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RÉSUMÉ 

Le mauvais repliement de protéines et leur dépôt sous forme de fibres amyloïdes sont 
associés à diverses pathologies, telles que la maladie de 1 'Alzheimer et le diabète de 
type Il. Chez les patients diabétiques, des dépôts amyloïdes sont retrouvés au niveau 
des îlots de Langerhans. Ceux-ci sont principalement composés de l' islet amyloid 
polypeptide (IAPP). L ' IAPP sous forme monomérique affiche une structure native 
principalement désordonnée. Toutefois, il a été observé que la liaison de l' IAPP à des 
biosurfaces anioniques, notamment les membranes modèles et les 
glycosaminoglycanes (GAGs), induisait un réarrangement conformationnel du peptide 
allant d ' une structure aléatoire vers une hélice-a. Les nombreuses études effectuées sur 
l' impact de cet intermédiaire semblent indiquer que cette espèce conformationnelle 
serait importante dans le processus de formation de fibres amyloïdes. 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 l' étude 
approfondie des intermédiaires structuraux de la cascade amyloïdogénique. Le but de 
cette étude était donc de déterminer le rôle de l' intermédiaire hélicoïdal par l' utilisation 
d'analogues affichant des ensembles conformationnels restreints en milieu homogène 
et mimant 1 'environnement de la membrane plasmique. Finalement, nous nous sommes 
intéressés au rôle de l ' intermédiaire hélicoïdal sur la viabilité de cellules pancréatiques. 

Pour ce faire , nous avons développé des analogues de l' IAPP humain (hiAPP) où deux 
acides aminés consécutifs du domaine hélicoïdal ont été remplacés par leur 
énantiomère 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 l' analogue [D-Phe 15

, D-Leu 16] hiAPP (D­
hlAPP) affichait une conformation désordonnée persistante et ce, même 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 amyloïdes matures, 
probablement par une même cascade amyloïdogénique. Ceci suggère que la 
déstabilisation de 1 ' hélice-a n ' induit pas de changement dans le processus 
amyloïdogénique en milieu homogène et serait une espèce « off-pathway ». En 
présence de liposomes de DOPC/DOPG (7:3) et de GAGs, la formation d'un 
intermédiaire hélicoïdal était observée chez l' hlAPP alors que seule une structure 
secondaire en feuillet-~ était apparente pour le D-hiAPP. Bien que la formation de 
fibres amyloïdes fût accélérée pour les deux peptides, la phase de latence du D-hiAPP 
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était presque absente. Ceci suggère que la formation d ' un intermédiaire hélicoïdal n'est 
pas nécessaire à la formation de fibres amyloïdes en milieu hétérogène. Les deux 
peptides ont la capacité d ' induire une perturbation de membranes modèles de façon 
concentration dépendante qui corrèle avec leur cinétique amyloïdogénique. Cette 
observation démontre l' implication de l'élongation des protofibrilles sur la membrane 
plutôt que de l' insertion membranaire de l' hélice-a. De plus, l ' incapacité d ' adopter une 
hélice-a transito ire accentue et accélère l'effet cytotox ique et pro-apoptotique sur les 
cellules ~-pancréatiques. Ainsi , il semblerait que l' intermédiaire hélicoïdal ne soit pas 
nécessaire aux processus amyloïdogéniques et cytotoxiques de l'IAPP et qu 'au 
contraire, sa stabi li sation, grâce à de petites molécules, pourrait entraîner l' inhibition 
de la formation de fibres amyloïdes. 

Mots clés : islet amyloid polypeptide, fibres amyloïdes, intermédiaire hélicoïdal , 

membranes modèles, 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 synthèse protéique. Afin 

d' acquérir leurs fonctions biologiques, les protéines doivent adopter une conformation 

hautement ordonnée de faible énergie (Figure 1.1) (Campioni et al. , 201 0). Plusieurs 

protéines s' associeront avec des protéines chaperonnes afin de se replier adéquatement. 

D'autres adopteront leur confonnation biologiquement active grâce à 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 même par autophagie. Le mauvais repliement de protéines est 

divisé en deux grandes classes qui mènent au développement de diverses pathologies. 

Tout d' abord, un mauvais repliement menant à la perte de fonction consiste en une 

protéine qui, suite à 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 Je 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) empêche CFTR d'adopter sa conformation 

native. Elle est alors envoyée au protéasome afin d'être dégradée. Ses fonctions n ' étant 



2 

plus effectuées, plusieurs symptômes apparaissent menant ultimement à l' insuffisance 

pulmonaire. Au contraire, la deuxième classe comprend les mauvais repliements 

entrainant un gain de fonction toxique. La protéine impliquée ne se replie pas 

correctement et mène à la formation d ' agrégats. Cette agrégation est nuisible pour les 

organes vitaux qui sont touchés, conférant ainsi une fonction toxique à la protéine. 

Ainsi , les protéines ou peptides formant des agrégats structurés appelés fibres 

amyloïdes, tel le peptide amyloïde-~ (A~) et la transthyrétine, font partie de cette classe 

(Powers et al. , 2009). 

l 
1 
1 

i ,_ 
l !!-
1 ~ 
1 

1 
1 
1 

~ 
Amyloid fibril 

Figure 1.1 Diagramme énergétique du repliement protéique (Campioni et al. , 

201 0). 

1.1.2 Maladies amyloïdes 

Plus d ' une trentaine de protéines dont leur agrégation , sous forme de fibres amyloïdes, 

est associée à diverses pathologies ont été répertoriées à ce jour (Tableau 1.1) (Chiti et 

Dobson, 2006). Ces protéines sont largement distribuées à travers le corps humain . La 

maladie amyloïde la plus connue est la maladie d 'Alzheimer, principalement 
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caractérisée par 1 'agrégation du peptide A~ (Masters et al. , 1985). Ce peptide composé 

de 40 à 42 acides am inés forme des plaques amyloïdes au niveau du cerveau où il 

contribue à la dégénérescence neuronale. Les chaînes légères d ' immunoglobulines , 

anormalement sécrétées en très grande quantité, ont également la possibilité de former 

des fibres amyloïdes, principalement au niveau du cœur, du fo ie et des reins, induisant 

ai nsi l'apparition de l'amyloïdose à chaîne légère (Martin et Ramirez-Alvarado, 20 1 0). 

La transthyrétine, une protéine homotétramérique retrouvée au niveau sangu in , 

comporte parfois certains résidus mutés. Ces mutations peuvent mener à la 

déstabi li sation du tétramère et à l'agrégation du monomère en fibres amyloïdes 

(Johnson et al. , 20 12). Ces dépôts se retrouvent entre autres au niveau du cerveau et du 

cœur et causent diverses polyneuropathies et amyloïdoses. Finalement, le diabète de 

type II compte parmi les maladies amyloïdes, puisque des dépôts protéiques de nature 

amyloïde sont retrouvés au niveau des cellules ~-pancréatiques des î lots de Langerhans 

(Opie, 1901). 

Tableau 1.1 Protéines et peptides occasionnant diverses pathologies suite à la 

formation de fibres amyloïdes 

Protéine/peptide impliqué Principaux organes affectés Maladie associée 

Amyloïde-13 Cerveau Maladie d'Alzheimer 

Transthyrétine Système nerveux Polyneuropathie familiale, 

Chaînes légères 

d'immunoglobulines 

Protéine Prion 

périphérique, reins, cœur, 

thyroïde et intestin 

Reins, cœur et foie 

Système nerveux central 

lslet Amyloid Polypeptique Pancréas 

amyloïdose systémique 

Amyloïdose à chaîne légère 

Encéphalopathie 

spongiforme 

Diabèt e de type Il 
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1.1.3 Diabète de type II 

Le diabète est une maladie associée à une mauvaise régulation de la glycémie sanguine. 

Selon la Fédération Internationale du Diabète, près de 387 millions d ' individus à 

travers le monde étaient atteints du diabète en 2014 et ce nombre est en perpétuelle 

progression. Près de 90% de ces diabétiques souffrent du type II (Saltiel , 2001) , qui est 

associé à un niveau de glucose sanguin élevé ainsi qu'à une résistance à l' insuline au 

niveau des organes périphériques. Plusieurs facteurs tels que le vieillissement, un mode 

de vie sédentaire, 1 ' obésité, la fumée de cigarette et certaines prédispositions génétiques 

sont susceptibles de mener au développement du diabète . Un mode de vie sédentaire 

ainsi que l' obésité retrouvés de plus en plus tôt chez les enfants mènent 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 (Yoet et Yoet, 2004). Lorsque le niveau glycémique sanguin devient plus 

élevé, le glucose est transporté à l' 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 concentration de calcium dans le cytosol ce qui permet la 

fusion des vésicules de sécrétion contenant l' insuline avec la membrane. Cette 

sécrétion d ' insuline permet l' activation de la phosphoprotéine phosphatase-1 qui 

activera les enzymes de la glycogénèse. 

Or, chez les patients atteints du diabète de type II , on observe une résistance à l' 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 ~­

pancréatiques augmentent leur niveau de sécrétion d ' insuline (Hebda et Miranker, 
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2009). Cette surproduction cause un stress métabolique qui ultimement, mène à la 

détérioration des cellules-~ et à la chute de la sécrétion d' insuline. 

Des dépôts protéiques au niveau des cellules ~-pancréatiques des îlots de Langerhans 

ont été observés chez les patients atteints de diabète de type II (Figure 1.2) 

(Westermark, 2011 ). Ceux-ci seraient associés à la dégénérescence et à la perte de 

masse des cellules du pancréas. Ils sont principalement composés de I' Islet Amyloid 

Polypeptide (IAPP ou amyline). 

B 

Figure 1.2 Dépôts amyloïdes retrouvés au niveau d ' îlots pancréatiques d ' un 

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

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

1.1.4 Dépôts amyloïdes des îlots de Langerhans 

C'est en 1901 que la première description de dépôts amyloïdes au niveau des îlots de 

Langerhans de patients atteints de diabète de type II a été documentée (Opie, 1901) . 

Cependant, l' incapacité de détecter ces plaques avec le colorant habituellement utilisé 

pour discerner les amyloïdes causait un débat quant à la nature de cette observation. Ce 

fut suite aux travaux de Ehrlich et Ratner que les dépôts situés au niveau du pancréas 

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



6 

plusieurs colorants spécifiques à la structure des amyloïdes sur ces dépôts 

pancréatiques, ils ont observé une réponse positive au Rouge de Congo. De plus, la 

possibilité de les colorer à l' aide du Bleu Alcian démontrait la présence de 

glycosaminoglycanes (GAGs) parmi ces plaques amyloïdes. Bien que ces dépôts soient 

reconnus comme amyloïde, peu de chercheurs s' y sont intéressés, principalement en 

raison de leur inexistence chez le rat et la souris ainsi qu ' à leur présence chez certains 

patients sains. 

L'extraction et la purification des dépôts amyloïdes présents au niveau des îlots 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 

amyloïdogéniques déjà étudiées. Ce n' est qu ' en 1986, par l' utilisation de cellules-~ 

tumorales, que le groupe de recherche de Westermark est parvenu à caractériser un 

peptide de 37 acides aminés auquel ils donnèrent 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 Biosynthèse de l' IAPP 

Ce n' est qu ' en 1988, soit 87 ans après la première observation de dépôts amyloïdes 

pancréatiques, que le gène codant pour 1 ' IAPP a été identifié et séquencé. Pour ce faire , 

Mosselman et collègues ont utilisé des sondes à ADN codant pour la séquence primaire 

de l' IAPP afin de détecter la suite nucléotidique correspondante au peptide (Mosselman 

et al. , 1988). Le gène complet de 1 ' IAPP se trouve sur le bras court du chromosome 12, 

dans la région q 14-pter. Il démontre une séquence beaucoup plus longue que celle 
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menant à la traduction d' un peptide de 37 acides aminés. Deux ARNm ont été identifiés 

suite à la transcription du gène de I'IAPP; l' un comprend 1.6 kb tandis que le deuxième 

est composé de 2.1 kb (Mosselman et al. , 1988). L' analyse de ces transcrits a permis 

d 'établir le gène complet de I'IAPP ( Figure 1.3) (Hoppener et al. , 1992). Celui -ci 

comprend trois exons précédés par un promoteur de type boîte TATA (TA TAA). 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 l'exon 3, tout comme le 

propeptide C-terminal et une partie du propeptide N-terminal (Mosselman et al., 1989; 

Christmanson et al., 1990). Il possède également deux introns situés entre les différents 

exons et quatre sites de polyadénylation (représenté par des flèches à la figure 1.3) 

(Hoppener et al. , 1992). 

Le gène 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 à l'amidation de l'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 encapsu lé dans les vésicu les de sécrétion avec la 

pro-insuline pour un ratio de 1:1 00 (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 PCl/3 et 2 aux sites dibasiques Lys-Arg. PCI /3 est 

responsable du clivage entre Arget Asn en position C-terminale du site dibasique alors 

que la PC2 clive au site N-terminal, entre les résidus Arget Tyr (Badman et al., 1996; 

Marzban et al. , 2004). L' IAPP subira ensuite deux autres modifications post­

traductionelles, soient la fonnation d ' un pont disulfure entre les cystéines 2 et 7 ainsi 

que l'am idation de la fonction carboxylique C-terminale par la carboxypeptidase E et 

le complexe peptidyl amidating monooxygenase (Marzban et al., 2005 ; Abedini et 
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Raleigh, 201 0). Ains i, l' IAPP en mi lieu physio logique constitue un peptide de 37 

acides aminés comportant trois charges positives. 

1 1 11 3' 

ADN 

E3 
3' 5' 

AR'\'m --{ ) )- l.6kb 

3' 5' 

--{ ) )- 1.1 kb 

1 22 34 74 89 

Prépro-protélor (l PS l Pro N-t l IAPP 1 Pro C-t ) 
PC2 t ... PC I/3 

34 73 

(j 1APP 

' 34 c:J 70 

(l IAPP j-:NH, 

Figure 1.3 Biosynthèse de l' is let amyloid polypeptide. 

Les différents ex ons (E 1, E2 et E3) sont identifiés sur la représentation du brin d ' ADN. 

Les régions non codantes sont colorées en jaune et les introns sont représentés en beige. 

Les flèches noires exposent les quatre sites de po lyadénylation. Le domaine du peptide 

signa l (PS) apparaît en vert a lors 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 flèches pointi llées. 

Bien que I' IAPP soit cosynthétisé et cosécrété avec l' insuline au niveau des ce l lules~­

pancréatiques en réponse au niveau de glucose sanguin (Kahn et al. , 1990), aucune 

évidence quant à une co-expression de leur gène n' a été répertoriée. Ainsi I' IAPP est 

principalement exprimé au niveau des cellu les ~-pancréatiques des îlots de Langerhans. 

Toutefoi s, il a été démontré que I' IAPP retrouvé chez le rat était également exprimé au 
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niveau du duodénum, de l'estomac et dans les ganglions de la racine dorsale (Asai et 

al. , 1990). 

1.2.2 Structure primaire et évolution phylogénique 

L ' lAPP est retrouvé chez plusieurs espèces 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 l' évolution, témoignant de l' importance physiologique de cette hormone 

peptidique (Nishi et al. , 1989). C'est essentiellement la région 20-29 qui a évolué d ' une 

espèce à l' autre. Chez l' humain , cette région est fortement hydrophobe, lui conférant 

son caractère amyloïdogénique. 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 pralines (Ni shi et al. , 1989). Cet homologue est connu pour 

son incapacité à former des fibres amyloïdes et son caractère non toxique. En outre, la 

pathologie du diabète de type II n ' est pas retrouvée chez les rongeurs. Afin de 

comprendre ce phénomène, des rats et des souris ont été modifiés génétiquement afin 

d ' exprimer l' lAPP humain (Fox et al. , 1993; Butler et al. , 2004) . Ils ont ainsi acquis la 

possibilité de développer la maladie et l' analyse des coupes histologiques 

pancréatiques a révélé la présence de plaques amyloïdes. Les mutations retrouvées au 

sein de la séquence primaire de l' IAPP de rongeurs semblent expliquer le caractère non 

amyloïdogénique et l'absence de la pathologie chez ces animaux. 
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Tableau 1.2 Séquence primaire de 1 ' IAPP chez différentes espèces. 

Espèces 1 9 10 19 20 29 30 37 

Humain KCNTATCAT QRLANFLVHS SNNFGAILSS TNVGSNTY 

Rat KCNTATCAT QRLANFLV RS SNN LGPV LPP TNVGSNTY 

Souris KCNTATCAT QRLANFLV RS SNN LGPV LPP TNVGSNTY 

Singe KCNTATCAT QRLANFLV RS SNNFG TILSS TNVGS DTY 

Chat KCNTATCAT QRLANFL IR S SNN LGAILS P TNVGSNTY 

Chien KCNTATCAT QRLANFLV RT SNN LGAILS P TNVGSNTY 

La présentation des séquences primaires met la région 20-29 en évidence et les résidus 

mutés d ' une espèce à l' autre sont en rouge . Ces peptides ont éga lement un pont 

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

Le gène et la séq uence primaire de I' IAPP humain ont des caractéristiques fortement 

intéressantes qui sont également retrouvées chez les peptides faisant partie de la fami lle 

des calcitonines (Mosselman et al. , 1989; Hoppener et a l. , 1994) . Tous les membres de 

cette famille comportent une séquence signal ainsi qu' une fonction C-terminale am idée 

en plus d ' une haute homologie de séquence avec I' IAPP. Par contre, les gènes 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 a l. , 1 994) . Certaines 

études semblent toutefois démontrer que le bras court du chromosome 12 serait 

évo lutionnairement dupliqué du bras court du chromosome 11 (Craig et al. , 1986), 

mettant d 'autant p lus I' IAPP en relation avec la fami lle des calcitonines. 

Ce fut suite à ces observations que l' IAPP a été classé dans la famille des calcitonines. 

Ce groupe de peptides comprend quatre autres membres, soit la calcitonine (CT), les 

peptides reliés au gène de la ca lcitonine 1 et 2 (CGRPs-1/2) et l' 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 l' ADM (Tableau 1.3) (Westermark et al. , 
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1987; Muff et a l. , 1999) . Alors que les CORPs sont impliqués dans la formation des 

os, les fonctions de la CT résident dans l' homéostasie osseuse. Quant à I' ADM, elle 

agirait comme vasodilatateur (Lerner, 2006). Les nombreuses similitudes structurales 

et génétiques entre I' IAPP et ces peptides suggèrent des fonctions semblables et des 

récepteurs communs. 

Tableau 1.3 Comparaison des séquences primaires des membres de la fam ill e des 

calcitonines. 

IAPP 

Calcitonine 

CGRP-1 

CGRP-2 

ADM 

Séquence primaire 

KCNTATC ATQRLA NF LVH S SN NFGAILSS TNVGS NTY 

CG NLS TC MLGTYTQD----- FNKFHTFPQ TAI GVGAP 

ACDTATC VT HRLA GL LSR S GGVVKNNFVP TNVGS KAF 

ACNTATC VT HRLA GL LSR S GGMVKSNFVP TNVGS KAF 

YRQSM NNFQGLRSFG CRFG TC TV QKL AHQIYQFTDKDKDNVAPRSKI S PQGY 

Les séquences primaires ont été alignées et les résidus identiques à ceux de I'IAPP sont 

marqués en rouge. 

1.2.3 Structures secondaires de 1 ' IAPP 

L' IAPP est une hormone peptidique retrouvée principalement sous forme désordonnée. 

Cependant, il diffère d'une structure a léatoire abso lue puisqu'il a la possibilité 

d ' adopter différentes structures locales et ordonnées (Brender et al. , 2012). La région 

1 à 7 semble majoritairement désordonnée due à la contrainte conformationel le 

occasionnée par le pont disulfure retrouvé entre les Cys2 et Cys7. L ' analyse par 

résonance magnétique nucléaire (RMN) du peptide en so lution montre un déplacement 

ch imique typique d ' une structure secondaire instable en hélice-a (W illi amson et 

Miranker, 2007; Yonemoto et al. , 2008 ; Soong et a l. , 2009). Les analyses par 

dichroïsme circu laire (CD) ont permis d ' évaluer le contenu de cette espèce hé licoïda le 
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en solution à 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 même conformation a également été 

observée en présence de certains solvants. En effet, l' hexafluoisopropanol (HFIP) et le 

trifluoéthanol (TFE), soit des solvants connus pour leur caractère inducteur d ' hélice , 

favorisent la formation d ' une hélice dans la portion N-terminale du peptide (Hubbard 

etal. , 1991 ; Wangetal. , 2014) . 

L' IAPP a également été très étudié en présence de membranes modèles et de micelles. 

Une étude RMN montre qu ' à pH physiologique et en présence de micelles de sodium 

dodécyl sulfate (SDS), l' IAPP adopte une structure secondaire hélicoïdale al lant des 

résidus Cys7 à Vall7 puis de Asn21 à 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 à Ser28 en 

présence de micelles de SDS (Patil et al. , 2009). Une discontinuité d ' un angle de 30° 

éta it éga lement apparente entre les acides aminés His 18 et Asn22. Cependant, le 

domaine C-terminal de l' IAPP n' était pas amidé et le tout se déroulait à 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 stabi li ser 

cette conformation (Cai llon et a l. , 2013). Cependant, en présence de bicelles de 

phospholipides, l' IAPP arbore une structure en hélice-a transitoire qui mène ensuite 

vers la format ion d ' un feuill et-p. C ' est par l' utilisation de la résonance paramagnétique 

électronique (EPR) que la structure hélicoïdale 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 à Asn22, la région C­

terminale étant désordonnée. 



13 

Figure 1.4 Représentation de la structure secondaire de I' IAPP en présence de 

micelles de sodium dodécyl sulfate à pH physiologique (PDB 2L86) (Nanga et al. , 

2011). 

1.2.4 Récepteurs et activités biologiques 

Les homologies de séquence et de structure entre I' IAPP et les autres membres de la 

famille des calcitonines suggèrent un récepteur commun. Ainsi , McLatchie et collègues 

se sont intéressés au récepteur des CGRPs dans les cellules HEK293T (McLatchie et 

al. , 1998). Ils ont plutôt isolé un membre d' une nouvelle famille de protéines qu ' ils ont 

nommée les protéines modifiant l' activité de récepteur (RAMP). Cette famille 

comprend trois membres soient les protéines RAMP1 , RAMP2 et RAMP3 qui 

possèdent 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. RAMPl est localisé au niveau de l' utérus, du cerveau, du pancréas, de la vessie 

ainsi que du tube digestif. RAMP 2 et RAMP3 sont plutôt exprimés dans les poumons, 

le système immunitaire et les tissus fœtaux (McLatchie et al. , 1998). II a été démontré 

que le rôle des RAMPs est le contrôle 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 l' 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) possède 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 rlAPP sur 

les modèles cellulaires COS-7 et CHO-KI , transfectés avec le CTR humain et/ou les 

différentes RAMPs (Christopoulos et al., 1999), ont enregistré une baisse de l' affinité 

du CTR pour la CT. Les mêmes résultats ont été obtenus lorsque l' IAPP humain était 

mis en contact avec des cellules endothéliales d' a01te de lapin (RAEC) (Muff et al., 

1999). En effet, lorsque le récepteur se complexait avec RAMPl 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 diffèrent 

par 16 acides aminés présents (CTR 1) ou absents (CTR2) dans le premier domaine 

transmembranaire sont retrouvées chez plusieurs espèces, dont l' humain (Nakamura et 

al. , 1995). Il a été observé, sur des modèles cellulaires COS-7 et CH O-P, que CTR 1 a 

la possibilité de se lier avec RAMP2 occasionnant une augmentation de l' affinité du 

récepteur pour I' IAPP (Tilakaratne et al. , 2000). De même, une interaction entre CTR2 

et RAMP1 ou RAMP3 induit un phénotype favorable à la liaison de l' IAPP 

(Christopoulos et al. , 1999; Muff et al. , 1999; Tilakaratne et al. , 2000). 

Ainsi , l'lAPP 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 I' IAPP comme étantAMYl , AMY2 et AMY3 (Hay et al. , 2005). Selon la nature du 

CTR, on retrouve ensuite AMY a pour CTR2 et AMYb pour CTRl. De récentes études 

ont finalement démontré que le récepteur de 1 ' IAPP constituait un complexe du 
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récepteur de la calcitonine avec les différents RAMPs et que le milieu cellulaire joue 

un rôle important dans la formation de ces complexes. 

~ IAPP 

AMY la AMY3a 

AMY2b 

Figure 1.5 Récepteurs de 1 ' IAPP composés du récepteur de la calcitonine en 

association avec les différentes protéines RAMPs. 

Le récepteur CTR2 est représenté en bleu alors que le CTRl est en rouge. RAMPl , 

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

L ' IAPP est sécrété suite à une stimulation des cellules -~ 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 jeûne et de 25 pmol/L après un 

repas (Young, 1997). Bien que ses rôles physiologiques ne soient pas encore bien 

compris, l' 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, p lus précisément dans l' aire postrema, où il aurait un rô le sur le 

contrôle de la satiété et de la prise alimentaire (Sexton et al. , 1994; Lutz et al. , 1995). 

Au niveau des muscles squelettiques, l' lAPP semble avoir un impact sur la régulation 

du métabolisme du glycogène par l' inhibition de la sécrétion de l' insuline (Cooper et 
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al., 1988; Leighton et Cooper, 1988). Des souris mâles déficientes pour le gène de 

I' 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 à un sauvetage 

(rescue) de I'IAPP, la sécrétion de l' insu line a insi que l'élimination du glucose sangu in 

étaient plus lentes. Il a également été démontré que l'IAPP a un site de lia ison au niveau 

du cortex des reins, lui permettant d ' induire une sécrétion de rénine (Wookey et al. , 

1996). En effet, l' 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 l' homme 

(Cooper et al., 1995). 

1.3 Fibres amyloïdes et agrégation 

1.3.1 Structure des fibres amyloïdes 

Plusieurs peptides et protéines amyloïdogéniques ont été analysés sous forme agrégée 

afin d ' en apprendre davantage sur la structure et la morphologie des fibres amyloïdes. 

Des techniques telles que la diffraction aux rayons X, la microscopie é lectronique 

(TEM), la microscopie à force atomique (AFM) ainsi que la RMN sont les plus 

utilisées. li semblerait que les fibres amyloïdes de nature protéique différente affichent 

une structure organisée et une morphologie pour le moins semblable. Par diffraction 

aux rayons X, la structure amyloïde a un patron de diffraction caractérisé par une 

réflexion de 4. 7 A dans le même sens de la fibre et par une réflexion diffuse entre 10 

et 11 A perpendiculaire au sens de la fibre (Figurel .6) (Eanes et Glenner, 1968; Makin 

et Serpell , 2005). 



Figure 1.6 

i 
Fibre 
axis 

Patron de diffraction aux rayons X de fibres amyloïdes d ' IAPP 

(Makin et Serpell , 2005). 
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Les réflexions méridionale à 4.7 Â et équatoriale à ~ 10 Â, caractéristiques d' un 

feuillet-~-croisé, sont identifiées par des flèches. 

Ceci suggère une structure quaternaire en feuillet-~-croisé , caractérisée par des 

feuillets-~ intramoléculaires organisés perpendiculairement selon l' axe de la fibre 

(Figure 1.7) (Geddes et al. , 1968). La microscopie électronique démontre des fibres 

droites , sans embranchements, d ' un diamètre allant de 70 à 120 Â et de longueur 

variable (Makin et Serpell , 2005). De plus, les fibres amyloïdes induisent une 

biréfringence verte suite à une coloration au Rouge de Congo (Puchtler et Sweat, 1965) 

et occasionnent une augmentation de la fluorescence de la thioflavine T (ThT) (Le Vine, 

1993). De plus, une grande concentration de feuillets-~ est observée par CD et par 

spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) (Fu et al. , 2015). 
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Figure 1.7 Structure généra le des fibres amyloïdes en feui llet-~-croisé . 

Les analyses de la structure agrégée de 1 ' lAPP sont principalement effectuées par RMN 

et par AFM. L' IAPP, sous fonne de fibres amyloïdes, partage une grande homologie 

de structure avec d ' autres protéines amyloïdogéniques, telles que le peptide A~. La 

diffraction aux rayons X montre un signal méridional de 4.7 A, correspondant à 

l' espace entre deux molécules d ' lAPP occupé par les ponts hydrogènes (Sumner Makin 

et Serpell , 2004). Un signa l équatorial de 9.5 A est observé et est caractéristique de 

l' espace entre deux feuillets d ' une même molécule d ' IAPP. Bien que le diamètre de 

ces fibres varie entre 50 et 100 A, leur longueur ainsi que leurs morphologies diffèrent 

selon l' environnement d ' autoassemblage du peptide. Bien que plusieurs modèles aient 

été proposés, la structure déterminée par Luca et collègues (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 13C et de 

microscopie électronique à balayage (STEM), il a été observé que I' IAPP 

s'autoassemble sous forme de fibres amyloïdes 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 à celles 

préalablement répertoriées par Golsbury (Goldsbury et al., 1999). L'analyse par STEM 

démontre deux épaisseurs de peptide, suggérant un autoassemblage de 2 à 4 brins de 

ces fibres striées. Cette observation a également été répertoriée par d'autres groupes en 

utilisant 1 'analyse STEM (Goldsbury et al. , 1997) et l' imagerie par AFM (Zhang et al. , 

2013). Une étude par RMN du 13C et par microscopie électronique a démontré que les 

fibres amyloïdes composées du peptide A~ avaient la possibilité d ' adopter les deux 

mêmes types de morphologies que I' IAPP (Paravastu et al. , 2008). 

Figure 1.8 Image des fibres d' IAPP d ' une solution hétérogène par microscopie 

à transmission électronique (Luca et al. , 2007). 

Les fibres de morphologie torsadées sont identifiées par les flèches rouges alors que 

les fibres striées sont présentées par les flèches jaunes. 

C'est par RMN du 13C à l' état so lide que les acides aminés impliqués dans la formation 

de la structure en feuillet-~-croisé ont pu être étudiés. Ainsi , les résidus 1 -7 semblent 

désordonnés et ne feraient donc pas partie des feuillets-~ , principalement à cause de la 

restriction conformationnelle occasionnée par le pont disulfure. Les régions 8-17 et 28-

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

en une boucle rattachant les deux brins. 

Figure 1.9 Modèles de fibres amyloïdes de l' islet amyloid polypeptide, 

proposés par Luca et collègues su ite aux études de RMN au 13C (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 modèles de structures quaternaires ont été proposés pour l'IAPP. Ce fut grâce 

à une analyse de la séquence primaire du peptide ainsi qu ' à des données expérimentales 

que le modèle serpentin-~ a été présenté par Kajava et collègues (Ka java et al. , 2005). 

Cette structure comprend trois brins-~ aux régions 12-17, 22-27 et 31 -37, chacune 

séparée par des coudes. Un autre modèle, ressemblant à celui présenté par Luca et 

collègues, a été proposé suite à des expérimentations par résonance paramagnétique 

électronique (Bedrood et al. , 2012). Celui-ci montre deux brins-~ qui , ensemble, 

forment un feuillet-~ typique des autres études. Le segment 7-10 servirait de transition 

pour la formation des brins-~, en position 12-19 et 31-36. Cependant, la distance entre 

les deux brins-~ n' est pas conséquente avec l'étude de Lucas (Luca et al. , 2007). En 
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effet, 15 Â sépareraient les brins, occasionnant un enroulement typique des fibres 

torsadées préalablement décrites . 

1.3.2 Mécanismes de fonnation de fibres amyloïdes 

La conformation native de la protéine ou du peptide amyloïdogénique sous sa forme 

soluble a son importance dans le processus de formation de fibres amyloïdes. Ils 

peuvent être séparés en deux grandes classes structurales; les protéines globulaires et 

les protéines intrinsèquement désordonnées (Linding et al., 2004). La première classe 

comprend les protéines qui affichent une structure hautement organisée à leur état natif. 

Celles-ci doivent se dénaturer ou se déplier, au moins partiellement, afin d ' enclencher 

le processus de formation de fibres amyloïdes. C'est entre autre le cas pour la 

transthyrétine, une protéine plasmique homotétramérique dont 1 ' agrégation est associée 

à plusieurs formes d ' amyloïdoses (Johnson et al. , 2012). Au contraire, les protéines 

intrinsèquement désordonnées doivent subir un réarrangement conformationnel et 

adopter une ou plusieurs structures localement ordonnées afin d'enclencher le 

processus amyloïdogénique (Linding et al., 2004). Le peptide A~ et I'IAPP font partie 

de cette dernière classe. 

Le ou les mécanismes de formation de fibres amyloïdes par les protéines ou les peptides 

amyloïdogéniques restent encore aujourd'hui incompris et constituent toujours un sujet 

d ' actualité. La formation de fibres amyloïdes in vitro est généralement suivie en 

mesurant la fluorescence de la ThT. Ce fluorophore est une petite molécule qui se lie 

spécifiquement à la structure quaternaire des fibres, menant à l'augmentation de sa 

fluorescence. Plusieurs groupes de recherche ont étudié les différents mécanismes 

amyloïdogéniques possibles grâce à cette méthode ainsi que par des techniques de 

RMN, d ' AFM, de TEM et d ' approches spectroscopiques variées. Quatre principaux 
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modèles ont été suggérés, dont l' assemblage par modèle et la conversion dirigée par le 

monomère (Kelly, 2000; Serio et al., 2000; Lee et al., 2011) . 

Le mécanisme de formation de fibres amyloïdes par l' IAPP le plus souvent évoqué est 

la polymérisation nucléation-dépendante qui comprend trois phases (Figure 1.1 0) 

(Kelly, 2000). La première est la phase de latence au cours de laquelle on retrouve 

principalement des monomères et des oligomères en échange rapide. Lorsque des 

oligomères compétents à la nucléation forment un noyau, la phase d ' élongation est 

enclenchée. Elle est caractérisée par l'allongement rapide des protofibrilles par 

l' addition de monomères compétents à leurs extrémités de croissance. Un plateau est 

ensuite atteint lorsqu ' il y a présence de fibres amyloïdes matures. 
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Figure 1.10 Courbe de formation de fibres amyloïdes de 1' islet amyloid 

polypeptide par polymérisation nucléation-dépendante. 

L' IAPP20-29 a d ' ailleurs été étudié par time-lapse AFM, permettant l' observation des 

différentes espèces du processus de formation de fibres amyloïdes (Zhang et al. , 20 13). 

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 espèces coexistaient, soient les fibres 

torsadées et les fibres lisses (Zhang et al. , 20 13), s' apparentant aux fibres observées par 

Luca et collègues (Luca et al. , 2007) . 
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Le mécanisme et la cinétique de formation de fibres amyloïdes par I' IAPP peuvent être 

modulés par plusieurs facteurs. Tout d' abord, la concentration en peptide est critique. 

En effet, le processus amyloïdogénique 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, à l' intérieur des vésicules de sécrétion, 

l' IAPP est retrouvé en forte concentration (0 .8 à 4 mM) (Susa et al. , 2014) bien qu ' il 

ne semble pas former de fibres amyloïdes. Cette inhibition de l'amyloïdogenèse est 

probablement due à un autre facteur, le pH. Tl a été observé qu ' à faible pH I' IAPP ne 

formait pas de fibres amyloïdes, contrairement à pH plus élevé (Charge et al. , 1995). 

En milieu vésiculaire, donc à pH 5.5, l' histidine en position 18 retrouvée au niveau du 

coude de la fibre amyloïde est alors protonée et empêcherait 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 amyloïdes 

et seront discutés plus bas. 

1.3.3 Implications des espèces intermédiaires; l ' épingle-~ et l' hélice-a 

Bien que les mécanismes de formation de fibres amyloïdes soient grandement étudiés, 

ils restent encore peu compris. La nature des espèces 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 l' espèce critique 

initiant le processus d ' assemblage de I' IAPP. En effet, il existe deux principales 

hypothèses impliquant deux structures secondaires différentes; l'épingle-~ et l' hélice­

a. 

La première hypothèse implique l' importance de l ' épingle-~ (/J-hairpin) comme espèce 

préliminaire dans l' amyloïdogenèse. 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 

espèces monomériques ont été observées (Dupuis et al., 2009). En effet, une espèce 

riche en hélices-a et une autre en épingles-p, le ratio de cette dernière augmentant avec 

le pH. Or, les mêmes analyses faites avec l' lAPP de rat ne montrent qu ' une seu le 

espèce sous forme d ' hélice-a. Ceci suggère l'importance de la structure en épingle -P 

dans l' amyloïdogenèse et la cytotoxic ité de l' lAPP. Ainsi, Dupuis et collègues 

suggèrent, en accord avec l'accélération de l'amyloïdogenèse à pH physiologique 

(Abedin i et Raleigh, 2005; De Carufel et al., 2013), que les monomères d 'lAPP 

adoptent une conformation en épingle-P afin de débuter leur oligomérisation. Cette 

conformation comprendrait les résidus 9 à 17 et 24 à 33 en brins-P a lors que les acides 

aminés 18 à 23 formeraient un coude. Une étude impliquant de la spectroscopie 

infrarouge 2D est arrivée à la même théorie, précisant toutefois que les liaisons 

hydrogènes avaient lieu entre les épingles-P afin d 'attacher ces monomères et mener 

vers la formation de fibres amyloïdes matures (Shim et al., 2009). Ainsi, l'épingle-P 

semble être un intermédiaire important de la formation de fibres amyloïdes. 

Cependant, en présence de certains solvants, tels I' HFIP et le TFE (H ubbard et al. , 

1991 ; Wang et al. , 20 14), ains i que plusieurs composantes anion iques de la membrane 

plasmique, I' IAPP a la possibilité d 'adopter une structure secondaire en hélice-a 

(Knight et a l. , 2006; De Carufel et al. , 2013). Plusieurs études se sont donc intéressées 

à l' implication de cet intermédiaire hélicoïdal dans l' amyloïdogenèse de I' IAPP. Il a 

été observé que I' IAPP 1-19 adoptait non seulement une hélice-a en présence de 

membranes modèles, mais que cette structure était principalement responsable de la 

perturbation membranaire causée par I' IAPP (Engel et al. , 2006; Brender et a l. , 2008) . 

Aucune formation de fibres amyloïdes par ce segment n ' a été détectée par ThT bien 

que ce monomère so it facilement incorporé dans les membranes (Enge l et al. , 2006; 

Brender et al. , 2008). Ceci suggère que l'intermédiaire hélicoïdal serait impliqué dans 

la dégénérescence ce llulaire observée chez les patients atteints du diabète de type II en 

plus d ' induire une certaine proximité entre les monomères attachés à 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 'amyloïdogenèse proposé en 

présence de biomolécules anioniques ou de solvants et impliquant l' intermédiaire 

hélicoïdal. 
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Ainsi , l' 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 à Asn22 (Apostolidou et al. , 2008). Ce monomère hélicoïdal engendrerait 

une rapide oligomérisation, menant à une forte concentration locale du segment 

hydrophobe du peptide. Un changement conformationnel rapide de cette région vers 

un feuillet-~ se produirait, déstabilisant l' hélice-a. La fragilisation de cette structure 

secondaire permettrait au feuillet-~ de se répandre tout au long du peptide, formant 

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

1.3.4 Rôles des cofacteurs 

Les dépôts amyloïdes sont retrouvés au niveau de la matrice extracellulaire et à la 

surface membranaire. Or, la membrane plasmique est un milieu fortement hétérogène 

et comprend des molécules de toutes sortes. Il a été observé que les fibres amyloïdes 

étaient en association avec plusieurs de ces composés et que ceux-ci seraient impliqués 

dans le processus amyloïdogénique. 

Les GAGs sont de longs polysaccarides sulfatés retrouvés principalement à 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 l' héparane sulfate, les chondroïtines 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 modèle de GAGs, 

mimant la région sulfatée de l' héparane sulfate, qui est grandement utilisée dans les 

études mécanistiques. Il a été démontré que ces biomolécules anioniques sont en 

association avec les dépôts amyloïdes (Ancsin, 2003) dont ceux composés de 

transthyrétine (Magnus et al. , 1991), du peptide A~ (DeWitt et al., 1993) et d ' lAPP 

(Ehrlich et Ratner, 1961 ; Young et al. , 1992). 
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Figure 1.12 Structures des glycosaminoglycanes. 

Afin d ' étudier l' impact des GAGs dans la formation de fibres amyloïdes, des îlots 

transgéniques de souris exprimant I' IAPP humain ont été traités avec WAS-406, un 

inhibiteur de synthèse de l' héparane sulfate (Hull et al. , 2007). Une réduction 

concentration dépendante de dépôts amyloïdes et un épanouissement des îlots 

transgéniques ont été observés, démontrant l' implication des GAGs dans 
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l' amyloïdogenèse. Un suivi de la fluorescence de la ThT et du Rouge de Congo ainsi 

que l' imagerie par microscopie électronique ont montré que l' héparane sulfate et 

l' héparine induisent une forte accélération du processus amyloïdogénique (Castillo et 

al. , 1998; De Carufel et al. , 2013). L' héparine a également un effet protecteur contre la 

toxicité induite par l' IAPP sur des cellules ~-pancréatiques et ce, de façon 

concentration dépendante (De Carufel et al. , 20 13). Cette observation contradictoire 

s' expliquerait par le fait qu ' en présence de GAGs, l' IAPP forme rapidement des fibres 

qui sont non toxiques pour les cellules ~-pancréatiques. 

Ainsi , nous avons récemment proposé un mécanisme concernant l' effet pro­

amyloïdogénique des GAGs sulfatés (Annexe 1) . Considérant la charge négative des 

GAGs et la charge nette de +3 de I' IAPP à pH physiologique , il semblerait qu 'une 

interaction électrostatique soit favorisée entre les deux molécules. En effet, une analyse 

du complexe par RMN montre que l' héparine lierait la région N-tenninale du peptide 

ainsi que son propeptide (Jha et al. , 2011). De plus, il a été observé par titrage 

calorimétrique isotherme (JTC) qu 'à 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 (~H) de -4.3 kcal/mol ainsi qu ' une constante d' affinité (Ka) de 7.08 X 106 M-

1 ont également été enregistrés. Or, lorsque l' on élève le pH à 7.5 , l' histidine en position 

18 se déprotonne et l'affinité entre les deux molécules diminue drastiquement, la 

constante d ' affinité (Ka) et l' enthalpie (~H) chutant à 3.63 X 105 M· ' et à -1 .6 kcal/mol 

respectivement. Une confonnation transitoire en hélice-a a également été observée par 

dichroïsme circulaire lorsque l ' IAPP se lie à 1 'héparine. Ainsi , il semblerait que l 'IAPP, 

par sa région N-terminale cationique, se lie à la région anionique des GAGs, induisant 

un changement conformationnel de l' IAPP vers une hélice-a entre les résidus 9 et 22 

(Figure 1.13). Cette liaison mène à une forte concentration locale d ' IAPP sur les GAGs, 

causant l' association de la région hydrophobique 20-29 des molécules d ' IAPP. Un 

changement conformationnel de ce segment vers un feuillet-~ favoriserait la formation 

de fibres amyloïdes. Ce mécanisme suggère fortement l' implication d ' un intermédiaire 
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hélicoïdal lors de l' amyloïdogenèse de I' IAPP (Figure 1.11). Des mécanismes 

semblables, basés sur un échafaudage des GAGs, ont été proposés chez d ' autres 

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

Figure 1.13 Représentation du mécanisme proposé pour la formation de fibres 

amyloïdes de I'JAPP en présence de glycosaminoglycanes (De Carufel et al., 2013) . 

Bien qu 'entreposé à l' intérieur des vésicules de sécrétion à très haute concentration 

(0.8 à 4 mM) (Susa et al. , 2014), I' IAPP ne s'agrège pas. De nombreuses études ont 

démontré que l' insuline et le pH acide des vésicules sont responsab les de ce 

phénomène. Suite à des expérimentations in vitro , aucun matériel amyloïde n' a été 

détecté par Rouge de Congo et par microscopie é lectronique en présence de diverses 

concentrations d ' insuline (Westermark et a l. , 1996). Plusieurs groupes de recherche se 

sont ensuite intéressés au mécanisme d ' inhibition de l' insuline. Ce peptide est composé 

de deux courtes chaînes peptidiques (chaîne A et B) reliées par deux ponts disulfures 

(Figure 1.14). En étudiant le potentiel inhibi teur de ces chaînes par la fluorescence de 

la ThT, par CD et par peptide array, il a été observé que la chaîne B est responsable de 

l'activité inhibitrice de l'insuline (Gi lead et a l. , 2006). Plus précisément, la région 

hélicoïdale 9-20 de l' insu line se li erait au segment 7-19 de l' IAPP, le restreignant sous 

sa forme désordonnée. Ce mécanisme serait basé sur l' homologie de séquence entre le 

segment impliqué de l' insuline et de I' IAPP ai nsi que par les interactions entre les 
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résidus aromatiques . Alors que plusieurs études semblent s' entendre sur l' action de 

l' 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). 

A 
Chaîne A GIVEQCCTSICSLYQLENYCN 

Chaîne B FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT 

B 

Figure 1.14 Structure de 1' insuline (PDB 1 ZNI) (Bentley et al. , 1976). 

(A) La séquence primaire de l' insuline est séparée entre les deux chaînes la composant. 

(B) Représentation de la structure secondaire de l' insuline observée par diffraction aux 

rayons X. Les résidus impliqués dans la liaison avec I' IAPP sont représentés en rouge. 

Plusieurs métaux sont également reconnus pour leur fonction dans l'amyloïdogenèse 

de plusieurs peptides et protéines, tels que le peptide AP et l' a-syn (Uversky et al. , 

2001 ; Huang et al. , 2004; Y amin et al. , 2005 ; Ta! mard 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 fi xer aux fibres amyloïdes et de moduler la phase 

d' élongation. Bien que le zinc ait un impact sur la formation de fibres amyloïdes de 
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l'IAPP, aucun site de liaison pour ions divalents n'a été répertorié à ce jour chez le du 

peptide (Brender et al. , 2010; Sa lamekh et al., 2011). 

Ainsi, bien que chacune des composantes des vésicu les de sécrétion ait son propre 

impact dans la formation de fibres amyloïdes de l'lAPP, leur combinaison préviendrait 

1 'enclenchement du processus. 

Les protéines et peptides amyloïdogéniques sont également en assoc iation avec les 

lipides de la membrane plasmique. Ceux-ci semblent avoir un rôle important dans la 

régu lation de la formation de fibres amyloïdes. Comme mentionné plus haut, au contact 

de bicelles de phospholipides, l' IAPP 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-~ caractéristique des amyloïdes. Le suivi de la cinétique 

d ' agrégation par la fluorescence de la ThT a démontré que l'amyloïdogenèse de l' IAPP 

était fortement accélérée en présence de membranes modèles (Knight et Miranker, 

2004; Sparr et al. , 2004; Relini et al. , 2009; Caillon et al. , 2013). Le processus 

amyloïdogénique de l' IAPP est également modulé selon la nature de la tête hydrophile 

des phospholipides (Caillon et al. , 2013). En effet, la présence de lipides 

zwitterioniques, tels que le 1,2-dioleoyl-sn-glycéro-3-phosphochol ine (DOPC), ralentit 

la formation de fibres amyloïdes. Au contraire, au contact de phospholipides 

an ioniques, le processus amyloïdogén ique de l' IAPP est accéléré. Il a été suggéré que 

l' hélice-a tran itoi re observée au contact de l'IAPP avec les membrane modèles era it 

impliquée dans la formation de fibres amyloïdes, probablement par un mécanisme 

semblab le à celui mentionné plus haut (Figure 1.15). 
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Figure 1.15 Représentation du mécanisme proposé pour la formation de fibres 

amyloïdes de I' IAPP en présence de membranes modèles (Knight et a l. , 2006). 

Ainsi , au contact de membranes modèles, l' IAPP adopterait une confonnation en 

hélice-a au niveau de la région N-terminale, principalement par des interactions 

électrostatiques (Knight et al. , 2006). Une portion de cette hélice sera it également 

encrée dans la membrane, facilitant les interactions entre les molécules d' IAPP. Ces 

interactions permettraient l' oligomérisation du peptide sous forme hélicoïdale. Cette 

augmentation de la concentration locale d ' IAPP faciliterait un changement 

conformationnel au niveau de la région C-terminale du peptide vers un feuill et-~ . Cette 

conversion mènerait à la propagation du feui ll et-~ jusqu' à la formation de fibres 

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

1.4 Cytotoxicité de 1 ' IAPP 

1.4.1 Espèces cytotoxiques 

La présence de dépôts amyloïdes au niveau du pancréas chez les patients atte ints du 

diabète de type II a longtemps mené à cons idérer les fibres amyloïdes comme étant la 

cause directe de la dégénérescence cel lulaire, principalement due à leur co localisation 
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(Janciauskiene et Ahren, 2000) . Cette hypothèse était appuyée par les études de 

Lorenzo et collègues qui ont démontré le potentiel cytotoxique des fibres amyloïdes 

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 

préfibri Il aires soient à 1 ' origine de cette cytotoxicité aggravant la pathologie du diabète 

de type II. En 2006, une étude utilisant la rifampicine, un inhibiteur du processus de 

formation de fibres amyloïdes, a montré que malgré l'inhibition de l' amyloïdogenèse 

de l'lAPP, la viabilité des cellules pancréatiques était toujours diminuée (Meier et al. , 

2006). Par la suite, des souris transgéniques comportant le gène de I' IAPP humain ont 

été produites. De petits agrégats amorphes étaient observés au moment de la mort 

cellulaire, et ce, malgré l'absence de dépôts amyloïdes (Janson et al. , 1996). Ainsi ces 

résultats appuient l' hypothèse d'une espèce cytotoxique préfibrillaire. Bram et 

collègues ont récemment isolé des anticorps de patients souffrant de diabète de type Il 

afin d'en tester leur reconnaissance sur les différentes espèces d ' IAPP , soit le 

monomère, les oligomères et les fibres matures (Bram et al. , 2014) . Ces anticorps 

semblaient spécifiques aux oligomères et inhibaient la mort cellulaire occasionnée par 

la toxicité du peptide, appuyant les dernières études. Considérant tous ces nouveaux 

faits , la communauté scientifique s' entend sur l' hypothèse selon laquelle les petits 

agrégats intermédiaires de la formation de fibres amyloïdes seraient l' espèce toxique 

causant la mort des cellules ~-pancréatiques, et ce, chez plusieurs maladies de type 

amyloïde (Ladiwala et al., 20 JI). Le mécanisme par lequel ces espèces engendrent la 

dégénérescence des cellules n' est touj ours pas bien compris malgré les nombreuses 

études effectuées à ce sujet qui seront di scutées ci-bas (Figure 1.16). 
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Résumé des effets cytotoxiques induits par I' IAPP. 
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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 dépôt d'intermédiaires de petites tailles à la surface 

membranaire, 1 ' hypothèse la plus appréciée semble être celle par laquelle 1 'IAPP induit 

une cytotoxicité par la formation de pores ressemblant à 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 suggère que 1 ' IAPP forme des pores ressemblant à des 

canaux ioniques, dont sa charge dirige le flux ionique. La formation de ces « canaux » 

peut causer une dysfonction des pompes biologiques, menant à un dérèglement de 

1 ' équilibre ionique et ultimement, à 1 ' apoptose (Fawthrop et al. , 1991 ). La perturbation 
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membranaire a également été observée par microscopie électronique lorsque les 

cellules étaient en contact avec des agrégats d' IAPP et des fibres amyloïdes (Janson et 

al. , 1 999). En présence d 'oligomères, de petites vésicules interagissant avec I' IAPP 

étaient apparentes, ce qui n' était pas le cas avec les fibres matures. Ceci suggère un bris 

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

1.4.3 Rôle des voies apoptotiques 

L' apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un mécanisme impliquant plusieurs 

évènements, telle l'expression de la protéine p53 , une hausse de calcium intracellulaire 

ainsi que l' activation de diverses caspases. Il semblerait que I' IAPP utilise la cascade 

apoptotique afin d ' induire la dégénérescence des cellules ~-pancréatiques chez les 

patients atteints du diabète de type IL Comme mentionné plus haut, la formation de 

canaux non spécifiques par I' IAPP cause un influx de calcium intracellulaire ayant la 

capacité de déclencher l' apoptose (Fawthrop et al. , 1991; Orrenius et al. , 1992). La 

fragmentation de l' ADN, une caractéristique importante du processus apoptotique, a 

été observée chez des cellules RINm5f traitées avec I' IAPP (Zhang et al., 1999). De 

plus, I' IAPP semble induire l'expression de p53 , un gène suppresseur de tumeur bien 

connu, ayant la possibilité d 'arrêter le cycle cellulaire et d ' augmenter le niveau de 

transcription de facteurs pro-apoptotiques (Zhang et al. , 1999; Mlynarczyk et Fahraeus, 

2014). De même, p21 , un inhibiteur du cycle GJ, semblerait être un gène 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 oligomères profibrillaires 

de l' IAPP mènent à l'apoptose par un mécanisme non spécifique. Toutefois, Park et 

collègues ont observé une surexpression du récepteur FAS (aussi connu comme AP0-

1 ou CD95), une protéine transmembranaire capable de déclencher la mort cellulaire 

programmée lorsque I' IAPP est en contact avec des cellules d'îlots de Langerhans 
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(Park et al., 20 12). Cette hausse de 1 ' expression du récepteur mène à une sur-activation 

des caspases-3. À l' opposé, des cellules ~-pancréatiques déficientes en récepteur FAS 

ont montré une résistance face à la cytotoxicité induite par le peptide (Park et al. , 20 12). 

Une co localisation entre les récepteurs FAS et le site de formation de fibres amyloïdes 

a également été observée (Westweii-Roper et al. , 2011; Park et al. , 2012). Ainsi , I' IAPP 

semble induire l' apoptose par divers mécanismes . Un nombre important d ' études ont 

été effectuées sur le sujet avec d ' autres peptides amyloïdogéniques, tels que le peptide 

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

1.4.4 Cytotoxicité par les espèces réactives de l' oxygène (ROS) 

Le stress oxydatif est caractérisé par un débalancement de la prise en charge des 

radicaux libres, conduisant à une augmentation de la concentration d ' espèces réactives 

de l' oxygène (ROS). Une augmentation du niveau de ROS a été observée lorsque des 

îlots de rats possédant le gène de l' IAPP 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 l' impact de molécules antioxydantes sur les processus 

amyloïdogénique et cytotoxique de l' IAPP. Ainsi , la présence de phycocyanine , une 

molécule naturelle ayant des propriétés antioxydantes, protège les cellules ~­

pancréatiques contre la toxicité induite par l' lAPP en réduisant le niveau de ROS et en 

modulant les voies apoptotiques (Li et al. , 2009). De même, l' inhibition de 

1 ' amyloïdogenèse par un traitement au Rouge de Congo et au W AS-406, restaure la 

viabilité des îlots pancréatiques et diminue le niveau de ROS (Zraika et al. , 2009). Au 

contraire, la présence de N-acétyi-L-cystéine (NAC) réduit le niveau de ROS sans 

toutefois inhiber l' amyloïdogenèse et la toxicité causées par l' IAPP (Konarkowska et 

al. , 2005; Zraika et al. , 2009). Il est suggéré que le stress oxydatif n' induirait pas la 

mort cellulaire à court terme. Cependant, à moyen-long terme, ce mécanisme serait en 
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coopération avec l'apoptose. L' impact du stress oxydatif sur la viabilité cellulaire a 

également été étudié chez d 'autres peptides amyloïdogéniques tels que le peptide A~ 

et les chaînes légères d 'anticorps (Brenner et al. , 2004; Placido et al. , 2015). 

1.4.5 Induction du stress du réticulum endoplasmique 

La résistance à l' insuline au niveau périphérique retrouvée chez les patients atteints du 

diabète de type II mène à une augmentation de l'expression de l' insuline et de I' IAPP, 

passant d ' un ratio 1 :100 à 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 l'organelle et une diminution de son 

efficacité. Afin de redresser l' équilibre protéique face à de nombreuses protéines 

incapables d 'adopter un repliement adéquat, le système de réponse aux protéines 

désordonnées (UPR) est activé. Huang et collègues ont démontré une augmentation des 

protéines de sauvetage par le système UPR chez un modèle de souris surexprimant 

I' IAPP (Huang et al. , 2007). Cette induction du stress du RE menait à la 

dégénérescence des cellules-~ par activation de l' apoptose. Or, chez des souris 

transgéniques surexprimant I' IAPP de souris, aucun signe de stress du RE menant à la 

mort cellulaire n 'a été observé. L' IAPP de souris ne formant pas de fibres amyloïdes, 

ces résultats suggèrent l'activation du stress du RE par le processus amyloïdogénique 

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

1.4.6 Implication de l' autophagie 

Malgré le fait que l'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 l' autophagie. 

Shigihara et collègues ont inhibé 1 ' activation de l' autophagie chez des cellules de souris 

transgéniques et ont observé une augmentation de la toxicité de l' IAPP (Shigihara et 

al. , 2014). De plus, les agrégats d' IAPP menaient à la perturbation des 

autophagosomes, menant à l' apoptose. 

Ainsi , la formation de fibres amyloïdes 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 façon coopérative. 





CHAPITRE II 

PROBLÉMATIQUE ET SUJET D 'ÉTUDE 

L ' IAPP est sécrété par les cellules ~-pancréatiques sous forme désordonnée. 

Cependant, d'autres structures secondaires locales ont été répettoriées chez cette 

hormone peptidique. En milieu mimant la membrane plasmique, I' IAPP arbore une 

conformation en hélice-a principalement entre les résidus 9 et 22. Cette structure 

secondaire avait déjà été répertoriée par plusieurs groupes, non seulement pour 1 ' IAPP, 

mais également pour d ' autres peptides et protéines amyloïdogéniques intrinsèquement 

désordonnés, tels le peptide A~ et l'a-syn. Lors de nos études précédentes, nous avons 

observé, en présence d ' héparine, une accélération de l'amyloïdogenèse de I' IAPP ainsi 

que la formation d ' une hélice-a transitoire (Annexe A). Malgré tout, il nous était 

impossible de postuler si cet intermédiaire hélicoïdal faisait partie de la cascade 

amyloïdogénique de I' IAPP. Plusieurs études ont cependant conclu que cette 

conformation était importante lors de la formation de fibres amyloïdes, principalement 

lors des évènements précoces de ce processus. 

Un mécanisme d ' action de cet intermédiaire a d ' ailleurs été émis. Ajnsi , au contact de 

bicouches lipidiques, I' IAPP passerait d'une conformation désordonnée vers une 

hélice-a. Ce changement conformationnel serait thermodynamiquement relié à 

l' oligomérisation des monomères, menant à une forte concentration locale du segment 

hydrophobique du peptide. Cet assemblage intermoléculaire occasionnerait un 

réarrangement conformationnel en feuillet-~ de la région C-terminale. L' hélice-a serait 

alors déstabilisée et permettrait au feuillet-~ de se répandre tout au long du peptide, 
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formant ainsi une structure quaternaire en feuillet-P-croisé (Abedini et Raleigh , 2009). 

Cet intermédiaire hélicoïdal aurait également un grand rôle dans la toxicité du peptide. 

Tl a été observé que la portion hélicoïdale de I'IAPP s'insérait dans les membranes, 

causant de ce fait une perturbation membranaire. Cette perturbation de la membrane 

pourrait être également associée au diabète de type II, puisque qu ' une dégénérescence 

des cellules P-pancréatiques est observée chez les patients atteints de cette pathologie. 

Ainsi , cette conformation secondaire transitoire semble avoir de grands impacts au 

niveau de l'amyloïdogenèse et de la cytotoxicité de l'IAPP. 

Les études qui se sont concentrées sur l' impact de l' hélice-a ont utilisé des fragments 

du domaine N-terminal de I' IAPP ou ont fait appel à diverses approches, telles de 

petites molécules, afin de stabiliser le domaine hélicoïdal du peptide. Or, sans I' IAPP 

complet, il est difficile d 'appliquer les observations sur un modèle in vivo. De plus, il 

semble très difficile de déterminer si cet intermédiaire hélicoïdal est «on » ou « off­

pathway » dans la formation de fibres amyloïdes. Le rôle de cette structure secondaire 

dans la toxicité du peptide sur les cellules P-pancréatiques reste également inconnu. 

Finalement, les techniques spectroscopiques actuelles et classiques ne permettent pas 

de résoudre facilement la question de la voie amyloïdogénique. 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 être employée afin de résoudre ces questions. 

2.1 Hypothèse 

Afin de répondre à cette problématique, une approche alternative serait d ' utiliser des 

dérivés conformationnellement restreints de I' IAPP. En empêchant, ou en favorisant le 

peptide à adopter une certaine conformation, il serait alors possible d'obtenir de 

l'information sur les intermédiaires structuraux retrouvés au niveau de la phase de 
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latence de la cascade amyloïdogénique. Toutefois, il importe que l' incorporation de ces 

modifications chimiques ciblées ne conduise pas à une nouvelle voie amyloïdogénique. 

2.2 Objectifs du projet 

L ' objectif global du projet était de déterminer le rôle de l' intermédiaire hélicoïdal dans 

le processus de formation de fibres amyloïdes. Ainsi , les objectifs spécifiques du projet 

étaient de ; 

1. Développer des dérivés de I' IAPP ayant un ensemble conformationnel restreint, 

2. Évaluer l' impact de ces modifications chimiques sur la formation de fibres 

amyloïdes en milieu homogène et en présence de biomolécules retrouvées à la 

membrane plasmique, 

3. Évaluer la toxicité de ces dérivés sur les cellules ~-pancréatiques et comprendre le 

rôle de cet intermédiaire dans la dégénérescence cellulaire. 





CHAPITRE III 

ARTICLE I: DELINEATING THE ROLE OF HELICAL INTERMEDIATES IN 
NATIVEL Y UNFOLDED POLYPEPTIDE AMYLOTD ASSEMBLY AND 

CYTOTOXICITY 

Les dépôts amyloïdes sont des caractéristiques communes de nombreuses maladies, 

telle que la maladie de 1 ' Alzheimer. De nombreuses protéines amyloïdogéniques, 

incluant l'islet amyloid polypeptide (IAPP) associé au diabète de type II, sont 

nativement désordonnées et doivent subir des réarrangements conformationnels 

permettant la formation de structures localement ordonnées pour amorcer 

l' autoassemblage. De récentes études ont indiqué que la formation d'intermédiaires de 

conformation en hélice-a accélère l'amyloïdogenèse, suggérant que ces espèces 

pourraient être « on-pathway » dans la formation de fibres amyloïdes. En identifiant un 

dérivé de I' IAPP affichant un ensemble conformationnel restreint qui s'autoassemble 

avec I' IAPP, nous avons observé que les structures hélicoïdales sont « off-pathway » 

en milieu homogène ainsi qu ' en présence de bicouches lipidiques et de 

glycosaminoglycanes. De plus, la prévention d ' un repliement hélicoïdal accroît la 

perturbation membranaire et la cytotoxicité de I' IAPP, indiquant que la stabilisation du 

motif hélicoïdal serait une stratégie prometteuse afin de prévenir la dégénérescence 

cellulaire associée avec l'amyloïdogenèse. 

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 ofnatively 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 f3-cells. 

Keywords: 

amyloid, islet amyloid polypeptide, a.-helix, membrane models, glycosaminoglycans 
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Protein aggregation and amyloid deposition are associated with severa! 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). White 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. ln 

contrast, intrinsically disordered polypeptides (lDPs), such as the amyloid-P peptide 

(Ap) 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 ~-cell loss (Westermark et al. , 2011). The current view implies that lAPP 

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, lAPP adopts a a-helix that spans between ASto N22 (Apostolidou et al. , 

2008; Nanga et al. , 2009; Patil et al. , 2009; Williamson et al. , 2009; Nanga et al. , 2011). 
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Recent findings have suggested that IAPP helical conformation represents key 

structural motif for the intermolecular recognition that initiates assembly and that a­

hel ica! 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 A~ and u-synuclein 

(Kirkitadze et al. , 2001; Zhu et al. , 2003; Abedini et Ralei gh, 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 earl y oligomerization steps in elude the formation of ~-strand rich di mers and 

that amyloids are assembled from ordered ~-hairpins (Dupuis et al. , 2009; Dupuis et 

al., 2011; Buchanan et al. , 2013). On the other hand, the helical intermediates mode! 

proposes that association is thermodynamically linked to helix formation within the 5-

22 segment. Helical oligomers would generate a hi gh local concentration of the C­

terminal amyloidogenic segment, favoring the formation of intermolecular ~-sheets 

(Abedini et Raleigh, 2009). Detecting transient intermediate species of the 

amyloidogenic cascade by spectroscopie approaches is challenging, particularly in the 

context of the interactions with biological factors that are relevant to in vivo deposition. 

Assessing ifthese intennediates 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 ofhelical intennediates 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 oftwo 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 ali derivatives evaluated, 

[f15
, 116]hiAPP, or D-hlAPP, was unique for its random coil structure that persists in 

presence of the helical-inducing solvent trifluorethnaol (TFE) and for its kinetics of 

fibrilli zation. By circular dichroism (CD) spectroscopy, hlAPP and D-hiAPP exhibited 

spectra with a single minimum at 203 nm, indicative of a random co il structure (Figure 

la). Incorporation ofD-residues at positions 15 and 16 prevented TFE-induced helical 

folding ofJAPP (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-13-sheets. Under the conditions of fibrillization , hiAPP displayed a T so of 

9.86 ± 1.41 h whereas D-hlAPP exhibited a similar kinetics with a Tso of 9.33 ± 0.73 

h (Figure 1 c). At ali concentrations evaluated, D-hiAPP and hiAPP had equivalent 

kinetics of self-assembly (Figure 1 d). By AFM and TEM, D-hlAPP fi briis were 

significantly longer than the ones from hiAPP while both amyloid preparations had 

comparable average height (Figure 1 e, 1 f; Supporting Information for 

characterization). Although fibrils formed by D-hlAPP and hiAPP were different at the 

macroscopic leve!, 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 .B-strands connected by a bend-loop (Luca et al. , 2007). In this mode! , residues FIS 

and Ll6 are in the 13-strand that is located on the outer surface ofthe column. Inversion 
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of the chirality ofthese 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 (T so and lag phase) suggests th at both peptides 

could undergo similar conformational rearrangements to initiate se lf-assembly. To 

evaluate this hypothesis, equimolar of hlAPP and its D,D-counterpart were mixed 

together and the kinetics of fibrillization was measured. Strikingly, the kinetics of 

amyloid formation of 6.25 J..!M hiAPP mi xed with 6.25 J..!M D-hiAPP were equivalent 

to a homogenous 12.5 J..!M solution ofhiAPP 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 J..!M. Fibrils obtained from a mixture of hiAPP/D-hiAPP were morphologically 

equivalent to D-hiAPP assembl ies (Figure 2b ). Incorporation ofD-residues at positions 

15 and 16 in the non-amyloidogenic rodent IAPP (rlAPP) 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 Ralei gh, 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 ofnucleating 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 1 00-nm LUV s 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 !ag 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). ln contrast, 0-

hiAPP remained mainly random coi! , consistent with the conformational restriction 

imposed by the D,D-substitution. After 4 h incubation with LUYs, both peptides were 

converted into f3-sheet-rich structure. Conformational conversion, measured with the 

8no/82os 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 mode! of the sulfated domains of 

heparan sulfate (Supporting Information). These data indicate that upon binding to 

anionic biosurfaces, IAPP undergoes a random coil-to-a.-helix conformational 

conversion and that inhibition ofhelical formation dramatically hastens self-assembly, 

suggesting that these species are off-pathway. 

Protein deposition in pancreatic islets correlates with f3-cell degeneration and severa! 

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 cel! death is one of the most studied mechanisms (Brender et al. , 2012). 

Reports have suggested that the Joss of membrane integrity results from pore formation 

(Anguiano et al. , 2002; Last et al. , 2011) and that hel ica! intermediates could be the 

active membrane species (Magzoub et Miranker, 2012). In this view, severa! 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-hlAPP analog appears as a unique tool to address 

this question. We initially examined the ability of hiAPP and D-hiAPP to induce 

leakage ofDOPC/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 hlAPP and D-hiAPP induced a similar concentration-dependant 

vesicle leakage (Figure 4a). The non-amyloidogenic riAPP and D-rlAPP 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 hlAPP; 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-f3-sheet structural conversion. For 

the non-amyloidogenic rodent IAPPs, which do not form ThT-positive species in 

presence ofLUVs, 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 cannet 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 f3-cells. Treatment with hiAPP induced a concentration-dependent decrease 

of cellular viability (Figure Sa). Incorporation of a destabilizing motif within hlAPP 

putative a-helix increased its cytotoxicity. D-hiAPP was not only more cytotoxic but 

its deleterious effects on viability occurred more rapidly (Figure Sb). After 12 h, hlAPP 
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(50 !lM) reduced cellular viability to 63.8 ± 9.0% wh ile 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 leve) 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 Sc). Similar effect was observed 

for cytosolic calcium leve) , a signal of cellular dysfunction associated with severa) 

dea th mechanisms (Figure 5d). The fa ct th at hinderi ng 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 hel ica) 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 of25 J..!M hiAPP and 25 J..!M D-hiAPP in Tris-HCI pH 7.4 (solid !ines) 

and in 10% TFE (dashed !ines). b) TFE titration into hiAPP and D-hlAPP measured 

by the ellipticity at 222 nm. c) Amyloid formation monitored by ThT fluorescence of 

12.5 J..!M peptides. d) Rates of amyloid formation at different concentrations. e,f) AFM 

images of 50 J..!M hiAPP and D-hlAPP after 24 h incubation. Scale bar: 500 nm. 
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Figure 2. hlAPP and D-hlAPP co-assemble into amyloid fibrils. a) Kinetics ofamyloid 

formation of 12.5 J.LM hlAPP, D-hlAPP and of a aggregation mixture containing 6.25 

J.LM ofhlAPP and 6.25 J.LM ofD-hiAPP (mix). b) AFM images of25 J.LM hiAPP mixed 

with a equimolar concentration ofD-hlAPP after 24 h incubation . Scale bar: 500 nm. 
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Materials and Methods 

Materials 

Fmoc-protected amino acids, Rink-amide AM and (2-(6-Chloro-1 H-benzotriazole-1-

yl)-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 (Fiuo-3AM) was purchased from Life 

Technologies (Carlsbad, USA). Laboratory consumables (filters, microplates, etc) 

were obtained from Fisher Scientific (Nepean, Canada). Ail 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. Brie:fly, ail 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 

ofTFA/ethanedithiol/phenol/water (92/2.5 /3 /2.5) for 3 h. After filtration ofthe 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 C1 s (5 flm , 300 Â) 

column (250 x 21.2 mm2) and a linear gradient of acetonitrile (ACN) in H20 /TFA 

(0 .06% v/v). Collected fractions were analyzed by analytical RP-HPLC, using a C1 s 

(3.6 f.tm , 300 Â) column (250 x 4.6 mm2
) and by time-of-flight mass spectrometry 

(LC/MS-TOF). Fractions corresponding to the desired product, as reve led 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 

ai.(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%, confinned by analytical RP-HPLC, were 

finally pooled and lyophilized. 

IAPP sample preparation 

Aliquots of monomerized IAPP were prepared by dissolving the lyophilized and 

puri fied 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 f.!m hydrophilic 

PVDF filter before being lyophilized. The resulting peptide powder was solubilized for 

the second time in HFJP, 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 f.!m 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 SM 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 NaCI, 

pH 7.4. Lipid concentration was determined by the inorganic phosphate detection 

colorimetrie assay (Caries, 1956). The size and homogeneity of the LUVs were 

confirmed by dynamic light scattering (DLS). 

Kinetics of amyloid formation measured by thioftavin T fluorescence 

IAPP solutions were prepared by dissolving the lyophilized and monomerized IAPP at 

2x concentrations (ranging from 100 to 12.5 J...LM) in 20 mM Tris, pH 7 .4, conta ining 

40 1-1M 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 f.LM 

(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 weil non-binding surface treated plates (Corning) with a total volume of lOO f.LL per 

weil. 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 M 1000 TECAN Pro fluorescence plate reader. Fluorescence was measured 

from the bottom of the weil 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 oftime-dependence ofThT fluorescence were 

fitted to a sigmoidal growth mode! where the Tso is the time required to reach half of 

the fluorescence intensity, k is the apparent first-order constant and Y max and Yo are, 

respectively, the maximum and initial fluorescence values: 

Y= Yo + (Y m ax - Yo)/(1 +exp-(T- Tso)/ k) 

The Iag time, the time before detectable amyloid formation occurs, as predicted by 

means of the nucleation dependent polymerization model , was described as T so - 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-HCI, 150 

mM NaCI , pH 7.4 at 100 f.LM prior to dilution in calcein-LUVs solution at the desired 

final concentrations (6.25 to 75 f.LM) . LUVs were used at a final concentration of 500 

f.LM. Fluorescence was monitored in sealed black-wall , clear-bottom 96 weil non-
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binding surface plates (Corning) with a total volume of 100 IlL per weil. Measurements 

were performed every 5 minutes over 24 hours usi ng an excitation wavelength of 495 

nm and an emission wavelength of 517 nm. The control used to determine 100% 

Ieakage (Fmax) was calcein-LUVs with 0.2% Triton X-l 00. Dye Ieakage was reported 

using the following equation (Bren der et al. , 201 3): 

%dye leakage = (F-Fbaseline) /(Fmax - Fbase line) 

where Fbaseline is the fluorescence of the LUVs in absence of peptide. Data of at !east 

three individual experiments performed with di ffe rent lot of peptides were averaged 

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

Circu1ar dichroism spectroscopy 

1APP 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 

immediate! y incorporated into a 2 mm path Iength quartz cel! 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 ti me of 1 0 s per scan 

at each wavelength step. Each collected spectrum was background subtracted with the 

corresponding lAPP-free sample (buffer alone, heparin or LUVs). Each spectrum 

represents the average of at !east two independent experiments. Raw data were 

converted to mean residue ellipticity (MRE): 

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

10 x pathlength (cm) x protein concentration (g. mi-1 ) 
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Atomic force microscopy 

Lyophilized and monomerized IAPP was so lubilized in 20 mM Tris -HCI , pH 7.4 at a 

fina l concentration of 50 ~M. Solution was incubated for 24 hours at 25°C without 

agitation before being diluted to 5 ~Min 1% acetic acid and immediately applied to a 

fresh ly cleaved mica, as previously reported (Luca et al. , 2007). The mica was washed 

twice with dei onized 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 (east 

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 

fina l concentration of 50 ~M. The so lution was incubated for 24 hours at 25°C without 

agitat ion before being diluted to 5 ~M 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 kY and equipped with a AMT XR80C CCD camera 

system. 
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Membrane flotation assay 

Binding of hlAPP and 0-hlAPP 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 J..LM, respective( y, 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 

of25% for a total volume of 125 J..LL. The fraction was overlayered with 25 J..LL of 10% 

sucrose and then with 50 11L 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 J..LL 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-1 E ce lis were seeded in black wall clear bottom 96-well plates (Tissue culture 

treated) at a density of 30,000 cells/well (100 J..LLiwell) in RPMI-1640 medium 

supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 J..Lg/ml 

streptomycin, l 0 mM HEPES, l mM sodium pyruvate and 50 J..LM P-mercaptoethanol. 

After 48 h incubation at 37°C in 5% COz, ce lis were treated with 50 J..LI offreshly diluted 

peptides at a 3x concentration (20 mM Tris, pH 7.4). Cells were then incubated for 2 

to 24 h. After the time oflAPP treatment, cell viability was measured by means of the 

resazurin reduction assay (50 J..LM) and the activation of caspase 3/7 was measured by 

using the Caspase-Giow kit. Cell viability (in%) was calculated from the ratio of the 

fluorescence of the treated sample to the control ce lis (non-treated). Data (in %) of at 

)east 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 t-test and statistical difference (between hiAPP and D­

hlAPP) was establi shed at P < 0.05. Statistical analysis was performed using Prism 6.0 

software. 

Evaluation of intracellular calcium levet 

Intracellular calcium leve! assays were perfonned by seeding the INS-lE 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 !J.M Fluo-3AM (1 000:1:1 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 

leve! (in %) was ca lculated from the ratio of the fluorescence of the treated sample to 

the control cells (non-treated). Data (in %) of at !east 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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hiAPP 
0-hiAPP 
riAPP 
0-riAPP 

Helical domain () 

KCNTATCA TQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 
KCNTATCA TQRLANflVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 
KCNTATCATQRLANFLV RSSNN LGPV L PP TN VGSNTY 
KCNTATCATQRLANflV RSSNN LGPV L PP TNVGSNTY 

Figure Sl. Sequence of human IAPP (hiAPP) and its derivatives. Residues that differ 

from hlAPP are represented in red whereas D-enantiomeric residues are indicated in 

blue lower case. Ali peptides have a di sulfide bond between C2 and C7 and a C-a­

amidated C-terminus. 
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Figure S2. Representative transmission e lectron microscopy images of negatively 

stained hlAPP (a) and D-hlAPP (b) amyloid fibrils. Amyloid fibrils were formed after 

24 h. incubation at 25°C under quiescent condition at a concentration of 50 !J.M. Scale 

bar: 200 nm . 
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Figure S3: Distribution of height and length of hiAPP and D-hlAPP amyloid fibrils 

extracted from AFM images. Amyloid fi briis were assembled by incubating the peptide 

for 24 h. at 25°C under quiescent condition at a concentration of 50 J.lM. hlAPP amyloid 

fibrils have an average he ight of 3.43 ± 0.08 nm and an average of length of 0.42 ± 

0.19 J.lm . D-hlAPP amyloid fibrils have an average height of 3.75 ± 0.22 nm and an 

average of length of 0.88 ± 0.14 J.lm. 
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Figure S4. Incorporation of D-enantiomeric residues at positions 15 and 16 inhibits 

riAPP helical folding induced bytrifluoroethanol (TFE). a) CD spectra of25 J..l.M rlAPP 

(purple) and 25 J..l.M D-riAPP (orange) in Tris-HCI pH 7.4 (so lid !ines) and in presence 

of 15% TFE (dashed lines). b) TFE titration into riAPP (purple) and D-rlAPP (orange) 

measured by the ellipticity at 222 nm in presence of25 !lM peptide. 
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Figure S8: hlAPP and D-hiAPP bind anionic LUVs as observed by the flotation assay. 

hlAPP and D-hlAPP 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 sam pies were analyzed by SDS-PAGE and detected 

by silver stain ing. 
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Figure S9: Characterization of starting materials by dynamic light scattering. a) 

Dynamic light scattering ana lysis of fresh ly disso lved 50 11M hiAPP (red) and D­

hiAPP (grey) in 20 mM Tris, pH 7.4. b) Dynamic light scattering analysis of extruded 

DOPCIDOPG (7:3) large unilamellar vesicles in 20 mM Tris-HCI pH 7.4. c) Dynamic 

light scattering analysis of DOPCIDOPG (7 :3) large unilamellar vesicles in 20 mM 

Tris-HCI, 150 mM NaCI , pH 7.4 fi lled with 70 mM calcein. 
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Figure SlO. Destabilizing hlAPP helical segment potentiates the accelerating effect of 

sulfated GAGs on amyloid formation. a,b) Ki netics ofamyloid formation of 12.5 J..LM 

hiAPP (blue) and D-hiAPP (green) in presence of 1.25 J..LM heparin. The time axis of 

panel b) is expended 5-fold compared to the time axis of panel a) . c,d) CD spectra of 

hlAPP (blue) and D-hiAPP (green) in presence of heparin before (c) and after (d) 120 

minutes incubation. 
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Figure S12: Role of helical intermediates in riAPP-induced membrane leakage. a) 
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D-riAPP (orange) after 10 min and 5 h incubation. b) Kinetics of membrane leakage 
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pancreatic ~-cells . INS-1 cells were treated with riAPP (purple) and D-riAPP (orange) 
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CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Bien que plusieurs études se soient intéressées aux mécanismes de formation de fibres 

amyloïdes, les changements conformationels ayant lieu lors de la phase de latence, 

principalement la formation d ' une hélice-a et/ou d'une épingle-~, sont encore très 

controversés. L'hypothèse selon laquelle l' intermédiaire hélicoïdal serait important 

non seulement dans l' amyloïdogenèse 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 à l' impact de l' intermédiaire hélicoïdal 

sur l' amyloïdogenèse de I' IAPP en présence de différents milieux ainsi qu ' à son rôle 

dans le processus cytotoxique. Afin d ' y parvenir, nous avons développé des dérivés de 

1 ' IAPP ayant un ensemble conformationel restreint. Pour débuter, le but de 1 ' étude était 

de synthétiser un analogue ayant un domaine hélicoïdal stabilisé. Malheureusement, 

aucun dérivé ne répondait aux critères. Nous avons donc synthétisé des dérivés de 

I' IAPP humain (hlAPP) en y substituant consécutivement deux acides aminés par leurs 

énantiomères de conformation D dans le domaine hélicoïdal du peptide. Cette 

modification est connue pour déstabiliser la formation de 1 ' hélice-a et ce, sans modifier 

les propriétés physico-chimiques, telles que l' hydrophobicité et la charge nette du 

peptide. Panni les dérivés synthétisés et caractérisés, seul l' analogue [D-Phe 15
, D­

Leu 16] hiAPP (D-hlAPP) affichait les caractéristiques désirées. 
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hiAPP 

D-hiAPP 

Figure 4.1 

KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 

KCNTATCATQRLANflVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 

Séquence de l' 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 

ami dé. 

La caractérisation de cet analogue en milieu homogène fut forte intéressante . En effet, 

les analyses CD ont démontré que l' hlAPP 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-a, D-hlAPP 

conserve sa structure désordonnée alors que l' hlAPP adopte rapidement une 

conformation hélicoïdale. Ainsi , l' incorporation de deux acides aminés de 

conformation D en position 15 et 16 semble réduire drastiquement la capacité de 

1 ' IAPP à adopter une structure secondaire en hélice-a. 

Les analyses par AFM et par TEM des fibres amyloïdes matures de l' hiAPP et de son 

analogue montrent des morphologies différentes. En effet, les fibres de l' hlAPP sont 

beaucoup plus courtes que celles du D-hiAPP qui peuvent atteindre plus de 5 11m 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-~. De plus, les fibres matures des deux peptides ont la 

capacité de nucléer le processus de formation de fibres amyloïdes de l' hiAPP et ce, de 

la même façon. Ceci suggère 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 espèces intermédiaires de la phase de latence. La 

principale di fférence moléculaire entre les deux peptides est la chiralité au niveau des 



83 

résidus Phe 15 et Leu 16. Or, ils se retrouvent sur un des deux brins-~ intramoléculaires 

de I'IAPP sous forme de fibre amyloïde. Il semblerait donc que ce changement 

d' orientation des chaînes latérales entraîne une augmentation de l'affinité des 

monomères compétents pour les protofibrilles lors de la phase d'élongation. 

La cinétique d' agrégation du D-hiAPP, déterminée par l'augmentation de la 

fluorescence de la ThT, est fortement similaire à celle de l'hiAPP, avec des T so et des 

phases de latence presque identiques. Il a également été observé que la similitude entre 

les T 5o se perpétuait avec une hausse de la concentration peptidique. Ceci suggère que 

les deux peptides ont des espèces intermédiaires peuplant la phase de décalage 

semblables et utiliseraient une même cascade amyloïdogénique. Afin de répondre à 

cette hypothèse, une expérience de co-assemblage a été effectuée. Lorsque l' hlAPP et 

le D-hiAPP étaient mélangés à 6.25 11M, la courbe d ' agrégation résultante était 

additive, soit équivalente à une courbe de 12.5 11M. De plus, l' analyse par AFM des 

fibres matures provenant de ce co-assemblage était identique à celles du D-hlAPP seul. 

Ainsi , il semblerait que les deux peptides possèdent des espèces intermédiaires 

semblables et que ceux-ci ont la capacité d' interagir ensemble dans la formation de 

fibres amyloïdes, probablement par une même cascade amyloïdogénique. Toutes ces 

observations semblent démontrer que l' absence de l' hélice-a ne modifie pas le 

processus de formation de fibres amyloïdes de l' hiAPP en milieu homogène et que cet 

intermédiaire hélicoïdal serait une espèce « off-pathway ». 

En présence de biomolécules retrouvées au niveau de la membrane plasmique, telles 

que les bicouches lipidiques et les GAGs sulfatés, l' hiAPP adopte tout d' abord une 

hélice-a pour ensuite exposer une structure riche en feuillets-~ , caractéristique des 

fibres amyloïdes. Au contraire, le D-hiAPP passe directement d' une structure 

désordonnée à un feuillet-~. De plus, le processus amyloïdogénique est accéléré lorsque 

l' hiAPP est incubé en présence de liposomes de DOPC/DOPG (7 :3) et/ou d' héparine. 

Toutefois, la phase de latence du D-hlAPP est presque inexistante au contact de ces 
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biomolécules. Ainsi , l' inhibition de la formation de l' intermédiaire hélicoïdal accélère 

la formation de fibres amyloïdes en milieu hétérogène, suggérant une fois de plus une 

espèce « off-pathway ». 

Plusieurs études se sont également intéressées à 1' impact des changements 

conformationnels sur l' intégrité membranaire. En effet, le groupe de recherche de 

Ramamoorthy a démontré que le fragment 1- 19 de l' hlAPP, fragment principalement 

hélicoïdal, semble induire une perturbation membranaire équivalente au peptide 

complet (Brender et al. , 2008). Au contraire, l' hlAPP2o-29 n' induirait que peu de 

perturbation membranaire, du moins avant l' enclenchement du processus 

amyloïdogénique, suggérant que la formation de 1 ' 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 

l' hlAPP et son analogue contraint. Ceci consiste en l' encapsulation d ' un fluorophore à 

très haute concentration dans des 1 iposomes, occasionnant une inhibition de sa 

fluorescence. Lorsqu'il y a formation de pores à la membrane, le fluorophore est libéré 

et sa fluorescence est restaurée. Après 10 minutes et après 5 heures d ' incubation , 

l' hlAPP et le D-hlAPP induisent une perturbation membranaire semblable de façon 

concentration dépendante. Or, lorsque la cinétique de perturbation membranaire est 

suivie, deux hausses de fluorescence sont observées pour l' hiAPP. De façon 

intéressante, la deuxième élévation de fluorescence correspond avec celle de la phase 

d'élongation de la cinétique d ' agrégation du peptide. Ce même résultat avait déjà été 

rapporté lors d ' une étude précédente (Engel et al. , 2008; Cao et al. , 20 13). Ceci suggère 

que la première phase de la perturbation membranaire serait due aux dépôts et aux 

interactions entre le peptide et la membrane alors que le moment critique de la 

perturbation membranaire serait causé par l' élongation des fibres amyloïdes sur la 

membrane. L ' analogue, quant à lui , ne possède 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 

amyloïdogénique plutôt que par la formation d ' une hélice-a. 

Chez les patients atteints de diabète de type II, une dégénérescence cellulaire 

colocalisée avec les fibres amyloïdes d' IAPP a été répertoriée. Ainsi , des traitements 

au hlAPP et au D-hlAPP appliqués sur des cellules P-pancréatiques (INS-IE) ont 

montré une toxicité concentration dépendante pour les deux peptides. Par contre, les 

effets de l' analogue conformationnellement restreint sont plus sévères. Étonnamment, 

le D-hlAPP induit la m01t cellulaire plus rapidement que de l' hlAPP. Alors qu ' après 

quatre heures 1 ' hlAPP est non-toxique pour les cellules, le D-hlAPP cause 20% de mort 

cellulaire et ce phénomène 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, 

l' 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 l' activation de la 

cascade apoptotique menée par les caspases 3/7 après seulement 4 heures, alors qu ' une 

induction significative n' est apparante qu ' après 12 heures pour l' hlAPP. Des résultats 

similaires ont été obtenus pour le niveau de calcium intracellulaire, une des principales 

caractéristiques de l' induction de l'apoptose . Ainsi , l' intermédiaire hélicoïdal ne 

causerait pas de toxicité cellulaire par son insertion dans la membrane plasmique mais 

semble plutôt ralentir le processus cytotoxique. 

La communauté scientifique admet généralement que les espèces préfibrillaires 

retrouvées lors de la phase de latence sont beaucoup plus susceptibles d ' induire la 

dégénérescence cellulaire que les fibres amyloïdes matures. Lorsque l' hlAPP est en 

présence de membranes modèles de DOPC/DOPG, il présente une phase de latence 

bien définie d' environ une heure et induit une perturbation membranaire au même 

moment. Toutefois, l' étude du D-hlAPP montre une phase de latence très courte et une 

perturbation membranaire tout aussi rapide. Également, le caractère cytotoxique du D­

hlAPP est beaucoup plus fort que celui du hlAPP. Or, une formation de fibres 
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amyloïdes rapide mène à l' obtention des espèces non cytotoxiques rapidement et la 

dégénérescence cellulaire devrait donc être moindre. C'est du moins ce qui a été 

observé lors de nos premières études avec les GAGs (Annexe A). L' ajout de GAGs 

solubles à l' hlAPP menait à l' obtention rapide d ' espèces positives au ThT et à une 

faible cytotoxicité. Ainsi , il est à se demander si la notion d 'espèces cytotoxiques est 

toujours valable et si ce ne serait simplement pas le processus de formation de fibres 

amyloïdes lui-même qui est la cause de cette mort cellulaire. Ceci expliquerait les 

résultats de perturbation membranaire et le délai des effets cytotoxiques de l' hlAPP 

comparativement au D-hiAPP qui induit ces processus plus rapidement. Par ailleurs, 

d ' autres groupes de recherche ont exposé cette hypothèse suivant leurs travaux sur A~ 

(Wogulis et al. , 2005 ; Jan et al. , 2011) . En effet, il a été rapporté que A~ 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 

A~, soit les conditions d'amyloïdogenèse par polymérisation nucléation-dépendante, 

doivent être présentes. Les mêmes conclusions ont été portées suite à des essais de 

toxicité des différentes formes de A~ (Jan et al. , 2011 ). Les isolats de monomères, de 

protofibrilles et de fibres matures n' induisaient aucune toxicité alors que l' ajout de 

monomères aux mêmes fractions restaurait la formation de fibres amyloïdes et leur 

toxicité. Ainsi , le processus de formation de fibres amyloïdes pourrait potentiellement 

être une plus grande menace que les oligomères préfibrillaires. 

Il est fort intéressant d ' observer la différence des résultats obtenus en milieu homogène 

et en milieu hétérogène. En effet, en solution homogène, l' hiAPP et le D-hlAPP 

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 diffèrent. En effet, la 

cinétique d ' agrégation du D-hJAPP devient alors beaucoup plus rapide que celle de 

l' hiAPP et des changements conformationnels différents se produisent. Il semblerait 

donc que l' 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 complètes et plus justes, la 

présence de conditions physiologiques plus complexes semblerait être une approche 

plus appropriée pour l'étude in vitro des systèmes biologiques. 

Chez les patients atteints de diabète de type Il, la dégénérescence cellulaire est un 

évènement critique puisqu ' il mène à la perte de masse de cellules ~-pancréatiques . 

L' IAPP aurait un rôle dans cette mort cellulaire. Cependant, le mécanisme utilisé est 

encore inconnu. Il a été observé de nombreuses fois que I' IAPP induisait des 

changements morphologiques au niveau de la membrane plasmique, que ce soit une 

perturbation membranaire ou un bourgeonnement. C'est pourquoi l' utilisation de 

l' essai de perturbation membranaire est essentielle. Il a non seulement permis de 

confirmer l' induction de perturbation membranaire par notre peptide, mais a également 

permis de compléter l'étude comparative avec son dérivé. D 'autres groupes de 

recherche, sceptiques de leurs résultats biophysiques par l'utilisation de membranes 

modèles, ont effectué les mêmes essais dans différents systèmes; des membranes 

modèles de POPG, des membranes dérivées de synaptosomes et un modèle cellulaire 

(Fauvet et al. , 2012). Dans les trois cas, le résultat était similaire, suggérant que, bien 

qu ' imparfaits, les systèmes biophysiques sont des approches valables. 

Finalement, cette étude suggère grandement que l ' intermédiaire hélicoïdal retrouvé au 

niveau des premiers instants de l' amyloïdogenèse est une espèce « ojj-pathway ». Bien 

que l' hypothèse où une deuxième voie de formation de fibres amyloïdes impliquant 

cette conformation secondaire ne soit pas exclue, il est probable que la stabilisation de 

l' hélice mène à une inhibition du processus amyloïdogénique. De ce fait, le 

développement de petites molécules organiques capables de lier et de stabiliser le 

domaine hélicoïdal de l' IAPP apparaît comme une approche prometteuse pour inhiber 

l' autoassemblage. Lors d' une étude précédente en collaboration avec le Professeur Pat 
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Forgione de l' Université Concordia, nous avons utilisé des thiophènes comportants 

différentes substitutions afin d ' étudier l' impact de l' hélice-a (Annexe B). Parmi les 

molécules étudiées, deux ont été retenues pour leur caractéristiques intéressantes. La 

première, appelée 21 , ralentissait la formation de fibres amyloïdes, mais n ' avait aucun 

impact significatif sur la cytotoxicité du peptide. Au contraire, la molécule 9a accélérait 

1 ' amyloïdogenèse de 1 ' IAPP tout en protégeant les cellules ~-pancréatiques contre les 

effets néfastes du peptide . Cependant, nos études n' ont pu déterminer le mode d ' action 

de ces molécules. 

s 

CN COOH 

CN COOH 

21 9a 

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



CHAPITRE V 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Ainsi , un analogue de l' hiAPP ayant un domaine hélicoïdal déstabilisé a été développé 

et a permis l' étude du rôle de l' intermédiaire hélicoïdal dans le processus de formation 

de fibres amyloïdes. L' analogue D-hiAPP a la capacité d ' induire le processus 

amyloïdogénique autant en milieu homogène qu ' en présence de GAGs et de 

membranes modèles. Les deux peptides ont également la capacité d' induire une 

perturbation membranaire de façon concentration dépendante qui corrèle avec leur 

cinétique amyloïdogénique. De plus, bien qu ' il ait l ' incapacité d ' adopter une hélice-a 

transitoire, D-hiAPP accentue et accélère les effets cytotoxiques et pro-apoptotiques 

sur les cellules ~-pancréatiques . Il semblerait donc que la formation d ' une hélice-a dans 

les premiers moments du processus amyloïdogénique ne soit pas indispensable à la 

formation de fibres amyloïdes et au caractère cytotoxique de I' IAPP. Bien qu ' une 

deux ième voie d ' amyloïdogenèse impliquant l' intermédiaire hélicoïdal ne soit pas 

écartée, il s' agirait d ' une espèce « off-pathway ». Sa stabilisation mènerait 

probablement à l' inhibition de la formation de fibres amyloïdes. Il s ' agirait donc d ' une 

bonne avenue d ' approches thérapeutiques. Ainsi , en stabilisant l' hélice-a à l' aide de 

modifications intramoléculaires ou encore grâce à l' 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 ~-pancréatiques. 

Lors de futures études, i 1 serait intéressant de synthétiser un analogue de 1 ' IAPP ayant 

un domaine hélicoïdal stabilisé par une liaison covalente, comme un pont lactame, ou 
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électrostatique avec l' a ide d' une petite molécule. Il serait alors possible d ' étudier 

l' impact de cet intermédia ire dans l'amyloïdogenèse et la cytotoxic ité de I' IAPP. De 

plus, l' incorporation d ' un marqueur fl uorescent sur l' hlAPP et le 0-hiAPP permettrait 

d ' étudi er leurs comportements en milieu ce llul aire par microscopie à fluo rescence. Il 

sera it intéressant d ' observer l' impact de l' inhibition de la formati on de l' hé li ce -a sur 

leur parcours au travers la cellule, leurs lieux de dépôt et, s i possibl e, leur(s) 

mécani sme(s) de perturbation membrana ire. 
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ABSTRACT: 
Glrcosa.minogl)'cans (GAGs) are fmmd in association 

with virtually al/ extracellu/ar protein depasits rclau.d to 

nmy/oid diseases. Parti ru/arly, GAGs were s/zown to 

erzhancc fibrillogenesis of the islet amyloid polypeptide 

(JAPP), a peptide lzormone w/zose aggregation is associ­

ated witl: 'I)•pe-ll diabetes pathogenesis. Howevcr, the 

<'X/Ut moleJ.·ttiar me.clzanL<m by which CAO; L~tlzance 

!!\PP amyloidogmesis remains zmclear as weil as the 

implications of cel/ surj(~ee GA.Gs in LI!.PP-m.ec/inted cyto­

toxiciry. The aim oj" tlzis sfluiy was ro gain ccmformaricmal 

and thcrmodr11amics imights about GAGs-lAPP in tenu­

tians as a fonction of I:U>J> protonati011 state anJ buffcr 

ionie strengtlz as weil <~s ro explore tlze role.> of cel/ surface 

GAO; in LI!.J>P cyrotoxiciry. Jsothennal titrarion calorimr­

try revealr.d rhat protonation ofre.;iàue His' 8 increases 

tlze hiTIJing •1ffiT1ity of IAPP townrds heparin aTld, in 

t um, strongly stimula te. fiùrillogenesis. Interaction of 

IAPP witlz htpmin induce.> a random coi/10 helix confur­

matio11al com•er.<ion and tlze heliL'nl inœrrnediares could 

be on-patlzway to nmyloid fibrils fonnation. ll.<i11g mt 

beta-œ/L; JNS-1 that were cmymotimlly tre.>ted witlz 

GAG lyases mtd a CHO ce/1/im' thatis tlcfici<mtin tlze 

biosyntlzesis of GAGs, we observed t:lzat tlze lack of GAGs 

ar tlze plasmr~ membrane doe.< not pre vent IAPP-induced 

toxicit)\ wlzcrens tlzc prese11ce of soluble lzeparin in the 

cel/ media ·inhibits IAPP cytotoxicity. Owa·a/1, this .<tudy 

Qona pmdttiCt !t~. t>r. !iuv(' Bo~ur.:w.h , tTni\.'('n;ité du QuéLe.." i Monné.d. CJ>. 
688 8, S:.,c...-u rslle Ceotre··Ville, Montréal. Qt1ébe.: H3C Jra. Cun.1.J:t; e·mail: 
bourg:tulU:teY~uqlm.ca 

C)2013 Wilt-:O P~iodi....ili. Lnc. 

ninf'orce.\ the postula te tlwt Milf'ated GAGs are actively 

implicated i11 IAPP amyloidogmic proce.<s in vivo, wherc 

they could play a pmtective rote by interacting witlz cyro­

lxlxic species and converting them into less cu/prit amy­

laid jibrils. © 2013 \>Vi ley Periodica/.;, !ne. Biopolpucrs 

(Pept Sri ) 100: 645-655, 2013. 

KPyword.l: islet amyloid polypeptide; amyloid; glycos­

aminogiycall; conformation; pancrentic beta-cells 

'Tiri.< article was original/y p11blis/zed Œlinr as an accepted pre­
prùzr. Tlze '· Pllbiislzed 011lirze" date corre;]>oruis fo the preprint 
vcrsiOiz. lo11 am requesr 11 copy of' rl:e pnprint· by emcùlùzg 
the Biopol)'mers L•ditori<ll oifice ac ùiopolynzers@l<iley.com 

INTRODUCTION 
rotein aggregation and amyloid deposition are as.so 
ciated wit h numerous human diseases, in lud ing 
Al71>eimer's disease, Type-JI diabetes tDM-2) as weJI 
as the transthyretin (TTR) and the light chain amy­
loidoses. 1 These protein m isfolding disordcrs differ 

by the identity of the protein that accumula! es into .insoluble 

nggregates and by the rissue(s) aftlicted by the deposition­

nssociated degencration? More than 30 human proteins 

sharing no primary seq uence or structu ral homology are 

known as precursors of arnyloid li briis. Nonetbel~ss, amyloid 

deposits shnl'e comrn n stru tura!, chemical, and biological 

features, su has an extensive cross-{J-sheet quaternary struc­

ture, the ability to bind sele<.tively thiotlavin T (ThT) and 

Congo Red dyes and the association with not>.fibr illar mole­

cules, induding the berum amy! id P component. apolipo ­

protein E, lipids, and sulfated glycosam inoglycans (GAGs).' 

Particular ly, GAGs, which are long unbranchcd polysaccha · 

rides prcvaJeu1 in the extrace.llular mat rix and at the œ il sur­

fuce, are vin unUy assodnted to aU amyloid dcposits,l 

PeptideSctenœ Volume 1 00 1 Number 6 645 
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inducling those from rrn; P-amyloid peptide (Ap),5 and islel 

amyloid polypeptide (1APP).6 Besicles, S<."VCral in vitro studies 

have shown thal sulfated GAGs ~cœlerate the ag_<;regation of 

amyloidogenic polypeptides, induding natively globular pro­

teins sn h as rrre and fJ2 .. mi roglobulin8 as weil os intrinsi­

cally dLrordered peptide. , sncb as A{J,9 ge~ olin fr:1gJnenLs 10 and 

lAPP." Mechanistic investigations have suggested thal sulfuted 

GAGs, pruticularly heparan su.lfute (l-IS) and its highly-sulfated 

deJivntive hep:uin, accderate am}i oidogenesis by a scaffold­

based mechanisrn. in which the monome•ic precursors12 and/ 

or the oli!:(omeric species7 interdct clectro,1 atically with the sul ­

fute moit>ties of the polysaccharides. increasing local concentra· 

tians and promoting fibril li7.lltion. Recently, il bas becn shawn 

t.hat HS induces the rapid conversion of hu man mus le acyl­

phosphatase into oligomers upon the biuding of the mono­

meric protein to sulfated domain of HS. 0 ln addi tion, it bas 

been reported that GAGs accelemte the r:mdom -coil-to -/1-sheet 

confonuation:ù transition of natively unfulded polypeptides, 

sucb as gelsolin14 and A/1,9 ahbough this structural modifica ­

tion i most like!y rclated ta the aggregation pro es rather 

tltaJl la a conformational bange of tite monomeri pepûde. 

Sn.rpti~ingly, a.lthough sulfd tcd GAGs are well-known la a cel­

emte the fibrillogen.esis of intriŒic.Uty disordered amyloido­

genic peptides, such as Afl and lAPP, data conccming the 

efiects of GAGs on the wnfonuational transition o(the mono­

meric and/or the earl y oligorneric species are stiJl sparse. 
IAPP (K1 Cl'-.'TATCATQR 11 LANFLVH 18SSN NFGNLSSTNV 

GSNJY37
) is a naûvel.y disordcred 37 -residue peptidi hor­

mone thut is co ~,1thesized, wpackaged , and cosecre ted with 
insulin in a molar rntio of 1:100 by pancreatic islct fJ-cclls. 15 

The limctions of l.t\PP are not lcarly understood although it is 
known thal LI>J'P. in its so luble fonu, acts as a glucomodula ­
tory hormone thal inhibits glucose uptakc aJ td glucose-stimu­
lated insulin sea·etion." Particularly, lAPP is an unusual 
aggregation-prone pept·ide that furms amyloid ftbrils in the 

islets of Lmgerhans ofDM-2 sub,iects. The presence of protein 
deposition correlaks dosely with the duration and the severity 
of the disease. The muylo idogenic process observed in the pan­
LTeas is bel.ieved to acce.lerdlc the pathogen"'ib of DM-2 by ek 
acerbating /1- ell dcgencJ·ation and, therefore, uJtimately 
compromising insulin sea-et ion.' 6 ln ttct, when applied to 
prutcreatic P-ce.Us in culture, lAPP induces cel] deaù117 by 
rnechauis ms thal are ,til] not :learly understood. lAPP rnrely 
deposit in the pancreas of nom1al individuals, although it is 
e>.lJressed in nondiabetic snbjects at concentration sufficientl)' 
high to fum1 amyloid fibri ls. This sugge.5ts Ùtal otl1cr .fuctors 
su ch as GAGs, lipids, oxidat ive stress. or deficiency of P-cell 
proteo,tasis nt.1work wuld trigger lAPP amyloidogenesis in 
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diabetic patients. Sü1ce the original work of Castillo et al,ll a 
few other mechanisti st udies have focused on the effects of 
sulfutt:d GAGs on IAP.P 1 s. 1 ~ and Pro-JAPP20

•
21 amyloidogene­

sis. These studies have highligbt.ed the in1portance of the pal)'­
rneric and anionic nature of heparin io the au:elerating effects 
on lAI-'P fibrillogenesis19 and have shawn tbat the heparin 
binding site i pJincipaU.y located within the posit:ively chargt.'<l 
N -terminal domain of JAPP19 and proiAPP.21 1 nterestingly, 
Wang et al. bave receutly reported thal GAGs can induce the 
formation of amyloid fibrils from wc.l.l-known nonamyloido­
genic vatiants of !APP, such as the l26P-fAPP and the [N­
MeGJyll, N-Me-lle"l jJAPP. 18 Moreover, short heparin trdg­

ments, from 2 to 8 saccharide units, were eftîcienl to protecl 
MlN6 mouse pancreatic ecUs from lAPP-induced cytotoxicity, 
although the disaccharide dp2 had no effect on IAPP aggreg-•­
tion.'~ 9 Nonetheless, severa! major issues regarding tl1e mecha­
nisms of action of sulfuted GAGs in lAPP arnyloidogenesis and 
cytotoxicity are st ill wlknown, induding the conformational 
and thennodynamics ab-peLis of lAPP binding to bepaJin as 
weil a.> the roles of the GAGs lo ated at the cell surface in 
IAPP-indu ed toxicity. 

ln the present study, we bave itùtially investig:rted the elfects 
of hepa~in, employed as a mode! of the sullâted regions of HS, 
on IAPP arnyJoid fibril formation as a function of the protona ­
tion state of residue J-lLç18

• ln addit·ion. we have studied the 
interactions betwt.'Cn IAPP and heparin by circular dichroism 
( D) spectroscap)' and by isothermal titration calorimetry 
(lT ) al pl-I 5.5 and 7.4. Our results dc.monstrate that prolona­
tion of the imida7.0lc moicty of He 18 su-ongly .i.ncreascs the 
binding affinity of IAPP towards heparin, allowing the anJyloi ­
dogenic proœss ta occur efficiently at a pH that is usually 
unfuvorable ta lAPP amyloid fibril formation. Moreover, we 
have observed thal the binding of lAPP la heparin induces the 
transicnt f01mation of helical intermediatcs, which could be on­
pathv.·ay la amyloid fibrils. Herein. we have also shawn thal the 
Jack of GAGs on tite outer lace of the plasma membrane does 
not prevent JAPP toxicity, whereas the presence of soluble hepa ­
tin in the culture media suppresses the cytotoxicity of L>\PP. 

RESULTS 

Effcct ofHcparin on lAPP Fibrillogencsis 
The effecl of tl1e protonat ion state of lAPP on sulfuted GAGs­
a celerated amyloidogenesis ,.,.ds initially inv"'iigated. Depend­
ing on the prolonation state of the N-terrninal amine function , 
!A.PP d isplayed 2 or 3 positive charges at pH of 7.4 (lys1

, 

Argll) and no negative charge, as the tenuinus is arnidated 
and JAPP ha.~ no neg,i'lively charged rcsidue. ln conl.rast, at pH 

5.5, lAPP am-ied a total net charge of +4, owing to the proto· 
nation of His' "- Ta monitor the kinetics of amyloid fibril 

Biopalymcrs 1 ?eprit!• Sâcncc) 
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io nuation, we employed the Huoresœnt dye thiotlavine T 
(ThT), which exhibits a strong increase of its fluorescence 
quantwu yield upon its binrling to cross -P-sheet quatem ary 
structure.24 When 25 ftM lAPP was inçubated quiesœntlr at 
pli 5.5 (20 mj\<f MES), no in reasc of ThT fluoresœnce was 
observed (Figure lA). suggesting that JAPP is poorly amyloi­
dogenic in these condi'tion. ln contras!, at pH 7.•J. (20 mM 
T1is) lAJ' P aggregated with a weU-defmed !ag-phase, during 
wh i h TltT-negative species most.ly populate,25 foUowed by an 
el.ongat.ion phase o t: the amyloids and a plateau \Figure lB . 
'J1te addition of heparin (2.5 and 0.625 ~M) vi.rtuaU )' climi­
JhTted the lag phase. increased dra.<.1icaUy the rate of ftbril 
growth and led to a higher ThT fluor• ence at the end of the 
e>.lJeri ment al both pli 5.5 and 7.4 (Figures lA and lB). Hepa­
tin used in t his study has a molecular weight of 17 :::: 2 kDa 
( 4{5.-58 monosacchmide un.its) and an average of 1.6-3 sulfate 
groups per disaccharide repeat wüt. lt has been previously 

obscrved by t ransrnission el.ectron microscopy ITEM) thal the 
presence of sulfutcd GAGs in the aggrcgation mixtllre stirnu­
lates the formation of longer fibrils of prolAPP1_48.'"

0 More­
over, lAPP Jibril grown in presence of long heparin fragment• 
have appcared to be qualitativcly more abundant and longer as 
compnred to lAPP fibrils prepnred in absence of sul~1ted 
GAGs. 19 Th esc previous studies snggestthat a lnrger amount of 
amyloid are t'onued in presence of 0.1 and 0.025 equivalent 
heparin and thal these arnyloid fibrils can also be better 

defined and longer. lt is worth mentiOJl ing that the ThT fl uo­
rescence signal oî the sarnplcs containing 2.5 and 0.625 ~M 
hepari n al pH 7.4 \Figure lB) were trw1cated after 10 h as the 
signal tll!ted to be VeJT chaotic, most likely bec•use large 
aggregates stm1 to sediment, interfering with t he tl uorescenœ 
rne:t .<.u .rc.ment. Surprisingly, al a molar ratio of 1:100 (heparin:­
lAPP), hepari n partiaUy inhibited lAPP aggregation at pl-I 7.-l. 

as revealed by the inO'ease of the lag phase and the signilicant 
decJ·ease of the rate of amyloid fibril groMh (I'igW'e lB). Addi ­
tion of 0.25 ~M heparin into the aggreg-• tion münure at pH 
5.5 did not enhance !1\PP nrnyloidogencsis (Figure lA). Takcn 
together, these resuiLs confinn that heparin potently accelera tes 
fibrilloge~1esi s, even in condi6on (pH 5.5) thal does no l effi .. 
ientl y 3.llow the fo rmation of amyloid fi briis fro m hornoge­

nous IAPP solution. 
Sin ce the bù1ding of amyloidogenic polypeptides to sulfuted 

GAG is mainlr mediated t hrough electrostatic inter• tions/ ·10 

the proag_~regating effed of heparin in presence of ISO mM 
NaO was nnalyzed. As the ionie strength was increased, lAPP 
amyloidogenc.<is, in absence of heparin, was signiJica.n ùy 
stirnulated, at both studied pH. At pH 5.5. a lag phase of 
aro und 10 b WdS observed (Figure 2A), where-ds at pH 7.4, the 
Iso, i.e., the t irne required for t he 'J11 T signal to reach half oi its 
maximal value, "'"s deo·cased to Jess than 5 h (Figure 2B). 
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'FIGURE 1 Effect of heparin on IAPP kinetics o f amr loid fibril 
formation monitored bt•ThT Auorescence. IAPP (25 ~M) was incu­
bated in (A) 20 m M l'viES, p H 5.5, or in (B) 20 mM Tris, pH 7.4, al 
25°C wiùtoul agitation in ùw absence(+ , blue) or in the presence 
of 2.5 tu\/ <•. red), 0.625 ~M (.A. , green), or 0.25 tlM ( • , purple) 
heparin. ThT floresœnœ (40 ~M) was measured every 10 min over 
the courst of 20 h, willt exci tation at 440 nm and emission <Il 

48- nm. 

Aga in, ThT lluorescence signal of t he samples containing 2.5 
and 0.625 ft M heparin at pH 5.5 (Figure 2A) were truncated 
after 10 b as 1 he signal star ted to be very chao tic. Th esc rerul t.s 
are in agreement with the recent work of Marek et aL,:!:! which 
shows tha·t !APP fibrillogenesi is stronglr depende~tl on ionie 
strength, wit.lt increasùtg con entration oi NaCI leading to a 
reduction of t he b g phase. They ascribed the accelemting effect 
at i ni strcngths of 110 lo 410 rru\::f to a convolution of direct 
anion binding and d cctrostatic screening.» The stimulating 

cffect of heparin on IAPP amyloidogcncsis "'"s also observed 
in presence of 150 m.M Na 1 at both studied pH. A very sho11 
lag phase, an increasing rn le of 1 he gro.,.1h pha. e and a higher 
final 'ThT fl uore cence signal were deteC!ed i11 presence of 
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FIGURE 2 Effect of ionie strength on heparin-accclerated IAPP 
"myloid fibril form>ltion. IAPP (25 p.lvi) was inwbated in (A) 20 
mM MES, ! 50 nu'\'JNaCI, pH 5.5, or in (B) 20 mM Tris, 150 mM 
NaCI pH 7.4, at _s•c without agitation in the absence(+ , blue) or 
in rhe presence of 2.5 ~tM <•. red) or 0.625 f' lvl (.&, green) heparin. 
TI1f tloresœnce ( 40 pM) was measured every lO min over the 
course of 20 h) with cxdLation at440 run ::md emission m 485 n.m. 

2.5 a11d 0.625 f,t.Mhepnrin (Figures 2A and 2!3). ln contras! to 
agJ,rrcgation kinetics perform(.>à in low ionie strength .. an appa­
rent !ag-phase of -30 min was observed. 'I11is dissimilarity 

suggests thot hinding of mouorneric !APP to hcpmi n is signifi­

amtly weaker at highcr salt concentration, slo\\ing clown the 

fom>ation of ThT-positive qualemary species, an avenue that 

we addressed herein hy !TC. 

Effect of Heparin on lAPP ConformaüonaJ Ensemble 
Conforrnat:ional cbang<:s of l.APP induced by its intera~iion 

with heparin were investigated by CD spectroscop)'· Ibe CD 

spectra of monorneric lAPP (25 }lA-0 that had bee.n solubilized 

in eitber '.Ii-is (pH 7.4) or MES (pH 5.5) (approximated dead 

tinw of l.O s) were mai.nly ch ara teristic of a mndom coil 
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conformotion with a single minimum around 200 nm (Figures 

3A and 3B). This resull is consistent with the natively disor · 

dered structure of monom eric IAPP in aqueous solution.26 In 

presence of 0.1 eq. heparin, IAPP di splayed CD spectra with 

two minima at around 208 and 222 nm and a maximum nt 

around 195 nm, suggesting thal bi.nding of IAPP to heparin 

.induces the formation of a helical conformation. At a 1:40 

molar ratio (heparin:'LA.PP), CD spectrum at pH 7.4 (Figure 

3ll) wa' pa1iially charactcristic of a P-sheet confonnation, 

although the mirùmum was red shifted in comparison to dns­
sical /1-sheet secondary str ucture. Aftcr 16 h incubation at 

25°C, CD sp&.'i:ra were co!Jected again. IAPP at pH 5.5 and in 

absence of hcparin st:ill. mainly adopred an unstructured con­
fonuation (Figw·e 3C), in agreement with the ThT-negative 

signal (Figure lA). ln contra,t, !APP al pH 7.4 showed a (]) 

spectmm charactedstic of a P-sheet rich stmcture (Figw·e 3D), 
consistent with the ThT-positive signal. observcd at the end of 

the elongation phase (Figure lB). ln presence of 2.5 }11\1 hepa · 

rin, CD spect ra taken after 16 h incubation revealed mainly a 

/1-sheet struct ure displaying a minimwn arorntd 216 IUtl. 

Nonetheless, the bread minimwu between 212 and 220 run as 

wdl. as the strong po,itive signal at aro und 195 mn suggest 

overlapping of a-belicaJ cont:ributions. At pH 5.5 and at a 
molar ratio of 1:40 (heparin:IAPP). the CD signal before (Oh) 

and after (16 h) incubation "'"s unclear and weak. 11us could 

be rdated to Jight scattering caused by the fa;i aggregation 

and/or precipitation of IAPP-h~'Parin complexes, as to tal 

charge ncutralization could be approximalcly obtained at this 
molar ratio. Ovemll, our CD investigation reve-ded tbat L-\PP 

bindingto hcparin induces a randorn coil to a·he.lix confmma­

tional transition and this helicd intennediate could be on­

pathway to the formation of fl -sheel rich species observed aftc::r 
!6 h incubation. 

Bind.ing of IAPP to Heparin Studied by lsothermaJ 
TitTation CaiOTimetry 
\Ve then used !TC tc get sorne insights about t he themlody­

n amics of IAPP binding to heparin a~ a function of pH and 

ionie strength. Figure 4A, top panel, shows a representative caJ . 
OJimetric heat flow trace obtained by the titration of IAPP 

with hcparin at 25°C ut pH 5.5. IAPP solution (50 fLM) was 

filled in the calorimeter cell and 10 IJ] of heparin solution (15 

}lM) were injected every 10 min. The downward direction of 

the tîtration peaks indicated that binding of IAPP to heparin is 
an exothermic reaction at 25"C. TI1e reacllort hents represented 

in tbe lower panel weTe obtained by integrating t he titration 

peaks and were COITected tor the hcat:s of dilution of heparin 

into the corresponding buffer. The heats measured in the tint 

injections were relatively constant, since the whole injected 

Biopolymer; (P.'Ptidc Sciwce) 
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FIGURE 3 Far UV cin:ular dichroism spectr• of IAPP. CD spectra of25 Jll'vflAPP (+ ,blue) in ab­
sene~ or in presence of2.5 JL\f ( .A. . green) or 0.625 J.tM( • , n•d) heparin in 20 mM~-!ES . pH 5.5 (A, 
C) or in 20 mM Tris, pH 7. -l (B. 0) at 25°C. (A) and (B) were takcn immediatcly nf1 er solnbilizing 
monomrrized-lyophylized IAPP (dead time of 10 s) wheroas (C) and (D) wcre takcn after 16 h. 
incubation at25°C without agitation. 

heparin (1.5 nmol per injection, e.~cept for a 0.3 nmol initi al 

injection) was bound 1o lA.PP, as the pept·ide was m uch in 

exce ver the GAG. A.s the concentration of heparin in the 

calorim eter œil in creased, the proportion of w1bow1d IAPP 

decreased and the beats of reaction bccame smaller. TI1e inte­

grated peaks were fit to a mode! of independent identical. bind­

ing si tes, where IAPP was considercd a~ the lig"nd. ln the 

experirnen1 petformed at pH 5.5, the thennodynamics param­

eters obtained were an enthalpy of ôHIA?e "' -4.3 k<:aL'mol 

and an cntmpy of ,~Su,PP "" 16.9 k cal/moVdcg. TI1is suggests 
that binding is predornin~ntly enthalpy-driven, most likely 

through electro tatic interactions. whercas the contribution of 

entropy is m odest. The ob1ained binding constant (K) of 7.08 

X 106 M 1 corresponded 10 a disso iation constant in the low 

micromol.ar range (0.1-0.2 JlM), uggestîng high affinity of 

lAPP to heparin at pH 5.5. These tbermodynamics and 

Biopolymas (P,1>tidc Science) 

kinetics parameters should be interpreted wi th care, as severa! 

proœsses, su.ch as confonnatirmal tmnsition and changes in 

the JAPP:heparin molar rntio due to aggregation, were W1der­

way in the course of the JTC assay. The binding stoicbiornetry 

(s) was cvuluated at 32.9, providing an appro.ximat i.on of1he 

number of JAPP molecules bound per heparin, based on an 

average molccular weight of J 7 kDa tè>r heparin. 

When ITC experiment was pe1f01med at pH 7.4, the 

observed binding affuùty of heparin to IAPP decrcased dr•sti­

cally (Figu.re 4B) . TI1c binding con~ant (K ) is <:<3.63 X JO' 
M 1

, indicating a 20-f< Id reduction in the hinding affinity oi 

lAPP for heparin at pH 7.4 as compared to pH 5.5. Particn­

larly, the eotl1alpy was significantly reduœd at pH 7.4 (ôHIA?P 

"'=' - L6 kcal/mol), implying a decrease of dectrostat ic interac ­

tions between the peptide and the GAG. 1l1esc results confirm 

the key role of tl1e electrostatic interactions in JAPP-heparin 
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E-lGURE 4 Titration of he:parin jnto IAPP. Calorimetrie tmces aJld int<'F-ratcd he-dts of reaction 
obtained at 15' C by til<' titratjon ofheparin (15 JLJ'vf) into a solution of L>\.PP (A) (50 Jil\1) in 20 
mM !VlES, pH 5.5, or (B) 10 mM Tris, pH 7 .4, or (C) in 20 mM MES, 150 mMNaCI,pl-1 S.S. Heats 
of react ion (bottom panels) were integrated from litt calorimetrie trace and plotted as a function of 
heparinf!APP molar ratio. 

binding and indica te that the protonation of the imidaznle 
ring of His1 ~. and perhaps the N-terminus, ll l pH 5.5 ;trongly 

favors the binding of IAPP to heparin. As e."Pected tor electro­
static interactions, the binding affinity o f !APP decreased dras· 
tically with in reasing ionie strength of the buffer. At a salt 
concentTation of 150 mM NaCI, no significant beats ofbinding 
was detecte<! either pH 5.5 (Figure 4C) or pH 7.4 (data not 

shown). This result is somehow sW'prising as a ru·ong pi'Oamy· 

loidogeni eftèct of heparin "'<IS obser-ved in presence ci ISO 

mM NaCI (Figure 2). 

lnrubition of IAPP-Me<jjated Cyt.otoxicity by 
Heparin 
Il is known that when lAPP is added tc the cell culture media 

of pan reatic {J-cell<, it induces œ tiular death. 17
·'

9
•
23 We ini­

tiaU)• ronfinned the q1utoxi effects of varions IAPP on Cil · 
tmtions on ·the viability of INS- l œlls by means of the 

resazuri.n mctabolic assay. Wben IAPP was fresh ly dissolved in 

20 mM Tris pH 7.4, ùnmediately before being in orporated to 
the cell media, it decreased cellular viability after· 24 h incuba­
tion in a concentration-dcpendnnl m;mner (Figure SA). A ;~rn ­

ilar q ·totoxicity was ob.<ciTed when IAPP was preincubatcd at 

3X for 16 h (20 mM Tris pH 7.4) at room temperatuJ'e before 
cc.U t reatn1et1t (data not shown). l11c effect of heparin on 
IAPP-mediated toxicity was then investigated using two differ­

ent upprouches. ln t he [U'St aprroach (Fresh), IAPP was (rl!slùy 
prcpared at 150 f!M (3X) immediatcly bcfore œ ll treatmenL 

Sim ultaneously, heparin so lution was prepared at IOOX stock 
olntions and added tc the œlJ ulture tc the final desired con· 

centrat.ions (5-0.5 ;LM) . sing this ap_proach of coapp ücation 
of fi·esh solu tions (Figure SB; Fresh), we observed tha l a high 
concentration ofht.'J'arin (5 f1N1) was nece';S'Al)' to totallycoun­

let'ilct the toxicit y induced by 50 f!J\1 LA.PP. At a molar rntio of 
1:50 (heparin: lAPP) and below, heparin demomtrated partial 
or no prote.."ting effucts on l APP-cytotoxicity. ln the second 

approach ( Preinœbated), IAPP and hep;u·in were preinœbated 

for 16 h before ceU treatmerlt. Using this procedw·e, we 
observcd a significant protccting eJl:ect at a final concentration 
of heparin of 5 f1 M, whereas at l jLM, hepruin W:\S partiaUy 
pmte<.tive and at a 1:100 molar ratio, heparin displayed no sig­
nificant prolecting effect on lAPP-induced toxicity (FigW'e SB: 

Preincubated). 

Rote of Cd! Surfaœ GAGs in IAPP-Mediated 
Cytotoxicity 
Tc asses the possible implicalion of GAGs located on the outer 
lea net of the plasma membrane in LA.PP-mediated cytotoxici ty, 

we subjccted ceti sW'f.1ce GAGs to enzymatic digestion prior to 
IAPP treatmcnt. INS-1 œil~ were pre-treated fo r 24 h wit.h a 
high concentl'iltion of heparinase 1 (1 U/ml) and chondroiti ­
nasc ABC (0.5 U/ml) in serum -free media before IAPP treal ­

ment, also petformed in presen e of GAGs lyases. Ac ording tc 
pr<.>vious studies,27 this enzymatic treanuent should aUow t he 
complete digestion of œlJ surf.lCe GAGs. We observed similar 

Biopol)'lncrs <Perrid,• Scicn.-c) 
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FIGURE 5 Inhibition of lAPP-induœd ~")'to t oxicity on rat !NS-1 
pancreatic f,-œlls by heparin. (:\ ) JNS-l nilh were treated with ec>n­
centrations of IAPP ranging frorn 100 t.o 6.25 !J.Af for 24 h ::md cell 
viability ""'as n1casured by the resazurin reduction assay and r.om­
pared to ceUs trea tcd with vehide onl y (!.00% c.cll viabilit:y). (B) 
INS- 1 œlls were treated with 50 j1.!YJ JAPP in absence or in presence 
of heparin (5-0.5 IJ.JI.J). (Fresh) lAPP was fr.shly dissolved in 20 
mM Tris, pH 7.4, at ISO j.lM and 50 !11 was immed iatdy inmrpo­
rated into lOO Ill cell media and heparill was added directly to the 
Lulture media simuJta neouslr I,Preincubated ) lAPP was incubatt-d 
at 150 jtM (J X) without or with 15, 3, or 0.3 jtMheparin (3X) in 
20 mWfTris, pH 7.-l. Afler 2-J h of incubation at room temperature,. 
50 111 of IAPP solution (with or wiù10ut heparin) was ad<ied to the 
œil media and t he cell ,·iabilitT was meosmed after 24 h of incuba­
tion by the resazurin metobolic assay. 

cel! viabilit)' for cnzymce.s-t reated œiL• and for rnock-treated 

cells, suggesting th at the Jack of GAGs on the surface of JNS-J 

cells does nol prevent IAPP lox:i ity (Figure 6A). To confinn 

the results obtained wilh the INS-1 cells treal cd "ith hepatin­

ase and chondroitina.se, wc i.ncluded a mutant CH ceU lme to 

OUJ' study; CHO pgsA-745 cells, whicb Jack GAGs as a rcsult of 

a deficiency in xylosyllmnsterdSe, a key enzyme in GAGs bio­

synthesis.28 IAPP, fi·eshly applied to w ild-t)'jJe CHO. indnced a 
concentration-dependant decrease of œll viability (Figure 6B), 
although the observed Joss of ccl] \~abi lity W<~' significantly 

lower as com pared to IN -1 cclls. Similar resuhs were obtlli ned 

for GAGs-defi~i'"'' 0 ·10 pgsA-745 œ lls Œigure 6B), strongly 

suggesti ng ihat cell slll'f<Jce GAGs are not im plicated in lAPP­
mediated C}1otoxicit)~ 

Biopolymc" (Pr.pride S.-icnre) 
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DISCUSSION 
lAPP am yloid fi briis arc found in the c.'CiraceUular sp-ace of the 

islets of Langerbat1S of patients affiicted br DM -2 where they 

are closelr associated with proteoglycaus.6 Biophysical studies 

have sh O\o\o1l th at sulfuted GAGs stim ulate the fibti llogenesis of 

Jt',PP,"·'929 prolAPP,20 and nonamyloidoge.nic variants of 

IAPP.15 To bctter understand the mechanistic basis of heparin­

acœlemted JAPP amylo idogenesis and th~ implications of 

GAG moie tie.• of cel! surfdce proteoglycan s in lAPP- mediated 

P-œ lls degeneration, we c haracterized thennodynamically and 

stmctu.rally l APP-heparin interaction as a function of IAPP 

protonation state and we invcstigated the roles of hepatin in 

IAPP-induced C")'toto . .Oàty. Kinet ics aggregation assay moni ­

tored by ThT fl uorescence, revcaled that l APP amyloidogeJlcsis 

is inefficient at pH 5.5, most likely as a result of the positive 

A 
lOO 

0 Non-treated 

80 E3 Enzymatica lly treated 

gg 60 
.0 c: 
"' 0 

> v 
40 .... 

Qj 0 

u ~ 20 

0 
100 50 25 

IAPP concentration (!J.M) 

B 
lOO OCHOWT 

lOO 50 25 

IAPP concentration (!J.M) 

FJGUH E 6 El'fect of ccli surface sl )'t:esnminoglyrans on lAPP-m«li­
ated cytotoxicity. (A) INS· l cells were trt"ated or not wiùt l U/ml 
hcparinase 1 and 0.5 ll/ml chondroitinase ABC in serum-free com­
plete RPMI- 16~0 medium for 24 h !>clore treannent with fres!Ù)' pre­
parf'd IAPP (dissolved at 3X of the final conœntn1tion in 20 mM Tris, 
pH 7.4). After 2~ h incubation in ahseJlœ '"in presenœ of lAPP (se­
rum frœ RPMI-1640 meditml, l V/ ml heparinnse 1 and 0.5 U/ml 
chondroitinase ABC), ce.TI vbbility was measurrd by the res.tzurin 
n<luct ion assay. (B) Wild-type CHO œ lls ( HO WT) a11d GAGs ddi­
cient cells (CHO pgsA-745) were tre"ted with freshlr prepared lAPP 
(dissolvedat 3X of the fma l concentr"ùon in 20 mM Tris. pH 7.4) for 
24 h and cell viabili ty w:>s measured by the resazurin reduction assay. 
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harge on Hi 18. The fact thal His18 protonation does not allow 

the efficient formation of amyloid fibrils in low ionie stren!ph 

buffer is consistent with the X-ray structural m del of Eisen­

berg?" whicb stipulates tb at the iruidazole ring is buried imide 

the loops. Nonetbeless, in the NMR model of Tycko, 1 His18 

side chain extends out"-•rd of the core and according to thi 

model, His18 protonation could slow down fibriJJogenesis by 

counteracting protofilament assembling. )ba et al.,'~ have 

reœntlydescribed, using NMR, thal heparin binds to tl1e posi­

tively charged N -tenninal domain of lAPP and they ascribed 

the proaggregating effects of heparin derivatives to charge neu­

tmlization that renders the peptide more hydrophobie. This 

charge neutral i7.>~tion mechanism would allow the efficiem 

elongation of lAPP fibrils on heparin scaifold. ln this view, it 
has becn shown for JAPP.19 TTR7 as well as for gelsolin10 Ùlat 

sulf>~ted GAGs are incorpor•ted into the ore of the fibrils, sup ­

porting a scaffold-based mecbanism of GAGs-accelerated lAPP 

amyloid genesis. 
By D spectroscopy we observed a random coil to a -helix 

confonnational transition upon binding of lAPP to heparin in 

both pH st udied and at a 1:10 molar r•tio. After 16 h incuba­

tion, this hclical conformation is hifted to a {J-shcct rich sec­

ondnl')· stmct ure, a confonnation associatcd to the cross P­
sheet quaternary structure of the arnyloids. However, we can ­

not postula te if this a -hclical intcnnediate i.~ on or off-pathway 

to aml~oid fibril formation, an important issue in the mecha­

nistic tudies of the amrloidogenesis of nati,-ely unfulded poly­

pcpûdcs?2 When proiA.PP1-45 is mixed with hcparan sulfute, a 

partially he!ical intennediate is obse!"ed.20 Recently, a mecha ·· 

nism for IA.PP self-as.<embly ù1at ind udes tbe formation ofhel­

ic:ù intennediates fullowed by an a -belL"< lo P-sheet 

onfonnationa.l reammgement bas been in.ferred by CD. l'J'JR, 
and N MR.33 Moreover, a recent deep review of the avrulable lit -

eratw·e suggests that lAPP could populate an carly on-path"'"Y 

helical intermediate.25 However, in our study, wc could not 

observe thi.• hd iral inten1"1e liate when JAPP wt1s incu.bated 

with hepari n at a 1:40 molar ratio (hepa1in:JAPP); a P-sheet 

spectra V."l!S rather obse!"<-d at time 0, pH 7.4. The point is 

whetber this helical intermediate was not transitorily present 

in thcse conditions or our experimental pro echues (de-•d lime 

of 10 · and 10 s/reading at eacb 0.5 nm wavelength) did not 

permit its detection. Jt is reasonable to postulate, according to 

the binding s toid1iometry infened from ITC, that nt a m olar 

ratio of 1:40, the local density of the am )'loidogenic sequence 

of lAPP at the surface of heparin is rapidly suffi iently high to 

drive the amyloidogenic process and thus, the heli al inter­

mediates cannot be observed. Our data, supported by tbe liter­

at ure, suggest a model where the positively hru·ge<l N-terminal 

domain of IAJ.'P binds to the negatively charged sulfuted 

groups of IAPP. favoring the fonnation of a putative a -helix 
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SJY.!.nning approximatdy from rc~due.' 8--18 or B--22. Thcn. the 
high loe>~ l concentr:ation of peptides on GAG scaffold as weil as 

the heli al trar ient confonnation drive the self-a!:Sociation of 

the am)1oidogeni domainfs) of LP,.PP. such as the 22- 27 seg­
ment, en routeto the formation of {J-sheet -rid1 assemblies. 

ln the present ;tudy, the "lhermodynamics of IA.PP-hep-•rin 
interaction was studied by JTC and our data indicatc that the 

enthalpy-d1iven binding il; sen itive to the protonation stalc of 

residue l-lis18 Besides, no signific•nt heats of binding were 

observed in presence of a physiologically relevant ionie strength 
(150 mM NaCI). Although no binding could be monitored by 

!TC, heparin has a potent stimulating effect o n lAPP fibrillo · 

genesis at 150 mM NaCI, as obsc.rved by the quaçi-ab. ence of 

lag phase in the ki net ics aggregation assay. Similarl y. hepar•n 

sulfate is competent to stimul3te Ù1e aggrcgation of the nona­

myloidogenic lAPP variant, l26P-V\.PP, in presen e of a very 

high salt concentrati ns (500 mM NaCI).18 These rcsults are 

very intercsting as the)' indicate tbat although the binding af­

{mity and energetics of JAPP to sulfmed GAGs might be low­

ered w1der physiological conditions, GAGs can stiJl have a 

potenl effec1 on the kinetics of amyloid fibril fom>ation, up ­

porting the postul1te that GAGs are active!)' involved in tbc 

amyloidogenic proccss ;,1 viva. 

IAPP il; tho ught to accelera te the pathogenesis of DM"-2 by 
exaœrbating the lo_ç_, of pancreatic p -cells ÙJal cosecrete insulin 

and lAPP. \"''ben V\PP, either mostly monomeric or partially 

aggregated, is applied to the œ ll media of L"S · l cells, a con · 
ccntration-dependant dccrease of cel! viability is obscrv~-d . 

When heparin (1 1-Livl and higher) is either coapplied to cells 
(Fre h) or preincubated \\~th 50 [LM IAPP, the IAPP-induced 

cytotox.icity is ;ignific.wtl)• reduced. Moreover, ThT kineti s 
aggregation assay expo~ed thal below a 1:50 molar ratio, bepa­

rin bas little effect on IAPP amyloidogenesis. Taken togetber, 

these rel ults suggest thal heparin -enbanced W'P fibriUogene­

sis stimulatcs the formation of nontoxic amyloid fibrils. ln this 

view, it i.• lws been pro po d over the last dec-ade th at the oli­

gomeric spedes of amyloidogenic polypeptides are the most 
proteotoxic spc ie of the amyloidogenic cascade.3+-"6 By 

strong~· reducing the lag phase and by hastening the growtb 

phase, sulfuted GAG would play a protective role in IAPP­

related am)~oidosi br fucilitating the quatemary structural 
onversion of prcfibrilla.r tœ<i oligomers into Jess protcoto.xic 

amyloid fibrils. The prote<.1ing role of GAGs against the toxic-

ity of amyloidogenic polrpeptides has been reporte<! for Ap,37 

the aorti amyloid medin pcptide/8 the N -tenninal domain of 
Hypl)3~ and the apomyoglobin protein.40 However, our r~sults 
are partially inconsistent with the recent study of )ha et aJ.,'9 

whid1 shows 111<>1 high molecular wcight heparin "-•s poorly 

protecting P-œ lls against lAPP toxicity, in contrast to short 

beparin derivatiws (dp2 and dp8). 

Biopolymo!J·s { PeptirlP Science) 
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lt has been dernonstrnted that the presence of heparan sul­

Jàte at the outer face of the plaoma membrane media tes the 

toxicity of t he A/) peptide/' an avenue that bas never been 

explored so 1'ar in the case of !APP. Herein, we investigated the 

in.t1uence of ceU swface GAGs in IAPP-mediated cytotoxicity. 

Our resul ts show a similar concentrution -dependant qto toxic 

effect oilAPP on wild-tn>e CHO œJJs as compared to GAGs­

deficient CHO cdl~ pgsA-7452 s Sim.i.lar resu!ts were obtained 

for INS- 1 cells treated wit h GAGs lyases. Our findings are not 

in J.i.ne with the study pcrfonned on heparan su lfute deficient 

cell Jine, CHO pgsD-677," treated with A{J peptide. On the 

orher hand. the Chi ti group has recently shawn t hatthe Jack of 

GAGs œ il surfuce does not prevent HypF -N aggregates toxic­

it)> ~9 suggesting heterogeneity among 1 he rnechanisms of œl.lu­

Jar toxicity of am; loidogenic polypeptides. Taken together, o ur 

study rcinforces t he t:hr.sis that sull~rtcd GAGs are achvcly 

implicated in lr\PP amyloidogencsis in vi l'O. where they mostly 

play a p rotective ra ie interacting with q1otoxic quatemary spe­

~ies and convertingthem into le.<s culprit amyloids. 

MATERIALS AND METHODS 
Fmoc--protected amino acids, Rink-amide AM resin and coupling 
n>agrnŒ for sol.id phase pept ide synthesis wcrr pu rcha<ed from Matrix 
lnnovation. Pseudoprollne (oxazolidine) dipeptide dcrh:éitives '''!'re 
obtained from Novabiochrm. Aœtonit.rile (ACN). N,N-dimethylfor­
man>ide (DMF), dieù,ylether, and dichrlorometl~aJle (DCM) were 
from Fisher Scirntitic. Ali other chemirals, re-.genrs and enzymes were 
from Sigma-Aldrich . 

IA.PP Synthesis., Purification, an d Cyclization 

tAPP was synthesi1.ed by s<ilid phase peptide S)'11th.esis based on Fmoc 
chembtry ru >cl 2- (6-Cbloro-l -· H ·-benwtri:lz<>le- l -yl) -l, 1,3,3-tetram 
thylaminium hexafluorophosphate (H CTU) coupJ.ing stTategy. Brieny, 
ail amino adds (3- 10 equiv.) we.re ooupled using an Ît1 situ acth,•atiOJ) 
with HC ru ""d cüisoproprlethylamine (Dl E.-\) in DMJ' for .10 min. 
Each coupling W:lS mouitored using the tùnhydrin test and <:oupling 
was repeated until oompletion. Fmoc-protecting uoup was r<>.J110ved. 
with 10% piprred ine/DMF. Armrding to the stmtegy dcvelopr.d by 
Abedini and Raleigh, 40 two oxazol.idine pseudoproline ilipeptide 
derivative; were iucorporated: Fmoc-Ser .. Ser(!Jr"'-e.t..·l)>ro)-OH was 
inrorpornted at positions Ser- l9 and Ser-20 whereas Fmoc-Leu­
Ser(lj!M~~"'pro)- )-OH was inserted at po,;!Jons Leu-27 and Ser-28. 

Oeavage from the resin was aclùeved witl1 a mixture ofTFA/cthanedi­
Ù\ioVphenol!water (92/2.5/3/2.5) and afte r TFA evaporation, th< pc'P· 
tide was precipimr.ed with d.iethyl.f'l he.r, washed s.vernl tim<'S with 
diedrrlethe~ solubilized in 20% aœ!Jc acid ( v/,•) before being 
lyophili1.ed. 

Crude JAPP was initially purilicd by preparalive revcrsed-phase 
high performanet' liquid dm>m•togrnphy (RP-HPLC) using a J.in E".u 
gradient of ACN in H 20/TFA (0.06% v/v) at a flow rate of 20 ml/ 
min. To iJl<rC<~sr the solubiliry. crude !APP was dissolvcd in 35% ace­
tic acid (v/v) beiore being injected on a C 18 (5 Jlm, lOO À) cohmm 
(250 X 21.2 mm'-). Collected fractions were anatyzed by anal)1.iœl 
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RP- Hl'LC u sing a Cl8 (3.6 !lm) column (250 X 4.6 mm") and a lin­
ear grJdien t of ACN in l-l20/TE-\ (0.06% v/v) at a flow mlf of l ml} 

n'lin. Fractions wen- al.so 3J)aly-tcd by •\ime of fliglu ... mass spectrome­
try wang a LC/MS-TOF (Agile~>tJ to confirm the identity of ù1r pep­
tide. Frnctions COIT<'S)><:>nding to the desired peptide wrre pookd and 
lyophilized br fo re cydization was performed. 

Dislùfide bond. formation benvt-en Cys-·2 and Cp;·-7 was achieved 
by dimcthyl sulfoxide t.DMSO) ax:idation according to the mefuod 
developed by Abedini et al." Bricll;·, partial.(y pu.rified JAPP was dis­
solvt-d in lOO% DMSO at a fimù w nœ ntrJtion of 2 mg! ml and the 
samplr was gently Stirrrd for 20 h at room temperatUre. Aftcr incuba­
tion, 50o/o aceticacid (v/v) v.'as adrled to the pept ide mixturt> to a final 
rntio of9:l (50% aœtic aciclDMSO) and lAPP was repurifled by RP-· 
HPLC a' above describe<L Fractions corre:;ponding to the des ired 
p roduct, as rcvcled b)· MS-TOF anolysis, and with purity higher ÙJan 
95%, c<mfirmed by analytkal Rl""~-HPI.C, were finally pooled and ly­
ophili:œd. 1he fonnation of the inmmolccular disullide was con­
finned b r treating. or not, IAPP with a mi:x-r.u re of dithiothreitol and 
ft -merc.aptotthanol and by comparative anal)'~C'S of ùto trcated and 
nontreated samples with anal )~ ical RP-BPLC. 

Aggregation Kinetics Meamred h)' Thioflavin T 
Fluorescence 
Aliquots of IAPP were prrparrd by dissotving the lyophilized peptide 
in lOO% hexalluoro-1-propanol (HF!P) to a concentrntion of 1 mg/ 
ml. The solution was sonicat<d for 30 min and filtered through o Q.l2 
r>m hydroph.ilir polyprop)'ienr fil ter bdorr being lyophilized. I.y<:>phi­
Jized JAPP was resolubiUzed in HF!P at l ms/ml, soni01ted !Dr 30 
min and the solution was :iliquoted and Jyophilized to wnove HflP. 
Samples were kept d ried at - SO' C until used. IAPP solutions \vere 
prepared by dissolving the lyoph ilized (and prefiltered) l.'U'P at a con­
centration of 50 ~lM (2X) in either 20 mM Tris, pH ï .4, or 20 mM 
MES, pH 5.5, both solutions rontaining 4.0 J>M ThT immediatdy 
before fl nal dilution and measuremrnt~ GAGs solution were preparcd 
as lOO X stock solu tions in the corre::ipomling bufll!rs. Assays were pe.r­
formed atlS•C without stirring .in se:ùed blaCk-wall, dear-bottom 96 -· 
wcU nonbinding smf:Kc plnws (Coming) with o total volum<' of lOO 
JÙ per weil. '!111' fluorescence wcts measu.red l""ef}' lO min over the 
courS<' of 20 h. using ;m fnfinit e M200 fluorescenœ plate readcr 
(TECAN). The fluorescenœ, with excitation at 440 n m and emission 
at 48S nn"'. ""'as mea.~nr<'d from th~ bot1om, oi thf' weiL For each 
experiment, control re-etetions (wit hout lAPP) were {-aJTit!d . Data 
obtained from triplicattl' \'~i"ells were averaged .. correc.:ted by ~ubtiacting. 

the correspondin~ control reaction, ond plottro as fluorescence versus 
t ime. Ea.ch œ rve n..>presents the average of at !east two independent 
expcrirnents perfonned in nip!iClltc. 

Circular Dichroism Spectroscopy 
Lyophili7.ed aliquot$ of IAPP (prepared a< above-d<'Scribrd) were dL'­
solved ·in eith er 20 mM Tris, pH 7.4, or 20 mM MES. p!-l 5.5, at 2X 
(50 uMl and mixed wid1 an equivilent of 2 X (5 uM, 1.35 Jill'!, or 0 
ftM) o f hep arin prepared in d1e corresponding buffer, and ù1e sa:mple 
was incorporated into" 2 mm IJ'Hh Jength quartz celi. Far-lN CD 
spectra wer<' recorded from 189 to 260 mn using a J-8l5 CD spe<·tro­
polarimc'ter (Jasco) 31 lS"C. The wavelength step was set al 0.5 nm 
with an average timo of 10 s prr scan at each ""velength strp. F.odt 
coUccted spectrum was background subt1<1 ct.ed with the 
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corresponding IAPP-fre<> sampk Each spectrum represents the aeer­
age of at !east two independent e:<periments. 

lsothermal Titration Calorimetry 
Mrasureme.nL• were performed using a Microcal VP-ITC (GE Health­
care) . .Lyophilizt>d. aliquots of IAPP w repared as abovl'-describt'd) 
were dissolved in eiù1erTris bu.ffer (20 rru\1, pH 7A) or MES (20 ml>!, 
pH 5.5) with or without 150 mM NaO at a final concentmtion of 50 

~M just bcfore bcing injected into the calorimeter ccll 1-leparin was 
pœpared at a fmal concentration of 15 ~lv! in eiùter Tris buffer (20 
mM pH 7.4) o r MES (20 m .Vf, pH 5.5) with or without 150 mlvJ 

Nad. Titrations were perfo rmed by injectint: 10 !J] of the 15 ~fhep ­

arin <e~Iution (except for the initial 2 11l injection) into IAPP solution. 
l'he temperature was set. al 25"C. Heats of dilution wcre mt>,asu red by 
injecting heparin solution into the corr~vonding ba.fiër and were 
indudcd in the final analysis. Dctta analysis \'l'as dont' with Ute soft·ware 
packa~e (Origin) provided by manufuc~urer. Data were fit to an inde­

pendent set of multiple binding sites mode!. 

Cell Toxidty Assay 
Rat INS- 1 (/1-paJtcreatic ceiJ line) ecUs were seeded in black wa!J cle-.rr 
bottom % -weU pbtes (TC tteated ) at a den.<>ity of 35,000 cells/well 
( lOO J.Li/weli ) in RPMJ - 1o.W m<'<lium supplemmted with 1.0% FBS, 2 
mM L-ghttamine, lOO U/n~ penici lli n, lOO l'sfml >treptomycin, lO 
mlvf HEPES, 1 ml>f sodium pyru•·ate, 50 ~M P-mercaptoethanol. Ai­
ter 24 h incubation at 3]0C in a 5()~ C02 ino.1bator, œlls were treated 
br di recùr adding 50 pl of W'l' solutions at 3X in 20 mM 1\is, pH 
7.4 , (with or without GAGs) thar have boen preincuooted, or not, for 
24 hat room tem perature. The œlis were incubated another 24 h and 
œD viability was measured br the resazutin reduction assay. Cell via ­
bility (in %) wos calculated from the ratio of l'be fluorescen ce of the 
tre-ated sa.mple to the control cells (nontre-ated). Wild-type 010 and 
GAGs deficimt CHO pgs:\-745 œJJs were seeded in de-ar bottom 96-
weiJ plates (TC tJ<•ated) at a density o f7,500 cells!wcll ( 100 ~]jweiJ ) in 
F12 medium supplemented with 5% FBS, 2 mM t-gllltamine, 100 U/ 
ml peniciUin, lOO Jtg/ml streptomydn, and tlte assay was perfonned 
as described t'3rlicr. For digestion of ceiJ-surfuce GAGs, INS-1 cells 
were seeded as abovc described. Mt er 24 h incubation, the œU m edia 
was remo' w and replaced with semm-free RPMl-1640 medium oon­
taining J U/ml o fheparinase land 0.5 U/ml of chondroitinase ABC. 
Aller 24 h incubation, media was repbced with fresh RPMI -1640 (se­
mm free. 1 U/ml of heparinase 1, and 0.5 Ulm! o f chondroitina."' 
ABC) and IAPP trrnLmenr and viabil.ity assay were perfurmed as 
described e-Jrlier. 
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ANNEXEE 

ARTICLE III: SYNTHESIS OF 2,5-DIARYL-SUBSTITUTED TIOPHENES AS 
HELICAL MIMETICS: TOW ARDS THE MODULATION OF JSLET AMYLOID 

POLYPEPTIDE (IAPP) AMYLOID FIBRIL FORMA T10N AND CYTOTOX1CITY 
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1 Peptidomimetics 

Synthesis of 2,5-Diaryi-Substituted Thiophenes as Helical 
Mimetics: Towards the Modulation of lslet Amyloid Polypeptide 
(IAPP) Amyloid Fibril Formation and Cytotoxicity 
Avid Hassanpour,l•l Carole Anne De Carufel,1b1 Steve Bourgault,*1bl and Pat Forgione*f•J 

Abstract : A range of 2,5-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-Substitutcd rhiophene-2 -·carboxylic 
acids were used as key interrnediates and functionalised by 
palladium decarboxylative cross-coupling and direct C- H ac-

Introduction 

The aberrant' assembly of polypeptides into insoluble protein 
aggregates, including amyloid fibrils, is the hallmark of severa! 
diseases, such as Alzheimer's, type Il diabetes (DM-2) and sys­
remic amyloidosis.1<l These protein misfolding/aggregation dis­
orders differ by the idenlity of the protein that misassembles 
and by the tissue subjected to protein deposition and cellular 
degeneration.ill For instance, in patients afflicled by DM-2, th\! 
islet amyloid polypeptide (IAPP) deposi ts in the pancreas. lead· 
ing to the degeneration of the islets of Langerhans:'1 IAPP is 
a 37-amino acid C-terminally u-amidated peptide thal is co-se­
creted with insulin by pancreatic ~-cells. IAPP is an unusual ag­
grcgation -prone peptidic hormone that readily forms amyloid 
fibrils.m The IAPP amyloidogenk process observed in the pan­
creas is believed to accelerare DM-2 pathogenesis by exacer­
bating fl-cell degeneration and ultimately compromising insu­
lin secretion.Dl When applied to isolated pancrealic (3-cells in 
culture, IAPP is cyrotoxic by mechanisms that are stiJl not clear­
ly understood.:' ' Over the last two decades, severa! compounds 
have been reponed to inhibit IAPP aggregation in vitro by in­
rerfering with the later stages of fibrillogenesis, rhat is, through 
the destabi lisation of the ordered cross fl-sheet quatemary 
structure of the amyloid fibrils.:'~<J However, this mechanism 
does not prevent the formation of prefibrillar oligomers thal 
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tivation successively with overa ll yields ranging from 23 10 
95 %. The effect of the ligands on IAPP amyloid fibril forma .. 
tion was evalua led with the thionavin T (ThD nuorescence­
based assay. Furthermore, the capad ty of these compounds 
to inhibit the cytotoxic effecl of IAPP was assessed using (3-
pancrcatic cells. 

were recently recognised as the most cytotoxic proteospecies 
of the amyloidogenic cascade,1'l suggesting a potent ial draw·· 
back to this approach. 

IAPP exhibits a conformational ensemble mainly populated 
by disordered conformations in its non-aggregated soluble 
state, although it diverges from an absolute random coil by 
the presence of local and transient ordered structurer1l Recent 
mechanistic studies have suggested that this pro-amyloidogen­
ic peptide undergoes a random coi! to a-helix conformational 

conversion during the initial phase of self-assembly and that 
the helical intermediates could be on-pathway to amyloid for­
mation?·•' According 10 this mode!, a-helix formation and self­
association of helical segments are linked and accelerate self­
assembly.''1 wi th similar driving forces to those of coiled coi! 
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 (3-structure, favouring the formation of cross-~ ­

sheer assemblies and en route ta amyloid formation. Consis· 
tent ly, IAPP was shown to adopt a helical structure spanning 
approximately residues 8 ro 19 when the peptide was bound 
ra mode! membranes19l or glycosaminog lycans (GAGs)?~ and 
these interactions accelerate the rate of IAPP amyloid flbril 
formation. 

According to the helical intermed iates hypothesis described 
above, an alternative strategy to control the formation of IAPP 
amyloid fibrils would be to design molecules tha t target and 
stabil ise the transient helical segment 8-19 of IAPP, modulat­
ing the helix-assembly process. This approach could inhibit the 
formation of oligomeric and fibrillar aggregates by over-stabil­
ising the helical intermediates, not allowing the propagation of 
the ~-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.1""' ·~ Alternative !y, as reporred for lipids and 
GAGs, helical targeting ligands could potently accelerate the 
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self-assernbly of IAPP into f\-sheet-rich amyloid fibrils by initial­

ly shifting the conformational equilibrium towards the a-helix, 
without overly srabilising the helical motif. Considering that 
oligomers are the most polent cytotoxic proteospecies,!"' both 
pathways will decrease the toxiciry induced by the amyloido ­
genic process of IAPP, either by blocking the formation of pre­
fobrillar assemblies («·helix over-stabilisation) or by accelera ti ng 
the structural conversion of oligomers into less cytotoxic amy­

laid fibrils. 
Miranker and Hamilton groups recently developed small 

molecules targeting the transient helical state of IAPP in order 

to inhibit lipid-catalysed aggregation.1" 1 These polycarboxylate 
ligands were developed on pyridyl, quinoline or peptoid scaf­
folds and were shown to inhibit lipid -induced IAPP aggrega­
tion, but to mongly accelerate IAPP fibri llogenesis in lipid-free 
conditions. Alternatively, other synthetic templates have been 
shown ro be attractive scaffolds towards interacting/stabilising 
the o-helical region of proteins.O>~ Functionalised terphenyls~'l 

(compound 1) represent one such scaffold with a reported ap­
plication as a mimic of the a- helix side chain of smooth 

muscle myosin light chain kinase (smMLCK) to disrupr its inter­
action with calmodulin (CaM; Figure 1 a).1' '' 

A 6 c 
R1 R1 

J+1 

i• 4 

1+7 

X:C, N 

Figure l. A) 3,2'.2''-Tris-substiiiJi ed 1erphenyl template (c.ompound 1}. B) 2.5-
diaryl substituted thtophe:ne template (compound 2), 0 ribbon representa­
tion of IAPP <t-helill!: (POO 10: 2t<88).t:')l 

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 u-helix and spaced three or four 
residues away from each other, referred to as i, i-r 4 and i + 7 

(Figure 1 ). ln the transient helical conformation of IAPP com­
prising residues 8-19, residues Arg11 , Phe15 and His18 are ori­
ented on one face of the a-helix·•~ and represent the key 
motif that will be targeted to stabilise the transient a-helix of 

IAPP (Figure 1 c) . As hypothesised from coiled coil motifs for­
mation, the presence of hydrophilic side chains (Arg, His) will 

provide the specificity of interaction whereas the hydrophobie 
residue Phe will contribute to the thermodynamic stability of 

the in teraction by hydrophobie core packing. 
Relying on the bioisosterism of thiophene and benzene,1 '~ 

wc have designed a libral)' of compounds related to the ter· 
phenyl scaffold. The replacement of benzene wi th thiophene 
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allows for severa! 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 terphenyl com­
pounds. Specificaliy, a five-membered heteroaromatic core 
scaffold (Figure 1 b, 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 
terphenyls.1"l 

The synthesis of dial)'l substituted heteroaromatics has been 
previously accomplished through various palladium catalysed 
cross·coupling reactions. The predominant strategies involve 

the uti lisation of organometallic precursors and/or result in the 
formation of symmetrically substiruted heteroaromatics?~h. '"1 

For example, palladium catalysed C H activation reactions 
have emerged as attractive mcthods for the formation of 
carbon-carbon bonds between heteroarenes and al)'l halides 
without the use of organometallic derivalives.tl7) However, the 

main limitation of C H functionalisation of 3-substituted thio­
phenes is the formation of mixed arylated products at the C2 
and CS positions. " To avoid this limitation yet still take ad­
vantage of a C- H arylation strategy white controlling the re­
gioselectivity of the products, commercially available 3-substi­
tuted rhiophene 2-carboxylic acids have been used in combi· 
nation with decarboxylative cross-coupling. Decarboxylarive 
cross-coupling reactions have been developed as a powerfui 

method for the formation of carbon- carbon bonds berween 
aliphatic and aromatic carboxylic acids and aryl or vinyl sub­
stratesY"1 Oecarboxylative arylation processes circ:umvent the 
requirement of organometallic building blocks"'1 offering read· 
ily available. inexpensive and easy to use coupling partners. ln 
this view, we performed palladium catalysed decarboxylative 
cross-coupling reaction of thiophene carboxylic acids and vari­
ous aryl bromides.t'""1

'1 The combination of both the C H ary­
iation and dccarboxylative cross-coupling reactions allows for 
a short, modular pathway through which a large library of a­
helix mimetic compound> can be readily synthesised. ln the 
current work. rhe molewles produced by this approach were 
tesred 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 tai lored with differ­
ent side-chain residues to stabilise and/or interact with the n­

helix of other proteins for various applications!l'l 

Results and Discussion 

Two pathways have been envisaged fo r the preparation of 2,5-
dial)'lared thiophen~.s (2), differing only in the order of the two 
different coupling reactions (Schemc 1). As illustrated in 
Scheme 1, route A utilises C5-arylation of the substituted thio­
phene met:hyl ester 3 a resulting in aryl-th iophene intermediate 
4 followed by saponification to provide carboxylic acid S. De­
carboxylative cross-coupling of acid 5 results in the format ion 
of the desired 2,5-diaryl substituted thiophene 2. Alternatively, 
init ial saponification of ester 3a in pathway 8 provides the 
thiophene carboxylic acid intermediate 6 thar can undergo de-
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PO(OAc}, 

PCy:~ ·HBF" 

P1'>'0H, t<1C~ 

DtAA... 1&h 

NaOH 

THF. M•OH 
rellux. 1 h 

rouloA 

0 Ç"y. 
1 ' 
\.· .... <:s;rJZ 

Li( OH 

Ar·Br 

Pd[P[IBu),j, 

neo,wcr 
Cs,CO,, DMF 

11W, 8rnin 

N-
o-;;.$_ 

n 
0 

(R3•R' •CN. 29%, 2a} 

[R' =CHO. R' •OMe, 65%. 2b) 

routa A· ovcrall yield 

2a. 12%, 2b' 29% 

H 

0 
H /s~ Ji 

""'~~. tl ' oH 
"-\ 

N-
o-:;;$_ 

B (QUanlilative) 

lv-Sr 

Pd[P(tBu),)2 

nSLJ.~N'"Cf 

Cs1\..03, 0MF 

)IW. 8mi!l 

R' 

N-
o~S-

b (R1=CN 58% 7a) 7 ' . 
(R' =OMc. 68%, 7b) 

Ar~Br 

Pd(0Ac}; 

PCyJ·HBF-4 
p,v()H, K,CO, 

DMA, 16n 

rou~ A· overall yteld 

2a. 42%. 2b' 59% 

Scheme 1. Comparison of the two synthetic pathways. 

carboxylative cross-coupling to afford aryl-thiophene 7. This is 
fo!lowed by (5-arylation ro provide the desired 2,5-diaryl sub­
stitUied thiophene 2. 

lnitia!ly, in order to compare the efficiency of each pathway, 
both routes were carrled out using the same substituted aryl­
bromides (2- and 3-bromobenzonitrile). lnteresting ly, both the 
CS-arylation and decarboxylative cross-<:oupling steps in 
route A resulted in lower yields compared to route B, giving 
overa!l yields of 2,5-diaryl substituted thiophene 2 a of 12 and 
42 % (R ' = CN, R' = CN), respectively. ln order to examine 
whether the superior efficiency of route B was general, ether 
functionalise.d aryl halides were also employed in both path­
ways. Scheme 1 shows one other example using 2-bromoben­
zaldehyde and 3-bromoanlsole in which, once again, a higher 
overa!l yield was observed with route B compared to route A 
(59 vs. 29 %, respectively, R' = OMe, R' = CHO). Route B was 
therefore chosen for the preparation of the remaining 
analogues. 
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The required thiophene carboxyl lc acids underwent decar­
boxylative cross-coupling wirh a variety of aryl-bromides to 
produce the corresponding arylated thiophenes (Table 1)." " '1 

The protocol efficiently transforms 3-substituted thiophene car­
boxylic acid derivatives to a range of 2-aryl-substituted hetero­
aromatics in modera te to good yields [fable 1 ). We examined 
electron -poor and -rich aryl bromides and the results lllvstrate 
that both types of substituents are weil tolerated in the reac­
tion. 

Tab~ 1. Syothesis of monoaryi -Substituted thioph!!nes. 
0 

(tzAJ sy.., """) Pd{P(fBuJ,J; 
~- /; OH . er~....,......_ n&,.ir.:·cr 
~R' ' R' C.,.CO, OMF 

,.,. 

"' 3 • uW, 110 •C, 6mt!' 
7•-f 

Enrry R' R' Product Yield"l%1 

1 N~MeMs CN 7a 58 
2 NAM eMs OMo 7b 68 
3 rH .. ., eMs CO,Et ,, 66 

• Me CN 7d 69 
s Me OMo ,. 75 

6 Me co,Et 7 f 61 

{allsolated yields. Condition : thiophenc CJrboxyllc Jcld (2 equiv}, aryl bro· 
mlde (1 equi\1}, Pd[P(rSu),l, {0.05equiu), nBu,N ' O (1 equlv), cs,co, 
(1.5 equiv), anhydrous OMF, 8 min mlcrowttve irradiation at 170 }(. 

Fagnou and co-worl<ers have developed C- H activation re­
action conditions utilising a wide range of hetroaromatics and 

aryl bromides.11 ' •1 The producrs from the decarboxylative cross­
coupllng reaction were subjected to these C- H activation con­
ditions to eftect a regioselective C- H activation at the CS posi­
tion of the 2-arylthiophene to generale 2,5-diaryl substituted 
thiophenes. A range of aryi bromides were util ised and moder­
are to excellent yields were obtained (Table 2). Moreover. the 
electron density of the exist ing substituent aryl group on the 
thiophene did not affect the yields. 

Ali compounds were lnitially investigated for their capacity 
of modulating IAPP amyloid fibril formation by means of the 
thlofiavin T ffhn fluorescence assay. ThT is a dye that fluores­
ces upon its binding to protein aggregates with a cross-f:l­
sheet structure, mostly fibrillar in morphology.1nl IAPP amyloi­
dogenesis is a nucleation-dependent polymerisat ion process 
that is characrerîsed by a ThT-negative phase (!ag-phase; 
around 6 h). in which the high·<mergy nucleus is formed, fol­
lowed by a thermodynamically favourable elongation phase 
that is characterised by the rapid growth of ThT-posit ive fibri ls 
(Figure 2 A). According to the helical intermedlates described 
above, the random coil -r<-helix conformational conversion 
occurred during the initial stage of the lag phase. Analysis of 
the aggregation kinetics obtained by ThT fluorescence gave us 
early mechanistlc insights about the effects of these substitut­
ed thiophenes on IAPP amyloidogenic pathway. 

Among ali compounds prepared in the course or this study, 
compound 21 [fable 2, entry 16) slowed the formation of Th T­
positive aggregates, as observed by the increase of the lag-
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Table 2. Synthesi\ of monoaryl sub\tit\Jted thiophenes. 

,7'') 

-~ ~"' 
(~ r"" r s ~ f R' ,•r,JZ Pd{OA<), 

~ R' ~ 1 - R' 

"' PCh·HSF• R' H' 
7>-1 PN<»!, K:.CO.t; 2a-u 

OMA. 100 "C, 161'1 

Emry R' R' R' Product Yiekl1~ [%] 

7 CN Me OMe le 23 

8 CHO Me OMe ld 79 
9 CF, M• OMe 2e 81 

10 co,Et Me OMe l f 73 
11 CO~Et Me CO,Et 2g 9• 
12 CN Me C02Et l h 81 

13 CF, Me (O,Et li 72 
14 CHO Mc CO,Et 2j 65 
15 CF, Me CN 2k 47 
16 CN Me CN li 50 
17 H Mc CN l m 69 
18 CHO N~MeMs OMe lb 87 
19 CN N-MeMs OMe 2n 75 
20 CF, N·MeMs. OMe l o 78 

21 CO,Et N-Me!-ls CN lp 77 
22 CHO N-MeMs. CN 2 q 64 
23 CF, N·MeM> CN 2r 95 

24 CN N-McM• CN 2• 72 
25 CHO N·MèMS CO,Et 2s 65 
26 CF, N-Me""' CO, Et lt 75 
27 CN N-MeM.'> COlE; 2 u 93 

(a} lsolan~d y1elds. Condition: heteroc:ycUc thk)phe:!le (1 equiv), aryl halide 
(2 equiv), Pd!OAc), (0.05 equiv). PCy,·HBF, (0.1 equiv), PivOH (03 equiv), 
K:CO~ (1 .5 equiv], anhydrou.s OMF. 16 h thermal heating at 100 ·-c. 

phase period (Figure 2 A) wh en 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 (lOO~"'; Figure 2B). 

At 50 and 100 ~M (4 and 8 equivalents, respectively) com­
pound 21 a Iso decreased the final Th T fluorescence, suggestlng 
that a lower amount of IAPP amyloid fibrils were formed and! 
or that these aggregates showed a less defined cross-fl-sheets 
quaternary structure. We also varied the concentration of ThT 
fluoreS<ent dye to confirm that this inhibitory effect was not 
the result of a displacement of ThT binding to fibrillar aggre­
gates by compound 21. Our results showed that in the pres­
ence of 10, 40 or 100 l'"' Th T. the increase of the lag-phase 
period observed with 125 ~M of compound 21 was very simi­
lar (data not shawn), strongly suggesting that this molecule 
was, indeed, slowing dawn the amyloidogenic process. The 
mechanism by which this 2,5-diaryl substi tuted thiophene de­
celerates and partially inhibits IAPP amyloid formation is cur­
rently under investigation based on these interesting prelimi­
nary results. ln conrrast 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, 2j, 2n. 2o, 2p and 2t) 
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Figure 2. Efferu of 2.5-dlaryl substitut~d rhiophenes on IAPP kinetk s of 
amyloid fibfil formatiQn monitored by ThT fluorescence. IAPP {12.5 JJM) was 
lncubated in 20 mM Tris. pH 7 .4, at 25 C without agitation in the absence 
(A, 8 and C; a) or in the ptcsenc~ of 12.5 ~~M of compound 2d (A; a ), 
12.5 JlM compound 21 (A; ). inc.Jeastng molar equivOJkmt of compound 21 
(B}. 125 JJM of compound 9a (C: • ) or l2.S .._M compound 9c {C; ). ThT 
fluorescence (~ .,.M) was mecuureQ every 10 min over thE' course of 25 h. 
with elC.dtalion at 440 nm :and emission at 485 nm. 

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

IAPP is a positively charged peptide that dlsplays three posi­
tive charges at physiological pH, thus favouring elearostat ic 
interactions with negatively charged molecules. Particularly, we 
designed severa! mono- and diacid aryl substituted thiophenes 
to target one side of the transient IAPP helix that exhibits a hy-
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Entry ql 

26 CN 
19 CF1 
30 CliO 
31 CF, 

R' Product 

Me 9b 
Me 9c 

Me 9d 
N·MeMs 9• 

drophobic region (Phel5) surrounded by polar and/or charged 
residues (Argl1 and His18; Table 3). 

As suspected, acid(s)-functionalised thiophenes showed pro· 
found effects on IAPP amyloidogenesis at a 1;1 molar ratio. ln­
terestingly, monoacid substitu ted thiophenes with a methyi 
group ar position R' (compounds 9 b, 9 c and 9 d) virtual ly 
abolished the lag phase without signiticantly affecting the final 
ThT fluorescence. This aggregation kinetic suggests thar these 
compounds induce the formation of IAPP aggregates with 
lower ThT-binding capacities, indicative of non-fibrillar struc­
ture (Figure 2 (). ln sharp contrast. the diacid analogue (com­
pound 9 a) reduced the lag phase and led to a significant in­
crea se of the final Th T fluorescence (Figure 2 q_ 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· 
briis exhibit a better-detined cross-B-~heet quaternary struc­
ture. These possiblli ties are currently under investigation. To 

probe if the accelerating effects of the mono- and diacid aryl 
substituted thiophenes on IAPP amyloidogenesis are simply 
a result of non-specifie charge neutralisation effects, we used 
benzoic acid as a control compound. The amyloids format ion 
kinetic data obtained in the presence of 125 ~tM (1 equivalent) 
and 125 ~"' (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 modulating activity and that the 
nature and/or the position of other substi tuent< also play 
a key role. suggesting specifie interactions. We are currently in· 
vestigating the mechanisms by which these derivatives modu­
late the formation of amyloid fibrils. 

Subsequently we analysed the cyrotoxicity of IAPP species 
that has been pre-incubated for 20 h in the absence or pres­
ence of selected 2.5-diarylthiophene derivatives. We and 
others have previously reported that IAPP induces death of 
pancreatic cells when the amyloidogenic peptide is directly 
added ta the cell culture medium.1' ·

2
'
1 ln fac~ IAPP pre·incubat­

ed for 20 h without compounds decreased pancreatic r~ -cells 

viability in a concentration-dependant manner (Figure 3 A). 
When IAPP was pre-incubated with 1 molar equivalent of 
either compound 2 d, 21 or 9 c, no changes in the proteotoxic 
effects induced by 50~ "' IAPP were observed (Figure 3 8). 
However, pre-incubation of 1APP with the diacid substituted 
thiophene (compound 9 a) be fore ce li treatment totally abol­
ished the cytomxic effects of IAPP. This result suggests thar 
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Figure 3. Effects o( 2.5-diaryl !>Ubstituted thiophenes on IAPP-induced toxici­
ty on pancreatic ~cells. A) INS·l cells were treated with com;E'ntrdtions of 
!A PP rangîng from 0 to 100 f.lM fot 24 h and cell viabiliry was measured by 
the re.sazurin reduction assay and compared t<> <:elis treated with vehicle 
only {1 00 % cel! v~b\1ity) . 8} INS"l cells were trf!ated wirh 50 JtM IAPP thar 
Md been pl'e-incuba;ed for 20 h in 20 mM Tris, pli 7.4 , 2S (;in the absen<:e 
or presence of one mola( equivalent of the thiophene derivativ~ . Aftet 24 h 
incubation. celi viability wa!ï m~asured. 

this compound stimulates the formation of poorly toxic IAPP 
quaternary species, mostly tibrillar, according to the high ThT 
fluorescence observed (Figure 3 B). lt is noteworthy that ali 
tested compounds were not toxic on fl-pancreatic cells when 
used at a concentration of 50 l'"'· ln this study. the cytotoxicity 
assays were performed with IAPP that has been pre-incubated 
for 20 h wi thout or with compounds, since we wanted to ini~ 

tially evaluate the cyrotoxicity of the species (quaternary and/ 
or monomeric) that are present when the ThT fluorescence 
plateau is reached. We are currently assessing the cytotoxidty 
of intermediates that are generated during the different amy­
loidogenic phases (!ag, growth and plateau) in the presence of 
these thiophene derivatives. Although these results are prelimi· 
nary and biophysical investigations are in progress to delineate 
the mechanisms by which these molecules interfere wi th IAPP 
amyloidogenic process. this study demonstrates that we can 
modulate not only the klnetics of amyloid fibril formation of 
an amyloidogenic peptide, but also its cytotoxicity with small 
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 
utilising palladium mediated cross-coupling reactions. The 
straregy allows us to quickly construct ligands in an efficient 
manner for screening towards the interaction w ith and stabili­
sation of a-helices. ln this effort. the ligands were assessed for 
their capacity to modulate IAPP amyloidogenesis and cytotox­
icity on ~-pancreatic cells. The preliminary results demonstrat­
ed that seme of the molecules cou Id act as modula tor> 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 inreract with IAPP. As severa! arnyloidogenic natively 
disordered (poly)peptides, including the amyloid-f> peptide, 
calcitonin and a-synuclein, populare helical intermediates 
during the initial phase of fibril formation, these 2,5-diaryl sub­
stituted thiophenes could ultimately lead to the development 
of novel therapeutics for protein amyloid-related diseases. 

Experimental Section 

Procedure for decarboxylative cross-coupling 

The procedure employed hy fotgione and co·wodœrs was used 
with slight modifications.0 'b.l ln a 2- 5 ml, open to air, oven dried 
microwave vial were added the heterocyclic carboxylic acid 
(2 equiv), aryl bromide (1 equiv), tetra-n-butylammonium th loride 
(1 equiv), cesium carbonate ( LS equiv), bis(tTi--rerr-butylphosphine}­
palladium(O) (0.05 equiv) and anhydrous DMF (0.1 .. of the aryl bro­
mide solution). The vial was capped with a septum and the mix­
ture was pre-st'irred for 30 s at 23 ·c and subrnitted to microwave 
heating at 170 ' ( for 8 min with stirring and che high absorpcion 
setting. The cru de mixtu re was cooled ro 23 r..c and was filtered 
ovcr Celite.,_ The solution was then diluted with EtOAc and the or· 
ganic: layer was washed with a saturated NaCI :aqueous solution 
(3 x), saturated NaHC01 aqueous solution (2><), water (1 x), and sa­
turated NaCI aqueous solution (1 x). The aqueous phases were 
combined and extracted with EtOAL The combined organic 
phases were dried over sodium sulfate. and after filtration the sol­

vent was evaporatcd to provide the crude compound. 

Procedure for C H activation 

A procedure employed by Fagnou and C'o-workers wa_s used with 
slight morlificacions. >q) An oven-dried vial equipped with a mag­
netic stir bar was charged with heterocycle (1 equiv), aryl bromide 
(2 equiv), PCy,·HBF., (0.1 equiv), PivOH (0.3 equiv), K,CO, ( 15 equiv), 
and palladium(ll) acetate (0.05 equiv). Anhydrous DMA (0.08"' of 
che heterocycle solution) was added. Liquid aryl bromides were 
added aher che addition of solvent. The mixture was heated for 
16 h at 100 C. After being cooled to 23 ' (. the reaction mixture 
was diluted with EtOAc and filtered through a pad of Celite. The 
filtrate was washed with a saturated NaCI aqueous solution (3 x), 
saturar.ed NaHCO, aqueous solution (2x: unless otherwise stated). 
water (1 x ). and saturated NaCI aqueous solution (1 X). The aque­
ous phases were combined and e.xuacted wirh EtOAc. The com­
bined organic phases were dried over ~odium sutfa~ and after m­
n·ation the solvent was evaporated to ptovide the crude 
compound. 
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Materials and Methods 

IAPP synthesis, purification and cbaracterization 

IAPP was synthesised by solid phase peptide syntbesis on a Rink amide polystyrene resin 

based on Fmoc chemistry and 2-(6-chloro-1-H-benzotriazole-1-yl)-1 ,1,3,3-

tetramethylamüuum baxafluoropbosphate (HCTU) coupling as pre-viously described.ESJ 

Cleavage from the resin was achieved with a mixture ofTFAJetbanedithiol/phenollwater 

(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 

H20 /TFA (0.06% v/v) . Collected fractions were analyzed by analytical RP-HPLC using a 

C18 (3.6 1-1-m) colm1m (250 mm x 4.6 mm) and a linear gradient of ACN in H20 /TFA 

(0.06% v/v). Fractions were also analysed by LC/MS-TOF to con.firm 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.E61 IAPP was 

re-puri:fied by RP-HPLC as described above. Fractions correspond.ing to the desired 

product, as revealed by MS-TOF analysis, and witb purity higher tban 95%, confm11ed 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 lyoplülized peptide in 

100% hexa:fluoro-2-propanol (HFIP), and the solution was sonicated for 30 minutes and 

filtered through a 0.22 !llll hydrophilic polypropylene filter before lyophilisation. 

Lyophilized IAPP was resolubilized in HFIP. smucated for 30 minutes and the solution 

was aliquoted and lyophilized again to remove HFI P. Samples were kept dried at -80 °C 

rultil used. IAPP solutions were prepared by dissolving IAPP at a concentration of 25 ~tM 

(2x of final concentration) in 20 mM Tris, pH 7, 4 40 1-1-M ThT, immediately before final 

dilution and measurement. Substituted thiophene solutions were prepared at lOOx (1.25 

mM; final concentration of 12.5 1-1-M, 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 IlL per weil. TbT iluorescence was measured from the bottom of 

the weil every 10 min over the course of 25 b 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 lNS-1 (B-pancreatic cellline) ceils were seeded in black wall clear bottom 96-well 

plates at a density of 35 000 cel.ls/well (1 00 ,.tl/well) in RPMI-1640 complete medium.l51 

After 24 b incubation at 37 oc in a 5% co2 incubator, cells were treated by directly 

adding 50 !J.l ofiAPP solutions at 3x final concentrations in 20 mM Tris, pH 7,4 that bad 

been pre-incubated for 20 h at room temperature in presence or in absence of 1 equivalent 

of substituted thiopbene derivatives. Tbese solutions were then incubated for an 

additional 24b, and cell viability was measured by the resazurin reduction assay. Control 

conditions were performed in presence of 50 !J.M of compounds. Cell viability (in %) was 

calctùated from the ratio of the fluorescence of the treated sample to the control cells 

(non-treated). 
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Figures 

Figure S.l: Effects of 2,5-diaryl substi tuted thiophenes on IAPP kinetics of amyloid 

fibri1 formation monitored by ThT fluorescence. IAPP (1:?..5 !lM) was incubaied in 20 

mM Tris, pH 7 .4, at 25 oc without agitation in the absence ( +, blue) or in the presence of 

12.5 !J,M of compound (• , red). ThT fluorescence (40 !J,M) was measured every 10 min 

over the course of25 h, with excitation at 440 nm ruJd emission ai 485 nm. 
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Figure S.2: Effects of 2,5-diruyl substituted Lhiophenes on IAPP kinetics of amyloid 

fibril fom1ation monitored by ThT fluorescence. IAPP (12.5 !l-M) was incubated in 20 

mM Tris, pH 7 .4, at 25 oc wilhout agitation in the absence (+ , blue) or .in the presence of 

12.5 !l-M of compound (• , red). ThT fluorescence (40 !l-M) was measured every JO min 

over the course of25 h, wilh excitation at 440 nm and emission at 485 nm. 
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Figure S.3: Effects of 2,5-diaryl substituted ûliophenes on IAPP ki:netics of amyloid 

fibril fonnation monitored by ThT fluorescence. IAPP (12.5 !LM) 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 ~tM of compotmd (• , red). ThT fluorescence (40 !LM) was measured eve:ry 10 min 

over the course of25 h, with excitation at 440 nm and emission at 485 nm. 
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Figure 8 .4: Effects of 2,5-diaryl substituted thiophenes and benzoic acid on IAPP 

kinetics of amyloid fibri l fom1ation monitored by ThT Ouorescence. IAPP (12.5 ~M) 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 ~M of compound (• , red) . 12.5 ~M (1 equiv) and 125 ~M of 

benzoic acid was used (JO equiv). ThT fluorescence (40 ~M) was measured eve1)' 10 min 

over the course of25 h, with exci tation at 440 nm and emjssion at 485 nm. 
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