ {compounds 9b, 9¢ and 9d) virtually
abofished the {ag phase without significantly affecting the final
ThT fluorescence. This aggregation kinetic suggests that these
compounds induce the formation of IAPP aggregates with
lower ThT-binding capacities, indicative of non-fibrillar struc-
ture {Figure 2Q). In sharp contrast, the diacid analogue (com-
pound 9a) reduced the lag phase and led to a significant in-
crease of the final ThT fluorescence {Figure 2Q). This suggests
that a larger amount of amyloids was formed in the presence
of 1 equivalent of compound 9a and/or that these amyloid fi-
brils exhibit a better-defined cross-fi-sheet quatemary struc-
ture. These possibilities are currently under investigation. To
prabe if the accelerating effects of the mono- and diacid aryl
substituted thiophenes on IAPP amyloidogenesis are simply
a result of non-specific charge neutralisation effects, we used
benzoic acid as a contral compound. The amyloids formation
kinetic data obtained in the presence of 12.5 pm {1 equivalent)
and 125 pm {10 equivalent) of benzoic acid are very similar to
the control (see the Supporting Information). Together, these
data indicate that the negative charge(s) on the thiophene
scaffold are crucial for the moduiating activity and that the
nature and/or the position of other substituents also play
a key role, suggesting specific interactions. We are currently in-
vestigating the mechanisms by which these derivatives modu-
fate the formation of amyloid fibrils.

Subsequently we analysed the cytotoxicity of IAPP species
that has been predncubated for 20 h in the absence or pres-
ence of selected 25S-diarylthiophene derivatives. We and
others have previously reported that IAPP induces death of
pancreatic cells when the amyloidogenic peptide is directly
added to the cell culture medium.**! in fact, IAPP pre-incubat-
ed for 20 h without compounds decreased pancreatic f-cells
viability in a concentration-dependant manner (Figure 3A).
When IAPP was pre-incubated with 1 molar equivalent of
either compound 2d, 21 or 9¢, no changes in the proteotoxic
effects induced by 50 pm 1APP were observed {Figure 3B).
However, pre-incubation of IAPP with the diacid substituted
thiophene {compound 9a) hefore cell treatment totally abol-
ished the cytotoxic effects of IAPP. This result suggests that
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Figure 3. Effects of 2.5-diaryl iuted thioph on IAPP-induced wxici-

ty on pancreatic B-celfs. A) INS-T cells were treated with concentrations of
1APP ranging from 0 to 100 pm for 24 h and cell viability was measured by
the resazutin reduction assay and compared to ceils treated with vehicle
only (100% cefl viabllity}. B) IN5-1 cells were treated with 50 pas JAPP that
had been pre-incubated for 20 h in 20 mas Tris, pH 7.4, 257°C in the absence
or presence of one molar equivatent of the thioph o ives. After 24 h
ncubation, cell viability was measured.

this compound stimulates the formation of poorly toxic IAPP
quatemary species, mostly fibriliar, according to the high ThT
fluorescernce observed {Figure 3B). It is noteworthy that all
tested compounds were not toxic on f-pancreatic celis when
used at a concentration of 50 ps. in this study, the cytotoxicity
assays were performed with IAPP that has been pre-incubated
for 20 h without ot with compounds, since we wanted to ini-
tially evaluate the cytotoxicity of the species (quaternary and/
or monomeric) that are present when the ThT fluorescence
plateau is reached. We are cumently assessing the cytotoxicity
of intermedi; that are g d during the different amy-
loidogenic phases (lag, growth and plateau} in the presence of
these thiophene derivatives. Although these resuits are prelimi-
nary and biophysical investigations are in progress to delineate
the mechanisms by which these molecules interfere with 1APP
amyloidogenic process, this study demonstrates that we can
moduiate not only the kinetics of amyloid fibril formation of
an amyloidogenic peptide, but also its cytotaxicity with smalt
molecules that were designed to mimic/target the transient
helical motif.
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Conclusion

A modular approach has been developed for the synthesis of
highly functionalised 2,5-diaryl substituted thiophene scaffolds
utifising palladium mediated cross-coupling reactions. The
strategy allows us to quickly construct ligands in an efficient
manner for screening towards the interaction with and stabiti-
sation of a-hefices. in this effort, the ligands were assessed for
their capacity 1o modulate IAPP amyloidogenesis and cytotox-
icity on f-pancreatic cells. The preliminary results demonstrat-
ed that some of the molecules could act as modulators of IAPP
amyloidogenesis by increasing or decreasing the lag-phase
period of IAPP amyloid fibril formation. Investigations are in
progress to better understand the mechanism by which these
molecules interact with IAPP. As several amyloidogenic natively
disordered (poly)peptides, including the amyloid-f peptide,
calcitonin and a-synuclein, populate helical intermediates
during the initial phase of fibril formation, these 2,5-diary! sub-
stituted thiophenes could uitimately jead to the development
of novel therapeutics for protein amyloid-related diseases.

Experimental Section
Procedure for decarboxylative cross-coupling

The procedure employed by Forgione and co-workers was used
with slight modifications."® In a 2-5 mL, open to air, oven dried
microwave vial were added the hetemcydnc carboxylic acid
(2 equiv), anyt br {1 equiv), tetra-n-b ium chioride
{1 equiv), ceslum carbonate (1.5 equiv), bns(m-m-butylphosphme)—
palladium{0) (0.05 equiv) and anhydrous DMF {0.1 m of the aryl bro-
mide solution), The vial was capped with a septum and the mix-
ture was pre-stirred for 30 s at 23°C and submitted to microwave
heating at 170°C for 8 min with stiming and the high absorption
setting. The crude mixture was cooled to 23°C and was fiftered
over Celite®, The solution was then diluted with EtOAc and the or-
ganic layer was hed with a d Nadl aq solution
{3x), saturated NaHCO, aqueous solution (2x), water {12, and sa-
wrated NaCl aqueous solution (1x). The aquecus phases were
combined and extracted with EtOAc. The combined organic
phases were dried over sodium suffate, and after filtration the sol
vent was evaporated to provide the crude compound.

Procedure for C H activation

A procedure employed by Fagnou and co-workers was used with
slight modifications’¥ An oven-dried vial equipped with a mag-
netic stir bar was charged with heterocycle {1 equiv), aryl bromide
(2 equiv), PCyyHBF, (0.1 equiv), PivOH {0.3 equiv), K,CO; (1.5 equiv),
and palladium(ll) acetate {0.05 equiv), Anhydrous DMA (0.08m of
the heterocycle solution) was added. Liquid aryl bromides were
added after the addition of solvent. The mixture was heated for
16 h at 100"C. After being cooled to 23°C, the reaction mixture
was diluted with EtOAc and filtered through a pad of Celite. The
filrate was washed with a saturated NaCl aqueous solution (3x),
saturated NaHCO, aqueous solution (2; unless otherwise stated),
water {1x), and d NaCl aq fution (1x). The aque-
ous phases were combined and extracted with EtOAc. The com-
bined organic phases were dried over sodium sulfate, and after fi-
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Materials and Methods

TIAPP synthesis, purification and characterization

IAPP was synthesised by solid phase peptide synthesis on a Rink amide polystyrene resin
based on Fmoc chemistry and 2-(6-chloro-1-H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3~
tetramethylaminium haxafiuorophosphate (HCTU) coupling as previously described.!”!
Cleavage from the resin was achieved with a mixture of TFA/ethanedithiol/phenol/water
(92/2.5/3/2.5). Crude IAPP was purified by preparative scale reversed-phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a linear gradient of ACN in
H2O/TFA (0.06% v/v). Collected fractions were analyzed by analytical RP-HPLC using a
C18 (3.6 um) column (250 mm x 4.6 mm) and a linear gradient of ACN in H,O/TFA
(0.06% v/v). Fractions were also analysed by LC/MS-TOF to confirm the identity of the
peptide. Disulfide bond formation between Cys-2 and Cys-7 was achieved by dimethyl
sulfoxide (DMSO) oxidation according to the method developed by Abedini.!® IAPP was
re-pwrified by RP-HPLC as described above. Fractions corresponding to the desired
product, as revealed by MS-TOF analysis, and with purity higher than 95%, confirmed by
analytical RP-HPLC, were finally pooled and lyophilized.

Amyloid formation measured by thioflavin T fluorescence

Aliquots of monomerized IAPP were prepared by dissolving the lyophilized peptide in
100% hexafluoro-2-propanol (HFIP), and the solution was sonicated for 30 minutes and
filtered through a 0.22 pm hydrophilic polypropylene filter before lyophilisation.
Lyophilized IAPP was resolubilized in HFIP, sonicated for 30 minutes and the solution
was aliquoted and lyophilized again to remove HFIP. Samples were kept dried at -80 °C
until used. IAPP solutions were prepared by dissolving IAPP at a concentration of 25 yM
(2x of final concentration} in 20 mM Tris, pH 7, 4, 40 uM ThT, immediately before final
dilution and measurement. Substituted thiophene solutions were prepared at 100x (1.25
mM,; final concentration of 12.5 uM, unless otherwise specified) in DMSO before being
incorporated in the assay mixture. Assays were performed at room temperature (RT)

without stirring in sealed black-wall, clear-bottom 96-well non-binding surface plates



with a volume of 100 pL per well. ThT fluorescence was measured from the bottom of
the well every 10 min over the course of 25 h with excitation at 440 nm and emission at
485 nm. Data obtained from triplicate runs were averaged and corrected by subtracting

the corresponding control reaction.

Cell toxicity assay

Rat INS-1 (B-pancreatic cell line) cells were seeded in black wall clear bottom 96-well
plates at a density of 35 000 cells/well (100 ul/well) in RPMI-1640 complete medium.”!
After 24 h incubation at 37 °C in a 5% CO; incubator, cells were treated by directly
adding 50 ul of IAPP solutions at 3x final concentrations in 20 mM Tris, pH 7,4 that had
been pre-incubated for 20 h at room temperature in presence or in absence of 1 equivalent
of substituted thiophene derivatives. These solutions were then incubated for an
additional 24h, and cell viability was measured by the resazurin reduction assay. Control
conditions were performed in presence of 50 uM of compounds. Cell viability (in %) was
calculated from the ratio of the fluorescence of the treated sample to the control cells
(non-treated).

113



114

Figures

Figure S.1: Effects of 2,5-diaryl substituted thiophenes on IAPP kinetics of amyloid
fibril formation monitored by ThT fluorescence. IAPP (12.5 uM) was incubated in 20

mM Tris, pH 7.4, at 25 °C without agitation in the absence (¢, blue) or in the presence of

12.5 uM of compound (m, red). ThT fluorescence (40 pM) was measured every 10 min

over the course of 25 h, with excitation at 440 nm and emission at 485 nm.
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Figure S.2: Effects of 2,5-diaryl substituted thiophenes on IAPP kinetics of amyloid
fibril formation monitored by ThT fluorescence. IAPP (12.5 uM) was incubated in 20
mM Tris, pH 7.4, at 25 °C without agitation in the absence (#, blue) or in the presence of

12.5 uM of compound (m, red). ThT fluorescence (40 uM) was measured every 10 min

over the course of 25 h, with excitation at 440 nm and emission at 485 nm.
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ThT fluorescence {a.u.)

)

ThT fluorescence {a.u
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Figure S.3: Effects of 2,5-diaryl substituted thiophenes on IAPP kinetics of amyloid

fibri] formation monitored by ThT fluorescence. IAPP (12.5 uM) was incubated in 20

mM Tris, pH 7.4, at 25 °C without agitation in the absence (#, blue) or in the presence of

12.5 uM of compound (m, red). ThT fluorescence (40 puM) was measured every 10 min

over the course of 25 h, with excitation at 440 nm and emission at 485 nm.
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Figure S.4: Effects of 2,5-diaryl substituted thiophenes and benzoic acid on IAPP

kinetics of amyloid fibril formation monitored by ThT fluorescence. IAPP (12.5 uM) was

incubated in 20 mM Tris, pH 7.4, at 25 °C without agitation in the absence (4, blue) or in

the presence of 12.5 uM of compound (m, red). 12.5 uM (1 equiv) and 125 uM of

benzoic acid was used (10 equiv). ThT fluorescence (40 M) was measured every 10 min

over the course of 25 h, with excitation at 440 nm and emission at 485 nm.
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