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Résumé court

Le diabéte de type 2 est une maladie commune affectant a la fois les étres humains et
les animaux. Chez la plupart des patients diabétiques de type 2, on retrouve des dépots
d’amyloide dans les 1ilots de Langerhans. Ces dépoOts proviennent d’une protéine, soit
I’amyline, aussi nommé¢ le polypeptide amyloide des ilots pancréatiques (IAPP). Dans des
conditions physiologiques normales, I’IAPP est une hormone de satiété¢ produite par les
cellules béta du pancréas. Dans certaines conditions pathologiques (diabéte de type 2,
insulinome), I’TAPP change de conformation structurelle et forme des fibrilles insolubles. Les
dépots ainsi formés dans les ilots de Langerhans sont associés a la mort des cellules béta,
contribuant ainsi a la progression du diabete de type 2. Toutefois, les mécanismes qui
induisent la conversion de I’'TAPP en amyloide (AIAPP) ne sont pas complétement compris.
La premiére hypothése du projet est qu’il existe certaines variations critiques présentes dans
les séquences peptidiques de I’'TAPP provenant de différentes especes animales pouvant jouer
un réle dans D’agrégation fibrillaire. La seconde hypothése du projet est que plusieurs
composés chimiques aromatiques sont capables d’abroger la formation de dépots d’amyloide.
L’objectif général du projet de recherche consiste donc a développer et valider des nouvelles
approches thérapeutiques in vitro de 1’amyloidose pancréatique. L’objectif 1 consiste a
séquencer I’IAPP chez plusieurs espeéces animales et identifier les variations en acides aminés
critiques pour la formation de ’amyloide pancréatique. L’objectif 2 inclut le criblage de trois
classes pharmacologiques sur I'IAPP : les hypoglycémiants, les anti-inflammatoires non-
stéroidiens (AINS), et les aryles éthyles urées (EU). De cette étude émergent quatre séquences
peptidiques non-amyloidogéniques et 11 composés permettant 1’abrogation de la formation in
vitro de I’amyloide pancréatique. Ce projet de recherche pourrait ouvrir la porte a de nouvelles

stratégies de traitement chez les patients souffrant de diabete de type 2.



Résumé long

L’amyloidose, une maladie progressive et incurable, implique une vaste panoplie de
pathologies et de pathogénéses, qui est expliquée par la grande variabilité biologique et
structurale des protéines responsables de la formation des dépodts d’amyloide. L’amyline
(polypeptide amyloide des ilots pancréatiques, IAPP) est une protéine trés susceptible de subir
des changements de conformation impliquant les feuillets béta et conférant aussi des
propriétés physicochimiques distinctes. Cette protéine prend alors une forme fibrillaire et se
dépose dans les ilots de Langerhans chez les humains atteints de diabéte de type 2 ou
d’insulinome. Ces dépots d’amyloide pancréatique (AIAPP) ont été décrits chez certaines
especes animales telles que les félins domestiques, les grands félins, le raton laveur et les
primates non humains. La formation de dépdts d’amyloide contribue a la pathogénése du
diabete de type 2, mais les mécanismes qui induisent la conversion de I’amyline (IAPP) en

amyloide (AIAPP) ne sont pas complétement compris.

Les hypotheéses du projet sont que certaines variations présentes dans les séquences
peptidiques de I’IAPP provenant de différentes especes animales jouent un rdle critique pour
la formation de fibrilles et que plusieurs composés chimiques aromatiques/phénoliques sont
capables d’abroger la formation de dépdts d’amyloide. Le projet de recherche consiste donc a
caractériser la propension des différentes isoformes animales d’IAPP a former de I’amyloide
in vitro afin d’identifier les acides aminés jouant un role clé dans cette transformation

structurale et ultimement d’inhiber la formation d’amyloide pancréatique.

Le projet se divise en deux volets principaux. Le premier consiste a identifier les
différentes séquences peptidiques de I’IAPP retrouvées chez les espeéces animales. L’objectif
est d’identifier les acides aminés jouant un rdle clé dans la formation d’amyloide. Le gene de
I’IAPP a été séquencé chez plus d’une quarantaine d’espéces. Le potentiel d’agrégation des
séquences obtenues a été simulé a 1’aide d’outils bioinformatique. Une librairie de 23 peptides
a ét¢ commandée afin de procéder a des analyses physicochimiques in vitro permettant
d’évaluer le potentiel amyloidogénique (test fluorimétrique a la thioflavine T, essai de liaison
au rouge Congo, dichroisme circulaire, microscopie ¢lectronique a transmission) et

cytotoxique (sur une lignée cellulaire provenant d’insulinome : INS-1). Les analyses
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effectuées a partir de la librairie constituée de 23 peptides ont permis d’identifier trois
séquences ne formant pas d’amyloide et qui proviennent des espéces animales suivantes : le
tamarin lion doré (Leontopithecus rosalia), le grand dauphin (Tursiops truncatus) et 1’alpaga
(Vicugna pacos). Un site potentiellement critique est le segment 8-20 présentant le motif
NFLVH qui ne forme plus d’amyloide lorsqu’il est remplacé par le motif DFLGR ou KFLIR.
Les acides aminés 29P, 14K et 18R sont également impliqués dans I’inhibition de la

transformation structurale en fibrille.

La derniére partie du projet consiste a inhiber la formation de I’amyloide en utilisant
des composés chimiques commercialisés (hypoglycémiants, anti-inflammatoires non
stéroidiens) ou nouvellement synthétisés dans notre laboratoire (les aryles éthyles urées). Un
criblage d’une soixantaine de compos€s chimiques a été conduit dans cette étude. Leur
efficacité a été testée sur I’IAPP humaine, qui posséde un fort potentiel amyloidogénique. Les
techniques utilisées sont les mémes que celles exploitées précédemment. L’essai de liaison
croisée photo-induite ("photo-induced cross-linking of unmodified proteins”, PICUP) a été
réalisé¢ afin d’étudier les formes intermédiaires (monomeres, oligomeres). Un total de 11
composés chimiques a démontré un potentiel a inhiber 1’agrégation des fibrilles. Pour la classe
des hypoglycémiants, le glyburide, le répaglinide et la troglitazone ont montré [’activité
thérapeutique la plus élevée pour retarder et réduire la formation de fibrilles. Les anti-
inflammatoires antiamyloidogenes actifs incluaient le diclofenac, le méloxicam, le
phénylbutazone, le sulindac et le ténoxicam. Les aryles étyles urées les plus intéressantes
étaient la EU-362 et la EU-418. Tous ces composés ont conféré une protection cellulaire
contre 1’activité cytotoxique des fibrilles. Les molécules actives possedent des éléments
structuraux communs tels des substituants donneurs d’¢électrons (alcool, amine, halogene) sur

un noyau benzene.

En conclusion, ce projet de recherche a permis de caractériser I’IAPP chez diverses
especes animales, dont plusieurs chez lesquelles elle n’avait pas encore été décrite, de
déterminer les sites jouant un role clé dans sa transformation en amyloide et, ultimement, de
tester le potentiel thérapeutique de nouveaux agents antiamyloidogenes dans le diabéte de type

2. Nous espérons que ce projet ouvrira ainsi la porte a de nouvelles stratégies de traitement.



Mots-clés : amyline, amyloide, analogues peptidiques, diabéte de type 2, inhibiteurs de

I’agrégation fibrillaire, 1lot de Langerhans, pancréas.



Abstract

Amyloidosis is a progressive and, as of now, incurable disease caused by the
deposition of insoluble proteins. Amyloid research over the past decades focused on the
characterization of the substantive biological variability of amyloid deposits. Amyloidosis
encompasses a diversity of pathological manifestations, explained by the diversity of
underlying causal proteins. In the pancreas of susceptible species, islet amyloid polypeptide
(IAPP) is a precursor for an amyloid protein (AIAPP), which has a characteristic fibrillar
structure and resistance to physical agents. This folded protein deposits in the islets of
Langerhans of patients with type 2 diabetes or islet cell tumors (insulinoma). Amyloid
deposits have also been well characterized, anatomically, in feline and non-human primate
species. Amyloid fibril formation contributes to the pathogenesis of diabetes mellitus but the
precise pathophysiologic factors involved in the fibrillization of IAPP as well as resultant islet
injury remain to be elucidated. Further understanding of the causative factors in the
fibrillogenesis of IAPP will be requisite in the development of therapeutic strategies to disrupt

the amyloidosis process.

This project hypothesizes that the specific variations found in IAPP peptide sequences
among different animal species are critical for IAPP fibrillization. Also, some
aromatic/polyphenolic compounds can abrogate fibrillization. The main objective forms the
basis for development of new therapeutic tactics to impede amyloid formation and associated

cellular injury. Thus this project has two specific aims.

The first specific aim was to identify critical variations in IJAPP amino acid sequences
from different animal species and to assess their amyloidogenic potential. To accomplish this,
the TAPP gene was isolated and sequenced from paraffin-embedded tissues from various
animals (40 species). The aggregation potency was assessed for each sequence using in silico
analysis. A library of 23 peptides was prepared from sequences that were distinctly different
and their amyloidogenic potential was assessed in vitro using physicochemical analysis
(thioflavin-T assay, Congo red binding assay, far-UV circular dichroism, transmission electron
microscopy) and cytotoxicity assays (insulinoma cell line INS-1). Among this peptide library,

three were non-amyloidogenic and corresponded to the following animal species: golden lion
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tamarin (Leontopithecus rosalia), commun bottlenose dolphin (Tursiops truncates) and alpaca
(Vicugna pacos). Segment 8-20 of the peptide was critical for amyloid formation and the
substitution of the NFLVH motif found in this region by a DFLGR or KFLIR motif impeded
fibrillization. The amino acids 29P, 14K and 18R were also demonstrated to abrogate fibril

formation.

The second objective consisted in abrogating IAPP fibrillogenesis using
conceptualized aromatic/polyphenolic structures, specifically hypoglycemic, non-steroidal
anti-inflammatory and aryl ethyl urea agents. This part of the project involved molecular
screening of more than 60 compounds. Their efficacy at inhibiting amyloid formation was
assessed in vitro on human IAPP, which exhibits the highest amyloidogenic potential.
Techniques included the above-mentioned methods, with the addition of photo-induced cross-
linking of unmodified proteins (PICUP). A total of 11 compounds showed potential in
abrogating TAPP aggregation. Among the hypoglycemic agents evaluated, glyburide,
repaglinide and troglitazone showed the highest potency in reducing fibril formation. The
NSAIDs that displayed anti-amyloidogenic activity were diclofenac, meloxicam,
phenylbutazone, sulindac and tenoxicam. EU-362 and EU-418 were the hit compounds
resulting from the screening of the aryl ethyl urea (EU) class. Additionally, these anti-
amyloidogenic molecules conferred a protection against fibril cytotoxicity. All of the active
molecules bear a commun motif composed of benzene ring with electron donor moieties, such

as alcohol, amine or halide.

To conclude, this project characterized IAPP in several animal species in which it has
not been previously described and improves our understanding of the amyloidogenesis
process. Moreover, the therapeutic potential of hypoglycemic, non-steroidal anti-inflammatory
and aryl ethyl ureas agents as anti-amyloidogenic compounds was evaluated. It is conceivable
that the additional information hereby gained on the regulation of amyloidogenesis may point

towards new therapeutic strategies for diabetic patients.

Keywords: amyloid, islet amyloid polypeptide (IAPP), inhibitors of fibrillization,

pancreas, islets of Langerhans, peptide analogues, type 2 diabetes.
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Avant-propos

Cette these est constituée d’un total de huit chapitres ainsi que de deux annexes. Mes
travaux de recherche ont permis d’écrire et de soumettre quatre manuscrits, dont trois d’entre
eux sont actuellement publiés. Je suis la premiére auteure de ces manuscrits. J’ai planifié et
réalisé la majorité¢ des expériences qui ont permis d’obtenir les résultats contenus dans ces
manuscrits. La contribution spécifique des auteurs est indiquée au début de chaque chapitre.
J’ai écrit la premicre version des manuscrits insérés dans cette these et participé a la correction

des autres versions sous la supervision du Dr Marie-Odile Benoit-Biancamano.

Le premier manuscrit, Wildlife Sequences of Islet Amyloid Polypeptide (IAPP) Identify
Critical Species Variants for Fibrillization, soumis dans le journal Amyloid: the Journal of
Protein Folding Disorders constitue le chapitre III. Ce manuscrit présente les variations dans
la séquence peptidique de I’TAPP provenant de différentes espéces animales. Les variations
présentées sont requises pour provoquer un changement de conformation menant a la
formation d’amyloide ou pour stabiliser la forme native. De plus, ce document rapporte des
séquences peptidiques pouvant potentiellement étre modifiées chimiquement par des chimistes

médicinaux afin de mettre au point des inhibiteurs peptidiques de 1’agrégation fibrillaire.

Le deuxieme manuscript, intitulé /n Vitro Evaluation of Hypoglycemic Agents to
Target Human Islet Amyloid Polypeptide: A Key Protein Involved in Amyloid Deposition and
p-cell Loss, est présenté au chapitre [V. Il a été publi¢ dans le Canadian Journal of Diabetes.
Cet article scientifique décrit les relations structure-activité potentiellement impliquées dans
I’inhibition de 1’agrégation fibrillaire de I’hIAPP avec les principaux représentants des
hypoglycémiants. Les molécules qui présentent des propriétés inhibitrices intéressantes sont le

glyburide, le répaglinide et la troglitazone.

Le troisiéme manuscript, Inhibition of Islet Amyloid Polypeptide (IAPP) Aggregation
and Associated Cytotoxicity by Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs), est inclus
dans le chapitre V. Ce dernier a été publié dans le Canadian Journal of Physiology and

Pharmacology. Nos travaux montrent les relations structure-activité possiblement impliquées
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dans 1’abrogation de I’agrégation fibrillaire de I’hIAPP par les agents anti-inflammatoires non-
stéroidiens. Le manuscrit présente deux familles différentes de composés qui sont efficaces
dans I’inhibition de la formation de fibrilles, soit la classe des acides enoliques (méloxicam,
piroxicam, tenoxicam et phénylbutazone) et des acides acétiques (acide niflumique,

nimésulide, diclofénac et sulindac).

Le quatriéme manuscript, Discovery of Ethyl Urea Derivatives as Inhibitors of Islet
Amyloid Polypeptide Fibrillization and Cytotoxicity, a été soumis dans le Canadian Journal of
Physiology and Pharmacology. Les travaux constituant le chapitre VI sont trés intéressants
puisqu’ils incluent une grande majorité des molécules préparées dans le cadre de ma maitrise
effectuée a la Faculté de pharmacie de I’Université Laval. Cet article décrit 1’activité de
molécules provenant d’une toute nouvelle classe, soit les aryles éthyles urées (EUs), qui sont

capables d’abroger 1’agrégation fibrillaire de ’hIAPP.

Le cinquiéme manuscrit, Characterization of a Pancreatic Islet Cell Tumor in a Polar
Bear (Ursus Maritimus), est publié¢ dans le journal Zoo Biology. Ce dernier, présenté¢ dans
I’annexe I, rapporte une tumeur rare des ilots béta pancréatiques chez 1’ours polaire.
L’amyloide a été rapportée dans ce type de tumeur chez I’humain, les primates non humains et
les canins. La tumeur chez cet ours polaire ne contenait pas de dépdts d’amyloide. Le
séquengage de I'TAPP et I’analyse in silico ont été effectués. L’article est inclus dans cette

these puisque I’TAPP provenant de I’ours polaire démontre un potentiel amyloidogénique.

Le sixieme manuscrit, Anatomic and Molecular Characterization of the Endocrine
Pancreas of a Teleostean Fish: Atlantic Wolffish (Anarhichas Lupus), est presenté dans
I’annexe II. Ce dernier est publié¢ dans le journal Zoological Studies. Ces travaux sont tres
intéressants puisqu’ils décrivent le pancréas endocrin chez une espéce de poisson téléostéen et

rapportent une distribution inusitée de I’'IAPP.



Chapitre I

1. Introduction

1.1 L’amyloide et I’amyloidose

L’intérét pour le domaine de recherche sur 1’amyloidose a augmenté de fagon
fulgurante depuis les derni¢res années, propulsant cette thématique parmi les disciplines
majeures de recherche, notamment la chimie, les sciences des matériaux, la biologie,
I’imagerie et la médecine. Les raisons soutenant cet intérét marqué proviennent du lien entre la
formation de I’amyloide et les maladies dégénératives de hautes importances (maladie
d’Alzheimer, diabéte de type 2), des avancées que procurent les études sur la nature des
formes fonctionnelles des protéines dans un systéme vivant et de 1’opportunité de générer des
nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans un contexte différent, la reconnaissance de 1’habileté
a convertir une grande variété de peptides et de protéines en polymeéres filamenteux d’une
régularité extraordinaire a permis de générer des nouveaux matériaux possédant des propriétés

intéressantes et remarquables (Knowles et Buehler, 2011).

L’agrégation des protéines en fibrilles formant des dépots (plaques) extracellulaires ou
des inclusions intracellulaires est impliquée dans la pathogénese de plus d’une vingtaine de
maladies, regroupées sous le terme d’amyloidose (Sipe et al., 2014). La substance amyloide
qui provient du mauvais repliement d’une protéine, sans considérer la séquence en acide
aminée ou la structure de 1’état natif, se manifeste typiquement par une forme fibrillaire qui
ressemble a un filetage. En plus de son importance en médecine et des sciences en matériaux,
I’état d’amyloide des peptides est a la fois particulier, fondamental et intriguant en raison des
propriétés caractéristiques qu’il démontre. En plus de ces propriétés inusitées, la panoplie de
structures tridimensionnelles distinctes que génere la cascade de la formation de I’amyloide
met au défi plusieurs concepts établis sur la nature de 1’état fonctionnel des protéines (Dobson,
1999). Les travaux menés en laboratoire ont permis de constater qu’une variété de protéines
posséde la capacité de former des structures fibrillaires (Dobson, 1999; Dobson, 2003; Chiti et

Dobson, 2006). De surcroit, la formation d’amyloide n’est pas seulement un rare phénomene



associ¢ avec un faible nombre de maladie (Chiti et Dobson, 2006). Au contraire, 1’état
d’amyloide émerge d’une forme structurelle alternative bien définie qui peut étre adoptée sous
quelques circonstances par plusieurs séquences peptidiques. Dans un autre ordre d’idées,
I’usage thérapeutique d’analogues synthétiques de ces protéines est limité par la propension a

former des fibrilles et a s’agréger.

Dans la communauté¢ scientifique, plusieurs laboratoires de recherche s’attardent a bien
comprendre comment les systémes biologiques sont capables d’assurer que les protéines
individuelles adoptent un état approprié¢ en fonction des besoins de 1’organisme sous des
conditions spécifiques. L’organisme doit étre capable d’activer les protéines a exécuter une
fonction spécifique ou de cibler les protéines inadéquates pour les mener a la dégradation. Il
est nécessaire de définir la nature et la propriété des états multiples qui sont, en principe,
accessibles a une séquence donnée dans la cascade de la formation de I’amyloide (Wilson et
Easterbrook Smith, 2000; Dobson, 2003). Notamment, il est primordial de comprendre
comment un systéme vivant est capable d’éviter la conversion des protéines de I’état natif a un
¢tat fibrillaire. Dans le contexte ou ce processus peut entrainer la maladie, la nature de la
structure de I’amyloide doit étre définie (Dobson, 2003; Vendruscolo et Dobson, 2005; Chiti
et Dobson, 2006). Il convient toutefois de bien préciser que la séquence peptidique et 1’état
natif des protéines responsables de I’amyloidose sont différents entre eux, contrairement a la
substance amyloide qui posséde une architecture universelle, trés rapprochée et hautement
organisée. Toutefois, les détails spécifiques de la composition et les propriétés de la structure

fibrillaire demeurent a ce jour une énigme.

Plusieurs évidences supportent I’hypotheése selon laquelle 1’état d’amyloide offre un
état plus stable que 1’état fonctionnel natif pour plusieurs protéines, méme sous des conditions
physiologiques. Ceci indique que 1’état natif de ces protéines ne représente peut étre pas
I’énergie minimale globale sur les surfaces d’énergie libre des chaines polypeptidiques
correspondantes dans un organisme vivant, mais simplement des états métastables qui sont
séparés de la forme amyloide par le fait que leurs valeurs d’énergie d’activation sont élevées
(Baldwin et al., 2011). Selon ce principe, les systémes biologiques seraient notamment
impliqués dans 1’activation des protéines dans un état fonctionnel et soluble pour des périodes

de temps prolongées sous des conditions normales physiologiques, au lieu de les convertir en
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substance d’amyloide. A ’exception, il existe un petit nombre relatif de cas ou I’amyloide est
utilisée pour des raisons fonctionnelles puisque ces structures peuvent servir, entre autres, de
gabarit structurel ou d’entreposage moléculaire (Chiti et Dobson, 2006; Fowler et al., 2007;

Maji et al., 2009).

Quelques mécanismes de protection sont assurément encodés dans la séquence,
notamment par I’habilité d’une protéine globulaire a adopter une conformation possédant un
¢tat stable et coopératif. Les régions promouvant 1’agrégation de la protéine sont séquestrées a
I’intérieur de la molécule. Ceci permet d’augmenter la barriére énergétique pour la conversion
en espéces engendrant 1’agrégation (Broome et Hecht, 2000; Pawar et al., 2005; Baldwin et
al., 2011). Il est important de souligner que plusieurs mécanismes de protection sont associés
avec I’environnement cellulaire, comme I’existence de chaperonnes et des mécanismes de
dégradation mis en place pour prévenir la formation et I’accumulation des protéines fibrillaires
(Wilson et Easterbrook Smith, 2000; Morimoto, 2008; Hartl et al., 2011). En effet, il est
évident que ces mécanismes de maintenance de I’homéostasie cellulaire, plus spécifiquement
de la protéostasie, sont vitaux, non seulement lors des changements de conformation suivant la

biosynthése, mais a tous les différents stades du cycle de vie des protéines.

1.1.1 Histoire et avancées scientifiques dans le domaine de I’amyloidose

Depuis les dernieres années, il y a eu d’énormes avancées permettant de mieux
comprendre la nature et la structure de 1’amyloide, le mécanisme de formation et la
pathogénicité. La plupart des progreés résultent de I’introduction de nouvelles techniques et
approches; plusieurs ont été adaptées de méthodes développées afin d’étudier les systemes
moléculaires comme la nanotechnologie (Knowles et Buehler, 2011; Knowles et al., 2011).
L’histoire moléculaire de I’amyloidose est certes fascinante et souligne la contribution des

avancées technologiques.

La découverte de I’amyloide remonte a 1’époque descriptive. Le physicien Rudolph
Virchow a décrit pour la premiére fois la substance d’amyloide en colorant des tissus humains
avec de I’iode et de I’acide sulfurique (Virchow, 1851). Suite a cette coloration spéciale,
I’aspect des tissues contant les dépots d’amyloide €tait typiquement semblable a la coloration

résultante de la cellulose, arborant une teinte bleutée. Il est important de mentionner que les
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dépots d’amyloide sont homogenes et éosinophiliques a la coloration histologique
conventionnelle (hématoxyline et €osine). Quelques années plus tard, Friedreich et Kekulé ont
démontré que ces dépdts étaient constitués de protéines (Friedreich et Kekule, 1859). En 1922,
Bennhold a introduit I’utilisation de la coloration spéciale au rouge Congo, puisque 1’amyloide
possede une affinité pour ce pigment (Bennhold, 1922). Par la suite, Divry et Florkin ont
démontré que la liaison entre le rouge Congo et I’amyloide conférait la propriété d’augmenter
I’anisotropie, conférant la propriété de biréfringence (Divry et Florkin, 1927). En effet, la
coloration au rouge Congo d’un tissu contenant de I’amyloide devient vert pomme lorsque

soumis a la lumiére polarisée (Figure 1).

A

Figure 1: Coloration au rouge Congo provenant d’une coupe histologique de

I’endocarde chez un patient atteint d’amyloidose cardiaque.

A) La coloration au rouge Congo de la section histologique montre un dép6t amorphe éosinophilique au
microscope optique. B) Lorsque soumis a la lumiére polarisée, les dépots d’amyloide sont biréfringents, arborant
un aspect vert pomme. Adaptée de Buxbaum et Linke, 2012.

La description de ’amyloide a I’échelle du nanometre a été effectuée par Cohen et
Calkins en utilisant la microscopie électronique a transmission (MET) avec des sections de
tissus paraffinés provenant de patients atteints d’amyloidose (Cohen et Calkins, 1959). Ils ont
été les premiers scientifiques a décrire I’aspect des agrégats fibrillaires. En fait, les fibrilles
sont non branchées, d’un diametre d’environ 10 nm et de longueur variable. Quelques années
plus tard, les études sur la structure des fibrilles d’amyloide ont été facilitées par la mise au
point d’une méthode d’extraction en milieu aqueux par Pras et ses collaborateurs (Pras et al.,
1968). Egalement, les travaux effectués en diffraction des rayons X sur un insecte, soit une

chrysope (Crysopa flava), par Geddes et ses collaborateurs ont introduit le concept de
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structure en feuillet B croisé ("cross-f sheet") (Geddes et al., 1968). Cette structure est
constituée de brins B qui sont arrangés perpendiculairement a 1’axe des fibrilles et empilés
ensemble en feuillet B, formant ainsi un filament pouvant s’allonger jusqu’a 1’infini.
L’interprétation initiale de ce modele a eu définitivement un impact significatif pour la

compréhension de la structure de I’amyloide.

Par la suite, les filaments d’amyloide purifiés en provenance de la rate et du foie de
patients souffrants d’amyloidose ont été étudiés en utilisant la diffraction aux rayons X. Ce
sont les premiers travaux qui ont mis en corrélation les 1ésions tissulaires provenant de patients
souffrant d’amyloidose avec la visualisation des fibrilles en diffraction aux rayons X. Les
fibres créaient un patron associé¢ avec 1’architecture classique de feuillet B croisé. Eanes et
Glenner sont les premiers scientifiques démontrant I’association de 1’amyloide in vivo avec
I’architecture en feuillet  croisé (Eanes et Glenner, 1968; Glenner et al., 1969). La Figure 2
résume les découvertes et progrés qui ont permis de définir la nature moléculaire de
I’amyloide. Elle souligne aussi la découverte des différents types d’amyloidose les plus

fréquemment rencontrées en médecine humaine et vétérinaire (Buxbaum et Reinhold, 2012).

[Rokitansky, | [Bennhold: Congo
virchow | [Red binds in vitro Cohen & Calkins: fibrillar [murine
Pathology | |and in vivo ultrastructure amyloid |models AA

1840-60 1922-23 193540 1944 1945 1950 1951 1954 1957 1958 1959 1961 1962 1963 1965

First clinical
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|(eprodisate) |
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Figure 2 : Découvertes et progressions majeures dans le domaine de la recherche sur

I’amyloidose depuis 150 ans.
Adaptée de Buxbaum et Linke, 2012.
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1.1.2 Les différentes maladies associées a ’amyloide

L'amyloidose est une maladie progressive et incurable qui peut étre causée par
différentes protéines. Environ 31 différentes protéines ont démontré le potentiel a former de
I’amyloide (amyloidogéniques), mais elles ne sont pas toutes associées a une maladie
cliniquement significative (Sipe et al., 2014). Ces protéines subissent un mauvais repliement
ou changement de conformation ainsi qu’un processus d’élongation en fibrilles. L’amyloidose
décrit donc un groupe de désordres causés par un changement de conformation anormal
entrainant I’agrégation et I’accumulation de certaines protéines dans les tissus, connue sous le
terme de dépdts d’amyloide. Ces dépots sont composés de fibres de protéines anormales
(fibrilles), qui s’accumulent plus rapidement qu’elles ne sont éliminées. Dans les conditions
physiologiques normales, les protéines sont éliminées environ au méme rythme que leur
production. A 1’opposé, les protéines qui forment I’amyloide sont détruites trés lentement.
Progressivement, elles interférent avec la structure et la fonction des organes affectés. Ces
dépots engendrent ainsi des dommages a la membrane cellulaire, produisant des especes

oxygénées réactives (ROS) et provoquant 1’apoptose.

Les dépots d’amyloide peuvent étre localisés dans un organe particulier ou étre
généralisés dans tout I’organisme, dépendamment de la protéine initiatrice du processus. La
vaste panoplie de pathologies et pathogéneses de I’amyloidose s’explique donc par la grande
variabilité biologique des dépdts d'amyloide. Les symptomes apparaissent comme le résultat
d’un dommage progressif aux tissus et organes affectés, comme par exemple le cceur ou le
rein, et peuvent varier d’un patient a un autre. Les Tableaux 1 et 2 présentent les principaux
types d’amyloide, leur distribution et les conditions cliniques auxquelles ils sont associés.

L’amyloidose est classifiée en accord avec la protéine précurseur.
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Tableau 1 : Classification de quelques formes d’amyloidose selon les différents types, la

distribution et les conditions cliniques associées.

Type
d'amyloide Protéine précurseur | Distribution Forme clinique/syndrome
Chaine légére d’lg (K,
AL A) G, L (Primitive) isolée ou associée au myélome
AH Chaine lourde d’lgG (y) G, L Isolée (polyneuropathie amyloide familiale, Portugais)
AA ApoSAA G Secondaire, Fiévre méditerranéenne familiale
Héréditaire (cardiomyopathie amyloide familiale de
ATTR Transthyrétine mutée G type Danois)
Transthyrétine normale G Sénile
AB2M B2-microglobuline G Associée a l'insuffisance rénale chronique terminale
Héréditaire (polyneuropathie amyloide familiale de
AApoAl Apolipoprotéine Al G type lowa)
L Aortique
AApoAll Apolipoprotéine All G Héréditaire
AApoAIV Apolipoprotéine AlV G Sénile
AFib Fibrinogéne G Héréditaire
AB ABPP L Maladie d’'Alzheimer, symdrome de Down
APrps¢ Prp¢ L Encéphalopathies spongiformes
ACal Procalcitonine L Cancer médullaire de la thyroide
Facteur atriale
AANF natriurétique L Amyloidose atriale isolée
AIAPP IAPP (Amyline) L Diabéte de type 2, insulinome
Alns Insuline L latrogénique (amyloidose localisée au site d'injection)

G = amyloidose généralisée, L = amyloidose localisée. Adapté de Buxbaum et Linke, 2012; Hard et Lendel,

2012; Sipe et al., 2014; Woldemeskel, 2012.

Tableau 2 : Classification de quelques inclusions intracellulaires pouvant adopter les

propriétés de ’amyloide.

Corps d'inclusion Protéine Site Forme clinique/syndrome
a-synucléine (a- | Neurone,
Corps de Lewy syn) intracytoplasmique Maladie de Parkinson
Enchevétrements Neurone, Maladie d’Alzheimer, démence,
neurofibrillaires Tau intracytoplasmique vieillissement
Corps de Huntington Huntingtine Neurone, intranucléaire | Maladie de Huntington

Adapté de Sipe et al., 2014.
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Les protéines responsables de I’amyloidose systémique incluent, entre autres, les
protéines AL et AH qui proviennent des chaines Ilégeres (L) et lourdes (H)
d’immunoglobulines (Glenner, 1980a, 1980b). Les fragments d’immunoglobuline des chaines
légéres ou lourdes entrainent la formation de fibrilles (WHO-IUIS, 1993; Gertz, 2004; Sipe et
al., 2014). 1l existe aussi I’amyloidose A systémique, causée par la protéine SAA ("serum
amyloid-associated"). L’ AA peut étre secondaire a I’inflammation chronique et les fibrilles
proviennent de I’amyloide sérique A (ApoSAA) (Benditt et Eriksen, 1972; Hazenberg et Van
Rijswijk, 1994; Sipe et al., 2014). Les amyloidoses systémiques communes en médecine
humaine et vétérinaire surviennent souvent en concomitance avec une inflammation ou une
néoplasie (Kim et al., 2005; Snyder, 2007). En médecine humaine, 1’amyloidose systémique
AA est diagnostiquée chez certains patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques,
notamment [’arthrite rhumatoide. Les patients avec 1’amyloidose systémique AL souffrent
parfois d’un désordre sous-jacent de la moelle osseuse, dont le myélome multiple, ou d’autres

formes de dyscrasies lymphocytaires (WHO-IUIS, 1993, Sipe et al., 2014).

Plusieurs types d’amyloidose systémique ont une base génétique; la plupart peut étre
identifiée a partir d’un test génétique. L’amyloide transthyrétine (ATTR) est un exemple
d’amyloidose qui peut étre héréditaire. La polyneuropathie amyloide familiale (FAP) est
causée par la mutation de la protéine transthyrétine amyloidogénique et provoque une atteinte
cardiaque et nerveuse périphérique sévere (Plante-Bordeneuve et Said, 2011). Au cours de la
derniére décennie, il y a eu une progression dans la compréhension du type non héréditaire,
soit ’amyloidose sénile dont la protéine précurseur est la transthyrétine (TTR), menant ainsi a
une augmentation de la fréquence de diagnostic de cette condition médicale. L’amyloidose
systémique sénile n’est pas reliée a une maladie sous-jacente ou a une transmission héréditaire

(Cornwell et al., 1983; Westermark et al., 1990a).

Les formes d’amyloidose localisées peuvent déclencher des pathologies de gravité
variable, mais pouvant étre importante selon 1’organe touché et la sévérité des 1ésions. Jusqu’a
tout récemment, presque tous les patients en stade terminal d’insuffisance rénale traités avec la
dialyse pendant plus de cinq ans développaient de I’amyloidose reliée a la dialyse. Dans cette
condition, les dépdts d’amyloide, qui se retrouvent dans les os et les articulations, sont formés

par une protéine nommeée P2-microglobuline (Gejyo et al., 1985). Ce type d’amyloidose est
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devenu moins commune grace aux procédures modernes de dialyse, qui ont amélioré
I’élimination de la P2-microglobuline (Gejyo et al., 1985). Un autre exemple d’amyloidose
localisée est la maladie d’Alzheimer, impliquant deux protéines, AP et Tau, retrouvées dans le
cerveau des patients (Sipe et al., 2014). Pour le diabéte de type 2, le polypeptide amyloide des
ilots pancréatiques humains (IAPP) est a I’origine des dépots d’amyloide dans les ilots de

Langerhans (Sipe et al., 2014).

Un obstacle majeur au diagnostic et a la prise en charge précoce de I’amyloidose est la
manifestation des symptomes, qui sont plutdt non spécifiques. Le diagnostic est alors souvent
retardé jusqu’a ce que plusieurs investigations soient effectuées, impliquant la biopsie d’un
organe. Plusieurs laboratoires de recherche travaillent actuellement sur le développement de

radiotraceurs comme outil de diagnostic précoce pour I’imagerie non invasive de 1’amyloide.

1.1.3 Les caractéristiques physicochimiques et structurales des fibrilles

Les différents types d’amyloide sont constitués d’agrégats fibrillaires qui partagent une
architecture universelle plutét qu’une séquence d’acides aminés commune. Les fibrilles
possédent des propriétés physicochimiques caractéristiques : un diamétre d’environ 10 nm,
une structure de base riche en feuillet B et un motif de diffraction aux rayons X de type croisé
B (Sipe et al., 2014). La substance amyloide interagit avec les colorations spéciales comme le
rouge Congo et la thioflavine T, permettant ainsi d’effectuer un diagnostic a partir des lames
histologiques (Sipe et al., 2014). L’architecture de ’amyloide comporte une hiérarchie
filamenteuse constituée de protofibrilles, de protofilaments et de fibrilles (Murphy, 2007). Les
protofibrilles sont de petites structures immatures, linéaires et courbées qui ne sont pas
définies structurellement comme des fibrilles. Pour qu’une fibrille soit considérée mature, elle
doit avoir un diametre d’environ 10 nm et une longueur variable. Généralement, les fibrilles
sont droites et non branchées. Quant aux protofilaments, ils sont constitués de sous filaments
rapprochés qui s’associent afin de former une fibrille mature avec une structure de base définie

et riche en feuillet § (Murphy, 2007).

Les fibrilles d’amyloide examinées par microscopie €lectronique ou force atomique
sont caractérisées par des structures semblables a du filetage qui ont un diamétre de quelques

nanometres et une longueur de I’ordre du micrometre (Figure 3). La structure fibrillaire est
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constituée de feuillets B qui s’empilent ou se croisent de maniére paralléle ou antiparalléle
("cross-f sheet"). Les fibrilles sont composées d’un nombre de protofilaments qui s’enroule
les uns sur les autres afin de former une fibrille mature. Le noyau de chaque protofilament
adopte une structure de type "cross-f sheet" (Sunde et al., 1997; Jimenez et al., 2002; Petkova
et al., 2002; Nelson et al., 2005; Sachse et al., 2008). Les brins B ("f-strands") sont orientés
perpendiculairement a 1’axe des protofilaments. Cette organisation structurale permet de
former de fagon efficace des liaisons hydrogéne entre les feuillets B qui continuent a s’empiler
sur la longueur de la fibrille (Sunde et al., 1997; Jimenez et al., 2002; Petkova et al., 2002;
Nelson et al., 2005; Sachse et al., 2008). Les études sur la conformation structurale de
I’amyloide révelent qu’elle présente des variations sur un ¢lément commun, soit la manicre
dont s’incorpore les chaines latérales des résidus aminés ("side-chain") pour former les brins
B. L’incorporation est déterminée par les propriétés de la chaine principale du polypeptide

(Fandrich et Dobson, 2002; Chiti et Dobson, 2006).

Figure 3: Fibrilles d’amyloide provenant d’une extraction des chaines légéres
d’immunoglobulines k visualisées en microscopie électronique a transmission.
Tirée de Buxbaum et Linke, 2012.

L’architecture croisée B décrit un feuillet B s’étendant a I’infini ou les brins B sont
arrangés perpendiculairement a ’axe des fibres qu’ils forment. La distance inter-brin est
typiquement de 4,7 A. Chaque brin est stabilisé via des ponts hydrogéne. Les feuillets B

peuvent alors s’associer latéralement pour former des filaments plus larges. La distance inter-
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feuillet B est d’environ 10 A. Les forces non covalentes contribuent a stabiliser cette distance
et comprennent les effets d’encombrements stériques, du caractére hydrophobique et des
interactions ¢électrostatiques des chaines latérales de certains résidus. L’architecture universelle
procure une grande stabilité aux fibrilles. Les fibrilles sont trés résistantes a la dégradation
enzymatique (protéolytique) et a la dénaturation chimique (Knowles et al., 2007). Outre la
structure moléculaire, la substance amyloide implique des constituants biochimiques, soit le
composant amyloide P, les glycoaminoglycanes (GAG), ’apolipoprotéine E (Apo E), des
inhibiteurs de protéases et d’autres composants de la matrice extracellulaire (Tennent et al.,
1995; Charge et al., 1996; Zhang et Li, 2010). La Figure 4 présente les structures
intermédiaires et les niveaux hiérarchiques impliqués dans la cascade de la formation

d’amyloide.
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Figure 4 : Cascade de la formation d’amyloide illustrant les différentes structures

intermédiaires et leurs niveaux hiérarchiques.
Tirée de Giurleo et al., 2008.
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1.1.4 La formation de I’amyloide

La formation de fibrilles implique 1’agrégation d’une protéine, la présence de
noyaux/formes intermédiaires et 1’élongation en une fibrille (Knowles et al., 2009). La
formation d’un noyau peut varier en taille, du monomeére au large oligomére. Le terme
oligomeére se référe a un assemblage formé par deux ou plusieurs monomeres et n’implique
pas tous les éléments structuraux ou morphologiques associés a I’assemblage (Ferrone, 1999;
Kodali et Wetzel, 2007; Morris et al., 2009). La nucléation est une étape essentielle afin
d’initier le processus d’agrégation et résulte en un groupe hétérogéne d’oligoméres. A cette
étape, le taux d’association excede le taux de dissociation. Le produit final de la réaction
fibrillaire est un assemblage défini, soit une fibrille d’amyloide. La Figure 5 montre Ila

cinétique de I’agrégation fibrillaire.
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Figure 5 : Formation des fibrilles d’amyloide dépendante de la nucléation.
La séquence des éveénements menant a la formation de fibrilles inclut une phase de latence ("lag-phase"),

d’¢élongation ("growth phase") et de plateau ("saturation phase"). Tirée de lannuzzi et al., 2015.
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Une des avancées majeures dans la compréhension de la nature des fibrilles d’amyloide
provient des études expérimentales de la cinétique de formation, avec I’application des
méthodes mathématiques, qui permettent d’évaluer les fluctuations dynamiques de différents
processus sous-jacents a la réaction globale de I’agrégation. Ces méthodes ont révélé que la
courbe sigmoidale décrivant la conversion d’une protéine soluble en une protéine insoluble ne
dépend pas simplement d’une étape de nucléation primaire, de la croissance et de 1’¢élongation,
mais implique aussi un processus secondaire qui dépend du degré d’agrégation survenant a
toutes les étapes de la réaction (Knowles et al., 2009). La fragmentation est un exemple de
processus secondaire qui, lorsqu’elle se manifeste, méne a doubler le nombre de fibrilles en

croissance et résulte en une prolifération rapide des especes fibrillaires (Collins et al., 2004).

L’¢étude des changements énergétiques (paysage €nergétique) pendant le processus de
la formation de I’amyloide permet de souligner des concepts importants. Le changement de
conformation d’une protéine, ou repliement, est sous un contrdle thermodynamique, tandis que
I’agrégation de la protéine est sous un contrdle entropique (Jahn et Radford, 2005; Jahn et
Radford, 2008; Eichner et Radford, 2011). Le repliement est dominé par les interactions
intramoléculaires alors que I’agrégation est dominée par les interactions intermoléculaires. Le
noyau composant la structure de I’amyloide est la seule entité pouvant s’auto-assembler a un
taux qui est plus élevé que le taux de dissociation de ’assemblage (Jahn et Radford, 2005;
Jahn et Radford, 2008; Eichner et Radford, 2011). La formation des noyaux est un processus
thermodynamiquement défavorisé, mais 1’énergie élevée de ces structures est contrebalancée
par leur conversion en agrégat d’amyloide, qui représente le minimum absolu du paysage
énergétique, soit la conformation la plus stable (Jahn et Radford, 2005; Jahn et Radford, 2008;
Eichner et Radford, 2011). Les paysages énergétiques permettent d’évaluer I’énergie cinétique
ainsi que d’autres parametres pour tous les états conformationnels moléculaires. Ces derniers
peuvent étre formés par une protéine donnée, permettant ainsi la visualisation directe des
multiples sentiers et états polymorphiques. Il existe différentes approches graphiques afin de
décrire la séquence des événements survenant pendant 1’auto-assemblage des protéines. Ces
approches apportent différentes fagons de représenter les mécanismes d’agrégation et offrent

ainsi des informations complémentaires (Jahn et Radford, 2005; Jahn et Radford, 2008;
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Eichner et Radford, 2011). La Figure 6 illustre un exemple d’une approche graphique du

paysage énergétique pendant 1’agrégation fibrillaire.
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Figure 6 : Exemple d’un paysage énergétique illustrant les niveaux d’énergie en fonction
des différentes conformations impliquées dans le repliement et I’agrégation fibrillaire
d’une protéine.

Le repliement et 1’agrégation sont en constante compétition puisque ces processus se déroulent sous I’influence
de paramétres physicochimiques similaires. Tirée de Stefani, 2012.

Une des difficultés qui limite 1’habilité a détailler les mécanismes de 1’agrégation
fibrillaire est reliée au nombre élevé de conformations qui peuplent de facon transitoire et/ou
concomitante la cascade de la formation de I’amyloide. De plus, certaines protéines peuvent
s’agréger selon des mécanismes moléculaires différents. Compte tenu de ce scénario
complexe, les chercheurs de multiples secteurs scientifiques poursuivent leurs travaux afin de

décrire les especes qui peuplent le sentier de la formation de I’amyloide.
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1.1.5 Les effets toxiques

La corrélation entre la pathogénécité et I’accumulation de dépdts d’amyloide a été
démontrée depuis plusieurs années (Eanes et Glenner, 1968; Glenner et al., 1969). Toutefois,
les mécanismes spécifiques impliqués dans I’initiation et la formation d’agrégats fibrillaires
sont a préciser (Caughey et Lansbury, 2003; Chiti et Dobson, 2006; Haass et Selkoe, 2007).
Pour I’amyloidose systémique, une énorme quantité, voire méme de 1’ordre du kilogramme, de
dépdts fibrillaires s’accumulent dans les organes vitaux (foie, rate), engendrant ainsi les
dommages et la perte de fonction (Chiti et Dobson, 2006). En ce qui concerne les maladies
neurodégénératives, les dépdts d’amyloide se retrouvent en plus faible quantité dans les tissus.
Dans ce cas, il y a une faible corrélation entre la quantit¢ de dépdts et la sévérité des

symptomes (Lue et al., 1999; Luheshi et al., 2008).

Plusieurs travaux de recherche sur les maladies neurodégénératives ont mis en
évidence le fait qu’une petite quantité d’especes pré-fibrillaires (au lieu d’une fibrille mature)
induit une toxicité cellulaire (Walsh et al., 2002; Caughey et Lansbury, 2003; Haass et Selkoe,
2007). Les espéces oligomériques, soit les espéces intermédiaires durant 1’interconversion
d’une protéine native en une forme fibrillaire, entrainent des dommages cellulaires. Cette
toxicité cellulaire a été observée chez les especes oligomériques provenant de diverses
protéines (Bucciantini et al., 2002). La toxicité induite par ces oligomeres s’explique par le fait
qu’ils sont capables d’interagir de fagon inappropriée avec plusieurs constituants cellulaires.
Le rapport surface:volume est élevé chez ces espéces relativement aux agrégats qui sont plus

larges (Cheon et al., 2007).

Neéanmoins, des évidences récentes suggerent que 1’hétérogénéité des oligomeres (en
tailles) entraine un degré variable de toxicité (Stefani et Dobson, 2003; Campioni et al., 2010;
Cremades et al., 2012). Les oligomeres formés initialement pendant le processus d’agrégation
sont des especes relativement désordonnées et leur formation est initiée par la nécessité de
séquestrer des régions hydrophobiques ainsi que d’autres régions. Cette séquestration induit
I’agrégation des peptides sous une forme native (non repliée) ou repliée (Serio et al., 2000;
Cheon et al., 2007; Cremades et al., 2012). De cette facon, ces régions hydrophobiques se

retrouvent loin des molécules hydrosolubles. Dans certain cas, il y a un changement de
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conformation associé¢ avec la formation de précurseurs qui possédent une structure amyloide
croisée PB. Ces précurseurs bénéficient d’une stabilité plus grande mais, en contrepartie, ils sont
pourvus d’une surface hydrophobique qui augmente potentiellement les interactions aberrantes
avec d’autres composants cellulaires dont, entre autres, les membranes plasmiques. Au fur et a
mesure que ces especes oligomériques se multiplient en nombre, elles s’assemblent en fibrilles
matures et constituent les plaques ou dépots d’amyloide. Lors de la formation de fibrilles, le
rapport surface:volume augmente et les régions hydrophobiques peuvent se dissimuler dans ce
grand assemblage. Cette hypothése explique, en partie, la réduction de leur potentiel a générer

des effets déléteres.

Les oligomeéres peuvent pénétrer dans les cellules, en passant directement la bicouche
lipidique de la membrane plasmique, ou par endocytose. Il y a aussi des interactions non
négligeables avec les membranes plasmiques qui peuvent modifier la fonction des canaux
calciques voltage-dépendants et des protéines membranaires (Hsieh et al., 2006; De Felice et
al., 2007; Hou et al., 2007; Pellistri et al., 2008). Les oligomeres peuvent aussi prendre la
forme d’un beignet et peuvent causer de la toxicité via la formation de pores (Kourie et
Shorthouse, 2000; Caughey et Lansbury, 2003; Jing et al., 2011). Par la formation de pores
et/ou des interactions avec les membranes plasmiques, il y a une perte de I’intégrité de la
bicouche lipidique et les ions calcium peuvent entrer dans la cellule (Kawahara, 2004). Il y a
alors activation des pompes ATPases du réticulum endoplasmique et une augmentation du
métabolisme cellulaire. Des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) sont alors produites et il y a
libération du cytochrome ¢, qui provoque I’activation de la caspase 12, responsable de
I’apoptose intrinséque (Squier, 2001). Les fibrilles matures peuvent interagir avec les
membranes plasmiques en induisant des radeaux lipidiques ("raft") et I’apoptose extrinseque
(Mattson et al., 1999; Capetillo-Zarate et al., 2006; De Felice et al., 2007; Pellistri et al.,
2008). Les fibrilles peuvent aussi se décomposer en protofibrilles et oligomeres. Ces derniers
peuvent entrer dans la cellule et subir une élongation en fibrille mature intracellulaire. Les

agrégats fibrillaires qui se déposent a I’intérieur de la cellule induisent I’autophagie.

La formation et I’accumulation des protéines ayant le potentiel de s’agréger est un
danger intrins€que en tout temps pendant la durée de vie d’une protéine. Il n’est pas étonnant

de constater que ces especes oligomériques sont une des cibles des chaperonnes moléculaires.

37



Ces dernieres ciblent les régions hydrophobiques a la surface des especes oligomériques, soit
pour introduire une correction dans la structure/conformation, pour séquestrer les formes
repliées des protéines ou pour les dégrader (Morimoto et al., 2008; Hartl et al., 2011; Narayan
et al.,, 2011). Lorsque la quantit¢ des protéines particllement dénaturées et prones a
I’agrégation atteint un certain niveau dépassant les capacités défensives des systémes qui
maintiennent 1’homéostasie, il en résulte un mauvais fonctionnement et la mort cellulaire.
Certes, ce scénario mene a la perte de la régulation de plusieurs processus cellulaires et de la
protéostasie (Balch et al., 2008; Morimoto, 2008). L’agrégation initiale d’une protéine peut
ainsi engendrer une variét¢é de cascades moléculaires contribuant a [’apparition de
I’amyloidose. Les protéines sont trés prés de leur limite de solubilité et, par conséquent, une
perturbation minime, notamment par 1’introduction d’une mutation, d’une modification post-
traduction, d’un changement de concentration ou d’une réduction de [D’efficacité de la
machinerie protectrice avec le vieillissement, peut étre suffisante pour initier 1’auto-
association et mener a la prolifération des agrégats a un niveau pathogénique (Tartaglia et al.,
2007). Les chaperonnes peuvent étre trés efficaces pour neutraliser les espeéces formées par la
nucléation primaire, particuliérement avant la conversion en fibrille. Par contre, une fois cette
¢tape franchie, les processus secondaires, incluant la fragmentation et la catalyse, couplés a la
croissance des fibrilles peuvent augmenter rapidement la quantité d’agrégats et la génération

continue d’oligomeres potentiellement toxiques (Cohen et al., 2010).

1.1.6 L’amyloide fonctionnelle

La substance amyloide est souvent considérée comme étant une entité délétére, voire
méme toxique, associée avec un nombre de maladies humaines grandissant. La formation de
dépots d’amyloide est le résultat d’un changement de conformation d’une protéine ou I’effet
d’une défectuosit¢ ou du dysfonctionnement de 1’homéostasie générale des protéines
cellulaires (protéostasie) (Dobson, 2003; Bucciantini et al., 2004; Uversky et Fink, 2004;
Frokjaer et al., 2005; Chiti et Dobson, 2006). Les maladies associé¢es a la formation de
I’amyloide sont caractérisées par la formation d’intermédiaires préfibrillaires toxiques et des
fibrilles matures (Bucciantini et al., 2002; Goldsbury et al., 2005; Pedersen et Otzen, 2008).
Ce type d’agrégat ne posséde pas de fonction biologique, mais illustre plutét un

dysfonctionnement de 1’homéostasie protéique (protéostasie). Certains auteurs stipulent que
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ces agrégats n’ont pas €té soumis a la pression de 1’évolution puisqu’ils surviennent a un état
tardif dans 1’age d’un individu et ils présentent donc un manque d’optimisation biologique

(Otzen et Nielsen, 2008).

Récemment, la substance amyloide a été rapportée comme étant une partie intégrale de
la physiologie cellulaire. La nature a généré et exploité la structure de I’amyloide pour des
raisons bénéfiques (Fowler et al., 2007; Hammer et al., 2008; Otzen et Nielsen, 2008; Otzen,
2010). L’amyloide dite fonctionnelle présente alors un contraste avec les maladies reliées aux
agrégats fibrillaires. L’amyloide est souvent le produit de changement de conformation d’un
type de protéine hautement régulé, impliquant de multiples protéines de transport, les
chaperonnes (Epstein et Chapman, 2008; Otzen, 2010). Ceci signifie également que
I’amyloide fonctionnelle peut étre exprimée au bon moment et prendre place sans les effets
déléteres des intermédiaires cytotoxiques. Les études effectuées sur I’amyloide fonctionnelle
peuvent conséquemment offrir de nouvelles stratégies de prévention et de traitement pour les

maladies associées a I’agrégation fibrillaire.

L’amyloide fonctionnelle ("new functional bacterial amyloids" ou FuBA) est un terme
général qui regroupe les différents types d’amyloide retrouvés chez les invertébrés ou les
bactéries (Sipe et al., 2014). Les études effectuées sur les biofilms bactériens provenant de
divers habitats ont démontré que 5 a 40 % de toutes les bactéries co-localisent avec du
matériel ayant des épitopes de la substance amyloide (Larsen et al., 2007, 2008). La présence
de structures s’apparentant a I’amyloide a été¢ observée dans le phylum des protéobactéries
(Proteobacteria), des Bacteriodectes, des Chloroflexis et des actinomycetes (Actinobacteria)
(Larsen et al., 2007, 2008). L’abondance de matériel s’apparentant a 1’amyloide dans les
biofilms et I’existence d’un large éventail de bactéries capables d’exprimer ces structures
suggerent que 1’amyloide joue un role important dans la vie de plusieurs especes bactériennes
(Gophna et al., 2001; Chapman et al., 2002; Claessen et al., 2003; Bieler et al., 2005; Barnhart
et Chapman, 2006; Kwan et al., 2006; Oh et al., 2007; Jordal et al., 2009; Shewmaker et al.,
2009; Dueholm et al., 2010; Sawyer et al., 2011). Le domaine bactérien représente alors une
source majeure d’amyloide fonctionnelle. Les bactéries sont utilisées afin de connaitre les
mécanismes de contrdle et de formation de I’amyloide, en plus de décrire les applications de

I’architecture fibrillaire. Les différents travaux de recherche effectués ont permis d’identifier
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et de décrire quelques propriétés de 1’amyloide fonctionnelle bactérienne (FuBA).
L’assemblage régulé de ces structures, clairement distinctes de 1’agrégation non contrdlée des
protéines, procure des exemples instructifs sur les mécanismes de controle des agrégats

protéiniques potentiellement toxiques.

L’amyloide fonctionnelle a différentes fonctions dans la cellule, notamment
I’agglomération cellulaire, I’attachement cellulaire et I’enrobage (enveloppage) des spores. On
retrouve la structure classique croisée P qui peut étre facilement identifiable grace a
I’utilisation d’un anticorps spécifique (O’Nuallain et Wetzel, 2002). Le systéme curli, retrouvé
dans la bactérie Escherichia Coli, implique la participation d’au moins 6 différentes protéines
dans la formation de FuBA au niveau membranaire (Taylor et al., 2011). La protéine CsgA
(curline) forme 1’amyloide au contact avec la protéine CsgB ("curlin nucleator protein™), qui
joue le réle d’un noyau essentiel pour la formation d’une fibrille (Taylor et al., 2011) (Figure
7). La protéine CsgC est une oxydoréductase qui augmente la perméabilité de la membrane
cellulaire externe, via le pore membranaire CsgG (Taylor et al., 2011). Les deux autres
protéines, CsgE et CsgF, interagissent avec la membrane externe (Taylor et al., 2011). La
sous-unité CsgA contient cing régions répétitives dans la séquence et forme un motif structurel
en hélice a. Chaque répétition forme le motif suivant : brin-boucle-brin (Barnhart et Chapman,
2006; Shewmaker et al., 2009). Des systemes analogues ont été rapportés chez d’autres
especes bactériennes, dont le genre Pseudomonas (Dueholm et al., 2010). Chaque espece
bactérienne posseéde une caractéristique unique. La formation d’amyloide fonctionnelle
(FuBA) est lice a la présence de quelques répétitions imparfaites dans la séquence de la
protéine impliquée. Curieusement, ces répétitions permettraient possiblement d’éviter
I’accumulation d’oligomeéres potentiellement cytotoxiques (Wang et al.,, 2010). Les
interactions entres les chaines peptidiques latérales impliquent des acides aminés tres polaires

favorisant ainsi la formation d’une architecture trés ordonnée (Wang et al., 2010).
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Figure 7 : Systéme curli retrouvé dans la bactérie Escherichia Coli.

La nucléation de la protéine CsgB provoque ’assemblage fibrillaire de la protéine CsgA. La protéine CsgC
augmente la perméabilit¢ de la membrane cellulaire externe, via le pore membranaire CsgG. Le domaine
transmembranaire CsgG est important pour la formation de pore et 1’assemblage du systéme curli. Tirée de
Taylor et al., 2011.

A TDorigine, la substance amyloide était considérée comme pathogénique et reliée aux
maladies depuis qu’elle a été retrouvée chez les patients atteints de désordres dégénératifs
et/ou neurologiques. Plus récemment, les études suggerent que 1’amyloide fonctionnelle
(FuBA) a été optimisée pendant 1’évolution afin d’effectuer un nombre de fonctions, incluant
la détoxification, I’échafaudage, le mouvement, 1’attachement a un substrat, la reconnaissance
et ’entreposage hormonale (Gophna et al., 2001; Chapman et al., 2002; Claessen et al., 2003;
Bieler et al., 2005; Barnhart et Chapman, 2006; Kwan et al., 2006; Oh et al., 2007; Jordal et
al., 2009; Shewmaker et al., 2009; Dueholm et al., 2010; Sawyer et al., 2011). Méme si toutes
les fonctions n’ont pas été assignées a tous les types d’amyloide observés chez les bactéries,

elles le seront probablement dans un futur treés proche, suite a des investigations plus poussées.
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1.2 Le diabete de type 2 et I’amyloidose pancréatique

Mondialement, I’estimation du nombre de patients atteint du diabéte est évaluée a 439
million d’adultes en 2030, et plus de 90% d’entre eux souffriront d’un diabete de type 2 (Shaw
et al., 2010). Le diagnostic du diabéte de type 2 est souvent tardif et les complications sont
alors déja présentes. Le diabéte de type 2 implique une augmentation de la résistance des
cellules périphériques a I’activité de 1’insuline. Cette pathologie endocrinienne entraine une
augmentation de la néoglucogénése hépatique. Avant méme 1’apparition du diabéte, il y a une
diminution de I'utilisation du glucose en périphérie provoquée par la résistance a 1’insuline. La
présence d’une hyperglycémie postprandiale cause une augmentation de la sécrétion de
I’insuline par le pancréas afin de diminuer la glycémie sanguine (Lee et Pervaiz, 2007;
Alldredge et al., 2012). En réponse a [D’insulinorésistance, il y a présence d’une
hyperinsulinémie sans hyperglycémie. Le diabéte étant une maladie évolutive, la production
hépatique de glucose augmente et la capacité du pancréas a produire de I’insuline diminue
progressivement (Lee et Pervaiz, 2007; Alldredge et al., 2012). Ce désordre métabolique méne
progressivement a la perte des cellules B des 1ilots de Langerhans et a 1’apparition
d’hyperglycémie. L’insulinorésistance est associée a 1’obésité viscérale, a la dyslipidémie et a
une dysfonction de la fibrinolyse. La présence d’une hyperinsulinémie contribue a
I’athérosclérose qui peut mener a de ’hypertension (Lee et Pervaiz, 2007; Alldredge et al.,
2012). Le diabéte engendre de nombreuses complications médicales telles que les maladies
cardiovasculaires, 1’insuffisance rénale, la cécité, ou I’amputation d’un membre. Les patients
atteints ont une diminution de la qualité et de I’espérance de vie (Lee et Pervaiz, 2007;

Alldredge et al., 2012).

La prévention et I’implantation d’un régime thérapeutique demeurent les meilleures
stratégies afin d’éviter les complications qu’impliquent le diabete de type 2 (Tuomilehto et al.,
2001; Knowler et al., 2002). Dans cette optique, plusieurs laboratoires de recherche et
compagnies pharmaceutiques s’intéressent a développer de nouveaux outils d’intervention
et/ou de traitement afin de prévenir et retarder ’apparition du diabete de type 2. Le diabete est
une maladie qui progresse avec le temps et, conséquemment, les traitements hypoglycémiants
oraux finissent par devenir inefficaces. Les efforts déployés en recherche visent également a

améliorer le régime thérapeutique disponible sur le marché afin d’offrir des traitements qui
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évitent ’apparition de 1’hypoglycémie et d’effets indésirables néfastes tout en optimisant le
controle des glycémies et en permettant d’atteindre la valeur cible de I’hémoglobine glyquée
(A1C) de 7 % (Inzucchi et al., 2013). Ainsi, le traitement du diabéte vise le contrdle de la
glycémie par 1’utilisation d’agents qui agissent sur les différents désordres métaboliques :

I’hyperglycémie, la résistance a 1’insuline et la néoglucogénese.

1.2.1 Le polypeptide amyloide des ilots pancréatiques (IAPP)

La premicre description des dépots d’amyloide dans les ilots pancréatiques chez les
patients diabétiques remonte au début du sieécle dernier (Opie, 1901). Ces dépots amorphes
sont trés caractéristiques dans la physiopathologie du diabete de type 2, soit non-
insulinodépendant. Les fibrilles retrouvées dans les flots pancréatiques proviennent du
polypeptide amyloide des ilots pancréatiques (IAPP) ou amyline, une protéine composée de 37
acides aminés qui est co-sécrétée avec ’insuline par les cellules B des ilots pancréatiques
(Clark et al., 1987; Westermark et al., 1987). La séquence peptidique de I'IAPP est semblable
a celles des peptides reliés au geéne de la calcitonine ("calcitonin gene related peptide",
CGRP), soit le PRGC-I et le PRGC-II, avec respectivement 43 et 46 % d’homologie
(Hoppener et al., 2002). Les trois peptides possédent 37 acides aminés, un pont disulfure a la

position 2 et 7 et une amine a I’extrémité C-terminale.

La fonction principale de ’IAPP n’a pas été clairement établie. L expression de 'IAPP
dans les cellules B et la sécrétion avec I’insuline supportent un réle dans le maintien de
I’homéostasie du glucose. Toutefois, les études réalisées dans les modeles animaux
transgéniques ont rapporté une fonction antagoniste a ’insuline, puisque ’IAPP diminuait la
sécrétion de I’insuline et la tolérance au glucose (Ahrén et al., 1998; Gebre-Medhin et al.,
1998). D’autres fonctions de 'IAPP ont été proposées et elles consistent principalement a
supprimer la libération du glucagon et a contrdler la satiét¢ (Westermark et al., 2011; Lutz,
2012; Montane et al., 2012). L’TAPP se lie au récepteur de la calcitonine (CT) avec une faible
affinité, mais cette affinit¢ augmente lorsque le récepteur CT forme un complexe avec les
RAMP ("receptor activity-modifying protein") (McLatchie et al., 1998). Les récepteurs de
I’IAPP sont constitués de la co-expression entre le récepteur CT avec un des trois RAMP

(McLatchie et al., 1998). Les intéractions entre le recepteur CT et les RAMP modifient la
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spécificité du récepteur CT envers I’IAPP (Christopoulos et al., 1999; Muff et al., 1999). Le
récepteur CT posséde deux variants d’épissage et ceci implique qu’il pourrait y avoir six
différents sous-types de récepteurs de I’TAPP (Christopoulos et al., 1999; Muff et al., 1999).
L’expression des récepteurs CT et RAMP a été identifiée dans le cerveau chez le rat et la
souris (Ueda et al., 2001). L’IAPP présent dans la circulation sanguine peut atteindre ces
récepteurs (Barth et al., 2004). Les récepteurs RAMP participent au transport du recepteur CT
vers la surface membranaire et module la spécificité de ce dernier envers I’IAPP (McLatchie
et al., 1998). Malgré I’importance physiologique de I’'TAPP et de son implication dans la
physiopathologie du diabete de type 2, le rdle de ces récepteurs (CT et RAMP) en relation
avec I’IAPP dans les tissus périphériques et le systéme nerveux central sont inconnus a ce jour
(Bailey et al., 2012). Actuellement, sur le marché mondial des produits pharmaceutiques,
aucune molécule liant spécifiquement le récepteur de I’'TAPP n’a été approuvée. Des travaux
de recherches supplémentaires sont requis afin de comprendre I’implication physiologique de

ces récepteurs.

L’IAPP est exprimé dans les ilots de Langerhans de tous les mammiferes, mais le
potentiel a former de 1’amyloide est reli¢ aux variations interespéces retrouvées dans leur
séquence peptidique. L’amyloidose pancréatique a été rapportée chez les primates et les félins,
mais cette condition pathologique ne se manifeste pas chez le rat et la souris. La comparaison
des séquences en acides aminés de I’IAPP entre les différentes especes animales et les études
in vitro effectuées avec différents fragments synthétiques de I’TAPP ont permis d’identifier des
régions essentielles pour la formation de 1’amyloide. Jusqu’a récemment, trois régions
amyloidogéniques ont été identifiées dans la séquence de I’'IAPP : les segments 20-29, 30-37
et 8-20 (O’Brien et al., 1993; Westermark et al., 2011). Ces régions sont capables de former
une conformation en feuillet B plissé. Les segments 8-20 et 30-37 sont hautement conservés
entre les especes. La région 30-37 est homologue entre le rat et I’humain et forme des fibrilles.
Les IAPP provenant du rat et de la souris sont identiques et les régions 20-29 sont riches en
prolines (Pro25, Pro28, Pro29), prévenant ainsi la formation de fibrilles (Hoppener et al.,
2002). La substitution d’acides aminés par des prolines est un facteur majeur pouvant prévenir

le mauvais repliement et ’assemblage en fibrilles (Hoppener et al., 2002).
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Tableau 3 : Séquence primaire de ’IAPP provenant de différentes espéces animales.

Les acides aminés qui different de I’hIAPP sont identifiés en rouge. L’amyloidose pancréatique a été rapportée
chez les primates et les félins, mais pas chez les rongeurs, 1’espece canine et I’espéce bovine. L’TAPP provenant
du furet et du porc sont amyloidogéniques. Seules les séquences partielles ont été publiées pour les 1époridés et

les poissons osseux (téléostéens). Adapté de Nishi et al., 1989a; Westermark et al., 2011; Cao et al., 2013.

Espéces Acides aminés
Humain (Homo sapiens ) KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
Macaque (Macaca) KCNTATCATQRLANFLVHRSNNFGTILSSTNVGSDTY
Babouin (Papio ) I CNTATCATQRLANFLVHRSNNFGATLSSTNVGSNTY
Porc (Sus scrofa) KCNMATCATQHLANFLDRSRNNLGTI FSPTKVGSNTY
Vache (Bos taurus) GTATCETQCLANFLAPSSNKLGAI FSPTKMGS
Chat (Felis catus ) KCNTATCATQRLANFLIRSSNNLGAILSPTNVGSNTY
Chien (Canis lupus familiaris ) KCNTATCATQRLANFLVRTSNNLGAILSPTNVGSNTY
Rat (Rattus norvegicus ) KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY
Hamster (Cricetus cricetus ) KCNTATCATQRLANFLVHSNNNLGPVLSPTNVGSNTY
Cochon d'Inde (Cavia porcellus ) KCNTATCATQRLTNFLVRSSHNLGAALLPTDVGSNTY
Furet (Mustela putorius furo) KCNTATCVTQRLANFLVRSSNNLGAILLPTDVGSNTY
Raton laveur (Procyon lotor) KCNTATCVTQRLANFLLRSSNNLGAILSPTNVGSNTY
Lapin (Oryctolagus cuniculus ) TQRLANFLI HSSNNFGAI FSPPS
Lievre (Lepus ) TQRLANFLI HSSNNFGAI FSPPN
Poulet (Gallus gallus ) KCNTATCVTQRLADFLVRSSSNIGAI YSPTNVGSNTY
Saumon de ['Atlantique (Salmo salar) TQRLADFLTRSSNTI GTVYAPTNVGS
Chaboisseau (Myoxocephalus scorpius ) SNSTI GTVNAPTNVGS
Poisson zebre (Danio rerio ) TRSSSPIGTVNAPTNVGS

Les fibrilles d’amyloide sont formées du mauvais repliement de I’IAPP, et les agrégats
fibrillaires insolubles se déposent dans les ilots de Langerhans (Figure 8). L’atteinte tissulaire
est trés variable entre les patients diabétiques de type 2, allant de 1 a 80 % des filots
pancréatiques (Westermark et al., 1973; Schneider et al., 1980; Clark et al., 1988; Rocken et
al., 1992). A I’examen post-mortem, la prévalence de ’amyloidose pancréatique chez les
patients non diabétiques est faible, soit moins de 15 % chez les personnes agées, contre plus de
90 % chez les patients diabétiques de type 2 (Clark et al., 1987; Rdocken et al., 1992;

Westermark et al., 1994). L’agrégation de I’IAPP en amyloide est fortement associée a la

dégénérescence des cellules pancréatiques et a la pathogénese du diabete de type 2.
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Figure 8: Coloration au rouge Congo d’une coupe histologique présentant un flot

pancréatique chez un sujet en santé (A) et un patient diabétique de type 2 (B).

Les deux coupes histologiques montrent la localisation de I’insuline (en brun) via une immunohistochimie. A)
Dans les conditions physiologiques normales, les cellules f qui contiennent I’insuline occupent 80 % de 1I’ilot
pancréatique. B) La coloration au Rouge congo révéle une substance amorphe (¥*) pour le tissu pancréatique
provenant du patient diabétique. Les dépdts d’amyloide envahissent plus de 50 % de I’ilot pancréatique. Echelle

=20 um. Adaptée de Jaikaran et Clark, 2001.

1.2.2 Synthése et modification post-traductionnelle de ’IAPP

L’TAPP est encodé par une seule copie d’un gene localis€ dans le bras court du
chromosome 12 (Buckle et al., 1989). Les genes de I’IAPP chez le rat et I’espece humaine
sont trés similaires et comprennent 3 exons et 2 introns (Nishi et al., 1989b; van Mansfeld et
al., 1990). L’exon 1 du geéne de I'TAPP humain (hIAPP) est constitué¢ de 104 paires de bases
codant une grande majorité de la région 5’ non traduite (5°-UTR) (Nishi et al., 1989b; van
Mansfeld et al., 1990). L’exon 2, composé de 96 paires de bases, code 15 nucléotides de la
région 5’ non traduite (5’-UTR), le peptide signal et cinq acides aminés de la portion N-
terminale du propeptide (Nishi et al., 1989b; van Mansfeld et al., 1990). L’exon 3 est le plus
grand des trois exons avec 1 246 paires de bases et code pour le reste de la portion N-terminale
du propeptide, I’hIAPP, la portion C-terminale du propeptide et la région 3’ non traduite (3°-
UTR) de ’ARNm (Nishi et al.,, 1989b; van Mansfeld et al., 1990). Le peptide synthétisé
contient un peptide signal a I’extrémité N-terminale d’une longueur de 22 acides aminés,

permettant ainsi le transport vers le réticulum endoplasmique (Sanke et al., 1988).
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Les ¢lements qui controlent le géne de I’IAPP ont été identifiés en amont de la région
5’ non traduite (5’-UTR) a environ 1, 500 paires de bases de I’exon 1 (Van et al., 1990). Les
¢tudes structurales effectuées en amont de la région 5’ non traduite (5’-UTR) de la séquence
IAPP chez I’humain (hIAPP) et le rat (rIAPP) révélent des similarités et des différences dans
les ¢léments régulateurs. La séquence en amont du gene de I’hIAPP contient une boite TATA
et une séquence similaire a celle de la région promotrice de 1’insuline retrouvée chez le rat
(Van et al., 1990). Le facteur de transcription PDX1 régule les effets du glucose sur les génes
de ’hIAPP et I’insuline (German et al., 1995; Watada et al. 1996). La région en amont chez le
gene de ’rIAPP contient une boite TATA, une séquence CCAAT, et un élément GT (Van et
al., 1990). Ces différences suggerent que le gene de I'IAPP peut étre régulé différemment
selon les espéces animales. Une étude a démontré qu’une délétion de la région entre 189 et
800 paires de bases en amont de I’exon 1 du géne de ’IAPP augmente 1’expression du gene,
ce qui suggere que cette région a un effect suppresseur de géne (Mosselman et al., 1990). Des
¢tudes supplémentaires concernant I’expression du gene de I’IAPP in vivo et les aspects
comparatifs de la structure des ¢léments régulateurs du géne de I’IAPP chez les différentes
especes animales pourront permettre d’¢lucider le role de la régulation de I’expression du geéne
de T'IAPP dans la pathogénése de I’amyloidose pancréatique et le diabéte non-

insulinodépendant.

La séquence primaire de I’hIAPP, soit le PreProlAPP, est constituée de 89 acides
aminés (Sanke et al., 1988) (Figure 9). Le segment peptide signal constitué¢ de 22 acides
aminés est enlevé par la suite pour générer le ProlAPP d’une longueur de 67 acides aminés.
Ce dernier est modifié¢ dans le Golgi et les granules sécrétoires de I’insuline (Marzban et al.,
2005). Le segment C-terminal et N-terminal du peptide flanquant le prolAPP sont lysés par la
convertase PC2 et PC1/3, respectivement (Sanke et al., 1988). La carboxypeptidase E (CPE)
se charge de retirer les acides aminés Gly, Lys et Arg en position C-terminale. La glycine sert
de donneur d’électron pour 1’amination de ’extrémité C-terminale effectuée par 1’enzyme
"peptidylglycine a-amidating mono-oxygenase" (PAM). La formation du pont disulfure entre
les cystéines 2 et 7 mene a la formation du peptide hJAPP mature. Une mauvaise régulation de
la synthese et/ou la modification post-translationnelle de la prolAPP peuvent possiblement

avoir un impact dans la formation de I’amyloide in vivo.
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PrePraAPP:

HMEILKLOQVFLIVLSVALNHLEA TEIESHQVEKRE KCNTATCAT)RLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY GHRNAVEVLEREPLNYLEL

PC2 PC 13=PC2
ProlAPP: l
TPIESHQVEKR ~KCNTATCATQRLANF LVHSSNNFGAILSSTHVGSNTY GKR NAVEVLKREPLNYLPL
CPE
PAM
0

I
IAPP: *NH,- KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY- C—NH,

Figure 9 : Modifications post-translationnelles menant a la fome mature de I’hIAPP.

La séquence primaire, soit la PreProlAPP, est constituée de 89 acides aminés. Les acides aminés du peptide
signal, des peptides flanquants et de la séquence mature sont indiqués en noir, rouge et bleu, respectivement. Les
deux fléches noires montrent les sites de clivage par les proprotéines convertases (PC2 et PC1/3). Les enzymes
carboxypeptidase E (CPE) et "peptidylglycine a-amidating mono-oxygenase" (PAM) conférent un groupement
amine a la portion C-terminale de I’hIAPP. Au final, la séquence mature de I’hIAPP posséde 37 acides aminés,
une extrémité C-terminale aminée et un pont disulfure entre les cystéines en postition 2 et 7. Adaptée de Cao et
al. 2013.

L’TAPP est emmagasiné dans les granules sécrétoires de ’insuline, dans le halo clair,
tandis que D’insuline se retrouve dans la partie dense des granules (en microscopie
¢lectronique). Le ratio estimé de la concentration de I’TAPP sur celle de I’insuline dans les
granules sécrétoires est moindre que 1/50 (Jaikaran et Clark, 2001; Hull et al., 2004). Plusieurs
facteurs sont impliqués afin d’inhiber 1’agrégation irréversible de ’hIAPP dans les granules
sécrétoires. Le taux d’agrégation est plus lent a I’intérieur des granules sécrétoires (Hutton,
1982; Charge et al., 1995; Abedini et Raleigh, 2005). L’acidit¢ du milieu environnant les
granules sécrétoires contribue a I’inhibition de ’agrégation fibrillaire puisque le taux de
formation de ’amyloide est pH-dépendant (Hutton, 1982; Charge et al., 1995; Abedini et
Raleigh, 2005). L’insuline est également un inhibiteur de 1’agrégation fibrillaire de I’hIAPP
via la formation d’hétérodimeres entre 1’insuline et I’hIAPP; cette hétérodimérisation joue un

role important dans le controle de 1’agrégation a I’intérieur des granules (Westermark et al.,
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1996a; Janciauskiene et al., 1997; Jaikaran et al., 2004; Larson et Miranker, 2004; Gilead et
al., 2006).

1.2.3 L’IAPP et son role dans la pathogénese du diabete de type 2

Malgré la progression importante dans le domaine de 1’amyloidose, le site d’initiation
du processus de I’agrégation fibrillaire demeure inconnu. Les dépdts d’amyloide dans les ilots
de Langerhans sont rapportés presque exclusivement dans les compartiments extracellulaires
chez les humains, les primates non humains et les félins. Ces dépots sont facilement visibles a
la bordure des ilots pancréatiques en microscopie optique et ils sont adjacent aux capillaires de
ces ilots en microscopie électronique, particulierement dans le stade précoce de la maladie
(Westermark et Grimelius, 1973; O’Brien et al., 1986; Clark et al., 1988; de Koning et al.,
1993a; Kahn et al., 1999; Hoppener et al., 2000). Ils ont été rapportés chez les singes non
diabétiques ce qui supportent I’existence d’un état sub-pathologique. La progression des
dépots autour des capillaires a pour conséquence de diminuer 1’apport des nutriments,
I’élimination des déchets et la sécrétion hormonale. L’expansion des dépots d’amyloide vers
les ilots est associée avec la mort des cellules B chez I’humain et les modéles animaux (de

Koning et al., 1993b; Couce et al., 1996; Soeller et al., 1998).

La formation de dépdts d’amyloide dans le pancréas est fortement associée avec
I’augmentation de la production d’TAPP chez les modéles animaux et les lignées cellulaires
pancréatiques (Couce et al., 1996; Janson et al., 1998; Hoppener et al., 1999; MacArthur et al.,
1999). L’accumulation des dépots d’amyloide au niveau extracellulaire et le patron de
diffusion entre les cellules et les capillaires suggerent qu’une augmentation de la production
de I'TAPP ou une diminution de 1’¢limination des déchets est un facteur engendrant
I’agrégation fibrillaire. Le glucose, un sécrétagogue de I’insuline, augmente la formation de
fibrilles extracellulaires dans un mode¢le transgénique murin exprimant I’IAPP (de Koning et
al., 1994; MacArthur et al., 1999). Les capillaires n’étaient plus fonctionnels au départ dans ce
modele. Les fibrilles s’accumulaient entre les cellules B de fagon proportionnelle a la sécrétion
de I’insuline et d’TAPP. Ces résultats supportent le fait qu’une augmentation de la sécrétion et
une diminution de I’élimination des hormones, des métabolites et/ou des déchets au niveau des

ilots de Langerhans sont d’importants facteurs contribuant & 1’agrégation fibrillaire. La
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présence de fibrilles au niveau intracellulaire était minime dans ce modéle murin transgénique
(de Koning et al., 1994; MacArthur et al., 1999). Une étude effectuée dans un modele félin a
démontré que les dépots d’amyloide observés dans le pancréas sont plus extensifs dans le
groupe traité avec les sulfonylurées versus le groupe traité avec 1’insuline (Hoenig et al.,
2000). De ce point de vue, une stimulation prolongée des cellules B par les sulfonylurées ou
une concentration élevée et soutenue de glucose peut engendrer des dépdts d’amyloide

pancréatique plus extensifs et la perte de fonction des ilots pancréatiques.

La diminution de la sécrétion d’insuline chez les diabétiques de type 2 est trés peu
comprise malgré les divers travaux de recherche sur la toxicité du glucose, la lipotoxicité et les
modifications génétiques potentielles (Porte et Kahn, 1989; Halban et Kahn, 1997). Certaines
perturbations biochimiques ont été identifiées et soulignent un dysfonctionnement des cellules
B, dont I’augmentation de la sécrétion de I’insuline, de la pro-insuline et des intermédiaires de
la protéolyse de la proinsuline. La proinsuline et la prolAPP subissent des changements post-
translationnels par les mémes enzymes, plus précisément les prohormones convertases (PC1 et
PC2) et la carboxypeptidase E lors de leur passage dans le Golgi. Ces deux prohormones sont
entreposées dans les granules sécrétoires matures (Hutton et al., 1994; Badman et al., 1996;
Higham et al., 2000a). Les changements post-translationnels de la prolAPP peuvent étre
affectés en concomitance avec ceux touchant la protéolyse de la proinsuline. Lorsque le
mauvais déroulement de la protéolyse de ces prohormones survient, la production des
précurseurs de D’insuline et de I'APP augmente significativement. En effet, une étude
effectuée avec des modeles murins transgéniques exempts du gene codant pour la convertase
PC2 a démontré une augmentation des intermédiaires N-terminaux ProlAPP (Wang et al.,
2001). En plus de la ProlAPP, des fragments intermédiaires intacts sont possiblement présents
au stade de I’hyperinsulinémie chez les patients diabétiques de type 2. Cette hypothese est
supportée par une étude qui a démontré la présence d’'une immunoréactivité pour I’extrémité
N-terminale de la ProlAPP dans les dépots d’amyloide (Westermark et al., 1989; Clark et al.,
1993).

Outre les dépdts d’amyloide extracellulaires, un matériel d’aspect fibrillaire a été décrit
a intérieur des cellules B dans un modele murin transgénique surexprimant 1’hIAPP et chez

les patients diabétiques de type 2, suggérant la formation intracellulaire des fibrilles (de
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Koning et al., 1994; O’Brien et al., 1994; Paulsson et al., 2006). Les intermédiaires de la
protéolyse de la prolAPP constituent fort probablement une partie de ces dépots
intracellulaires (de Koning et al., 1994; O’Brien et al., 1994; Paulsson et al., 2006).
L’hormone prolAPP posséde des caractéristiques amyloidogéniques in vitro (Krampert et al.,
2000). Le potentiel d’amyloidogénicité est toutefois moindre pour la prolAPP versus ’hIAPP
(Krampert et al., 2000). Par contre, les extractions effectuées sur des tissus pancréatiques
provenant de patients diabétiques et souffrant d’insulinome ont démontré 1’absence de la pro-
IAPP dans les dépdts d’amyloide (Clark et al., 1987; Westermark et al., 1987). L’hormone
prolAPP n’est pas une composante intrinseéque de 1’amyloidose pancréatique. Toutefois, il est
possible que 1’hormone prolAPP incomplétement clivée ait un role de niche ou

d’ensemencement pour la formation de fibrilles (Paulsson et al., 2006).

Des études ont démontré que le site de liaison pour 1’héparane sulphate recouvre le site
de clivage au niveau de I’extrémité N-terminale de la prolAPP (Park et Verchere, 2001).
Lorsque la portion N-terminale est intacte, la prolAPP peut étre excrétée sous cette forme hors
de la cellule. Dans I’espace extracellulaire des cellules B, cette forme intermédiaire peut alors
se lier aux protéoglycanes a I’héparane sulfate (HSPG) sur la membrane extracellulaire. Le
HSPG avec les protéoglycanes contribuent a la formation de I’amyloide (Snow et al., 1987,
Kisilevsky et Fraser, 1996; Castillo et al., 1998). Dans ce contexte, ces observations suggerent
que ’augmentation de 1’excrétion de la prolAPP et la formation d’intermédiaires suite aux
changements post-translationnels entrainent la formation des dépdts d’amyloide pres des
capillaires par un effet d’ensemencement. C’est d’ailleurs a cet endroit que peut se retrouver

une petite quantité de dépots sub-pathologiques.

Plus récemment, une étude a démontré la présence d’une infiltration non négligeable
de macrophages dans les ilots de Langerhans qui possedent des dépots d’amyloide chez les
patients souffrant du diabete de type 2 (Kamata et al., 2014). La population de macrophages
retrouvée dans les 1lots était proportionnelle a la densité des dépdts d’amyloide (Kamata et al.,
2014). A la lumiére de ce qui précéde, I’amyloide induit fort probablement un état pro-
inflammatoire au sein du tissu pancréatique. L’hIAPP provoque la mort des cellules B, qui
libérent les cytokines IL-1pB et IL-6 (Ehses et al., 2009; Westwell-Roper et al., 2011).

L’activation des macrophages par les cytokines engendre aussi la libération de IL-1j,
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provoquant ainsi des dommages cellulaires et tissulaires importants (Masters et al., 2010).
D’autres mécanismes pathogéniques sont aussi impliqués, comme I’inhibition de I’autophagie,

qui a pour résultante d’augmenter les dommages cellulaires (Rivera et al., 2011).

Parmi les différentes espéces animales, 1’amyloidose pancréatique survient chez un
nombre limité d’espéces (I’humain, le macaque et le chat) en concomitance avec le diabéte
mellitus. La comparaison entre les séquences peptidiques de I'IAPP chez les différents
mammiferes a permis I’identification de deux régions conservées, soit les acides aminés en
position 1-19 a P’extrémité N-terminale et en position 30-37 a D’extrémité C-terminale. Le
segment 20-29 présente plusieurs variations. Le segment constitué¢ des acides aminés GAILS
dans cette région indique une forte propension a former une conformation en feuillet 3
(Betsholtz et al., 1989). Le chien posséde une séquence amyloidogénique puisque le segment
AILS est conservé. Toutefois, le chien ne développe pas d’amyloidose pancréatique dans le
contexte du diabéte de type 2 (Jordan et al., 1990). A ’exception de ce qui précéde, les dépots
d’amyloide ont été observés chez les chiens atteints d’insulinome (O’Brien et al., 1990). Le
fait d’avoir une séquence peptidique amyloidogénique n’est donc pas un facteur suffisant pour
développer des dépdts dans les ilots de Langerhans. En revanche, les changements
physiopathologiques environnant le tissu pancréatique et la production de I’IAPP seraient

possiblement les principaux responsables de I’agrégation fibrillaire.

La conversion de I’hIAPP en amyloide est accélérée par la présence de fibrilles pré-
formées et/ou de noyaux (Kayed et al., 1999; Rhoades et al., 2000). L agrégation fibrillaire de
I’hIAPP peut étre initi€e par la présence de fibrilles générées par d’autres protéines in vitro et
in vivo (Westermark et al., 1996b; Oskarsson et al., 2015). La présence d’un noyau au niveau
des ilots de Langerhans entraine la conversion plus rapide de I’hIAPP natif en substance
amyloide. Les noyaux sont des agrégats insolubles pouvant étre composés des intermédiaires
prolAPP ou des fragments d’hIAPP. Les expériences in vivo ont démontré que les fibrilles
sont cytotoxiques (Lorenzo et al., 1994; Schubert et al., 1995; Janciauskiene et Ahrén, 1998).
L’amyloidose pancréatique sévere correle avec la perte des cellules B des ilots pancréatique et
le besoin d’une insulinothérapie (Schneider et al., 1980; Rocken et al., 1992; Westermark et
al., 1994). Les interactions entre des fibrilles ou protofibrilles et les membranes cellulaires

provoquent ’apoptose cellulaire via 1’activation (phosphorylation) des protéines kinases par
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les mitogénes (MAPK), soit la protéine c-jun, la kinase de la partie N-terminale de la protéine
c-jun (JNK), la protéine p38, et le clivage de la caspase 3 (Rumora et al., 2002; Zhang et al.,
2003).

Tel que mentionné a la section 1.1.5, plusieurs travaux de recherche rapportent la
présence d’oligomeéres dans la cascade de la formation de I’amyloide. Les oligomeéres sont
supposément les especes les plus toxiques pour les cellules. Toutefois, les expériences
d’ultracentrifugation analytique et la spectroscopie RMN au !°F ont échoué a démontrer la
présence d’oligoméres formés par I’hIAPP (Vaiana et al. 2008; Suzuki et al., 2012). Par
contre, les expériences de liaison croisée photo-induite de I’hIAPP permettent la visualisation
des multimeres (dimeéres, trimeéres, tétrameres, etc.). De plus, la spectrométriec de masse a
validé la présence de ’hIAPP sous forme dimérique (Dupuis et al., 2009; Dupuis et al., 2011).
Des travaux de recherche supplémentaires seront requis afin de préciser ’implication des

oligomeres dans la formation de I’amyloidose pancréatique.

1.2.4 Les modéles moléculaires de 1a formation des fibrilles

Les mécanismes moléculaires qui expliquent la conversion de I’hIAPP de la forme
d’'un monomere soluble en une fibrille insoluble ne sont pas complétement élucidés.
Conformément a ce qui a été mentionné a la section 1.2.1, il y existe 3 domaines moléculaires
dans la séquence peptidique de I’hIAPP qui peuvent avoir une implication majeure dans
I’assemblage en fibrille (segments 8-20, 20-29, 30-37). En principe, lorsqu’il y a plus d’un
segment pouvant former un brin B ("p-strand"), les interactions inter/intramoléculaires
risquent de survenir pendant la formation des feuillets plissés B. Le processus du repliement
implique des intermédiaires de formes indéterminées qui sont beaucoup plus complexes que
I’association moléculaire avec un seul segment. Il est important de souligner que I’hIAPP sous
une forme monomérique ou native ne présente pas une structure globulaire ni un état

conformationnel en structures aléatoires ("random coil") (Williamson et Miranker, 2007).

Lors de 1’¢longation des fibrilles, les interactions intermoléculaires surviennent au fur
et a mesure que les monomeres, les protofibrilles et les petits oligomeres s’ajoutent. Les
monomeres peuvent adopter une orientation parallele ou antiparallele. La conformation

paralléle des monomeres de I’hIAPP permet les interactions intermoléculaires antiparalléles
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entre les brins P, et vice versa. Les différentes formes intermédiaires de I’hIAPP rencontrées
pendant la cascade de la formation de I’amyloide peuvent étre modélisées par plusieurs
conformations dépendamment du nombre de segments en feuillet B présents dans le monomere
natif ou les formes intermédiaires. Un des mod¢les proposés est formé par les segments 32-37
et 24-29. Ces derniers constituent deux brins B antiparalléles qui seraient adjacents grace a un
tournant-f ("f-turn") a la position 31 (Asp31) (Higham et al., 2000b). Le segment 8-20 forme
le troisiéme brin B avec un tournant-f a la position 20 (Ser20) (Higham et al., 2000b). La
modélisation in silico a prédit deux angulations qui permettent la formation d’un feuillet 3
intramoléculaire. Une de ces angulations est constituée d’une boucle aux positions 17 et 19.
Les acides aminés en position 22 (Asp22), 24 (Gly24), 26 (11e26), 27 (Leu27) et 28 (Ser28) se
retrouvent du coté externe du feuillet B plissé et peuvent participer aux interactions avec des
molécules ou les protofilaments nécessaires pour 1’assemblage des protofilaments en fibrilles.
Une étude de mutagénése a démontré I’abolition du feuillet plissé B par la substitution d’acides
aminés dans la région 24-27 par une proline (Westermark et al., 1990b; Moriarty et Raleigh,
1999). 1l est a noter que la séquence observée chez le rat présente 3 prolines dans cette région.
Ces substitutions empéchent la formation de ponts hydrogéne inter/intramoléculaires. L’acide
amingé 28 est situ¢ dans la seconde angulation et la substitution par une proline affecte aussi la

structure et abroge la conversion en fibrilles (Westermark et al., 1990b; Moriarty et Raleigh,

1999).

Le pont disulfure formé par les acides aminés en position 2 et 7 ne permettrait pas a
I’extrémité N-terminale de I’hIAPP de former une conformation en feuillet plissé . Selon les
prédictions d’un modele informatique, I’extrémité N-terminale qui porte le pont disulfure ne
participerait pas aux interactions impliquées dans une structure en feuillet plissé f (Sunde et
al., 1997). Toutefois, le pont disulfure serait nécessaire a I’activité biologique de I’hIAPP
(Roberts et al., 1989). Cette structure est conservée chez les différentes especes animales. Par
contre, il reste a déterminer si le pont disulfure demeure intact dans les différentes formes
intermédiaires de I’hIAPP et les dépdts d’amyloide. Entre autres, I’hIAPP synthétique, en

absence de pont disulfure, est capable de former des fibrilles in vitro.

La structure secondaire de I’'TAPP a I’état monomérique en milieu aqueux n’est pas

compacte mais se retrouve sous une conformation en pelote statistique ou aléatoire. Les
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protéines qui forment de 1’amyloide peuvent étre sous deux classes structurelles différentes.
Celles qui se replient en une structure globulaire compacte sans avoir subi une agrégation. Les
protéines P2-microgobuline et la transthyrétine (TTR) sont des exemples de structure
globulaire a I’état monomérique (Cao et al., 2013). La seconde classe est consitutuée de
protéines qui se retrouvent dans un état natif et qui ne sont pas repliées. Les protéines AP et
AIAPP sont des protéines qui se retrouvent non repliées dans un état natif (Cao et al., 2013).
L’IAPP ne subit pas d’agrégation et n’adopte pas une structure globulaire. La structure de
I’IAPP a D’état monomérique n’est pas compleétement sous la forme de classique en
conformation en pelote statistique ou aléatoire. Des expériences réalisées avec la spectrométrie
de résonnance magnétique nucléaire (RNM) en milieu aqueux ont démontré que la région
englobant les résidues en position 5 a 20 dans la séquence de I’IAPP chez I’humain et le rat
(rIAPP) est sous forme d’hélice avec un angle ¢ et ¥. Le niveau de structure hélice dans un

¢tat persistant est faible (Williamson et al., 2007; Williamson et al., 2009).

Plusieurs autres mod¢les ont été proposés au cours de la derniére décennie. A partir des
travaux effectués avec la résonance magnétique nucléaire (RMN) solide, une équipe de
recherche a proposé une structure dimérique antiparallele. Les segments impliqués dans la
formation des brins sont a I’extrémité N-terminale (segment 8-17) et C-terminale (segment 28-
37). Les acides aminés du segment 8-17 sont a I’extérieur du protofilament (Luca et al., 2007)
(Figure 10 A-B). Un mod¢le du type "f-serpentin" avait été proposé précédemment a partir de
travaux réalisés avec la résonance paramagnétique électronique (EPR) (Jayasinghe et al.,
2004; Kajava et al., 2005). Ce modele est constitu¢ de 3 brins  formés a partir des segments
12-17, 22-27 et 31-37. Les études spectroscopiques se compliquent par 1’'usage de solutions.
En effet, ’hIAPP étant trés amyloidogénique, il est presque impossible d’étudier la structure
de la forme monomérique dans des conditions physiologiques. Un groupe de recherche a
effectué des études avec la RNM en diminuant la température, le pH et la concentration
d’TAPP en solution tamponnée (acétate de sodium). Cette étude a été effectuée pour suivre les
changements de conformations en temps réel (Mishra et al., 2009). L’extrémité N-terminale de

I’hIAPP (segment 1-17) est impliquée dans I’auto-association initiale (Mishra et al., 2009).
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Figure 10 : Quelques modeles structuraux proposés dans la formation des fibrilles de
I’hIAPP. A) Représentation d’une couche moléculaire d’un feuillet B croisée. Le segment N-terminal et C-
terminal sont respectivement colorés en rouge et bleu. B) Vue en coupe transversale de 2 molécules d’hIAPP
dans un protofilament. Adaptée de Luca et al., 2008.

Une autre étude effectuée avec la modélisation et la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) a permis d’identifier 3 différents conformeéres de I’hIAPP
(Reddy et al., 2010). La premiere conformation est une hélice a, impliquant le segment 9-17,
et les segments 24-28 et 31-35, repliés en feuillet pliss¢ P antiparallele. La deuxieme
conformation implique un "p-hairpin" antiparalléle avec un coude présent entre les acides
aminés 20 et 23 (Reddy et al., 2010). La derniére est composée de structures aléatoires
("random coil") (Reddy et al., 2010) (Figure 11 A-C). Selon les calculs de simulations
thermodynamiques effectués afin de prédire la stabilit¢ de ces 3 conformations, la
conformation la plus stable est le "B-hairpin" (Reddy et al., 2010). La conformation en pelote
statistique ou aléatoire est la moins stable (Reddy et al., 2010). Il est possible qu’une
conformation "f-hairpin" soit impliquée dans I’initiation de I’agrégation fibrillaire, suivie de
la formation d’une hélice a, conformation proposée, entre autres, par I’équipe de Mishra et ses
collaborateurs. Toutefois, des études supplémentaires seront importantes afin de déterminer les

différents conformeéres et leur dynamique dans la formation de I’amyloidose pancréatique.
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Figure 11: Les modeles structuraux des différents conforméres de I’hIAPP. A)
Conformation en hélice a. B) Conformation "f-hairpin" antiparalléle. C) Conformation en pelote statistique ou
aléatoire. Adaptée de Reddy et al., 2010.

L’IAPP forme une structure en hélice dans un milieu membranaire. Dans ce modéle
membranaire chargé négativement, I’IAPP adopte structure en hélice de fagon persistante
(Knight et al., 2006; Nanga et al., 2008, 2009). Les ¢tudes effectuées avec la spectrométrie de
résonnance magnétique nucléaire (RNM) ont permis de charactériser la conformation de
I’IAPP et du peptide fragmenté en milieu membranaire (Nanga et al., 2009, 2008). L’hIAPP
possede une structure avec un motif d’hélices cassées ("helix-kink-helix") dans les mod¢les
membranaires et les hélices se retrouvent entre les acides aminés en postition 5-17 et 20-27.
Les études effectuées avec des fragments du peptide hIAPP et rIAPP ont soulevées des
différences structurelles importantes. En présence de micelles, les fragments 1-19 de ’hIAPP
et rTIAPP ont une conformation similaire, soit en hélice o, mais ils se lient aux membranes
micellaires avec une orientation différente (Nanga et al., 2008). Les deux fragments ont un
seul acide aminé différent en postition 18, soit une arginine (thIAPP) et une histidine (hIAPP).
Le fragment 1-19 de ’hIAPP s’insert profondément dans la couche hydrophobique de la
membrane miscellaire, tandis que celui de ’rIAPP se lie pres de la surface. Une hypothése
pouvant expliquée cette orientation différente est la charge sur I’acide aminé en position 18.
L’hIAPPi.19 se lie pres de la surface lorsque le pH du milieu est acide et que I’histidine se

retrouve sous forme protonée (Brender et al., 2008; Nanga et al., 2008).

Les études effectuées avec la sequence en acide aminé complete de I’hIAPP et I'rfIAPP

ont démontré des similarités dans la portion N-terminale, mais des différences significatives
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dans la portion C-terminale du peptide. La conformation en hélice a se retouve dans la portion
N-terminal pour les deux peptides (Nanga et al., 2008, 2009, 2011). La portion C-terminale de
I’'rfIAPP est complétement sous une forme désordonnée, celle de I’hIAPP se retrouve
partiellement sous une forme hélicale (Nanga et al., 2009, 2011). La différence est
possiblement reliée aux trois prolines retrouvées dans la séquence peptidique du rat. Les
intéractions entre I’IAPP et les membranes ont un rdle important dans la formation de
I’amyloide et la toxicité cellulaire. Les vésicules anioniques, ainsi que d’autres modeles en
milieu membranaire, favorisent la formation d’amyloide hIAPP in vitro (Hebda et Miranker,
2009). Le mechanisme sous-jacent a I’agrégation de I’TAPP n’est pas complétement élucidé,
mais les structures intermédiaires sous forme hélicale sont fort probablement impliquées

(Hebda et Miranker, 2009; Knight et al., 2000).

1.2.5 Les modeles animaux transgéniques de I’amyloidose pancréatique

Les modeles animaux de I’amyloidose procurent une interface entre les scientifiques en
recherche fondamentale, qui travaillent avec des mod¢les in vitro, et les cliniciens, qui traitent
les patients. Les modeles in vitro permettent de valider des hypothéses et de générer de
nouvelles conditions de laboratoire impliquant des systemes aussi complexes que ceux
constituant un organisme vivant. Les modeles animaux offrent aussi la possibilité
d’investiguer les hypotheses générées systématiquement des observations sur les sujets
provenant de la médecine humaine ou vétérinaire. Chaque investigation devra requérir de
manicre stratégique différents aspects ou caractéristiques d’un mod¢le animal en accord avec
les intéréts particuliers du projet de recherche. Les modéles in vivo qui sont similaires
biologiquement a ’humain sont dispendieux et apportent des réponses de facon plus lente
(Harris, 2012). En contrepartie, les modeles dans les systémes invertébrés sont utiles
puisqu’ils sont moins dispendieux et offrent la possibilité de générer des résultats rapidement,
nécessitant une analyse a débit élevée (Harris, 2012). Toutefois, ces modéles sont

biologiquement moins proches des humains.

Dans la littérature scientifique, on note un intérét particulier partagé par plusieurs
investigateurs dans le domaine de I’amyloide pour 1’agrégation des protéines particulierement

impliquée dans les maladies dégénératives (Chiti et Dobson, 2006; Pepys, 2006). Il est
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important de souligner que le vieillissement a une importance fondamentale dans la
compréhension de ces désordres. Dans presque tous les cas, les traits caractéristiques cliniques
des dépdts d’amyloide apparaissent seulement ou deviennent augmentés séveérement lorsque le
patient vieillit (Dillin et Cohen, 2011; Partridge et Bates, 2011). Par conséquent, I’étude en
laboratoire du vieillissement est essentielle afin d’avoir une compréhension compléte de
I’amyloidose. Les expériences qui sont conduites en utilisant un organisme vivant sont
beaucoup plus convaincantes que celles ayant recours a la culture cellulaire avec des lignées
cellulaires qui possédent un phénotype de vieillissement. Avantageusement, plusieurs
mécanismes de base déterminant le vieillissement sont hautement conservés parmi les

insectes, les rongeurs et les humains (Dillin et Cohen, 2011; Partridge et Bates, 2011).

La relation entre le diabéte de type 2 et ’amyloidose pancréatique est difficile a établir
en médecine humaine puisque les biopsies pancréatiques ne sont pas éthiquement acceptables.
Les modéles animaux qui développent spontanément 1’amyloidose pancréatique associée au
diabete sont limités aux félins 4gés et aux singes gardés en captivité (O’Brien et al., 1986; de
Koning et al., 1993b). Ces modeles ont un syndrome diabétique qui est similaire au diabéte de
type 2 chez I’humain. La physiopathologie inclut I’impact du vieillissement, de 1’obésité, de la
tolérance au glucose, qui est compromise, et de la dépendance a I’insuline. Afin de régler ce
probléme, plusieurs colonies de souris transgéniques exprimant le gene pour ’hIAPP ont été
congues (Fox et al., 1993; Hoppener et al., 1993; D’Alessio et al., 1994; Couce et al., 1996).
Toutefois, ces souris transgéniques ne développent pas le diabete spontanément et les dépots
d’amyloide se manifestent rarement (Hoppener et al., 1993; Verchere et al., 1997). Les dépots
d’amyloide et le diabéte sont induits en créant un background d’obésité et une augmentation
de la résistance a I’insuline par plusieurs stratégies, incluant une di¢te riche en gras, un
traitement avec des stéroides ou hormones, ou la co-expression avec un gene d’obésité (Couce
et al., 1996; Verchere et al., 1996; Soeller et al., 1998; Hoppener et al., 1999). L’obésité est un
facteur de risque pour le diabéte de type 2 en médecine humaine, par contre, les souris
transgéniques ne sont pas des modeles complets du diabéte du type 2 et la progression du

syndrome n’est pas identique.

Le développement de I’amyloide chez les animaux transgéniques se base sur

I’augmentation de la production de I’hIAPP, mais cette surexpression protéinique ne peut pas
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étre le seul facteur puisque I’amyloidose pancréatique n’a pas été observée chez tous les
premiers modeles murins transgéniques. De nombreuses études réalisées sur les animaux non
transgéniques et I’humain ont démontré que la production de I’'IAPP et de I’insuline changent
en parall¢le avec la réponse aux différents agents stimulant les cellules et a différents stades
du syndrome diabétique (Ludvik et al., 1991; Enoki et al., 1992; Kahn et al., 1998;
MacNamara et al., 2000). La sécrétion des deux peptides est élevée en présence d’une
augmentation de la résistance a I’insuline et une défaillance des cellules B des flots
pancréatiques. Dans ces modeles, 1’expression de I’hIAPP est sous le controle du promoteur
de I’insuline; il est donc régulé en parallele avec I’insuline par I’hyperglycémie et les facteurs
de transcription. Il est important de souligner que la région promotrice du géne de I’hIAPP est
similaire a celle du géne de I’insuline sans toutefois étre identique (German et al., 1992). Les
genes de I’hIAPP et de I’insuline ne sont pas toujours régulés de fagon coordonnée en réponse
au glucose (Novials et al., 1993; Gasa et al., 1997). Ceci suggere qu’il existe différents

systemes afin de réguler et de contrdler I’expression du geéne de I’hIAPP et de I’insuline.

L’¢tude de I’influence de la surexpression de I’hIAPP peut s’effectuer avec les souris
transgéniques (Hoppener et al., 1993). L’expression de ’hIAPP est ciblée dans les cellules 3
des 1ilots pancréatiques. Malgré le fait que le géne de I’insuline est exprimé a un niveau
beaucoup plus important que le géne de I’hIAPP, les tissus pancréatiques des souris
transgéniques étaient complétement exempts de dépots d’amyloide. Un croisement
homozygote, avec une souris agouti ou ob/ob ("obese mouse") a permis d’obtenir un niveau
d’expression beaucoup plus ¢€levé et d’observer les dépdts d’amyloide (Janson et al., 1996;
Hoppener et al., 1999; Soeller et al., 1998). Les deux derniers mode¢les transgéniques
possédent une prédisposition génétique a développer une résistance a 1’insuline et au diabéte,
due a une mutation dans le gene Agrp ("Agouti-related peptide") ou leptine. L’amyloidose
pancréatique est associée avec une perte allant jusqu’a la moitié de la masse des cellules B des
ilots de Langerhans chez les souris hIAPP ob/ob, les félins, les singes et les humains
diabétiques (Hoppener et al., 2002). Les principaux modeles transgéniques sont présentés et

résumés dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Les principaux modéles transgéniques applicables a I’étude de I’amyloidose

pancréatique.
Espéce Transgéne/Background Phénotype métabolique Pathologie des ilots
Développe le diabéte seulement 1- Depots ﬁan?ykzge mntra et
hIAPP (hémizygote)/FVB/N lorsque traitée avec une hormone de — extrac'e e < 1§crets
. K 2- Evidence d'une dégénérescence des
croissance ou la dexaméthasone
cellules B
HAPP (homorsgoie) FVBIN Développe une hyperglycémie et le 1- Dépots d'amyloide discrets
e diabete a lage de 10-14 semaines 2- Evidence d'une réduction de la
masse des cellules B
1- Dépots d'amyloide extracellulaires
A . trés abondants
Développe progressivement le > Réducton do 1 3 o
h-IAPP (hémizygote)/A*Y/A diabétes 4 Iage de 15 semaines pour |~ ¢ UCUOHBG; asronf;s)se es cefies
. \ ~ 0
les sujets obéses 3- Augmentation de 'apoptose des
cellules B (~ 10 X)
1- Aucun dép6t d'amyloide
Souris Ne développe pas spontanément le - extracelhl.lalre‘ —
PPe pas Sb 2P de fibrilles a lnt
hIAPP (hémizygote)/C57BL/6] diabéte mais la sécrétion d'insuline est - rresences de es a hntereur
détériore des granules (MET)
clerioree 3- Aucun changement dans la masse
des cellules B
Ne développe pas spontanément le A . .
diabéte mais démontre une 1- Dépots d'amyloide extracellulaires
hIAPP (hémizygote)/C57BL/6J X e )
DBA détérioration de la tolérance au glucose
due a une réduction de la sécrétion de | 2- Réduction de la masse des cellules
linsuline B (~15 %)
Développe spontanément le diabete et 1- Présence de d.epots d a@101des
. o extracellulaires extensifs
. demeure dans un état hyperglycémique
BIAPP (hémizygote)/ob/+ toute leur vie vs le modéle
! ) V bob 2- Diminution de la masse des cellules
nontransgenique ob/o B substantielles
1- Aucun dépdt d'amyloide
HIAPP (homozygote)/CD Apparition Souda.inf1 '(}u diabéte vers 2 extracellulaire
mois dage 2- Rapide diminution de la masse des
cellules B
Rat - A "
1- Présence de dépots d'amyloides
extracellulaires extensifs
. Appatition graduelle du diabéte vers 5 | 2- Réduction de la masse des cellules
APP (hé D .
hIAPP (hémizygote)/C 4 10 mois d'ages B (~50-80 %)
3- Augmentation de lapoptose des
cellules B (~ 10 X)
. ) . 1- Formation d'agrégats fibrillaires
Mouche hIAPP ou hprolAPP GAM driver Augmentation de lexpreSS}on de hIAPP congophiles dans le systéme nerveux
(Drosophila C155.Gald et hprolAPP dans le systéme nerveux >
) elavt’>> . R 2- Présence de batonnets pentagonaux
melanogaster) centrale a 5 jours d'ages . .
de 15,8 nm dans les tissus graisseux

Adapté de Matveyenko et Butler, 2006; Westermark et al., 2011.
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Les modeles animaux transgéniques sont essentiels pour la progression des
connaissances dans le domaine de I’amyloidose puisque toutes les réponses ne peuvent pas
toujours étre obtenues facilement du matériel clinique ou seulement des expériences in vitro.
L’investigation systématique de certains concepts (mort cellulaire, propagation, greffe
tissulaire) nécessite I'utilisation d’un éventail de mod¢eles animaux. Le choix judicieux d’un
modele animal pour une expérience particuliere dépend de I’équilibre entre le pouvoir
expérimental (favorisé par I’utilisation des invertébrés) versus les particularités anatomiques,
physiologiques, orthologiques et génétiques (favorisé par 'utilisation de vertébrés). Souvent,
la combinaison de plusieurs modeles permet de répondre a une panoplie de questions
biologiques. Notamment, les mod¢les animaux transgéniques sont utiles pour évaluer

I’efficacité des agents inhibiteurs de la formation d’amyloide.

1.3 Les principaux agents inhibiteurs de I’amyloidose

Les principes et les objectifs de traitement de I’amyloidose consistent a abroger la
production de I’amyloide et de préserver la fonction des organes endommagés. Egalement, la
thérapie vise a traiter la condition sous-jacente, comme les anormalités de la moelle osseuse et
les processus inflammatoires, notamment 1’arthrite thumatoide (Sipe et al., 2014). Méme si
plusieurs composés anti-amyloidogéniques spécifiques sont en développement, une seule
molécule été introduite sur le marché pour usage clinique et sera abordée dans la section "un
inhibiteur non phénolique commercialisé¢". Toutefois, les traitements disponibles pour les
conditions variables qui accompagnent 1’amyloidose peuvent stabiliser ou améliorer la
fonction d’un organe. Les dépots d’amyloide peuvent diminuer graduellement chez les
patients qui répondent aux traitements de la condition sous-jacente ou de support. Ces
traitements varient dépendamment du type d’amyloide. Les patients atteints d’amyloidose AL
nécessitent la chimiothérapie (ex: melphalan), la corticothérapie (ex : prednisone) et
I’autogreffe de moelle osseuse (Palladini et Merlini, 2009). Pour 1’amyloidose AA, les
traitements consistent en 1’éradication du foyer infectieux ou inflammatoire (Gorevic, 2013;
Livneh et al., 1993). L’administration d’anti-inflammatoires ou de colchicine est indiquée dans
les cas ou la cause sous-jacente ne peut étre ¢liminée (Livneh et al., 1993). Chez les patients

souffrant d’ATTR, la stratégie utilisée afin d’enrayer la production de TTR chez les patients

62



portant des mutations responsables des changements de conformation structurelle est la
transplantation d’un foie qui ne produira pas de TTR mutée (Herlenius et al., 2004). Pour les
autres types d’amyloide, incluant I’amyloidose pancréatique, le développement de traitements
anti-amyloidogéniques reste a venir. La communauté scientifique déploie de grands efforts
afin développer des nouveaux traitements qui seront disponibles en médecine humaine et
vétérinaire.

Plusieurs approches sont utilisées afin d’abroger la formation d’amyloide. Parmi
celles-ci, quelques-unes sont en cours de développement et d’autres ont franchi 1’étape des
¢tudes cliniques (Figure 12). Une des stratégies consiste a réduire la quantité de la protéine
native en diminuant son niveau d’expression. D’autres laboratoires de recherche visent a
perturber les interactions que possédent les protéines amyloidogéniques avec leur
environnement : les lipides, la matrice extracellulaire (peptidoglycanes) et les protéines
chaperonnes. Ces cibles thérapeutiques potentielles sont en investigation. Les méthodes
d’inhibition de la formation des dépdts fibrillaires les plus explorées par la communauté
scientifique sont ’inhibition de 1’assemblage des protéines en oligomeres et en fibrilles, la
stabilisation de la protéine native en une structure non-amyloidogénique et, finalement,
I’¢élimination des dépdts d’amyloide au sein de 1’organe atteint. Plusieurs inhibiteurs émergent
de ces stratégies et se divisent ainsi en quatre catégories: les petites molécules inhibitrices, les

peptides, les nanoparticules et I’immunothérapie.
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Figure 12 : Différentes stratégies afin de rompre le cycle de la formation d’une fibrille.
a) Stabiliser la forme native. b) Séquestrer le monomére. c) Stabiliser ou promouvoir les oligomeéres inoffensifs.
d) Briser les feuillets P, empéchant ainsi 1’élongation. ¢) Désassembler. f) Réassembler. g) Eliminer les

conformations toxiques via chaperonne ou un anticorps. Tirée de Hard et Lendel, 2012.

1.3.1 Les petites molécules inhibitrices de I’agrégation fibrillaire

Les stratégies menant a la découverte et le développement de petites molécules qui
possedent la capacité de contrer 1’assemblage des protéines en fibrilles se distinguent du
développement d’un agent pharmacologique classique. Un inhibiteur classique est spécifique a
une cible thérapeutique, telle qu’une enzyme (Porat et al., 2006; Buxbaum et al., 2012; Hard et
Lendel, 2012; Cheng et al., 2013a). Le niveau de difficulté réside a mettre au point une
molécule spécifique pour un type d’amyloidose. Pourtant, de nombreuses molécules
inhibitrices de 1’agrégation des proté€ines émergent des études, mais les mécanismes d’action
de ces dernie¢res ne sont pas totalement élucidés. Le résultat engendré est donc la non-
spécificité a un type d’amyloide et cette propriété n’est pas désirée pour le développement et
la mise en marché d’un médicament. A ’opposé, certains auteurs spécifient qu’un outil
thérapeutique tout aussi valable peut résulter du développement d’agents anti-

amyloidogéniques a large spectre (Porat et al., 2006; Buxbaum et al., 2012; Hard et Lendel,

64



2012; Cheng et al., 2013a). Par contre, il faudra démontrer que ces agents ne causent pas de
problémes déléteres en s’attaquant a certains types d’amyloide fonctionnelle que I’on pourrait
découvir et rencontrer chez 1I’humain par le biais de futurs travaux de recherches. Le stockage
de certaines protéines est un exemple d’une fonction utile que procure la formation
d’amyloide chez les bactéries (Porat et al., 2006; Buxbaum et al., 2012; Hard et Lendel, 2012;
Cheng et al., 2013a).

Le rouge Congo et la thioflavine T sont de petites molécules aromatiques inhibant la
formation de I’amyloide. Des expériences d’inhibition compétitive ont démontré que ces deux
colorants interagissent avec 1’amyloide sur des sites différents afin d’inhiber la formation des
agrégats fibrillaires (Porat et al., 2006; Buxbaum et al., 2012; Hard et Lendel, 2012; Cheng et
al., 2013a). Plusieurs composés aromatiques ont donc été¢ étudiés. Un inhibiteur d’un type
précis d’amyloide peut conserver son activité inhibitrice sur les autres types d’amyloide alors
que, dans certains cas, cette hypothése n’est pas applicable. En fait, la complexité des
processus de la formation de I’amyloide a engendré une variété d’approches afin de cribler des
molécules inhibitrices potentielles. La fluorométrie a la thioflavine T n’est pas suffisante afin
d’effectuer un criblage, car il y a plusieurs faux positifs. Le dichroisme circulaire et des essais
sur la formation des oligomeéres, en plus de la microscopie €lectronique, sont nécessaires afin
de constater une réduction de 1’état fibrillaire ou 1’inhibition des processus impliqués dans la
formation des fibrilles (Porat et al., 2006; Buxbaum et al., 2012; Hard et Lendel, 2012; Cheng
et al., 2013a). La bioinformatique, des essais mutationnels et la spectrométrie de résonance
magnétique nucléaire (RMN) sont des outils essentiels afin de comprendre les relations
structure-activité. A ce jour, les mécanismes qui expliquent la spécificité d’une molécule a
I’amyloide doivent étre étudiés de fagcon plus approfondie. Quelques molécules qui sont
devenues des prototypes pour I’inhibition de ’amyloide ont émergé soit d’une découverte
fortuite, d’un criblage de molécules ou des études de relation structure-activité (SAR). Le
Tableau 5 résume les principaux composés phénoliques et non phénoliques qui ont démontré
une activité anti-amyloidogénique (Porat et al., 2006; Buxbaum et al., 2012; Hard et Lendel,

2012; Cheng et al., 2013a).
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Tableau 5: Les principales molécules ayant démontrées un potentiel a inhiber

I’agrégation fibrillaire d’une ou de plusieurs protéines.

Nom du Structure moléculaire Activité anti- Référence

composé amyloidogénique
HO

OH

Kayed et
al., 2007;
Rigacci et
al., 2010;
Rigacci et
al., 2011

Oleuropéine APi-42, IAPP

Jiao et al.,

IAPP 2013

Procyanide

Gauci et al.,
2011; Lu et
al., 2011;
Yin et al.,
2011a; Zhu
et al., 2004

Baicaléine ABi-42, 0-syn
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Curcumine

AP, a-syn,
IAPP,

lysozyme, TTR

Daval et al.,
2010;
Feirreira et
al., 2012ab;
Ono et al.,
2004;
Pandey et
al., 2008;
Wang et al.,
2009

Nakagami et

al., 2002;
O’Hare et
o080 AP al., 2010;
Walsh et al.,
2005
Cheng et al.
Silibinine ABis, IAPP | 2013a; Yin
etal.,, 2011b
Acide Cheng et al.,
salvianolique APi-42, IAPP | 2013b; Tang
B et al., 2001
Acide
caféique IAPP Chegglelt al.,
(CA)
Acide
chlorogéni- IAPP Che;glelt al.,
que (CGA) OH

OH OH
OH




Epigallocate-
chine gallate
(EGCG)

AP, a-syn,
IAPP, insuline,
prion

Bieschke et
al., 2010;
Ferreira et

al., 2012ab;

Meng et al.,

2010; Porat

et al., 20006;

Sinha et al.,

2012a

Kaempférol

APB1-40, AP1-42

Ono et al.,
2003

Morine

APBi-40, AP1-a2

Noor et al.,
2012; Ono
et al., 2003

Myrcétine

ABi-40, AP1-42

Hamaguchi
et al., 2009;
Ono et al.,
2003

Quercétine

ABi-40, AB1-42

Ono et al.,
2003
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Resvératrol

ABi-42, IAPP

Feng et al.,
2009; Jiang
etal., 2011,
Ladiwala et
al., 2010

Phénsulfone-
phtaléine

IAPP, insuline

Levy-Sakin
et al., 2009;
Porat et al.,
2004; Wu et
al., 2006

Scyllo-
inositol

ABia

Hawkes et
al., 2010;
McLaurin et
al., 2000;
Sebastiani et
al., 2006

NQTrp

COOH (—NH

AB, a-syn,
IAPP, insuline,
lysozyme

Scherzer-
Attali et al.,
2012ab

D737

ABi-a2

McKoy et
al., 2012

Tafamidis
(Vyndaquel
®)

TTR

Bulawa et
al., 2012;
Lartigue et
al., 2012;
Said et al.,
2012
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1.3.1.1 Les agents de la classe polyphénolique

Les polyphénols posseédent des groupements hydroxyles retrouvés sur des noyaux
aromatiques. Ces molécules ont été isolées des aliments, des épices, des herbes médicinales,
du thé, du vin et du café. Les effets apportés par les polyphénols sont multiples, incluant des
propriétés anti-oxydantes et des activités thérapeutiques générales: anticancéreuses,
antibiotiques, antidiabétiques ou antivirales. Selon la théorie des interactions =-7
intermoléculaires, les groupements polyphénols peuvent entrer en compétition avec les
groupements phénoliques de I’amyloide en s’intercalant entre les groupements aromatiques de
la protéine amyloidogénique pour abroger 1’assemblage (Tjernberg et al., 1996; Gazit, 2002a,
2002b). Ces interactions sont d’ordre ¢lectrostatique (Porat et al., 2006; Hard et Lendel, 2012;
Cheng et al., 2013a). Les phénols se lient aussi aux régions hydrophobiques de la protéine sans
avoir recours aux ponts hydrogénes, qui sont plutdt des interactions hydrophiles (Hilbich et al.,

1992; Sindelar et al., 1998; Sinha et al., 2012b).

Les polyphénols retrouvés dans certains fruits

L’oleuropéine se retrouve dans I’huile d’olive et diminue la toxicité des agrégats APi-
4. De plus, cette molécule empéche le changement de la structure secondaire de la protéine
native en feuillet B et diminue également I’oligomérisation (Kayed et al., 2007; Rigacci et al.,
2011). L’exposition des régions hydrophobiques de la protéine APi-42 se retrouve réduite suite
a un traitement avec 1’oleuropéine (Kayed et al., 2007; Rigacci et al., 2011). Ce dernier retarde

aussi la formation d’amyloide IAPP et diminue sa cytotoxicité (Rigacci et al., 2010).

La procyanidine est un tanin présent dans certains fruits (pommes, raisins, baies,
grenades) et le vin rouge. Ce composé inhibe la formation d’oligomeres et affecte la structure
secondaire de I’TAPP (Jiao et al., 2013). Les travaux réalisés sur des cultures cellulaires ont
démontré la diminution de la cytotoxicit¢ et des dommages membranaires causés par les

agrégats d’amyloide IAPP suite a un traitement avec la procyanidine (Jiao et al., 2013).

Les polyphénols provenant des plantes

La baicaléine est un flavonoide retrouvé dans une herbe chinoise (Scutelaria
baicalensis) qui a été aussi €tudié pour inhiber la formation des fibrilles in vitro. Elle empéche

la formation d’amyloide a partir de la protéine a-syn en inhibant 1’¢longation et entrainant la
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désagrégation des fibrilles matures (Zhu et al., 2004). L’oxydation de la baical€ine en quinine
augmente son activité inhibitrice. De plus, ce composé prévient la perméabilisation des
vésicules de lipide par les oligomeéres ABi.42 dans un systéme liposomique (Gauci et al., 2011).
Egalement, la baicaléine empéche la toxicité de ces deux protéines fibrillaires sur des cultures

cellulaires (Lu et al., 2011; Yin et al., 2011a).

La curcumine est isolée d’une plante herbacée rhizomateuse vivace, le curcuma. Cette
molécule inhibe 1’agrégation fibrillaire de plusieurs protéines : AP, a-syn, IAPP, lysozyme, et
TTR (Ono et al., 2004; Pandey et al., 2008; Wang et al., 2009; Daval et al., 2010; Feirreira et
al., 2012a, 2012b). La curcumine a été utilisée comme prototype pour des ¢tudes SAR car sa
structure chimique ressemble au rouge Congo. La présence d’un groupement aromatique
terminal est essentielle afin d’inhiber ’agrégation de AP. De plus, différents groupements
fonctionnels peuvent étre joints sur le deuxiéme groupement aromatique et peuvent étre
importants pour obtenir une activité anti-amyloidogénique. La longueur et la flexibilité
stérique de la portion liante influencent les capacités inhibitrices des molécules. Cette portion
doit contenir un groupement enone et un groupement insaturé qui sont situés avant chaque
groupement aromatique. Des études de spectrométrie de résonance magnétique nucléaire
(RMN) ont décrit les interactions entre les groupements de type hydoxyle ou méthoxy de la
curcumine et les acides aminés en positions 17-21 de la protéine Ap (Masuda et al., 2011). Le
RS-0406 est un composé apparenté a la curcumine qui a été trouvé a partir d’un criblage de
plus de 110 000 composés. Cet agent, qui a démontré une forte inhibition de la fibrillation de
la protéine AP, empéche la toxicité cellulaire in vifro puisqu’il en réduit 1’oligomérisation
(Nakagami et al., 2002). De plus, le RS-0406 ralentit les détériorations comportementales chez
un modele de rats (Sprague-Dawley) (Walsh et al., 2005; O’Hare et al., 2010).

La silibinine est un composé extrait du chardon-Marie (Silybum marianum). Ce
compos¢ inhibe la formation d’agrégats des protéines APi-42 et de ’'IAPP in vitro (Yin et al.,
2011b; Cheng et al. 2013a). L’acide salvianolique B provenant des herbes chinoises de
Danshen (Salvia miltiorrhiza) a aussi démontré une activité inhibitrice pour les mémes

protéines (Tang et al., 2001; Cheng et al., 2013b).
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Les polyphénols isolés du thé et du café

Les polyphénols qui proviennent du café, soit 1’acide caféique (CA) et 1’acide
chlorogénique (CGA), sont des inhibiteurs de la formation de I’amyloide IAPP. IIs sont trés
efficaces pour retarder les conformations transitoires, comme les oligomeéres, qui meénent a la
formation des fibrilles (Cheng et al., 2011). Ils affectent la structure secondaire de I’TAPP et
préviennent la toxicité cellulaire in vitro (Cheng et al., 2011). Toutefois, ces composés ont un
effet opposé€ sur un autre type d’amyloide associé aux lysozymes puisqu’ils accélérent la
formation des fibrilles au niveau des lysozymes (Porat et al., 2006; Hard et Lendel, 2012;
Cheng et al., 2013a).

L’¢épigallocatechine gallate (EGCQG) provient des extraits du thé. Des études in vitro
ont démontré une activité anti-amyloidogéniques pour les protéines AP, a-syn, prion, insuline
et IAPP (Porat et al., 2006; Bieschke et al., 2010; Meng et al., 2010; Ferreira et al., 2012a,
2012b; Sinha et al., 2012a). Ce composé a aussi été étudié afin d’élucider les groupements
importants pour son activité anti-amyloidogénique. L’isomére de I’EGCG, soit le GCG,
conserve les propriétés inhibitrices de la formation d’amyloide. Lorsque le groupement ester
de gallate (EGC) et un hydroxyle du noyau aromatique sont retirés de ’'EGCG (structure
moléculaire de ’EGCG présentée dans le Tableau 5), il n’y a pas d’inhibition de la formation
de ’amyloide selon les tests in vitro (fluorométrie, microscopie électronique). L’absence de
I’'un de ces deux groupements provoque une perte d’activité partielle sur 1’inhibition de
I’agrégation des fibrilles. Les groupements phénoliques de 'EGCG interagissent avec les
chaines hydrophobiques de la protéine AP (Phe, Met, Ile) (Liu et al., 2011). L’EGCG se lie a
la protéine native et provoque la formation d’oligomeres non toxiques pour les protéines AP et
a-syn. Dans quelques études in vivo, ’EGCG a diminué les pertes cognitives dues aux plaques
d’amyloide. L’EGCG traverse la barricre hémato-encéphalique puisque la molécule
radiomarquée a été détectée dans le cerveau aprés 1’administration per os a des souris

(Nakagawa et al., 1997; Adachi et al., 2006).

Les polyphénols extraits du vin

Les composés qui ont été isolés du vin, soit le kaempférol, la morine, la myricétine et

la quercétine possedent une activité anti-amyloidogénique pour la protéine APi-40 et AP142 in
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vitro (Ono et al., 2003). Parmi ces molécules, seulement la morine empéche la formation des
fibrilles pour la protéine IAPP (Noor et al., 2012). La catéchine et I’épicatéchine proviennent
aussi du vin, mais leur potentiel anti-amyloidogénique envers la protéine A est plus faible
comparativement aux autres composés. La myricétine est le composé le plus efficace d’entre
eux au niveau des expériences in vitro (Hamaguchi et al., 2009; Ono et al., 2012). Il inhibe
aussi 1I’assemblage de la protéine tau en fibrilles et diminue les oligoméres de I’AP dans le
cerveau d’un modele de souris souffrant d’ Alzheimer (Tg2575) (Hamaguchi et al., 2009). Une
autre molécule dérivée du vin est le resvératrol. Ce dernier inhibe la formation de fibrilles de
la protéine APi-42 sans affecter 1’oligomérisation (Feng et al., 2009). Le resvératrol abroge
aussi la formation des fibrilles de la protéine IAPP ainsi que les intermédiaires fibrillaires et

les oligomeres solubles (Ladiwala et al., 2010; Jiang et al., 2011).

Un polyphénol indicateur de pH

Le phénsulfonephtaléine (rouge de phénol) est un colorant utilisé¢ pour indiquer le pH
dans les milieux de culture cellulaire. Ce dernier empéche la formation des fibrilles pour la
protéine IAPP et diminue la cytotoxicité in vitro sur des cellules B des ilots pancréatiques
provenant du rat (Porat et al., 2004). Le rouge de phénol interagit avec les oligoméres de
I’hexapeptide NFGAIL de I'TAPP par des contacts hydrophobiques avec les acides aminés
Phe, Leu et Ile (Wu et al., 2006). Aussi, ce dernier entrave la transformation de I’insuline en

amyloide en diminuant I’assemblage fibrillaire (Levy-Sakin et al., 2009).

1.3.1.2 Les agents de la classe non phénolique

Plusieurs des composés non phénoliques se retrouvent dans la famille des alkaloides,
flavonoides, glycosides et phénazines. La majorit¢ d’entre eux posseédent des groupements
aromatiques qui peuvent contribuer a 1’activité inhibitrice de I’agrégation fibrillaire grace aux

interactions m-7t intermoléculaires.

Les dérivés inositols

Une étude SAR a été réalisée avec les composés de type inositols (structure
moléculaire du scyllo-inositol présentée dans le Tableau 5). L’influence de la position des

groupements hydroxyles sur le potentiel d’inhibition de 1’agrégation de I’ APBi.42 a été analysée
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par I'utilisation de quelques stéréoisomeres. L’analyse a démontré qu’il est essentiel que la
molécule porte des groupements hydroxyles de méme orientation spatiale sur le cycle inositol
aux position 1, 3, 5 ou 2, 4 et 6 (ex : scyllo-inositol) (McLaurin et al., 2000; Hawkes et al.,
2010). La présence de groupements hydroxyles ou un groupement donneur d’électron est
probablement un facteur important a I’activité inhibitrice (McLaurin et al., 2000; Hawkes et
al., 2010). L’ajout de deux groupements methoxy a la molécule scyllo-inositol permet une
augmentation de 1’hydrophobicité tout en conservant I’activité inhibitrice (McLaurin et al.,
2000; Hawkes et al., 2010). Dans un mode¢le de souris TgCRNDS qui possede des plaques
d’amyloide, le scyllo-inositol a permis de diminuer les plaques et d’atténuer les pertes de la
mémoire spatiale (Sebastiani et al., 2006). Tous ces composés stéréoisomeres traversent la

barriere hémato-encéphalique (Spector, 1988).

Les dérivés du tryptophane et de la naphtoquinone

Le NQTrp et le CI-NQTpr sont deux molécules qui contiennent un groupement
tryptophane et naphtoquinone. Ces composés inhibent la formation d’amyloide in vitro des
protéines suivantes : I’AP, I’a-syn, I'IAPP, le lysozyme et I’insuline (Scherzer-Attali et al.,
2012a). Dans un mod¢le transgénique de la drosophile qui surexprime la protéine AP, les deux
composés ont amélioré 1’activité locomotrice ainsi que la survie. Ce résultat peut étre expliqué
par la diminution de la formation des plaques d’amyloides dans le cerveau de la drosophile

(Scherzer-Attali et al., 2012b).

Le D737 est un composé qui résulte d’un criblage moléculaire de plus de 60 000
molécules (structure moléculaire présentée dans le Tableau 5) (McKoy et al., 2012). Ce
compos¢ a aussi démontré des résultats prometteurs dans le modele de la drosophile (McKoy
et al., 2012). Le D737 possede la plus grande efficacité inhibitrice pour 1’agrégation de I’AB1-
42 et permet une réduction de la cytotoxicité des fibrilles (McKoy et al., 2012). Les études ont

confirmé une réduction des oligomeres toxiques (McKoy et al., 2012).

Un inhibiteur non phénolique commercialisé

Le tafamidis (Vyndaquel®) est la premiere molécule commercialisé par la compagnie
Pfizer avec I’indication de traiter la polyneuropathie amyloide a transthyrétine (TTR-FAP)

(structure moléculaire présentée dans le Tableau 5) (Bulawa et al., 2012; Lartigue et al., 2012;
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Said et al., 2012). Elle est disponible en Europe et son usage permet de stabiliser la forme
native de la TTR, entravant ainsi la formation fibrillaire (Bulawa et al., 2012; Lartigue et al.,

2012; Said et al., 2012).

1.3.2 Les inhibiteurs peptidiques

Le développement d’inhibiteurs anti-amyloidogéniques de type peptidique a suscité un
vif intérét par différents laboratoires de recherche. De ces efforts de synthése et de criblage sur
les différentes protéines amyloidogéniques se distinguent trois types d’inhibiteur peptidique. Il
y a donc les peptides qui reconnaissent un fragment identique, des peptides N-méthylés, et les

autres, qui sont conceptualisés a partir d’un modéle in silico.

Certains groupes de recherche se basent sur I'utilisation de fragments identiques a celui
de la protéine amyloidogénique, permettant ainsi la reconnaissance de cette région et la liaison
avec un feuillet B, ce qui désorganise la structure fibrillaire. Le peptide brise les feuillets B et,
par conséquent, inhibe la formation de I’amyloide. La séquence qui est importante pour la
formation de I’amyloide est celle qui est utilisée afin de développer le peptide. Pour I’AP et
I’TAPP, les régions 25-35 et 20-29 sont impliquées, respectivement (Pike et al., 1995; Zhang et
al., 2011). Un exemple de cette application est le développement des petits peptides
hydrophobiques qui contiennent le motif LVFFA a caractére hydrophobe de la région centrale
de la protéine AP (Wood et al., 1995). Certains de ces peptides contiennent des prolines
puisque ces dernieres empéchent I’agrégation (Wood et al.,, 1995). Le peptide 1ABI
(RDLPFFPVPID) inhibe la formation de I’amyloide et provoque la désagrégation des fibrilles
APao et APz in vitro. Un autre peptide, soit le 1ABS qui posséde une séquence LPFFD,
empéche ’action toxique des fibrilles sur une culture cellulaire nerveuse (Soto et al., 1998).
Ce dernier réduit la formation de plaques d’amyloide au niveau des cerveaux de souris. De
plus, cette méme stratégie utilisée afin de bloquer 1’agrégation fibrillaire par des peptides
partiellement complémentaires s’applique aussi pour la protéine du prion (PrP), I’a-syn et
I’TAPP (Chabry et al., 1998; El-Agnaf et al., 2004; Porat et al., 2004; Gibson et al., 2006).
Pour I'IAPP, les fragments SNNFGA et GAILSST sont des inhibiteurs de 1’agrégation
fibrillaire (Tatarek-Nossol et al., 2005).
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D’autres stratégies ont été développées parce que certains inhibiteurs qui contiennent
un fragment a potentiel amyloidogénique peuvent eux-mémes former des fibrilles dans
certains cas. Une autre méthode d’inhibition des structures fibrillaires consiste a empécher
I’extension des fibrilles en entravant les liaisons hydrogéne intermoléculaires qui contribuent a
solidifier la charpente des fibrilles. L’ajout d’acides aminés contenant un groupement N-
méthyle provoque des contraintes stériques pour la formation de 1’amyloide (Kapurniotu et al.,
2002). Il y a alors formation d’un “capuchon” sur le feuillet B de I’amyloide avec une surface
méthylée qui empéche 1’¢élongation. La méthylation de ces peptides entraine une amélioration
de leur solubilité¢ en milieu aqueux (Sciaretta et al., 2006). L’ajout de ce groupement apporte
un potentiel a pénétrer et diffuser a travers les membranes cellulaires (Gordon et al., 2002). Le
peptide KLVFF, mentionné précédemment, est un exemple d’un peptide qui, lorsque N-
méthylé (séquence : D-[(chGly)-(Tyr)-(chGly)-(chGly)-(mLeu)]-NH>), abroge la formation de
I’amyloide AP et réduit aussi la cytotoxicité¢ des fibrilles (Kokkoni et al., 2006). Le peptide
IAPP-GI posséde la méme séquence que I’IAPP, mais avec une méthylation au niveau de la
glycine (G24) et de I’isoleucine (I26) (Yan et al., 2006). Ce peptide se lie a 'lAPP, diminue la
cytotoxicité et provoque la désagrégation des fibrilles. Des inhibiteurs de type peptidique ont
aussi ¢té développés de cette facon pour la protéine native a-syn (Bodles et al., 2004; Madine

et al., 2008).

Une meilleure connaissance de la structure fibrillaire de chaque type d’amyloidose
apporte un raffinement sur la mise au point d’inhibiteurs a base de petits peptides. En effet, la
charpente de la structure fibrillaire se forme comme une fermeture éclair. Cette dernicre est
constituée d’une interdigitation trés serrée des chaines et des faces que constituent les feuillets
B. Des peptides compatibles avec un coté et incompatible avec I'autre coté du feuillet B
viennent donc entraver la propagation d’une structure fibrillaire. Ces peptides forment aussi un
“capuchon” qui empéche la fermeture éclair de se refermer (Sievers et al., 2011). En d’autres
termes, ces peptides inhibent 1’¢longation des fibrilles. En utilisant cette approche, des
inhibiteurs ont été¢ développés en ayant recours a la bioinformatique via 1’utilisation d’un
modele structural des fibrilles en trois dimensions. Le processus a donc été optimis¢€ par le
logiciel “Rosetta” (© RosettaCommons.org 2015) qui permet de prédire la structure de la

protéine ainsi que les interactions possibles entre la protéine et I’inhibiteur (Kuhlman et al.,
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2003; Leaver-Fay et al., 2011). Un représentant de cette catégorie de peptides a été congu a
partir du fragment VQIVYK qui se retrouve en position 306-311 de la protéine tau.
L’hexapeptide TLKIVW, en se liant aux fragments VQIVYK de la protéine tau, engendre un
encombrement stérique qui empéche la propagation de la structure fibrillaire (Goldschmidt et

al., 2010).

1.3.3 L’immunothérapie

L’usage d’anticorps dirigés contre une protéine fibrillaire est prometteur comme
thérapie anti-amyloide. Quelques immunothérapies ciblant la protéine AP sont présentement
en phase clinique apres avoir démontré un fort potentiel anti-amyloidogénique in vitro et in
vivo. 1l y a trois mécanismes d’action proposés en ce qui concerne I’activité d’un anticorps
contre I’amyloide AP. Une premicre hypothése considére que 1’anticorps se lie au monomere
présent dans la circulation sanguine ce qui permet de briser 1’équilibre et le transport de I’Ap
vers la barriecre hémato-encéphalique. Un second mode d’action suggéré implique la
phagocytose des plaques d’amyloide via le récepteur Fc des cellules microgliales suite a la
reconnaissance de 1’anticorps a région N-terminale de I’Ap (Bard et al., 2000; Bard et al.,
2003). Un anticorps développé a partir d’un modéle murin et de 1’AB43 a permis de prévenir
I’apparition des plaques d’amyloide chez les jeunes animaux et permet d’améliorer les
changements neuropathologiques chez les plus agés. Un des points négatifs de ce type
d’anticorps est la pauvre sélectivité puisque ce dernier reconnait un regroupement de charge
négative sur la surface de ’amyloide et, ainsi, un méme anticorps peut se lier aux autres types
d’amyloides (Caruana et al., 2011; Gauci et al., 2011). Il est a noter que des anticorps produits
chez ’humain dirigés contre I’amyloide de fagon non spécifique ont été isolés du sérum. Ces
anticorps endogenes ciblent entre autres les amyloides suivantes : I’AB, la SAA, I’AA, la TTR,
et L’TAPP (Geylis et al., 2005; Rosenmann et al., 2006; Papachroni et al., 2007; Neff et al.,
2008; O’Nuallain et al., 2008; Lindhagen-Persson et al., 2010; O’Nuallain et al., 2010;
Yanamandra et al., 2011).

Le développement d’anticorps plus spécifiques contre des dépots d’amyloide implique
la reconnaissance de la conformation des épitopes sur les oligomeres et les protofibrilles

annulaires. Certains anticorps reconnaissent les oligomeres de fagon spécifique et réduisent
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ainsi leur toxicité. C’est le cas de I’anti-AB, qui a été congue a partir de la protéine AP
possédant une mutation (E22G). Cette reconnaissance spécifique peut étre possiblement
explicable par la théorie de 1’avidité (Englund et al., 2007; Sandberg et al., 2010). Des
anticorps endogenes qui reconnaissent les formes monomériques et qui sont un peu plus
sélectifs comme 1’AP, le PrP et I’a-syn, ont aussi été trouvés chez 1’espéce humaine (Geylis et
al., 2005; Rosenmann et al., 2006; Papachroni et al., 2007; Neff et al., 2008; O’Nuallain et al.,
2008; Lindhagen-Persson et al., 2010; O’Nuallain et al., 2010; Yanamandra et al., 2011).
L’origine et la fonction de ces derniers ne sont pas comprises a ce jour. De nombreuses études
sont en cours en ce qui concerne les immunothérapies qui se dirigent contre d’autres types
d’amyloide. Des anticorps qui reconnaissent la protéine PrP¢ et/ou PrP* ont démontré des
résultats positifs sur culture cellulaire et dans un modé¢le in vivo (Heppner et al., 2001; Peretz
et al., 2001; White et al., 2003; Feraudet et al., 2005). Des approches similaires sont aussi
développées pour la protéine o—syn, huntingtine et tau (Khoshnan et al., 2002; Lecerf et al.,
2001; Murphy et al., 2004; Wolfgang et al., 2005; Asuni et al., 2007; Emadi et al., 2007;
Lynch et al., 2008; Sigurdsson et al., 2008; Boimel et al., 2010).

En ce qui concerne les principes de 1’utilisation de I’immunothérapie dans le contexte
de ’amyloidose, la protéine reconnue par I’anticorps ne doit pas étre nécessairement 1’agrégat
d’amyloide impliqué. A titre d’exemple, pour I’amyloide de forme sanguine, 1’amyloide
sérique A (SAA), un anticorps a €té congu contre la “serum amyloid protein” (SAP) qui est
une protéine qui interagit avec la SAA pour former des dépdts d’amyloide. Dans un modele de
souris, 1’élimination de I’amyloide a été effectuée par la phagocytose suite a un traitement

avec I’anticorps (Bodin et al., 2010; Gillmore et al., 2010; Pepys et al., 2002).

1.3.4 Les nanoparticules

Les nanomatériaux sont utilisés en recherche biomédicale et en médecine dans
différentes sphéres comme 1’imagerie de résonance magnétique, le transport des médicaments,
le développement de nouveaux vaccins ou comme traitement antibactérien. Il n’est pas
¢tonnant que les laboratoires de recherche aient effectué des essais d’inhibition de la formation
des fibrilles a I’aide des nanoparticules. Généralement, ’exposition d’une protéine a une

nanoparticule entraine 1’adsorption de sa structure moléculaire (chimique) a la surface de la
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nanoparticule. Une augmentation de la concentration locale de la protéine sur cette
nanoparticule ou un changement dans la conformation de la protéine provoqué par
I’interaction avec la nanoparticule peut promouvoir ’agrégation fibrillaire (Gazit, 2002a,
2002b; Giacomelli et Norde, 2003; Giacomelli et Norde, 2005; Stefani et al., 2007; Rocha et
al., 2008; Mahmoudi et al., 2011; Shemetov et al., 2012). A I’opposé, le fait de capturer a
I’aide des nanoparticules les oligomeéres qui surviennent en amont de la cascade de la
formation des fibrilles peut entraver la formation d’agrégats (Gazit, 2002a, 2002b; Giacomelli
et Norde, 2003; Giacomelli et Norde, 2005; Rocha et al., 2008; Cabaleiro-Lago et al., 2012).
Plusieurs laboratoires de recherche se concentrent a ¢étudier les effets spécifiques des

nanoparticules sur la formation de 1’amyloide.

Récemment, des nanoparticules de type N-isopropylacrylamide: N-tert-butylacrylamide
(NiPAM:BAM) ont ét¢ employées afin d’augmenter le temps requis pour la formation de
fibrilles du peptide IAPP2¢.29 (Cabaleiro-Lago et al., 2010). Lorsque I’IAPP20-29 est en solution
avec les nanoparticules, il est adsorbé a la surface due aux liens hydrogenes et aux interactions
hydrophobiques (Cabaleiro-Lago et al., 2010). De plus, il y a moins d’interactions entre les
peptides puisqu’ils se retrouvent en moindre quantité en solution libre et il en résulte d’une
plus faible quantité de fibrilles (Cabaleiro-Lago et al., 2010). D’autres nanomatériaux ont
aussi fait I’objet d’études sur I’inhibition de la formation de fibrilles. Les nanoparticules de
carbone, soit par exemple en graphéne, ont démontré la prévention de la formation de feuillet
B pour le peptide IAPP22-28 (Guo et al., 2013). Dans ces deux exemples de nanoparticules, les
interactions d’adsorption I’emportent sur celles qui surviennent entre les peptides provoquant

ainsi I’inhibition de la formation de I’amyloide.

Afin de mieux exploiter le potentiel clinique de cette nouvelle technologie, la stabilité
chimique des nanoparticules, leur taille, ainsi que les mécanismes de dégradation devront étre
¢tudiés en profondeur dans des modeles in vivo. Les risques de toxicité au sein de 1’organisme
vivant dans une perspective de traitement a long terme sont inconnus a ce jour. L application
des nanoparticules au niveau de [’inhibition de [’amyloidogénicité est grandement
prometteuse. Comparativement aux autres approches, les nanoparticules devront faire 1’objet
d’une évaluation extensive afin de connaitre leur pharmacocinétique, pharmacodynamie et

innocuité dans ce type d’application. Bien que plusieurs efforts aient été déployés pour le
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traitement de différents types d’amyloidose, de nouvelles entités thérapeutiques (molécules,
peptides, anticorps, nanoparticules) sont nécessaires afin d’augmenter ’arsenal thérapeutique

dans I’optique d’augmenter I’efficacité et la biodisponibilité.
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Chapitre 11

2. Hypothéses et objectifs du projet de recherche

2.1 Hypothéses soutenant le projet de recherche

La formation d’amyloidose pancréatique est un probléme associé¢ au diabéte de type 2
en médecine humaine et au diabéte mellitus en médecine vétérinaire. Au cours de la derniere
décennie, des efforts massifs en recherche et développement ont été déployés afin de mieux
comprendre la physiopathologie et de trouver des thérapies pharmacologiques applicables a
I’amyloidose pancréatique. Les travaux qui émergent du développement d’agents anti-
amyloidogéniques sont complémentaires aux travaux de recherches qui visent a détailler les
mécanismes physiopathologiques. Ils contribuent également a mieux comprendre les
mécanismes qui sont impliqués dans le processus de la formation de ’amyloide. De nouvelles
stratégies de traitement ont fait leur apparition afin d’entraver la formation des agrégats
fibrillaires. La disponibilit¢ des structures détaillées des différents agrégats offrira
I’opportunité future d’adopter une approche beaucoup plus standard qui s’apparente a celle du
développement classique d’un inhibiteur. De plus, le mécanisme de la formation fibrillaire
étant tres complexe, il ne s’agit pas seulement de stabiliser la structure de la protéine d’origine
ou les oligomeres, mais d’empécher les interactions avec les peptidoglycanes de la matrice
extra-cellulaire, les membranes cellulaires ou les protéines qui se lient a 1’amyloide. De
nouvelles technologies biochimiques et physicochimiques permettent 1’utilisation de petits
peptides et de I’immunothérapie. Ces approches moléculaires bien pensées permettent
respectivement de former un “capuchon” sur la fibrille, de modifier la conformation de la
protéine ou de pieger le monomere fibrillaire (Porat et al., 2006; Hard et Lendel, 2012; Cheng
et al., 2013a). Certains de ces outils pharmacothérapeutiques préliminaires semblent
démontrer une efficacité dans les modeles in vitro et dans certains cas, in vivo (Porat et al.,
2006; Hard et Lendel, 2012; Cheng et al., 2013a). Quelques agents sont actuellement en étude
clinique afin de démontrer leur efficacité et leur applicabilité dans la médecine thérapeutique

(Porat et al., 2006; Hard et Lendel, 2012; Cheng et al., 2013a). Toutefois, I’exploration de



différents outils moléculaires demeure essentielle afin d’augmenter les connaissances
physiopathologiques sur 1’amyloidose pancréatique et de déterminer certains éléments des
relations structure-activité régissant 1’activité anti-amyloidogénique requise pour abroger les

dépots d’amyloide pancréatique.

Les hypothéses du projet sont que certaines variations critiques présentes dans les
séquences peptidiques de I’'IAPP provenant de différentes espéces animales sont
impliquées, en partie, dans la formation de fibrilles et que plusieurs composés chimiques

aromatiques/phénoliques sont capables d’abroger la formation de dépéts d’amyloide.
De nos constats, les deux avenues de recherche suivantes émergent :

1) L’étude d’une variété d’isoformes de ’'IAPP provenant de différentes espéces

animales et leur propension a former des dépots d’amyloide;

2) L’étude des relations structure-activité de diverses classes pharmacologiques

dans le but d’abroger la formation d’amyloide pancréatique.

2.2 Objectifs du projet de recherche

L’objectif principal du projet de recherche consiste a apporter de nouveaux outils
moléculaires afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la formation
de I’amyloidose pancréatique. Il implique le développement et la validation de nouvelles
approches thérapeutiques in vitro de I’amyloidose pancréatique. Les objectifs spécifiques sont

présentés en deux sections.

Objectif 1 : Séquencer le gene de ’IAPP chez plusieurs espéces animales, évaluer
le potentiel d’amyloidogénicité des isoformes et identifier les variations en acides aminés

critiques pour la formation de I’amyloide pancréatiques.

La formation de fibrilles dans le pancréas contribue a la pathogénése du diabéte
mellitus chez les humains, les félins et les macaques (Westermark et al., 2011). Le gene de
I’IAPP a été isolé et séquencé chez plusieurs especes animales, notamment le cougar (Felis
concolor), la vache (Bos taurus), le poulet (Gallus gallus), le cochon d’Inde (Cavia porcellus),
le hamster (Mesocricetus auratus), le furet (Mustela putorius), la souris (Mus musculus), le

lapin (Oryctolagus cuniculus), le raton laveur (Procyon lotor) et le rat (Rattus norvegicus)
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(Johnson et al., 1991; Fan et al., 1994; Jordan et al., 1994; Yoshikawa et al., 1999; Paulsson et
al., 2011; Westermark et al., 2011). Les dépdts d’amyloide ont été observés dans les ilots de
Langerhans chez les humains, les primates non humains, les félins et les grands félins
(Johnson et al., 1991; Westermark et al., 2011). Néanmoins, les dépots d’amyloide n’ont pas
¢été rapportés chez toutes les especes animales et I’implication des agrégats fibrillaires dans la
pathogénése du diabete mellitus est variable dans le régne animal. Le dépdt d’amyloide
pancréatique a été rapporté dans quelques cas d’insulinome chez le chien (Canis lupus
familiaris), mais ces derniers ne sont pas impliqués dans la pathogénie du diabéte canin
(O’Brien et al., 1987; O’Brien et al., 1990). Les mécanismes qui induisent la conversion de
I’TAPP en amyloide sont certes multifactoriels; en revanche, les détails ne sont pas

complétement €élucidés.

L’objectif 1 implique le séquencage d’une partie du geéne de I’'ITAPP chez plus d’une
trentaine d’espéces animales, 1’évaluation des différents homologues peptidiques a former des
agrégats fibrillaires et la comparaison des séquences peptidiques afin d’identifier les acides
aminés jouant un r6le clé dans cette transformation structurale. Le potentiel
d’amyloidogénicité des différentes séquences d’acide aminé chez chaque espéce animale a été
comparée a I’aide d’analyses in silico. Afin de poursuivre les essais in vitro, des peptides
synthétiques s’inspirant des séquences peptidiques obtenues chez les différentes especes
animales ont ét¢ commandées afin de procéder a des études in vitro sur la formation des
agrégats d’amyloides. Le potentiel d’agrégation fibrillaire des séquences peptidiques a été
déterminé avec la fluorescence a la thioflavine T et ’essai de liaison au rouge Congo. La
conversion des structures secondaires en feuillet § a été analysée a I’aide de la spectrométrie
de I’UV lointain via le dichroisme circulaire pour chaque peptide. La microscopie électronique
a ¢t¢ employée afin de confirmer 1’absence ou la présence de fibrilles. Les essais de
cytotoxicité ont été réalisés sur la lignée cellulaire pancréatique de rat INS-1. Le chapitre 111 se
consacre a I’étude des variations en acides aminés requises pour enfreindre la conversion de
I’¢état natif de la protéine IAPP en agrégat fibrillaire. Ce chapitre est en lien avec la premiére

hypothese énoncée.
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Objectif 2 : Abroger la formation de fibrilles d’amyloide pancréatique humaine
(hIAPP) par Dutilisation de composés chimiques contenant des groupements

aromatiques et urées.

L’objectif 2 comporte I’évaluation du potentiel inhibiteur de I’agrégation fibrillaire de
I’IAPP humaine (hIAPP) de trois différentes classes pharmacologiques, soit les
hypoglycémiants, les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS), et les aryles éthyles urées
(EU). Plusieurs composés chimiques de la famille des polyphénols, comme les flavonoides, la
curcumine, le resvératrol et la silibinine, ont démontré un potentiel a inhiber la formation
d’amyloide in vitro et ont aussi un effet protecteur sur les cultures cellulaires pancréatiques
(Daval et al., 2010; Jiang et al., 2011; Cao et Raleigh, 2012; Cheng et al., 2012; Hard et
Lendel, 2012). Toutefois, des composés plus puissants, présentant a la fois des propriétés
adéquates concernant la biodisponibilité¢ (absorption, premier passage hépatique) et une
efficacité in vivo, sont a développer (Chow et al., 2005; Yang et al., 2007; Muzzio et al.,
2012). Les molécules qui contiennent des groupements chimiques tels que des noyaux
aromatiques, des polyphénols et des urées sont potentiellement des agents efficaces afin
d’empécher la formation de dépots d’amyloide (Daval et al., 2010; Jiang et al., 2011; Cao et
Raleigh, 2012; Cheng et al., 2012; Hard et Lendel, 2012; Seeliger et al., 2013).

Pour I’étude des relations structure-activité de dérivés aryles éthyles urées (EU), la
préparation et la synthése des molécules ont été effectuées dans le cadre de mes travaux de
maitrise sous la supervision du Dr René C.-Gaudreault a I’Université Laval (Fortin et al.,
2007, 2008). Les relations structure-activité des trois différentes classes pharmacologiques ont
été décrites principalement en fonction de I’influence de chaque représentant des différentes
classes pharmacologiques sur la formation des fibrilles par I’essai fluorimétrique a la
thioflavine T, le changement de conformation de structure secondaire par la spectrométrie de
I’UV lointain via le dichroisme circulaire, 1’oligomérisation de la protéine par I’essai de la
liaison croisée photo-induite et la viabilité¢ cellulaire. L’efficacité des différents composés
inhibiteurs de 1’agrégation fibrillaire de I’TAPP a été testée sur I’hIAPP qui posséde un fort

potentiel a former des dépdts d’amyloide.

Les molécules possédant une activité anti-amyloidogénique ont été testées sur des

lignées cellulaires provenant d’insulinome de rat (INS-1) ou de souris (MIN-6) afin d’évaluer
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leur potentiel a protéger les cellules contre la cytotoxicité des fibrilles formées par I’hIAPP.
L’¢évaluation de la survie cellulaire a été effectuée par une méthode fluorimétrique, a la
résazurine. Les chapitres IV, V et VI se consacrent a 1’étude des relations structure-activité
requises pour I’inhibition de 1’agrégation fibrillaire de I’'IAPP. Ces chapitres sont en lien avec

la deuxiéme hypothése énoncée.
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Méthodologie et Résultats
Chapitre 111

Article 1- Séquencage du polypeptide amyloide des ilots
pancréatiques (IAPP) chez différentes espéces animales
afin d’identifier les variations critiques pour 1’agrégation

fibrillaire

Contribution

J’ai participé a I’obtention de tous les résultats et a I’écriture de la premicre version du
manuscrit. Les photos provenant de la microscopie ¢lectronique ont été obtenues
conjointement avec ’aide du Dr Carl A. Gagnon. La correction des diverses versions de
I’article a été effectuée sous la supervision de la Dre Marie-Odile Benoit-Biancamano. Cet
article scientifique est publi¢ dans le journal Amyloid: the Journal of Protein Folding

Disorders (DOI : 10.3109/13506129.2015.1070824).

Résumé

L’amyloide peut étre détectée dans les Tlots de Langerhans chez la majorité des patients
diabétiques de type 2. Ces dépots ont été associés avec la mort des cellules béta, contribuant
ainsi a la progression du diabéte. L’amyloidogénicité du polypeptide amyloide des ilots
pancréatiques (IAPP) est plutdt variable parmi les espéces animales et étudier cette variabilité
peut améliorer notre compréhension des mécanismes impliqués dans le processus de
I’agrégation. L’objectif général de cette ¢tude était d’identifier les isoformes de I’IAPP chez
différentes espeéces animales et de caractériser leur propension a former des agrégats
fibrillaires. Le géne de I'TAPP a été isolé et séquencé. Une librairie composée de 23 peptides

(fragment 8-32) a été synthétisée afin d’étudier la formation d’amyloide en utilisant des



analyses in silico et des tests in vitro. La formation d’amyloide a été entravée quand le motif
NFLVH retrouvé dans le segment 8-20 était remplacé par le motif DFLGR ou KFLIR. Les
acides aminés 29P, 14K et 18R étaient souvent présents dans les séquences non-
amyloidogéniques. Les séquences ne formant pas d’amyloide provenaient des especes
suivantes : le tamarin lion doré (Leontopithecus rosalia), le grand dauphin (Tursiops
truncatus) et ’alpaga (Vicugna pacos). Parmi les espéces animales étudiées, 34 d’entre elles
pouvaient générer des fibrilles. Pour conclure, ce projet fait progresser nos connaissances sur
la pathogénése comparative de 1’amyloidose pancréatique. Il est concevable que les données
générées dans cette ¢tude aideront a développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour les

patients diabétiques.

Wildlife sequences of islet amyloid polypeptide (IAPP)
identify critical species variants for fibrillization

Jessica S. Fortin & Marie-Odile Benoit-Biancamano
Keywords: Aggregation, fibrils, IAPP, in silico, islet of Langerhans, type 2 diabetes

Abbreviations: CD, circular discroism; CR, Congo red; FBS, fetal bovine serum; HFIP,
hexafluoroisopropanol; hIAPP, human islet amyloid polypeptide; INS-1, rat insulinoma cell
line; PBS, phosphate buffered saline; Tso, time to reach half maximum signal strength; ThT,

thioflavin T
Abstract

Amyloid can be detected in the islets of Langerhans in a majority of type 2 diabetic
patients. These deposits have been associated with B-cell death, thereby furthering diabetes
progression. Islet amyloid polypeptide (IAPP) amyloidogenicity is quite variable among
animal species, and studying this variability could further our understanding of the
mechanisms involved in the aggregation process. Thus, the general aim of this study was to
identify IAPP isoforms in different animal species and characterize their propensity to form
fibrillar aggregates. A library of 23 peptides (fragment 8-32) was designed to study the

amyloid formation using in silico analysis and in vitro assays. Amyloid formation was
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impeded when the NFLVH motif found in segment 8-20 was substituted by DFLGR or KFLIR
segments. A 29P, 14K and 18R substitution were often present in non-amyloidogenic
sequences. Non-amyloidogenic sequences were obtained from Leontopithecus rosalia,
Tursiops truncatus and Vicugna pacos. Fragment peptides from 34 species were
amyloidogenic. To conclude, this project advances our knowledge on the comparative
pathogenesis of amyloidosis in type II diabetes. It is conceivable that the additional

information gained may help point towards new therapeutic strategies for diabetes patients.
Introduction

Amyloid is characterized by cross beta-pleated sheet fibrils and possesses characteristic
properties, such as the green birefringence under polarized light when subjected to Congo red
straining [1]. The protein generating these amyloid deposits in the pancreatic tissues was
identified as islet amyloid polypeptide (IAPP), also designated as amylin, a 37 amino acid
residue polypeptide member of the calcitonin-like family of peptides [2, 3]. In normal
physiologic states, IAPP/amylin is synthetized, processed and stored in the beta-cell secretory
vesicles with insulin and released with it in response to glucose and other beta-cell
secretagogues [1, 4]. However, in pathologic states when IAPP/amylin is converted to
amyloid, amyloid aggregates are toxic to cells, thus islet amyloid deposits have been
associated with B-cell death [5, 6]. Amyloid fibril formation contributes to the pathogenesis of
diabetes mellitus in humans, felines and macaques [4]. However, AIAPP has not been reported
in all species and its contribution to diabetes is variable in different animal species. Pancreatic
amyloid has been reported in some cases of islet cell tumors in dogs (Canis lupus familiaris).
Interestingly, pancreatic amyloidosis is not a feature of canine diabetes [7, 8]. The IAPP gene
has been isolated and sequenced from the islet beta-cells of various other animal species, such
as cougar (Felis concolor), cow (Bos taurus), chicken (Gallus gallus), guinea pig (Cavia
porcellus), hamster (Mesocricetus auratus), ferret (Mustela putorius furo), mouse (Mus
musculus), nonhuman primates, rabbit (Oryctolagus cuniculus), raccoon (Procyon lotor) and
rat (Rattus norvegicus) [4, 9-13]. Among those species, AIAPP was detected in the pancreatic
tissue of large felidae, nonhuman primates and raccoon. Besides felidae, raccoon and non-
human primate, diabetes mellitus associated with IAPP amyloid has not been reported in

exotic or domestic species.
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The 24-28 amino acid residues of IAPP are common among the amyloid-forming
species, designated as GAILS, which represent the amino acid residues at positions 24-28
[14]. A specific structural motif in the 20 through 29 region of IAPP is important for the
formation of amyloid [1, 15, 16]. In that region, a steric zipper structure occurs and further
forms the cross-beta spine of human islet amyloid polypeptide (hIAPP) amyloid [15, 16]. Rat
and mouse IAPP do not exhibit the GAILS region and fibrillogenicity in vitro and in vivo is
null, in contrast to human, non-human primate, feline and raccoon IAPP [4]. The primary
structure of IAPP in each species likely explains, in part, this difference. There are factors
other than species-specific amyloidogenic structural motifs that contribute to its
amyloidogenicity, such as the extracellular matrix, the immune system and/or natural

stabilizing agents that impede [APP fibrillization [17-18].

Discovery research efforts revealed that peptides that recognize an identical fragment
and interact through a beta-pleated sheet were found to disorganize the fibrillar structure [6,
19, 20]. Those peptides disrupt the beta-sheet structure and, consequently, impede amyloid
formation. The IAPP amino acid residues 20-29 were found to be crucial to exhibit its potency
to abrogate amyloid formation [6, 19]. Synthesis of novel IAPP peptide derivatives and
screening for activity to select non-amyloidogenic mutants could lead to the discovery of other
potent peptide inhibitors as well as contribute to the understanding of the molecular

pathogenesis of amyloidosis.

In this study, we examined the sequence of 38 different wildlife animals. The IAPP
gene was isolated and the 37 amino acids of the IAPP peptide were covered for the
sequencing. The amyloidogenic potential of each IAPP homolog was assessed in vitro using
physicochemical analyses including thioflavin-T assays (ThT), Congo red (CR) binding
assays, circular discroism (CD) spectrometry and cell viability assays. The goal of this
research was to identify protein variants that are poorly or highly amyloidogenic. This

information could be important for the discovery and development of new peptide inhibitors.
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Materials and methods

Chemicals

DMSO, hexafluoroisopropanol (HFIP), resazurin, and thioflavin-T (ThT) were
obtained from Alfa Aesar (Ward Hill, MA). Congo red was purchased from Ricca chemical
company (Arlington, TX).

Cell lines and culture

INS-1 (rat insulinoma) was purchased from AddexBio (San Diego, CA). INS-1 cells
were cultured in RPMI1640 medium supplemented with 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine,
1X sodium pyruvate, 50 pM 2-mercaptoethanol, 100 U/mL streptomycin, 100 U/mL of
penicillin G and 10 % fetal bovine serum (Wisent Inc., St-Bruno, Qc, Canada). Cells were

maintained in a moisture-saturated atmosphere at 37 °C under 5% CO,.
Animal tissues

Paraffin-embedded tissues were obtained from the archives of cases submitted between
2000 and 2014 to the Facult¢ de médecine vétérinaire of Université de Montréal. For each
tissue, three 20 um thick serial sections were used for DNA extraction. Blood samples were
provided by the Biodome (Dr. Emiko Wang) and Granby Zoo (Dr. Marie-Josée Limoges).
Human and feline IAPP amino-acid sequences were used as the positive controls and rodent
IAPP was a representative negative control. Control sequences and 2 other sequences were
obtained from Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), with the following accession
numbers: Homo sapiens (M26650.1), Canis lupus familiaris (NM001003233), Felis catus
(NMO001043338.1), Mustela putorius furo (XM004803477) and Rattus norvegicus
(NMO012586.2). Procyon lotor and Mustela putorius furo 1APP sequences were published

previously [9, 11].
Isolation and sequencing of IAPP DNA

To sequence the IAPP gene, DNA was isolated from paraffin-embedded tissues or
blood using a DNeasy tissue kit or blood mini kit (Qiagen, Toronto, Ontario, Canada). Fast-
cycling PCR DNA synthesis was performed with a Biometra TProfessional Thermocycler

with the following PCR protocol: 5 min at 95 °C; 10 cycles of 5 sec at 96 °C, 5 sec at 50 °C, 1
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min at 68 °C; 45 cycles of 5 sec at 96 °C, 5 sec at 55 °C and 5 sec at 68 °C; and a final
extension of 1 min at 72 °C. Each PCR reaction consisted of 500 nM of IAPP primers
(forward and reverse), 300 ng of DNA and 10 uL of fast cycling taq DNA polymerase master
mix (Qiagen). Degenerate IAPP forward and reverse primers shown in Table 3 (appendices,
primer set numbers 1-3) were used and covered the first seven and last three amino acids of
the IAPP peptide. Sequencing was performed at the Mcgill gene sequencing platform with the
following primers (primer set number 4): M13 forward (5’ - GTAAAACGACGGCCAGT - 3')
and M13 reverse (5' - GGAAACAGCTATGACCATG - 3").

In silico analysis of fibril formation

Phylogenic analysis was performed with the PhyML program [21]. The tendency for -
sheet aggregation of each amino acid sequence was calculated based on the Agg parameter,

obtained using in silico analysis with the AGGRESCAN program [22].
Peptide synthesis and purification

Synthetic hIAPP (1-37) and peptide fragments 8-32 were obtained from Dr. Mostafa
Hatam, Peptidogen International Corp (Brossard, Qc, Canada). Peptides were prepared and
purified as published previously with a microwave peptide synthesizer, using 9-
fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry and Fmoc-protected pseudoproline dipeptide
derivatives were incorporated to facilitate the synthesis [5]. The identity of the pure products
was confirmed by mass spectrometry using a Bruker MALDI-TOF MS. Analytical HPLC was
used to check the purity of the peptides (> 95%) before each experiment. The purified peptides

were lyophilized.
Sample preparation

hIAPP stock solutions were prepared by dissolving peptide at I mM in 100% HFIP and
incubating for at least 12 h. For the ThT kinetics, CD spectrometry and CR binding assays,
IAPP peptide stock solutions were prepared by dissolving peptides at 1 mM in 100% HFIP.
For the cytotoxicity assays, the IAPP peptide stock solutions of 1 mM were divided in aliquots
to obtain the desired final concentration and were air dried. Aliquots of the stock solutions

were dried to remove organic solvents and suspended in 10 mM PBS buffer (pH 7.4) at the
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desired concentration to obtain a final concentration of HFIP at 0.1 % for the ThT assays. All

peptides were dissolved in DMSO and PBS.
Thioflavin-T (ThT) fluorescence assays

IAPP peptides from the stock solution of 1mM were added to 10 mM PBS buffer (pH
7.4) and transferred to a black 96-well microplate with transparent bottom. Each well
contained a final volume of 150 pL with a peptide final concentration of 10 uM. Experiments
in the presence of peptides were performed after adding a solution of ThT at a final
concentration of 15 uM. The negative control consisted of HFIP at 0.1 % without peptide.
Thioflavin-T-based fluorescence assays were used to detect the formation of amyloid. The
fluorescence emission experiments were performed with the excitation and emission
wavelengths set at 440 and 485 nm, respectively, with a Synergy HT multi-mode microplate
reader (BioTek, Winooski, VT). Measurements were taken at room temperature every 5
minutes over 16 hours with 5 s of shaking prior to each measurement. Samples were measured
in three replicates and the experiments were repeated three times using different IAPP stock
solutions. Arbitrary units of fluorescence were calculated from the mean values for each time
point normalized against the maximum value in each completed assay. Arbitrarily, the
maximum value (100 %) for the fluorescence intensity was established for hIAPP (fragment 8-
32) peptide. The lag time and the time to reach half maximum signal strength (Tso) were

calculated as previously described [11, 23, 24].
Congo red binding assay

A CR stock solution (10 mM) was prepared in PBS at pH 7.4 and filtered through a 0.2
um syringe filter prior to use. Assays were performed in a 96 wells plate containing 30 pM
and 60 uM of each peptide in 100 pL of 10 mM PBS buffer (pH 7.4). Each plate was
incubated for 24h at room temperature to allow amyloid formation. The binding assay started
1 hour prior to reading by adding CR solution at a final concentration of 100 uM in each well.
CR binding was ascertained by measurement at 300 — 700 nm using a Synergy HT multi-
mode microplate reader (BioTek, Winooski, VT). The absorbance spectrum of negative

control (CR without peptide) and peptide in the presence of CR were corrected by subtracting
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the baseline spectrum of PBS. The final spectra were compared to the negative control (non-

bound CR solution).
Far-UV circular discroism (CD)

CD spectra of the secondary structure of hIAPP samples were recorded at 25 °C under
a constant flow of N> using a JASCO-810 spectropolarimeter (Jasco, Easton, MD). Spectra
were recorded over a wavelength range of 190-250 nm using a quartz cuvette of 1 mm path
length and an instrument scanning speed of 100 nm/min, with a response time of 2 s and a
bandwidth of 1 nm. All IAPP samples were dissolved to a final concentration of 60 puM in 10
mM PBS buffer (pH 7.4) containing 1% HFIP. The data were converted to mean residue
ellipticity (0) and analysed using the software CDPro as previously described [25]. All CD

spectra were averaged and baseline-corrected for signal contributions due to the buffer.
Transmission electron microscopy (TEM)

Peptides were incubated in 10 mM PBS (pH 7.4, 25 °C) at 60 uM for 48 h. A volume
of 200 puL was applied on a 400-mesh Formvar-carbon-coated copper grid (Canemco Marivac,
Lakefield, QC, Canada) using an Airfuge tube. They were next centrifuged with an Airfuge
Air-Driven Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada) for 20 min. The
grids were air-dried and incubated for 1 min in distilled water. Then they were carefully air-
dried and incubated for 1 min in a fresh solution of 1% uranyl acetate. Samples were air-dried
one last time and observed using a transmission microscope (Hitachi Model HT7700 120 kV
Compact-Digital Biological TEM, Toronto, ON, Canada). Pictures were acquired at an
accelerating voltage of 80 kV and magnification of 40 k.

Cell viability assays

Cells were maintained in a 37 °C, 5% CO> incubator, in exponential growth, for the
duration of experimentation. 96-well microtiter plates were seeded at a density of 5 x 10° INS-
1 cells per well for 24 h. Peptides were dissolved and incubated in 10 mM PBS (pH 7.4, 25
°C) at 60 uM 48 h before addition to cells. Final peptide concentration was 30 uM. Negative
controls consisted of equal volume of PBS used to add peptides and contained less than 0.1 %
(v/v) of DMSO. The cell culture medium was removed and replenished with RPMI 2X. Plates

were incubated for 48 h in the presence of each peptide at 30 pM. Resazurin-based reduction
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assays were performed as previously described [26, 27]. Briefly, resazurin (25 pg/mL) was
added to the culture medium of each well for 1.5 h at 37 °C. The results were obtained from at
least three separate experiments. All values represent means + SEM (n = 3) and an analysis of
variance with a Dunnett test was performed for comparison with the control condition

(medium).

Results

Sequence and phylogenetic analysis

IAPP is expressed in pancreatic islets of most mammalian species. The species-specific
differences in the amino acid sequence of the peptide are one factor that contributes to the
amyloidogenic potential. Comparison of IAPP sequences obtained in our study is shown in
Table 1. A phylogenic analysis (Figure 1A) was performed to delineate the species-specific
variations in the sequence and the in silico amyloidogenicity observed (Figure 1B). The amino

acid residues 1-7 and 31-37 are highly conserved among animal species.
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Table 1. Identification of the 37 amino acids of IAPP using PCR and sequencing. The amino
acid sequences of 38 wildlife animals are compared to the amyloidogenic (human, cat) or non-
amyloidogenic (rat) sequences. Sequences from species written in italics were obtained from

Genbank. The dark amino acids represent amino acid variations as compared to the human

sequence.
P'eptlde Species Peptides Primer
library set
hIAPP |Human (Homo sapiens) KCNTATCATQRLANELVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY n.e.
Cat (Felis catus) and large felidae*
Stoat (Mustela erminea)
Suricate (Suricata suricatta)
1 North American river otter (Lontra canadensis) KCNTATCATQRLANFLIRSSNNLGAILSPTNVGSNTY 1
Camel (Camelus dromedarius)
Pronghorn (Antilocapra americana)
Harbour porpoise (Phocoena phocoena)
Dog (Canis lupus familiaris) n.e.
2 KCNTATCATQRLANELVRTSNNLGAILSPTNVGSNTY
Red fox (Vulpes vulpes) 1
3 Rat (Rattus norvegicus)/Mouse (Mus musculus) KCNTATCATQRLANELVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY n.e.
4 Ferret (Mustela putorius furo) KCNTATCVTQRLANELVRSSNNLGAILLPTDVGSNTY n.e.
5 Groundhog (Marmota monax) KCNTATCATQRLANELVRSSHNLGAILSTTNVGSNTY 1
6 Raccoon (Procyon lotor) KCNTATCVTQRLANELLRSSNNLGAILSPTNVGSNTY n.e.
7 Red panda (Ailurus fulgens) KCNTATCVTQRLANELVRTSNNLGAILSPTNVGSNTY 1
8 Mantled guereza (Colobus guereza) KCNTATCATQRLANELVRSSNNFGPILSSTNVGSNTY 1
9 Patas monkey (Erythrocebus patas) KCNTATCATQRLANFLVRSSNNFGTILSSTDVGSNTY 1
10 Golden lion tamarin (Leontopithecus rosalia) KCNTATCSMHRLADFELGRSSNNFGAILSPTNVGSNTY 1
11 Mandrill (Mandrillus sphinx) KCNTATCATQRLASFELVRSSNNFGTILSSTNVGSNTY 1
12 Japanese macaque (Macaca fuscata) KCNTATCATQRLANELVRSSNNFGTILSSTNVGSNTY 1
African clawless otter (Aonyx capensis)
13 American Marten (Martes americana) KCNTATCVTQRLANFLVRSSNNLGAILSPTDVGSNTY 1
Spotted-necked otter (Hydrictis maculicollis)
14 Sea-lion (Zalophus californianus) KCNTATCATQRLANELVRFQLLSGAILSHTNVGSNTY 2
15 Alpaca (Vicugna pacos) KCNTATCATQRLANELVHSSDKLDAIFSPTNVGSNTY 1
16 African elephant (Loxodonta africana) KCNTATCVRQHLANEYIIPATVLNPSSLPTNVGSNTY 1
17 Commun bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) KCNTATCATQRLAKELIRSSNNLGAILSPTNVGSNTY 1
Grey seal (Halichoerus grypus) o
18 Ringed seal (Pusa hispida) KCNTATCATQRLANELVRSSNNLGAILSPTNVGSNTY
Spectacled bear (Tremarctos ornatus) 1
Argentine boa (Boa constrictor occidentalis)
18 Boa constrictor (Boa constrictor constrictor) RCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGAILSPTNVGSNTY 3
Leopard Gecko (Eublepharis macularius)
19 Green lguana (lguana iguana) RCNTATCVTQRLADELVRSSNTFGAIYSPTNVGSNTY 3
Gentoo Penguin (Pygoscelis papua)
20 - KCNTATCVTQRLADELVRSSNNIGAIYSPTNVGSNTY 1
Swan (Cygnus columbianus)
21 Kinkajou (Potos flavus) KCNTATCVTQRLANELVRSSNNLGAILSPTNVGSNTY 1
22 Savannah monitor (Varanus exanthematicus) RCNTATCATQRLAN%SSSNNL%PTNVGSNTY 3

*Acinonyx jubatus, Lynx canadensis, Puma concolor, Panthera leo, Panthera onca, Panthera pardus,

Panthera tigris
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Figure 1. In silico analysis. Phylogenetic tree of amylin sequences. The branch length legend
is indicated (A). Amyloidogenic propensities (Na*vSS values) of amylin sequences from the

sequencing obtained with AGGRESCAN (B).
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Amyloidogenic propency of the peptide library was analysed using the AGGRESCAN
program, which predicts the aggregation-prone regions in input protein sequences (Figure 1B).
To compare each sequence, we used the average score of the aggregation-propensity values
per amino acid normalized for 100 residues (a*v SS, or AGGRESCAN score). Rattus
norvegicus (sequence 3) is known to be non-amyloidogenic and the AGGRESCAN score is -
8.8. The lowest scores tend to be non-amyloidogenic while a higher score is indicative of a
higher probability to form amyloid. Leontopithecus rosalia (sequence 10) and Vicugna pacos
(sequence 15) exhibit a smaller AGGRESCAN score. Marmota monax (sequence 5), Tursiops
truncatus (sequence 17) and Varanus exanthematicus (sequence 22) possess an
AGGRESCAN score similar to hIAPP. As shown in Figure 1(B), sequences with a score

higher or similar to hIAPP are suspected to be prone to form amyloid in vitro.
Thioflavin-T (ThT) aggregation kinetics

The kinetic process of amyloid formation of hIAPP and various peptides fragments
was assessed with ThT fluorescence assays for 16h at 25 °C. Kinetic parameters and curves
are shown in Table 2 and supplementary material section (Supplementary Figure SI1),
respectively. The ThT binding assay shows that the 8-32 hIAPP fragment gave a strong ThT
emission with a lag time of 3.8 &+ 0.1 h. Fibrils were formed earlier for peptides 8 and 12, with
a lag time of 1.9 h. Peptides 7 and 11 had a lag time of 4.3 + 0.8 h and 4.7 £ 0.7 h,
respectively. Peptides 1, 2, 6, 9, 21 shared a similar lag time of 5.5 h. Peptides 4 and 22 had a
lag time around 7.3 h. Other fragments (5, 13, 18, 19, 20) showed a late lag time, between 8
and 13h. The slope was higher for hIAPP, 4, 11, 13, 19 and 22. The amyloidogenicity was
calculated with the intensity of the fluorescence emission. Peptides 1, 6, 12, 18, 20 and 22
exhibited an intense ThT fluorescence emission. Peptide 5 had the smallest curve during the
assay. Peptide 3 (Rattus norvegicus) did not emit fluorescence, as expected. Peptides 10, 14,

15, 16 and 17 were also negative.
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Table 2. Fibrillar aggregation properties for each IAPP peptide (fragment 8-32) and summary

of the thioflavin-T (ThT) fluorescence assays, congo red (CR) binding assays and Far-UV

circular dichroism spectroscopy (CD).

Peptide Fibril Formation
#
Lag time Tso Slope Intensity ThT CR CD
(h) (h) (o)
1 5.5%0.7 6.6 +0.7 29+£2 160.7£0.5 | +++++ + B-sheet
2 55+04 6.1+0.5 304 29.1+3.0 + - B-turn
3 n.e. n.e. n.e. 1.2+0.3 - - Random
4 73+1.0 9.7+0.6 58£3 52.8+8.0 ++ + Transition
5 11.8+0.2 | 13.8£0.1 44 + 4 3.7£3.1 t + Transition
6 55+0.8 | 58+0.2 27+10 1392437 | ++++ - B-sheet
7 43+£08 | 45+0.2 24+3 38.5+6.2 + - B-turn
8 1.9+0.1 3.1+£0.3 33+ 10 65.9+8.1 ++ + B-sheet
9 55+£0.5 7.8+0.3 45+ 15 40.0£7.9 + + B-sheet
10 n.e. n.e. n.e. 0.8+0.2 - - Random
11 4.7+0.7 72+1.0 72 £15 446+ 1.1 ++ + B-sheet
12 1.9+0.6 30+1.0 35+3 101.8 £0.5 +++ + -sheet
13 80+1.1 |10.0£0.8 555 38.6+0.5 + - Random
14 n.e. n.e. n.e. 09+0.2 - + B-turn
15 n.e. n.e. n.e. 0.5+0.2 - - Random
16 n.e. n.e. n.e. 21+04 - + Random
17 n.e. n.e. n.e. 3.8+1.0 - - Random
18 82+1.2 | 104+0.5 48 +9 99.2+0.2 +++ - B-sheet
19 11.1£0.1 | 13.3£0.7 55+11 16.3+34 + - B-sheet
20 129+0.3 | 14.1£0.2 38+3 1773 £09 | +++++ + B-sheet
21 55+04 6.1+0.5 27+3 72.4+11.8 ++ + B-sheet
22 72+0.2 9.5+09 72 +£17 2003 £ 1.0 | ++++++ + B-sheet
H 3.8+0.1 54+02 | 61.4+£109 | 97.2+0.2 +++ + B-sheet

Congo red binding assays

CR dye binds to peptides that form fibrillar beta-aggregates. Visible spectral data (300

— 700 nm) of each IAPP peptide fragment (8-32) and a CR dye solution were acquired. The

characteristic shift in absorbance maximum (485 to 501 nm) and the difference spectra (free
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CR vs bound CR) are indicative of the amyloid-like beta-pleated sheet structure. As expected,
hIAPP (full length, FL, and truncated sequence) and R. norvegicus fragment (peptide 3) were
positive and negative, respectively (Supplementary Figure S2). At any concentration tested

herein, CR dye did not bind to peptides 2, 6, 7, 10, 13, 15, and 17-19 (Table 2).
Secondary structure determination by Far-UV CD

Far-UV circular dichroism (CD) spectroscopy was used to monitor the secondary
structural transition during the incubation of the peptide library consisting of various animal
homologs [23]. The secondary structure (CD spectra) of animal IAPP homologs was first
recorded at 60 uM at predefined time intervals (24 h, 48 h and 72 h). The CD spectrum of
hIAPP (FL) was characteristic of a predominant random coil structure at the beginning of the
incubation. After 1 h of incubation, the spectrum changed with an increased intensity of the
negative band at 220-225 nm, indicative of a B-structure. Peptides 1, 6, 18, 19, 20, 21 and 22
exhibited a strong transition to a B-sheet secondary structure and the transition completed at 72
h for peptide 1, 6, 20, 21 and 22 (Supplementary Figure S3). The transition was apparent
earlier for peptide 20. During the incubation time, a transition from a random coil structure to
a B-structure was suspected for peptide 4 and 5. For peptide 10, 13, 15, 16 and 17, a random
coil structure was still present at 60 uM (Table 2). As expected, peptide 3 (R. norvegicus),

exhibited a random coil structure at the highest concentration.
Morphology of IAPP peptides

The morphology of IAPP fragments 8-32 was examined after 48 h of incubation at a
final concentration of 60 uM (Figure 2). Under TEM, peptides 1, 2, 5-7, 11, 13, 16 and 18-22
exhibited extensive long linear amyloid fibrils. Dense mats of fibers were also observed with
hIAPP fragment 8-32. Peptides 8, 9 and 12 exhibited short fibrils. Only a few linear fibrils
were observed after examination of peptide 4. However, fragments 10, 14, 15, 17 and 3 did

not exhibit linear amyloid fibrils and instead exhibited amorphous aggregates.
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Figure 2. TEM images of the peptide library. Each peptide was incubated in PBS buffer (pH
7.4) for 48 h at 60 pM.

Cytotoxicity of IAPP peptides

Amyloid cytotoxicity has been shown to vary depending on the animal homolog of
IAPP. INS-1 (rat) B-cells were incubated with each novel animal IAPP homolog at 30 uM for

48 h and rezasurin assays were performed to assess cell survival, hIAPP FL (full length),
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truncated hIAPP (25 aa), Felis catus (sequence 1, positive controls) and R. norvegicus
(sequence 3, negative control) IAPP were used as comparative controls. In our study, full
length (FL) (1 uM) and truncated (25 aa) (30 uM) hIAPP exhibited a 60-63% cytotoxic effect
(Figure 3). The truncated sequences have been reported to require higher concentration to be
cytotoxic in cell cultures [28]. Consistent with previous studies, fragments 1 and 4 were
cytotoxic and fragment 3 (negative control) was not deleterious [1, 11]. The presence of
peptide 1, 2, 7, 8, 9 and 18 resulted in significant toxicity at the same level as hIAPP. Peptide
8 (Ailurus fulgens) exhibited the highest cytotoxicity. Fragments 4, 5, 11, 12, 19-22 form
another group of peptides that showed similar cytotoxicity. Peptides 3, 6, 10, 13, 14, 15, 16
and 17 were not cytotoxic or resulted in a non-significant cytotoxic effect in the INS-1 cell

line.

Figure 3. Cell viability of INS-1 determined by resazurin-based assays. IAPP fragments were
tested at concentrations of 30 uM. Full length hIAPP was used as positive control at 1 uM. ¥,

p<0.001; *** p < 0.005; **, p < 0.01; *, p < 0.05.
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Discussion

Several peptides from our study were non-amyloidogenic and could be important for
generating peptide inhibitors. Sequences from L. rosalia (peptide 10), T. truncatus (peptide
17) and V. pacos (peptide 15) were non-amyloidogenic and not cytotoxic in the INS-1 cell
line. One approach to disrupt amyloid formation would be to synthetize peptides that contain
beta-breaker residues such as proline. One other strategy would be to modify the common
GAILS motif, which contributes to amyloid formation. A totally different motif is found in the
V. pacos IAPP sequences (DAIFSP motif). The NFLVH motif is another motif that is known
to be involved in amyloid formation. This motif is found in segment 8-20 of the IAPP amino
acid sequence. Leontopithecus rosalia (peptide 10) and 7. truncatus (peptide 17) present a
completely different motif in that specific segment; a DFLGR and a KFLIR motif,

respectively.

Drastic changes in the amino acid sequence are not always necessary to have a major
impact in the aggregation propensity. For peptide 17 (7. truncatus), a single amino acid
substitution occurred in comparison to the Felis catus sequence. The Felis catus sequence is
highly amyloidogenic and the lysine found at position 14 in the 7. truncatus sequence is
apparently very potent in abrogating amyloid fibrillization. Aromatic moieties are important
for hydrophobic stacking and structure stabilisation, underlined by the presence of a
phenylalanine at position 16. Experiments with mutant sequences demonstrated a significant
reduction of hIAPP fibrillization in the absence of phenylalanine at those specific positions
[29]. A possible explanation for amyloid inhibition in absence of phenylalanine is the presence
of a lysine residue adjacent to F16, which leads to a steric hindrance and/or a modification in

the spatial arrangement.

The chemical synthesis of shorter fragments can provide a peptide library quickly at a
modest cost. The reliability of peptide fragments 8-32 should ideally be confirmed using the
full length counterpart of each peptide. However, results obtained for fragment hIAPP, and
peptides 2-4 were consistent with previous studies (in vitro or in vivo) performed with the full
length peptides [1, 11]. Peptide fragments 8-32 consistently formed amyloid fibrils indicating

that segments 8-20 and 24-29 are important in forming intramolecular B-sheets and do not
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require three B-strands composed of the segments 8-20, 24-29, 32-37 as proposed by previous
models [30-32].

Conclusion

Variations around regions 14-18, 18-23 and 24-29 could abrogate the formation of
amyloid. 29P, 14K and 18R substitutions were often present in non-amyloidogenic sequences.
Our study identifies the possibility for use of non-amyloidogenic sequences from L. rosalia, T.
truncatus and V. pacos to generate new peptide inhibitors. It is conceivable that this additional
information on the comparative regulation of amyloidogenesis may contribute to identification

of novel therapeutic strategies for diabetes patients.
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Supplementary materials

Table S1. Degenerate primers (set 1-3) used to sequence the IAPP gene, region 1-37 of the

peptide. Sequencing was performed with primer set number 4.

1 5' GTAAAACGACGGCCAGTAARTGCAACACTGCCACATG 3'

5' GGAAACAGCTATGACCATGTCCTCTTKCCATATGTATTG 3'

5' GTAAAACGACGGCCAGTAAATGCAACACTGCCACACG 3

5' GGAAACAGCTATGACCATGTCCTCTTGCCATATGTATTG 3'

5' GTAAAACGACGGCCAGTAGGTGTAATACTGCCACATG 3

5' GGAAACAGCTATGACCATGTCTCTTGCCGTAGGTGTTGGA 3'
5' GTAAAACGACGGCCAGT 3'

5' GGAAACAGCTATGACCATG 3'

2

3

4

ATAOTMAOTMAO

Table S2. Peptide library of fragments (8-32).

hIAPP ATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNV
1 ATQRLANFLIRSSNNLGAILSPTNV
2 ATQRLANFLVRTSNNLGAILSPTNV
3 ATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNV
4 VTQRLANFLVRSSNNLGAILLPTDV
5 ATQRLANFLVRSSHNLGAILSTTNV
6 VTQRLANFLLRSSNNLGAILSPTNV
7 VTQRLANFLVRTSNNLGAILSPTNV
8 ATQRLANFLVRSSNNFGPILSSTNV
9 ATQRLANFLVRSSNNFGTILSSTDV
10 SMHRLADFLGRSSNNFGAILSPTNV
11 ATQRLASFLVRSSNNFGTILSSTNV
12 ATQRLANFLVRSSNNFGTILSSTNV
13 VTQRLANFLVRSSNNLGAILSPTDV
14 ATQRLANFLVRFQLLSGAILSHTNV
15 ATQRLANFLVHSSDKLDAIFSPTNV
16 VRQHLANFYIIPATVLNPSSLPTNV
17 ATQRLAKFLIRSSNNLGAILSPTNV
18 ATQRLANFLVRSSNNLGAILSPTNV
19 VTQRLADFLVRSSNTFGAIYSPTNV
20 VTQRLADFLVRSSNNIGAIYSPTNV
21 VTQRLANFLVRSSNNLGAILSPTNV
22 ATQRLANFLVSSSNNLGAILSPTNV
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Figure S1. Kinetic aggregation (fibrillization) of IAPP fragments monitored using ThT
fluorescence. ThT-fluorescence of IAPP fragments was assessed at 25 °C in PBS buffer at a

peptide concentration of 10 uM.
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Figure S2. Congo red binding assays of the peptide library. Spectra were recorded at 25 °C in

PBS buffer after 24 h of incubation with 60 uM of each peptide.
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Figure S3. Far-UV circular dichroism spectroscopy of the peptide library. Spectra were

recorded at 25 °C in PBS buffer after incubation with each peptide at a final concentration of

60 uM.
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Chapitre IV

Article 2- Evaluation in vitro d’agents hypoglycémiants
afin de cibler le polypeptide amyloide des ilots
pancréatiques humains : une protéine clé impliquée dans

les dépots d’amyloide et la perte des cellules béta

Contribution

J’ai participé a I’obtention de tous les résultats et a I’écriture de la premicre version du
manuscrit. La correction des diverses versions de I’article a été effectuée sous la supervision
de la Dre Marie-Odile Benoit-Biancamano. Cet article scientifique est présentement publié

dans le Canadian Journal of Diabetes (DOI : 10.1016/j.jcjd.2015.01.291).

Résumé

Objectifs : Le dépot de substance amyloide dans les ilots pancréatiques a été associé a
la mort des cellules béta, ce qui favorise la progression du diabete. Plusieurs agents
hypoglycémiants, dont la thiazolidinedione, le biguanide et les inhibiteurs de Ila
dipeptidylpeptidase-4 sont connus pour préserver la masse des cellules béta, possiblement par
I’inhibition directe de la substance amyloide dans les ilots pancréatiques. L’objectif général de
cette étude était d’évaluer les effets des principaux représentants des différentes classes
d’agents hypoglycémiants sur la formation de substance amyloide en ayant recours aux
approches moléculaires du dépistage in vitro. Méthodes : Dix prototypes représentatifs des
agents hypoglycémiants ont été évalués quant a I’inhibition de la formation in vitro de
substance amyloide a 1’aide de la fluorescence de la thioflavine T, du dichroisme circulaire
dans I'ultraviolet lointain, de la liaison croisée photo-induite et de la viabilité¢ cellulaire.
Résultats : Le glyburide, le répaglinide et la troglitazone ont montré le potentiel le plus élevé

a retarder et réduire la formation de fibrilles. La troglitazone, une thiazolidinedione, était



I’agent le plus efficace pour empécher la formation de fibrilles amyloides. La troglitazone nuit
a la formation de structures secondaires lors d’incubation avec I’amyline humaine (hIAPP). Le
spectre de dichroisme circulaire a montré un retard de transition conformationnelle en feuillets
béta. Une analyse de I’oligomérisation par liaison croisée photo-induite a démontré que le
répaglinide supprimait la formation d’oligomeres de hIAPP, alors que le glyburide et la
troglitazone étaient inefficaces pour inhiber 1’oligomérisation. Les 3 composés réduisaient la
toxicité cellulaire induite par le hIAPP. Conclusion : Cette ¢étude offre de nouvelles
perspectives qui détermineront possiblement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour
ralentir la progression de I’amyloidose pancréatique des patients humains souffrant du diabéte

de type 2.
In vitro evaluation of hypoglycemic agents to target human
islet amyloid polypeptide: A Kkey protein involved in
amyloid deposition and beta-cell loss

Jessica S. Fortin, BPharm, BSc, MSc, DVM, Marie-Odile Benoit-Biancamano, DMV, PhD,
DACVP, DECVP

Abbreviations: CD, circular dichroism; FBS, fetal bovine serum; HFIP,
hexafluoroisopropanol; hIAPP, human islet amyloid polypeptide; INS-1, rat insulinoma cell
line; PBS, phosphate buffered saline; Tso, time to reach half maximum signal strength; ThT,

thioflavin T.
Abstract

Objectives: Deposition of islet amyloid has been associated with beta-cell death,
thereby furthering diabetes progression. Several hypoglycemic agents, such as
thiazolidinediones, biguanide and dipeptidyl peptidase-4 inhibitors, have been known to
preserve P-cell mass, possibly by direct inhibition of islet amyloid formation. The general
objective of this study is to evaluate the impact of the major representatives of hypoglycemic
agents on amyloid formation using in vitro molecular screening approaches. Methods: Ten

prototypical representatives of hypoglycemic agents were evaluated for the inhibition of
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amyloid formation in vitro using thioflavin fluorescence assays, far-ultraviolet circular
dichroism, photo-induced cross linking (PICUP) assays and cell viability assays. Results:
Glyburide, repaglinide and troglitazone showed the highest potency in delaying and reducing
fibril formation. Troglitazone, a thiazolidinedione, was the most effective agent abrogating
amyloid fibril formation. Troglitazone affected the secondary structures of incubated hIAPP.
The circular dichroism spectra showed a delayed transition to the 3 sheet conformation. A
photo-induced cross-linking based oligomerization assay demonstrated that repaglinide
supressed the formation of hIAPP oligomers, whereas glyburide and troglitazone were
ineffective at inhibiting oligomerization. Cell toxicity induced by hIAPP was reduced by all
three compounds. Conclusion: This study provides new insights that could potentially identify
new therapeutic strategies to impede the progression of pancreatic amyloidosis in human

patients suffering from type 2 diabetes.

Keywords: anti-amyloidogenic agents, hIAPP, islet of Langerhans, repaglinide, type 2

diabetes, troglitazone.
Introduction

Worldwide, the prevalence of diabetes for all age groups is projected to be around 4.4
% in 2030 (1). In North America, over 90% of diabetes patients are diagnosed with type 2
diabetes and this endocrine disease contributes to the death of over 200,000 Americans
annually (1). Diabetes results in many medical conditions associated with long-term elevated
blood glucose levels, such as myocardial infarction, stroke, renal failure, blindness and
vascular complications leading to amputation (2). Type 2 diabetic patients develop insulin
resistance associated with visceral obesity, dyslipidemia and dysfunction of fibrinolysis (2).
The presence of hyperinsulinemia in patients with insulin resistance contributes to
atherosclerosis and subsequently hypertension. Patients have a significantly reduced quality of
life and longevity. Prevention of medical complications and the implementation of a
pharmacotherapeutic regimen remain the best strategies to control blood glucose and avoid

complications related to type 2 diabetes.

In early stages, type 2 diabetes is characterized by a peripheral resistance to insulin and

a compensatory hyperinsulinemia (3). As the disease progresses, the physiological cyclicity
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responses are altered, with diminished frequency of pulsed insulin secretion and a delayed
response of glucagon to increased glucose levels (3). Type 2 diabetes is a progressive disease
characterized by increased hepatic glucagon and, ultimately, impairment of insulin production
(3). This metabolic disorder is associated with the loss of B-cells in pancreatic islets and
hyperglycemia (3). The later stages of type 2 diabetes involve a complete loss of recognition
of the glucose stimuli to induce insulin secretion by B-cells (3). Resistance to hypoglycemic
agents develops over time, then therapy with insulin is required to attempt to maintain a

normoglycemic state.

Human islet amyloid polypeptide (hIAPP), also designated as amylin, is a 37-residue
peptide co-localizing with insulin in the B-cells of pancreatic islets. In its native conformation,
IAPP is a satiety hormone that acts centrally to reduce food intake and lower postprandial
blood glucose by delaying gastric emptying. hIAPP can also contribute to the progression of
type 2 diabetes (4, 5). Indeed, in diabetes, hIAPP is misfolded, resulting in toxic oligomers and
linear fibrils, which are pathological hallmarks of type 2 diabetes, occurring in the majority of
human and feline patients (4-6). The transition to misfolded protein fibrils involves a
conformational change of the secondary protein structure from an o helix to a 3 sheet
conformation, which contributes to the assemblage of a nucleus from the lateral growth, and
the elongation of mature fibrils (6). Histopathologically, those fibrils are identified as densely
packed deposits of amyloid, occurring both extra- and intracellularly in the islets of
Langerhans (5, 6). A characteristic apple-green birefringence occurs in polarized light when

amyloid deposits are stained with Congo red dye (4).

IAPP is one of most amyloidogenic endogenous peptides known. Islet amyloid
(AIAPP) deposition has been associated with decreased [-cell mass and function (5-7). hIAPP
aggregation has been associated with B-cell death, thus furthering the progression of the
disease process. In vitro studies on cultured B-cells in the presence of normal IAPP show that
oligomers as well as the aggregation process generate membrane permeabilization and trigger
the apoptotic pathway (5-7). Amyloid is highly cytotoxic and impeding its formation should

be viewed as a potentially important adjuvant therapeutic approach for type 2 diabetes.
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Chemotherapeutics that improve B-cell function and mass in patients with islet
amyloidosis could improve the current therapeutic regimen. Several hypoglycemic agents,
such as thiazolidinediones (8), biguanide (2, 3) and dipeptidyl peptidase-4 inhibitors (9), have
been shown to preserve -cell mass. Recent investigation has shown that sitagliptin treatment
prevented amyloid-induced -cell lost in mice that express hIAPP despite the increased hIAPP
release compared to controls (9). In this study, metformin treatment decreased islet amyloid
deposition compared to untreated mice with islet amyloidosis (9). Interestingly, one study
demonstrated that treatment of hIAPP transgenic mice with rosiglitazone for 1 year was
associated with reduced islet amyloid deposition and a diminution in amyloid-associated [3-
cell loss in vivo compared with untreated controls (10). However, another study demonstrated

that rosiglitazone did not decrease amyloid deposition in hIAPP transgenic islet grafts (8).

The effects of several hypoglycemic agents on the endocrine pancreas need to be
further characterized. The [-cell-protection associated with hypoglycemic agents could
hypothetically be explained by a direct inhibition of amyloid deposition. Hence, in the present
study, we investigated the direct effect of ten prototypical representatives of hypoglycemic
agents on amyloid formation in vitro using thioflavin fluorescence assays, far-ultraviolet

circular dichroism, photo-induced cross linking (PICUP) assays and cell viability assays.

Methods

Chemicals

Chlorpropamide, DMSO, glyburide, hexafluoroisopropanol (HFIP), pioglitazone,
resveratrol, resazurin, silibinin and thioflavin T (ThT) were obtained from Alfa Aesar (Ward
Hill, MA). Gliclazide, metformin, repaglinide, rosiglitazone, sitagliptin, tolbutamide and
troglitazone were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). All drugs were dissolved in

DMSO at a final concentration at 0.12 % (v/v) to avoid any cytotoxicity related to the vehicle.
Cell line and culture

INS-1 (rat insulinoma) cells were purchased from AddexBio (San Diego, CA) and
cultured in RPMI1640 medium supplemented with 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1X

sodium pyruvate, 50 uM 2-mercaptoethanol, 100 U/mL streptomycin, 100 U/mL of penicillin
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G and 10 % fetal bovine serum (Wisent Inc., St-Bruno, Qc, Canada). Cells were maintained in

a moisture saturated atmosphere at 37 °C under 5% CO..
Peptide synthesis

Synthetic hIAPP (1-37) was obtained from Peptidogen International Corp (Brossard,
Qc, Canada). Peptides were prepared, as previously published, with a microwave peptide
synthesizer, using 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry, and Fmoc-protected
pseudoproline dipeptide derivatives were incorporated to facilitate the synthesis (11). The
peptides were purified by reverse-phase HPLC using a C18 preparative column. The identity
of the pure products was confirmed by mass spectrometry using a Bruker MALDI-TOF MS.
Analytical HPLC was used to check the purity of the peptides (= 95%) before each
experiment. The purified peptide was lyophilized.

Sample preparation

hIAPP stock solutions were prepared by dissolving the hIAPP peptide at 1 mM in
100% HFIP and incubating for at least 12 h. For the ThT kinetics, circular dichroism
spectrometry and photo-induced cross-linking based oligomerization assays, hIAPP peptide
stock solutions were prepared by dissolving peptides at 1 mM in 100% HFIP. For the
cytotoxicity assays, the IAPP peptide stock solutions of 1 mM were divided in aliquots to
obtain the desired final concentration and were air-dried. Aliquots of the stock solutions were
dried to remove organic solvents and suspended in 10 mM PBS buffer (pH 7.4) at the desired
concentration. hIAPP was dissolved in DMSO and PBS. DMSO was used at a final

concentration lower than 0.1 % (v/v) to avoid cell toxicity.
Thioflavin T (ThT) fluorescence assay

hIAPP peptide from the stock solution of ImM were added to 10 mM PBS buffer (pH
7.4) and transferred to a black 96-well microplate with transparent bottom. Each well
contained a final volume of 150 pL with a peptide final concentration of 10 uM. Experiments
in the presence of hIAPP were initiated by adding a solution of ThT at a final concentration of
15 uM ThT with different drug treatments. Final drug concentrations ranged from 12.5 to
100 uM. The background signal consisted of 0.1 % HFIP without peptide. Thioflavin T-based

fluorescence assays were used to detect the formation of amyloid. The fluorescence emission
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experiments were performed with the excitation and emission wavelengths set at 440 and 485
nm, respectively, with a Synergy HT multi-mode microplate reader (BioTek, Winooski, VT).
Measurements were taken at room temperature every 2 min with 10 seconds prior shaking
over 6 h. Samples were measured in three replicates and the experiments were repeated three
times using different IAPP stock solutions. For each time point, arbitrary units of fluorescence
were calculated from the mean values normalized against the maximum value in each
completed assay. Arbitrarily, the maximum value (100 %) for the fluorescence intensity was
established for hIAPP (fragment 8-32) peptide. The lag time and the Tso were calculated as
previously described (12).

Far-Ultraviolet (UV) circular discroism (CD)

CD spectra of the secondary structure of hIAPP samples were recorded at 25 °C under
a constant flow of N> using a JASCO-810 spectropolarimeter (Jasco, Easton, MD). Spectra
were recorded over a wavelength range of 190-250 nm using a quartz cuvette of 1 mm path
length and an instrument scanning speed of 100 nm/min, with a response time of 2 sec and a
bandwidth of 1 nm. All IAPP samples were dissolved to a final concentration of 15 uM in 10
mM PBS (pH 7.4) and 1% HFIP, and where appropriate, the samples contained different drug
treatments at a final concentration of 25 uM. Each result is given as the average scans taken of
three measurements at room temperature. The data was converted to mean residue ellipticity
(6) and analyzed using the software CDPro as previously described (13). All CD spectra were

averaged, smoothed and baseline-corrected for signal contributions due to the buffer.
Photo-induced cross-linking (PICUP) assay

hIAPP was diluted in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) to a final concentration of 250
uM peptide and 1% HFIP. The peptide solution was sonicated for 1 min. Drugs were also
freshly dissolved in DMSO and added to the peptide solution at a molar ratio of 1:5
(hIAPP:compound). The control consisted of samples that were photo-cross-linked using the
PICUP method as described (14). The reaction buffer consisted of 938 uM Ru(bpy), 18.8 mM
ammonium persulfate and 250 uM hIAPP. Cross-linking was induced by irradiation, for 3 s,
of the mixture, at a final volume of 60 pL, with a 150 W incandescent lamp installed in a

homemade dark-box. After irradiation, 25 uL of Lammeli loading buffer was immediately
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added to the solution, followed by incubation at 37 °C for 15 min. The cross-linked samples

were separated on a 16% Tricine-urea gel and visualized by silver staining.
Cell viability assay

Cells were maintained in a 37 °C, 5% CO: incubator, in exponential growth, for the
duration of the experiment. For this assay, cells were seeded in 96-well microtiter plates at a
density of 5 x 10° Ins-1 cells per well for 24 h. Drugs freshly solubilized in DMSO were
diluted in culture medium and aliquots containing sequential dilution of drugs were added
subsequently after stimulation with 10 uM of hIAPP. hIAPP was dissolved and incubated in
10 mM PBS (pH 7.4, 25 °C) 24 h before addition to cells. Drugs were tested at 25 pM and
DMSO concentration was maintained at 0.12% to avoid growth inhibition. Negative control
consisted of DMSO with no added drug. Plates were incubated for 24h in the presence of
drugs and hIAPP. Resazurin-based reduction assays were performed as previously described
(15, 16). Briefly, Resazurin (25 pg/mL) was added to the culture medium of each well for
1h30 at 37 °C. The cell viability was calculated from fluorescence (excitation, 530 nm;
emission, 590 nm) measured with a Synergy HT multi-mode microplate reader (BioTek,
Winooski, VT). The data from experiments conducted in triplicate was corrected for the
background fluorescence of the medium and was expressed as the mean percentage of
fluorescence obtained for control DMSO-treated cells. The growth inhibition percentage was
calculated with reference to DMSO-treated cells for each drug concentrations. The results
were obtained from at least three separate experiments. The cell viability assay was considered
valid when the variability among data for a given set of conditions, within the same
experiment, was less than 10% with respect to the mean value. All values represent means +

SEM (n = 3).
Statistical analysis

All results in Table 2, Table 3 and Figure 4 were presented as mean £+ SD. For the cell
viability assays, data were analyzed by the one-way analysis of variance with Dunnett's
multiple comparison between IAPP and several drug treatments. Differences were considered

statistically significant at p < 0.05.
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Table 1. Classification and molecular structure of positive controls and hypoglycemic agents

used in this study.
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Pharmacological

Generic name

Molecular structure
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Results

Glyburide, repaglinide and troglitazone inhibit hIAPP fibril formation

Table 1 shows the chemical structures of the positive controls and the hypoglycemic
agents used in this study. The fluorescent dye thioflavin-T (ThT) specifically binds to the -
sheet structure of protein fibrils, providing a strong emission. The kinetic process of amyloid
formation in the presence of 100 uM of different hypoglycemic agents was monitored using
thioflavin-T fluorescence assays (Table 2). The ThT binding assay suggested that hIAPP
readily formed fibrils and gave a strong ThT emission with a lag time of 19.5 = 0.5 minutes
(Table 2). A time-dependent increase in ThT fluorescence was observed and followed a
sigmoidal curve (Figure 1). Co-incubation of hIAPP with glyburide, repaglinide and

troglitazone inhibited amyloid formation from hIAPP. Resveratrol and silibinin were used as
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positive control and these also significantly reduced the fluorescence intensity. Tronglitazone

was the only drug that delayed the fibrillation process, with a lag time of 23.0 = 0.8 minutes,

in comparison to the control hIAPP alone which had a lag time of 19.5 + 0.5 minutes. The

ThT sigmoidal curve obtained from glyburide and repaglinide were similar (Figure 1). As

indicated in Table 3, glyburide, repaglinide, troglitazone and the positive controls (resveratrol

and silibinin) inhibited amyloid formation from hIAPP in a concentration-dependent manner.

Troglitazone was effective at 12.5 uM and as potent as resveratrol (Figure 1 and Table 3).

Table 2. Fibrillar aggregation properties of hIAPP incubated with different drug treatments at

100 uM, molar ratio 1:10. Standard deviation for each parameter was calculated.

Hypogycemic Fibril Formation?
agents
(100 pM) Lag time® Ts0° Slope Intensity? |Amyloidogenic®
(min) (min) (%)
Metformin 19.6+04 30.3+0.2 6.0+ 0.1 112.7+0.5 +++
Sitagliptin 19.0+04 28.8+£0.1 6.0£0.1 1055+ 0.4 +++
Repaglinide 10.8+0.3 224+1.6 11.1+£1.3 514+0.8 ++
Chlorpropamide 19.6+0.4 30.0+0.4 5.8+0.1 111.2+0.4 +++
Gliclazide 18.9+0.4 28.7+0.1 6.1 +0.1 116.3+0.4 +++
Glyburide 11.3+0.4 258+1.0 | 10.5+1.0 53.4+0.5 ++
Tolbutamide 19.1+£0.4 29.0+0.1 59+0,1 111.1+ 0.4 +++
Pioglitazone 169+04 24.8 £0.1 5.3+0.1 94.8+0.2 +++
Rosiglitazone 17.5+0.4 31.3+£0.2 8.0+0.2 118.6 +0.7 +++
Troglitazone 23.0+0.8 25.8+0.7 23+0.6 10.4 +0.1 +
Resveratrol 72+1.0 176+ 1.0 17.6 £ 1.0 8.4+0.1 -
Silibinin 17.7+£0.5 30.0+0.2 6.8+0.2 51.8+0.2 ++
HFIP 1% 19.5+04 30.5+0.1 6.4+0.1 100.0+ 0.4 +++

2 The concentration of hIAPP was 10 pM.

® The lag time indicates the time during which no significant fibril formation occurs followed

by a rapid growth phase.

“The T50 represents the time to reach half of the maximum signal strength.

4 The fluorescence intensity of hIAPP alone was set as 100 %.
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¢ The amyloidogenic parameter is a semi-quantitative analysis of ThT-fluorescence based
amyloid formation: "+++" indicates samples with fluorescence intensity greater than 75 %,
"++" represents values between 40 and 75 %, "++" is set for values between 10 and 40 %, and

nn

underlines values lower than 10 %.

Table 3. Fibrillar aggregation properties of hIAPP incubated with different effective drug

treatments at 50, 25 and 12.5 uM. Standard deviation for each parameter was calculated.

Fibril Formation®
Hypogycemic
agents . .
Lag time® Tso® Slope | Intensity? |Amyloidogenic
(min) (min) (%)
50 uM, molar ratio 1:5

Glyburide 8.4 £03 300+1.4 |173+24| 51.6+24 ++
Repaglinide 8.6 +0.3 27.5+13 |158+1.9| 654+22 ++

Troglitazone 17.8 +1.1 253+1.0 [32+£09 | 10.0+0.1 +

Resveratrol 84 £1.0 22.9+09 10.1£09| 13.5+0.2 +
Silibinin 15.8 £0.6 302+0.2 [73+02| 63.4+03 +

25 uM, molar ratio 1:2.5

Glyburide 164 +1.0 400+04 [108+04| 779+1.2 +++
Repaglinide 15.5 £0.8 322402 [84+0.2| 86.8+0.5 ++

Troglitazone 11.1 £0.9 354+1.0 [124+£12] 157+0.3 +

Resveratrol 13.3 £0.8 28.5+0.3 7.8+£0.3 23.7+£0.2 +
Silibinin 15.8 £0.5 287+02 [68+02| 81.5+04 ++

12.5 pM, molar ratio 1:1.25

Glyburide 17.6 £ 0.6 32.6+0.1 7.6+£0.1 [ 959+0.5 +++
Repaglinide 15.7 £0.6 29.3+0.1 73+0.1 [ 106.3+04 ++

Troglitazone 15.6 £0,6 37.2+0.8 10.7+£09] 22.5+0.5 +

Resveratrol 153 +£0.7 28.6 £0.2 6.8 £0.2 36.1+0.2 +
Silibinin 17.1 £0.5 289+02 [6.7+02| 97.4+0.6 ++
HFIP 1% 17.1+£0.5 28.3 £0.1 6,6 £0,1 100+ 0.4 +++

2 The concentration of hIAPP was 10 uM.

® The lag time indicates the time during which no significant fibril formation occurs followed

by a rapid growth phase.
¢The T50 represents the time to reach half of the maximum signal strength.
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4The fluorescence intensity of hIAPP alone was set as 100 %.

¢ The amyloidogenic parameter is a semi-quantitative analysis of ThT-fluorescence based
amyloid formation: "+++" indicates samples with fluorescence intensity greater than 75 %,
"++" represents values between 40 and 75 %, "++" is set for values between 10 and 40 %, and

underlines values lower than 10 %.

Figure 1. Relative ThT fluorescence intensity of hIAPP with different effective drug
treatments (resveratrol, silibinin, glyburide, repaglinide and troglitazone) tested at a

concentration of 100 uM. ThT-fluorescence of hIAPP was assessed at 25°C in PBS buffer at a

peptide concentration of 10 uM and a molar ratio of 1:10.

_. 100 100
£ £
Z z .
@ =z
3 5
£ £
3 60 g 60
5 8
3 ——cTRL b —CTRL
5 40 5 40
=] e S libinin = s Resveratrol
o T
3 20 - = 20
[ [
& 2
o ’ . 0 . !
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 B0 70
Time (min) Time (min)
— 100 . 100
g g
= z
G 80 F 80
5 £
£ £
2 60 8§ 60
; ;
2 = CTRL ] = CTRL
5 40 & 40
3 — Glyburide ._,—f = Repaglinide
2 ¢
2 2 2 2
1] I
o T
@ o
"] 10 20 30 40 50 B0 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Time (min) Time (min)
F 100
s
g
c
% 60
fr — T RL
s 4
El Troglitazone
2w
m
T
ax

10 20 30 4 S0 60 70
Time (min)

o +

128



The structural transition of hIAPP is influenced by troglitazone

The effect of glyburide, repaglinide, troglitazone and positive controls (resveratrol,
silibinin) on hIAPP secondary structure formation were monitored with circular dichroism
(CD) spectra at different time points. The hIAPP peptide, in the absence of treatment, initially
showed a CD spectrum with a minimum at 200 nm, which is characteristic of a random coil
formation (Figure 2). CD spectra recorded at 0, 15, 30 and 60 minutes demonstrated a time-
dependent conversion from a random coil to a P-sheet conformation (Figure 2). The
appearance of a negative peak at 220 nm reveals the presence of a B-sheet conformation. CD
spectra remained unchanged versus control when glyburide or repaglinide was added to
hIAPP. In contrast, the addition of troglitazone, resveratrol or silibinin at the prefibrillar state
of hIAPP induced noticeable differences in the spectra by delaying the conversion from the
random coil to the B-sheet conformation. Troglitazone was the most effective agent, delaying

the transition of hIAPP secondary structure for at least 4 hours.
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Figure 2. Far-UV circular dichroism spectra of hIAPP recorded in the presence of the vehicle
(1% HFIP) or different drug treatments. Spectra were recorded at 25°C in PBS buffer using
hIAPP at 15 pM and drug treatments at 25 pM (molar ratio of 1:1.67). The incubation time

was 15 min, 30 min and 1h for most of the treatment and lasted 6h for troglitazone.
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Repaglinide inhibits the oligomerization of hIAPP

Soluble oligomeric species of hIAPP are recognized as highly cytotoxic to cells,
inducing membrane pores (and leakage) in the cellular membrane of pancreatic B-cells (4, 11,
17, 18). The effect of selected hIAPP fibrillation inhibitors on the oligomerization of hIAPP
was assessed using PICUP assays. Freshly prepared hIAPP with 0.1% DMSO migrated as

monomers without irradiation (Lane 1, Figure 3A and B). After a three-second exposure to
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light, a mixture of hIAPP monomers and oligomers occurred (lane 2, Figure 3A and B) and
this specific oligomeric state is recognized to be consistent with the highly amyloidogenic
hIAPP. Treatment with repaglinide, resveratrol and silibinine (Figure 3A) significantly
abrogated the oligomerization. As depicted in Figure 3B, repaglinide inhibition was dose-
dependent. Glyburide and troglitazone treatments did not impede the multimerization of

hIAPP.

Figure 3. Oligomerization status of hIAPP studied by the photo-induced cross linking
(PICUP) assay. Lane 1, hIAPP without irradiation; lane 2, hIAPP irradiated for 3 s; lanes 3-7
or 3-5, hIAPP with different drug treatment irradiated for 3 s. (a) The molar ratio was 1:5, 0.25
mM of hIAPP and 1.25 mM of drugs. (b) The molar ratio was 1:1, 0.25 mM of hIAPP and
0.25 mM of drugs.
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Glyburide, repaglinide and troglitazone decrease the cytotoxicity induced by exogenous
hIAPP

hIAPP aggregates are highly cytotoxic in vivo and exogenous hIAPP fibrils are
deleterious in cell culture (19). The effect of glyburide, repaglinide and troglitazone on hIAPP
cytotoxicity was assessed on pancreatic INS-1 cells using resazurine-based assays. The cell

viability was 41.9 £+ 2.6 % for control cells incubated with 10 pM hIAPP for 24h (Figure 4).
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Consistent with previous studies, at 10 uM, hIAPP exhibited a strong cytotoxic effect on INS-
1 cells (20, 21). The resazurin assay revealed that cytotoxic effects of hIAPP on cultured INS-
1 cells were noticeably reduced in the presence of glyburide, repaglinide and troglitazone at 25
uM. The cell viability also increased with silibinin, the positive control. However, resveratrol
did not reduce the cytotoxicity of hIAPP fibrils. Rosiglitazone did not confer cell protection in
the presence of hIAPP fibrils, nor did it cause any cytotoxic effects on the cell line at 25 uM
by itself.

Figure 4. INS-1 cell viability in the presence of hIAPP alone and hIAPP with different drug
treatments, such as resveratrol, silibinin, troglitazone, rosiglitazone, repaglinide and glyburide
as determined by resazurin-based assays. hIAPP was tested at a concentration of 10 uM and
with 25 uM of each drug. The molar ratio was 1:2.5. The one-way analysis of variance with
Dunnett's multiple comparison test showed significant differences between IAPP and several

drug treatments (* is indicative of p < 0.05).
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Discussion

The number of patients with diabetes is rapidly increasing, thus it is imperative to
develop new effective drugs to improve the pharmaceutical regimen (2). Small molecules that
inhibit diabetes-related amyloid formation could improve pancreatic islet health and slow
down disease progression (3, 5, 22). Multiple hIAPP fibrillation inhibitors have been found
and include natural products (20, 23-29), organic molecules (30-33), nanoparticles (34) and
hIAPP fragments (22, 35). In many cases, attention has been focused on targeting fibril
formation by reducing B-sheet extension and assembly. Aggregation of hIAPP is associated
with B-cell loss in type 2 diabetes (3, 5, 22). Several studies have shown that biguanide,
thiazolidinedione and DPP-4 inhibitors protected B-cells (3, 8-10). However, in vitro activity
of these compounds on amyloid formation has not been assessed. In this study, we established
the therapeutically potential of ten hypoglycemic agents as amyloid inhibitors to promote
structure-activity relationship investigations. Resveratrol and silibinin were used in different
studies and they are known as potent inhibitors of hIAPP aggregation. Silibinin has been
shown to have cytoprotective properties whereas further studies are required to evaluate the

cytoprotective potential of resveratrol.
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Figure 5. Proposed structure-activity relationship between glyburide, repaglinide and
troglitazone. The numerical digits indicate the number of atoms between cycle A and B

without referring to [UPAC nomenclature. The atoms in bold represent nucleophilic atoms
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Amyloid formation from hIAPP is associated with an initial oligomerization step that
forms pore-like oligomers, with predominant a-helical structures (4, 5, 17, 19). Subsequently,
these oligomers form mature linear fibrils by self-assembling into B-sheet structures (4, 5, 17,
19). Glyburide, repaglinide and troglitazone were effective in reducing the fluorescent
emission of ThT, suggesting the inhibition of fibrillar aggregation. Troglitazone was the only
effective compound in this study to delay the lag time, which is the time required for the
elongation and exponential growth of the fibrils. Among the sulfonylurea family, glyburide is

the only molecule that bears a complex substituent adjacent to the sulphonylurea. That major
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chemical structural difference could explain its activity against amyloid aggregation. In
contrast to other thiazolidinedione members, troglitazone possesses a 2,5,7,8-
tetramethylchroman-6-ol moiety. A simplified structure-activity relationship between
glyburide, repaglinide and troglitazone is proposed in Figure 5. Glyburide, repaglinide and
troglitazone have in common two aromatic moieties, identified as aromatic ring A and B in
Figure 5. Interestingly, the aromatic ring A and B are separated by a small distance; four
atoms link the aromatic rings. The three molecules have electron donors as substituent in the
aromatic ring B at position ortho and/or para. The di-substituted benzene ring has substituents
at the opposite side of the ring. Glyburide and troglitazone bear, respectively, a sulphonylurea
and a thiazolidine-2,4-dione which share similar nucleophylicity. Repaglinide has a
nucleophilic substituent at the same position, a 2-ethoxybezoic acid. Further studies must
consider modifying the substituent on the benzene ring A and B to provide more insight about

the requirement of nucleophilicity at certain positions to impede hIAPP aggregation.

The CD recorded with the control and the majority of the hypoglycemic drugs showed
a B-sheet conformation (negative peak at 220 nm) after 1 hour. At 4 hours, the CD spectra
were also similar. The CD study indicated that troglitazone delayed the onset of hIAPP
secondary structural conversion from a random coil to B-sheet structures. The CD spectra of
troglitazone at 4 hours showed a similar negative peak at 220 nm, indicative of a B-sheet
conformation. The inhibition binding could be at the prefibrillar stage. However, troglitazone
did not prevent oligomerization of hIAPP. The CD spectra were limited to the concentrations
used in this study. Spectra interferences were observed with all compounds used at 50 uM in
the far-UV region (195-210 nm). Aromatic moieties are present in all the drugs tested, which
likely explains the spectrum of absorption observed in this region. Substraction of important
spectral interference can lead to false data. For glyburide and repaglinide, other techniques

should be used to determine the binding status of hIAPP.

Targeting amyloid fibrils may not be a useful strategy due to an adverse effect of
rapidly increasing oligomers (36). The PICUP assay was used to show the effects of hIAPP
inhibitors on the oligomerization of hIAPP. Repaglinide, resveratrol and silibinin were potent
inhibitors of hIAPP oligomerization. If those compounds bind to hIAPP in its monomeric

state, it could impede the equilibrium shift towards the formation of oligomers/intermediate
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toxic secondary structures. An attractive strategy to design new inhibitors is to target the
monomeric helical state rather than the helix-helix association that leads to nuclei assembly
and cytotoxic membrane pores (4, 17, 36). Structure-relation activity of repaglinide derivatives
using chemical changes on the amide substituents must be assessed to develop more potent

inhibitors of the helical state.

Glyburide, repaglinide and troglitazone conferred cell protection against toxic fibrils.
Rosiglitazone was not protective and this result is supported by a previous study that
demonstrated that rosiglitazone did not reduce amyloid deposits in hIAPP transgenic islet
grafts (8). The protective effects of silibinin at a molar ratio of 1:2.5 is consistent with
previous work where the cytotoxicity of hIAPP was attenuated with a molar ratio ranging from
1:1 to 1:5 (23). Resveratrol did not increase INS-1 survival at 25 pM. To our knowledge, this
is the first study that evaluated glyburide, repaglinide and troglitazone activity in a cell-based
assay related to hIAPP proteotoxicity. The concentrations used in clinic are significantly
higher than those used in our study. The pharmacological agents were designed to get a
normoglycemic state and also to obtain an efficient blood concentration in regards to
bioavailability, metabolism and elimination. Since their concentrations would be higher in
vivo, we consider that they will remain potent inhibitors of hIAPP aggregation, but in vivo
studies are needed to confirm their efficacy for amyloid inhibition. Herein, cell-based assays
were limited to the cytotoxicity of drugs and were performed at 50 uM. The effects of the
drugs were not tested at higher concentrations. This also underlines the importance of

developing more potent inhibitors.

Some drugs can be very potent to impede the in vitro fibrilization using the thioflavin
assays and other related assays. The cell-based assay used in our study involved hIAPP
amyloid pre-formed before the drug challenge. Consequently, the effective drugs must be able
to destabilize the fibril state to demonstrate a cytoprotective effect and/or impede the
activation of apoptosis. We performed an amyloid disaggregation experiment with hIAPP
preformed fibrils and drug treatments that included the positive controls (silibinin, resveratrol)
and the effective drugs (glyburide, repaglinide and troglitazone) (Supplementary data). The
diminution of fluorescence observed with positive controls, repaglinide and troglitazone

underline the capacity to destabilize fibrils conformation. The disaggregation of amyloid
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observed with this assay explains the cytoprotective effect of those compounds. However,
glyburide was not able to reduce the fluorescence intensity which is suggestive of an
incapacity to disaggregate amyloid. The apoptotic pathways induced by amyloid formation
can be altered by drugs that do not involve disaggregation of amyloid. The prevention of
apoptotic pathways by drugs is a hypothesis to explain the cytoprotective effect conferred by
glyburide. Further studies are needed to elucidate the precise cytoprotective mechanism of this

hypoglycemic agent.

Conclusion

In vitro studies indicate that glyburide and troglitazone prevent hIAPP fibrillation and
attenuate its cytotoxicity. Repaglinide impedes hIAPP oligomerization and troglitazone
prolongs the random coil state of hIAPP. Troglitazone is not currently commercialized
because of idiosyncratic hepatotoxicity that occurred after extensive clinical use (37).
However, for both molecules, further structure-relationship studies must be assessed to
improve their chemical structure and potency of anti-amyloid activity. Structure-activity
relationship studies are critical to target the monomeric helical state of hIAPP and to prolong
the life span of B-cells. The design of a molecule that exhibits dual activities, such as a
hypoglycemic and anti-amyloid agent, could lead to the preservation of the pancreatic islets in

type 2 diabetic patients.
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Supplementary data. Relative ThT fluorescence intensity of pre-formed hIAPP
aggregates. Amyloid disaggregation experiment was performed with the normal procedures of
the ThT fluorescence assay using hIAPP at 10 uM. Positive controls (silibinin and resveratrol)
and effective drugs (glyburide, repaglinide, troglitazone) were added at a concentration of 100

uM 48h after the initiation of fiber formation.
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Chapitre V

Article 3- Inhibition de P’agrégation et de la cytotoxicité
associée au polypeptide amyloide des ilots pancréatiques

(IAPP) par les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)

Contribution

J’ai participé a I’obtention de tous les résultats et a I’écriture de la premicre version du
manuscrit. La correction des diverses versions de 1’article a été effectuée sous la supervision
de la Dre Marie-Odile Benoit-Biancamano. Ce manuscrit est publi¢ dans le Canadian Journal

of Physiology and Pharmacology (DOI : 10.1139/cjpp-2015-0117).

Résumé

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) constituent une importante classe
pharmacothérapeutique pour laquelle, depuis la derniére décennie, ont élargi le champ
d’applications a une multitude de conditions médicales. Ils ont été testés dans le cadre de
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer pour réduire I’inflammation et
aussi dans I’optique de diminuer les dépots d’amyloide. Toutefois, I'utilisation d’AINS en tant
qu’inhibiteurs de I’agrégation n’a pas ¢€té étudiée pour les dépdts d’amyloide dans le pancréas.
L’amyloidose pancréatique implique le changement de conformation du polypeptide amyloide
des 1ilots pancréatiques humains (hIAPP) et contribue a la progression du diabete de type 2
chez les humains et les félins. Afin de décrire leur activité anti-amyloidogénique, quelques
AINS ont été testés en utilisant la fluorescence de la thioflavine T, le dichroisme circulaire, la
liaison croisée photo-induite et la wviabilité cellulaire. Le célécoxib, le diclofénac,
I’indométhacine, le méloxicam, 1’acide niflumique, le nimésulide, la phénylbutazone, le
piroxicam, le sulindac et le ténoxicam ont réduit la formation de fibrilles a un ratio molaire de
1 : 10. Le diclofénac, I’acide niflumique, le nimésulide, le phénylbutazone et le ténoxicam ont

retardé la conversion des structures secondaires en un feuillet béta. L’oligomérisation de



I’hIAPP a été abrogée suite a un traitement avec le diclofénac et le sulindac a un ratio molaire
de 1: 5. La survie cellulaire de cellules en présence d’hIAPP a augmenté significativement
suite a un co-traitement avec certains AINS pendant 24 h, soit le diclofénac, le méloxicam, la
phénylbutazone, le sulindac et le ténoxicam a un ratio molaire de 1: 10. Nos résultats
démontrent que les AINS peuvent fournir un motif structural de base afin de générer des
nouveaux agents antiamyloidogeénes prometteurs qui pourront étre utilisés en monothérapie ou

en thérapie co-adjuvante.

Inhibition of islet amyloid polypeptide (IAPP) aggregation
and associated cytotoxicity by non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs)

Jessica S. Fortin and Marie-Odile Benoit-Biancamano

Abstract

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) constitute an important pharmacotherapeutic
class which, over the past decade, have expanded in application to a panoply of medical
conditions. They have been tested for neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s to
reduce the inflammation and also in the attempt to abrogate amyloid deposition. However, the
use of NSAID as aggregation inhibitors has not been extensively studied in pancreatic amyloid
deposition. Pancreatic amyloidosis involves the misfolding of islet amyloid polypeptide
(IAPP) and contributes to the progression of type 2 diabetes in the human and feline. To
ascertain their anti-amyloidogenic activity, several NSAIDs were tested using fluorometric
ThT assays, circular dichroism, photo-induced cross-linking assays and cell culture.
Celecoxib, diclofenac, indomethacin, meloxicam, niflumic acid, nimesulide, phenylbutazone,
piroxicam, sulindac, tenoxicam reduced fibrillization at a molar ratio of 1:10. The circular
dichroism spectra of diclofenac, piroxicam and sulindac showed characteristic spectral
signatures found in predominantly a-helical structures. The oligomerization of hIAPP was
abrogated with diclofenac and sulindac at a molar ratio of 1:5. The cytotoxic effects of pre-

incubated hIAPP on cultured INS-1 cells were noticeably reduced in the presence of
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diclofenac, meloxicam, phenylbutazone, sulindac and tenoxicam at a molar ratio of 1:10. Our
results demonstrate that NSAIDs can provide chemistry scaffolds to generate new promissing

anti-amyloidogenic agents that can be used alone or as a coadjuvant therapy.

Key words: Amyloid, anti-amyloidogenic activity, degenerative disease, fibrils, IAPP,

NSAID, protein misfolding, type 2 diabetes.
Introduction

Diseases involving abnormal folding of proteins and conversion to an insoluble state
are numerous in human and veterinary medicine, with more than thirty diseases related
specifically to amyloid formation, including Alzheimer's disease (AD), type 2 diabetes,
Parkinson's disease, prion disease and familial amyloidosis (Sipe et al. 2014). Protein
misfolding, in amyloidosis, is characterized by a monomeric protein which is assembled into
B-sheet insoluble fibrils (Hard and Lendel 2012). These amyloid deposits damage the cell
membrane, inducing reactive oxygen species and apoptosis (Abedini and Schmidt 2013;
Jayasinghe and Langen 2007; Jelinek and Sheynis 2010). Amyloid deposits may be localized
in a tissue or generalized in different organs depending on the origin of the constitutive protein
(Hard and Lendel 2012; Sipe et al. 2014). Amyloidogenic proteins do not share a common
amino acid sequence nor a similar secondary or tertiary conformation in the native state.
However, all types of amyloid have in common the formation of fibrils, with unique
physicochemical characteristics as follows: a diameter of 5-15 nm, a cross-f sheet quaternary
structure, a poor solubility in acidic or basic environments, and a resistance to extreme
temperatures (Cheng et al. 2013; Hard and Lendel 2012). Several amyloidogenic proteins,

such as TTR, are rich in beta-sheet in their soluble native conformation.

In the past few decades, extensive effort has been expended to understand the
pathophysiology of amyloidosis related to degenerative diseases such as Alzheimer's disease
(AD) and type 2 diabetes, potentially leading to new therapeutic strategies. Although the
actual details of many of the steps are unclear, the assembly of amyloidogenic proteins into a
fibrillar structure occurs in stepwise fashion. An apparent early step in the aggregation is the
formation of a set of conformationally diverse oligomers (Brender et al. 2015; Buchanan et al.

2014; Mishra et al. 2009), present at low abundance (Suzuki et al. 2012), with structures
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different from either the native largely unstructured peptide (Reddy et al. 2010; Williamson
and Miranker 2007; Yonemoto et al. 2008) or the mature amyloid fiber (Luca et al. 2007).
Subsequently, the oligomers assemble into a mature fibril. At this point, the proteins have a 3-
sheet secondary structure (Luca et al. 2007; Westermark et al. 2011). In parallel, these
oligomers act as a seed, thereby initiating the aggregation and propagation of fibrils
(Westermark et al. 2011). Although several factors can influence the fibrillar aggregation, the
precise mechanisms are not clearly identified. More research on the mechanisms underlying
the fibrillar aggregation will be crucial in the discovery of new anti-amyloidogenic agents. The
development of an inhibitor is also challenging considering that it doesn’t require to stabilize
solely the native protein or the oligomers (Cheng et al. 2013; Hard and Lendel 2012; Porat et
al. 2006). The most common approach in pharmaceutical discovery research against
amyloidogenic proteins involves exploring inhibitors of fibrillar deposition (Cheng et al. 2013;
Hard and Lendel 2012; Porat et al. 2006). Perhaps, the best way to inhibit amyloid formation

is by stabilizing the native conformation by small molecules, i.e. Tafamidis and TTR.

Substantive clinical research has focused on inflammation as a critical component in
amyloidogenic diseases. The use of NSAIDs has been demonstrated to delay the onset of
Alzheimer’s disease (AD) (Dong et al. 2014; Lim et al. 2000; Yan et al. 2003). Whether
selective COX-2 inhibitors have clinical benefits with direct effects on brain amyloid
deposition remain to be elucidated. Interestingly, the diarylamine classes, including
diclofenac, were effective in inhibiting fibril formation related to other diseases, such as
familial amyloid cardiomyopathy (FAC) and familial amyloid polyneuropathy (FAP), that
involve transthyretin (TTR) amyloid formation (Oza et al. 2002). Others studies were
performed in the attempt to inhibit amyloid formation related to type 2 diabetes. Amyloid
deposits localized in the islets involve the misfolding of islet amyloid polypeptide (IAPP) and
contribute to the progression of type 2 diabetes in human and diabetes mellitus in adult cats
(Hoppener et al. 2002; Jaikaran and Clark 2001; O'Brien et al. 1993; Westermark et al. 2011).
The effect of aspirin and ketoprofen were examined in pancreatic amyloidosis (Tu et al. 2014).
However, these drugs failed to inhibit amyloid formation or to disaggregate preformed fibrils

(Tu et al. 2014).
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The implication of NSAIDs as IAPP aggregation inhibitors has not been extensively
explored and their clinical benefits remain to be elucidated. This study focusses on the
investigation of NSAIDs in inhibiting amyloidosis related to type 2 diabetes, with a potential
therapeutic target of hIAPP fibrils. We describe the inhibition activity of a number of
commercially available NSAIDs on hIAPP fibrils formation. The information gained from this
study will help further structure-activity relationship studies for designing new derivatives

with improved potency.

Methods

Chemicals

Aceclofenac, diclofenac, DMSO, Hexafluoroisopropanol (HFIP), ibuprofen,
ketoprofen, meloxicam, naproxen, nimesulide, phenylbutazone, resveratrol, resazurin,
silibinin, sulindac, tenoxicam and thioflavin-T (ThT) were obtained from Alfa Aesar (Ward
Hill, MA). Celecoxib, etoricoxib, indometacin, ketorolac, flurbiprofen, niflumic acid,
oxaprozin, piroxicam, rofecoxib and valdecoxib were purchased from Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO).
Cell line and culture

INS-1 (rat insulinoma) cells were purchased from AddexBio (San Diego, CA) and
cultured in RPMI1640 medium supplemented with 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1X
sodium pyruvate, 50 uM 2-mercaptoethanol, 100 U/mL streptomycin, 100 U/mL of penicillin
G and 10 % fetal bovine serum (Wisent Inc., St-Bruno, Qc, Canada). Cells were maintained in

a moisture saturated atmosphere at 37 °C under 5% COs.
Peptide synthesis

Synthetic hIAPP (1-37) was obtained from Peptidogen International Corp (Brossard,
Qc, Canada). Peptides were prepared, as previously published, with a microwave peptide
synthesizer, using 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry, and Fmoc-protected
pseudoproline dipeptide derivatives were incorporated to facilitate the synthesis (Cao et al.
2013). The peptides were purified by reverse-phase HPLC using a C18 preparative column.

The identity of the pure products was confirmed by mass spectrometry using a Bruker

147



MALDI-TOF MS. Analytical HPLC was used to check the purity of the peptides (= 95%)
before each experiment. The purified peptide was lyophilized.

Sample preparation

hIAPP stock solutions were prepared by dissolving the hIAPP peptide at 1 mM in
100% HFIP and incubating for at least 12 h. For the ThT kinetics, circular dichroism
spectrometry and photo-induced cross-linking based oligomerization assays, hIAPP peptide
stock solutions were prepared by dissolving peptides at 1 mM in 100% HFIP. For the
cytotoxicity assays, the IAPP peptide stock solutions of 1 mM were divided in aliquots to
obtain the desired final concentration and were air-dried. Aliquots of the stock solutions were
dried to remove organic solvents and suspended in 10 mM PBS buffer (pH 7.4) at the desired
concentration. hIAPP was dissolved in DMSO and PBS. DMSO was used at a final

concentration lower than 0.1 % (v/v) to avoid cell toxicity.
Thioflavin T (ThT) fluorescence assay

hIAPP peptide from the stock solution of ImM were added to 10 mM PBS buffer (pH
7.4) and transferred to a black 96-well microplate with transparent bottom (Corning
Incorporated Costar® 3603). Each well contained a final volume of 150 pL with a peptide
final concentration of 10 uM. Experiments in the presence of hIAPP were initiated by adding
a solution of ThT at a final concentration of 10 uM ThT with different drug treatments. Final
drug concentrations ranged from 25 to 100 uM. All drugs were dissolved in DMSO at a final
concentration lower than 0.25 % (v/v). The vehicle DMSO was tested on hIAPP, without drug

treatment, and did not change the kinetics.

The background signal consisted of 1 % HFIP without peptide. Thioflavin T-based
fluorescence assays were used to detect the formation of amyloid. The fluorescence emission
experiments were performed with the excitation and emission wavelengths set at 440 and 485
nm, respectively, with a Synergy HT multi-mode microplate reader (BioTek, Winooski, VT).
Measurements were taken with two different periods of agitation prior to plate reading.
Agitation during incubation leads to shorter aggregation times due to the increased rate of
nucleation due to the formation of new nuclei by the breakage of amyloid fibers during

agitation (Padrick and Miranker 2002; Ruschak and Miranker 2007; Shvadchak et al. 2015).
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For measurements with long agitation, measurements were taken at room temperature every
2 min with 10 seconds shaking prior measurements over 6 h. Short agitation measurements
were obtained by shaking the plate prior measurement for 5 sec to ensure proper mixing and
subsequently measuring the fluorescence intensity every 10 min. Samples were measured in
three replicates and the experiments were repeated three times using different IAPP stock
solutions. For each time point, arbitrary units of fluorescence were calculated from the mean
values normalized against the maximum value in each completed assay. Arbitrarily, the
maximum value (100 %) for the fluorescence intensity was established for hIAPP peptide. The

lag time and the Tso were calculated as previously described (Zhang et al. 2011).
Far-Ultraviolet (UV) circular discroism (CD)

CD spectra of the secondary structure of hIAPP samples were recorded at 25 °C under
a constant flow of N> using a JASCO-810 spectropolarimeter (Jasco, Easton, MD). Spectra
were recorded over a wavelength range of 190-250 nm using a quartz cuvette of I mm path
length and an instrument scanning speed of 100 nm/min, with a response time of 2 sec and a
bandwidth of 1 nm. Samples were not agitated. All IAPP samples were dissolved to a final
concentration of 15 uM in 10 mM PBS (pH 7.4) and 1% HFIP, and where appropriate, the
samples contained different drug treatments at a final concentration of 25 uM. Each result is
given as the average scans taken of three measurements at room temperature. The data were
converted to mean residue ellipticity (0) and analyzed using the software CDPro as previously
described (Sreerama and Woody 2004). All CD spectra were averaged, smoothed and

baseline-corrected for signal contributions due to the buffer.
Photo-induced cross-linking (PICUP) assay

hIAPP was diluted in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) to a final concentration of 250
puM peptide and 1% HFIP. The peptide solution was sonicated for 1 min. Drugs were also
freshly dissolved in DMSO and added to the peptide solution at a molar ratio of 1:5
(hIAPP:compound). The control consisted of samples that were photo-cross-linked using the
PICUP method as described (Bitan and Teplow 2004). The reaction buffer consisted of 938
pM Ru(bpy), 18.8 mM ammonium persulfate and 250 pM hIAPP. Cross-linking was induced

by irradiation, for 3 s, of the mixture, at a final volume of 60 pL, with a 150 W incandescent
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lamp installed in a homemade dark-box. After irradiation, 25 pL of Lammeli loading buffer
was immediately added to the solution, followed by incubation at 37 °C for 15 min. The cross-

linked samples were separated on a 16% Tricine-urea gel and visualized by silver staining.
Cell viability assay

Cells were maintained in a 37 °C, 5% CO> incubator, in exponential growth, for the
duration of experimentation. For this assay, cells were seeded in 96-well microtiter plates at a
density of 5 x 10° Ins-1 cells per well for 24 h. Drugs freshly solubilized in DMSO were
diluted in culture medium and aliquots containing sequential dilution of drugs were added
subsequently after stimulation with 2.5 uM of hIAPP. hIAPP was dissolved and incubated in
10 mM PBS (pH 7.4, 25 °C) 24 h before addition to cells. Drugs were tested at 25 and 50 uM
and DMSO concentration was maintained at 0.1 % to avoid growth inhibition. Negative
control consisted of DMSO with no added drug. Plates were incubated for 24h in the presence
of drugs and hIAPP. Resazurin-based reduction assays were performed as previously
described (Fortin et al. 2010). Briefly, resazurin (25 pg/mL) was added to the culture medium
of each well for 1h30 at 37 °C. The cell viability was calculated from fluorescence (excitation,
530 nm; emission, 590 nm) measured with a Synergy HT multi-mode microplate reader
(BioTek, Winooski, VT). The data from experiments conducted in triplicate were corrected for
the background fluorescence of the medium and was expressed as the mean percentage of
fluorescence obtained for control DMSO-treated cells. The growth inhibition percentage was
calculated with reference to DMSO-treated cells for each drug concentrations. The results
were obtained from at least three separated experiments. The cell viability assay was
considered valid when the variability among data for a given set of conditions, within the same
experiment, was less than 10% with respect to the mean value. All values represent means +

SEM (n = 3).
Statistical analysis

All results in Table 2, Table 3 and Figure 4 were presented as mean + SD. For the cell
viability assays, data were analyzed by the one-way analysis of variance with Dunnett's
multiple comparison between IAPP and several drug treatments. Differences were considered

statistically significant at p < 0.05 and p < 0.001.
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Table 1. Classification and molecular structure of positive controls and NSAIDs used in this

study.
Pharmacological class | Generic name Molecular structure
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Results

NSAIDs are effective inhibitors of hIAPP aggregation

Table 1 displays the classification and molecular structure of NSAIDs used in this
study. The effects of NSAIDs on the kinetics of hIAPP fibrillization using thioflavin T (ThT)
fluorescence assay were examined. ThT binds to the cross B-structure of amyloid fibrils,
theoretically in the surface grooves generated by stacking parallel B-sheets (Buell et al. 2010).
The selt-quenching of the fluorescent dye is relieved by the conformational changes induced
by amyloid binding, resulting in fluorescence enhancement (Buell et al. 2010). The expected
sigmoidal time course is observed when hIAPP is incubated without drug treatments (Fig. 1)

(Paulsson et al. 2011). In the absence of drugs, the time required to reach half of the total
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fluorescence signal (Tso) was 39.9 £ 0.2 min for samples with longer agitation during
measurement and 105,3 £ 0.7 min for samples with shorter agitation during measurement. For
both samples, diclofenac and phenylbutazone significantly increased the Tso at a molar ratio of
1:10 (10 uM of hIAPP:100 uM of drug) (Table 2 and Table 4). Positive controls (resveratrol,
silibinin) (Cheng et al. 2012; Jiang et al. 2011) and NSAIDs treatments shown in Fig. 1
(celecoxib, diclofenac, indomethacin, meloxicam, niflumic acid, nimesulide, phenylbutazone,
piroxicam, sulindac, tenoxicam) significantly reduced the fluorescence intensity at a molar
ratio of 1:10. The curves in these graphs exhibit a different slope for the treated and untreated
groups. The time during which no significant fibril formation occurs followed by a rapid
growth phase (lag time) was shorter for meloxicam, nimesulide, piroxicam, sulindac,
tenoxicam, resveratrol and silibinin in Table 4. Interestingly, diclofenac and phenylbutazone
prolonged the lag time. NSAID treatments such as niflumic acid, nimesulide and sulindac
maintained their efficacy in reducing the amyloidogenicity of hIAPP fibrils using a molar
ration of 1:5 (10 uM of hIAPP:50 uM of drug). The ThT fluorescence of h-IAPP was reduced
by the presence of 25 uM and 50 puM of meloxicam (Table 3). Other NSAIDs, such as COX-2
inhibitors, had no detectable effect on the kinetics of amyloid formation and the final

fluorescence intensity.

155



Table 2. Fibrillar aggregation properties of hIAPP incubated with different drug treatments at

100 uM, molar ratio 1:10. Data were obtained using a longer agitation. Standard deviation for

each parameter was calculated.

Fibril Formation?

NSAIDs
(100 nM) - -
Lag time® Tso* Intensity? Amyloidogenic®
(min) (min) (%)

Aceclofenac 17.6 £0.8 40.8+0.3 89.1+04 +++
Celecoxib 13.1+£0.7 22.9+0.7 74.0+04 ++
Deracoxib 19.2+04 302+0.5 115.0+£0.5 +++
Diclofenac 20.7+0.8 455+03 55.9+0.3 ++
Etoricoxib 27.6 £0.4 442 +0.3 118.8+0.7 +++

Flurbiprofen 21.6 £0.6 41.5+0.2 105.8+0.4 +++
Ibuprofen 23.1£0.5 40.1+£0.2 112.7+0.5 +++

Indomethacin 19.1 £0.9 43.8+£0.3 75.9+0.7 ++

Ketoprofen 21.9+£0.6 394+0.2 106.1 £0.3 +++
Ketorolac 21.5+0.6 37.9+0.2 111.6+04 +++
Meloxicam 16.3+0.7 379+ 04 32.8+0.2 +
Naproxen 20.0£0.6 383+0.2 106.7+0.5 +++

Niflumic acid 17.6 £0.3 41.6 £0.5 459+04 ++

Nimesulide 19.2+0.2 37.0+0.3 3909+0.2 ++

Oxaprozin 19.6 £0.7 37.9+0.2 1149+ 0.4 +++
Phenylbutazone 214+£04 43.9+£0.5 62.8+0.7 ++
Piroxicam 16.6 2.0 384+03 62.2+0.3 ++
Rofecoxib 21.7£0.6 40.1+0.2 105.6 £0.5 +++
Sulindac 176 £0.3 399+£04 30.8+0.2 ++

Tenoxicam 17.8+1.6 38.1+£0.2 60.1+0.2 ++

Valdecoxib 23.4+0.6 30.9+0.2 103.4+04 +++

Resveratrol 72+1.0 11.6+1.0 10.7+ 0.4 -

Silibinin 17.6 £0.2 40.1£0.5 52.1+£0.5 ++
HFIP 1% 23.2+0.6 399+0.2 100.0+0.3 +++

2 The concentration of hIAPP was 10 uM.
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® The lag time indicates the time during which no significant fibril formation occurs followed

by a rapid growth phase.
¢The Tso represents the time to reach half of the maximum signal strength.
4The fluorescence intensity of hIAPP alone was set as 100 %.

¢ The amyloidogenic parameter is a semi-quantitative analysis of ThT-fluorescence based
amyloid formation: "+++" indicates samples with fluorescence intensity greater than 75 %,
"++" represents values between 40 and 75 %, "+" is set for values between 10 and 40 %, and

nn

underlines values lower than 10 %.
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Table 3. Fibrillar aggregation properties of hIAPP incubated with different effective drug

treatments at 25 and 50 uM. Data were obtained using a longer agitation. Standard deviation

for each parameter was calculated.

Fibril Formation?
NSAIDs
Lag time® Tso® Intensity? Amyloidogenic®
(min) (min) (%)
50 nM, molar ratio 1:5

Celecoxib 19.1 £0.5 32.8 £0.2 131.0+£0.8 +++
Diclofenac 17.4 £0.6 314 £0.2 77.2+0.5 +++
Indomethacin 13.8 £0.6 29.2+0.2 107.6 + 0.7 +++
Meloxicam 14.0 £0.6 29.1 £0.2 46.7 + 0.3 ++
Niflumic acid 159 £04 30.6 £0.3 63.0+0.6 ++
Nimesulide 15.7 £0.6 30.0 +£0.2 54.7+0.3 ++
Phenylbutazone 174 £0.5 31.6 £0.2 76.4+0.6 +++
Piroxicam 13.8 £0.4 27.5 £0.2 93.6+0.7 +++
Sulindac 155 £0.4 29.7 £0.2 58.3+0.5 ++
Tenoxicam 153 £0.5 27.9 £0.2 943 +0.5 +++

Resveratrol 85 +0.8 21.8 £0.6 199+0.2 +
Silibinin 17.3 £0.5 30.8 £0.1 83.3+0.5 +++

25 pM, molar ratio 1:2.5

Diclofenac 17.7 £0.4 31.3 £0.3 95.7+1.0 +++
Meloxicam 153 £0.3 282 £0.4 64.0 0.7 ++
Niflumic acid 159 £0.3 30.5 £04 771+ 1.1 +++
Nimesulide 174 £0.4 30.0 £0.2 77.3+0.5 +++
Phenylbutazone 173 +£0.4 29.9 £0.2 91.9+0.7 +++
Sulindac 17.0 £0.3 29.7 £0.3 74.1 +0.8 +++

Resveratrol 13.1+0.7 27.6 £0.2 29.8+0.2 +
Silibinin 17.5 £0.3 30.1 £0.3 101.2+0.9 +++
HFIP 1% 17.3+0.8 36.5 £0.2 100+ 1.0 +++

2 The concentration of hIAPP was 10 uM.

® The lag time indicates the time during which no significant fibril formation occurs followed

by a rapid growth phase.
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¢The Tso represents the time to reach half of the maximum signal strength.
4 The fluorescence intensity of hIAPP alone was set as 100 %.

¢ The amyloidogenic parameter is a semi-quantitative analysis of ThT-fluorescence based
amyloid formation: "+++" indicates samples with fluorescence intensity greater than 75 %,
"++" represents values between 40 and 75 %, "+" is set for values between 10 and 40 %, and

underlines values lower than 10 %.

Table 4. Fibrillar aggregation properties of hIAPP incubated with different drug treatments at
100 uM, molar ratio 1:10. Data were obtained using a shorter agitation. Standard deviation for

each parameter was calculated.

Fibril Formation?
NSAIDs
(100 uM) - -
Lag time® Tso® Slope Intensity? | Amyloidogenic®
(min) (min) (%)

Diclofenac 693+16 [1420+1.1 [ 354+1.2 [ 585+0.7 ++
Meloxicam 389+14 | 86.6+2.1 | 35118 | 41.1+0.4 ++
Niflumic acid 52720 | 101.4+1.0| 295+1.0 | 56.2+0.4 ++
Nimesulide 33.7+£24 | 73.6+£19 [ 245+1.6 | 59.0+0.5 ++
Phenylbutazone | 64.8+2.6 | 141.1+0.4 | 353+0.6 | 72.8+04 ++
Piroxicam 329+2.1 | 70.6+1.7 | 252+13 | 75.5+0.5 +++
Sulindac 27.6£23 | 67.5+£25 | 27.8+1.8 | 55.7+£0.5 ++
Tenoxicam 422+24 | 85.7x1.6 | 27.0x14 | 71.1+0.6 ++

Resveratrol 320+1.2 | 51.5+1.8 | 149+14 8.8+0.1 -
Silibinin 335+2.1 | 742+2.1 | 26.8+1.7 | 545+0.5 ++
HFIP 1% 53.8+2.3 | 1053+0.7| 29.2+0.7 | 101.2+£0.5 +++

2 The concentration of hIAPP was 10 uM.

® The lag time indicates the time during which no significant fibril formation occurs followed

by a rapid growth phase.

¢The Tso represents the time to reach half of the maximum signal strength.
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4The fluorescence intensity of hIAPP alone was set as 100 %.

¢ The amyloidogenic parameter is a semi-quantitative analysis of ThT-fluorescence based
amyloid formation: "+++" indicates samples with fluorescence intensity greater than 75 %,
"++" represents values between 40 and 75 %, "+" is set for values between 10 and 40 %, and

underlines values lower than 10 %.

Fig. 1. A Relative ThT fluorescence intensity of hIAPP with different effective drug
treatments (silibinin, resveratrol, celecoxib, diclofenac, indomethacin, meloxicam, niflumic
acid, nimesulide, phenylbutazone, piroxicam, sulindac, and tenoxicam) tested at a
concentration of 100 pM (longer agitation). ThT-fluorescence of hIAPP was assessed at 25°C
in PBS buffer at a peptide concentration of 10 M and a molar ratio of 1:10. B Relative ThT
fluorescence intensity of hIAPP with identical drug treatments obtained from a shorter

agitation.
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Amyloid formation involves the oligomerization of hIAPP and the formation of mature

linear fibrils by the oligomer self-assembly (Buchanan et al. 2013; Cao et al. 2013; Hard and

Lendel 2012). The first and the last steps are characterized by the a-helical structure and B-

sheet structure, respectively (Buchanan et al. 2013; Cao et al. 2013; Hard and Lendel 2012).

To monitor the effect of NSAIDs on hIAPP oligomerization and self-assembly into mature

fibrils, the secondary structure was determined by Far-UV CD. Spectra were recorded using

hIAPP at 15 uM and drug treatments at 25 uM (molar ratio of 1:1.67). The assay is limited by
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the spectral interference of aromatic compounds at higher concentration. Random coil
structures were predominant for the untreated condition at an incubation time of time 0 and 15
minutes (data not shown). Spectra indicative of random coil structure are characterized by a
single minimum around 200-205 nm. A conformational transition to B-sheet occurred after an
incubation time of 30 minutes (data not shown). After an incubation time of 1h, a major
negative peak at 220 nm was observed, indicative of a predominant (-sheet secondary
structure. The CD spectra recorded at an incubation time of 1h were shown to compare the

untreated and treated conditions (Fig. 2).

Fig. 2. Far-UV circular dichroism spectra of hIAPP recorded in the presence of the vehicle
(1% HFIP) or different drug treatments. Spectra were recorded at 25°C in PBS buffer using
hIAPP at 15 uM and drug treatments at 25 uM (molar ratio of 1:1.67). The incubation time
were 0, 15, 30 and 60 min.
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Niflumic acid Nimesulide
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The CD spectra of niflumic acid, phenylbutazone, and nimesulide showed evidence of
extensive [(-sheet formation at the final time point, suggesting the decrease in ThT
fluorescence intensity may be due to the displacement of the ThT dye (Suzuki et al. 2012) or
to the formation of non-fibrillar but still B-sheet aggregates.

The spectrum of IAPP in presence of diclofenac, piroxicam and, to a lesser extent,
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sulindac shows the two negative peaks at 208 nm and around 220-221 nm characteristic of the
exciton splitting found in predominantly o-helical structures. Silibinin, tenoxicam, and
meloxicam showed a mixed B-sheet/random coil spectra at the final time-point, indicating a
delayed transition or the formation of more disordered aggregates than the fibers produced in
the absence of these inhibitors. Resveratrol showed a more complicated, less easily interpreted

spectrum.
NSAIDs abrogate the oligomerization of hIAPP

Soluble oligomeric species of hIAPP contribute to the deleterious cellular effect by
binding to bilipidic membranes leading to cell membrane leakage (Buchanan et al. 2013; Cao
et al. 2013; Gurlo et al. 2010; Jayasinghe and Langen 2007; Jelinek and Sheynis 2010;
Khemtemourian et al. 2008). PICUP assays were performed to determine the effect of
NSAIDs on the oligomerization of hIAPP. The potent NSAIDs in affecting hIAPP aggregate
were tested at a molar ratio of 1:5. Without NSAID and irradiation treatments, hIAPP was
predominantly in a monomeric state. When hIAPP was subjected to light exposure, a mixture
of monomer, dimer, trimer, tetramer and higher oligomers was obtained (Fig. 3), illustrating
the strong oligomerization potential of hIAPP. The oligomerization of hIAPP was inhibited for
samples treated with resveratrol and silibinin, consistent with previous experiments (Cheng et

al. 2012; Jiang et al. 2011).
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Fig. 3. Oligomerization status of hIAPP studied by the photo-induced cross linking (PICUP)
assay. (a) Lane 1, hIAPP without irradiation; lane 2, hIAPP irradiated for 3 sec; lanes 3-4,
hIAPP with positive controls irradiated for 3 sec. The molar ratio was 1:5, 0.25 mM of hIAPP
and 1.25 mM of positive controls (resveratrol and silibinin). (b) Lane 1, hIAPP irradiated for 3
sec; lanes 2-9, hIAPP with different drug treatment irradiated for 3 sec. The molar ratio was
1:5, 0.25 mM of hIAPP and 1.25 mM of drugs (diclofenac, meloxicam, niflumic acid,

nimesulide, phenylbutazone, piroxicam, sulindac and tenoxicam).
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The oligomerization of hIAPP was abrogated following a treatment with diclofenac.
The second most potent inhibitor was sulindac. The dimeric state was observed in samples
treated with the oxicam family (meloxicam, piroxicam and tenoxicam). Niflumic acid,

nimesulide and phenylbutazone were able to partially block the oligomerization process.
NSAIDs protect INS-1 cells from toxic hIAPP fibrils

The potential protective effect of NSAIDs against hIAPP fibrils cytotoxicity was
investigated. Pre-incubated hIAPP was added to INS-1 cells for 24 h in the presence or
absence of increasing concentration of NSAIDs (Fig. 4). Resveratrol protected cells at 12.5

uM (molar ratio 1:5). The cell viability was significantly preserved with silibinin, diclofenac,
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meloxicam, phenylbutazone, sulindac and tenoxicam at a molar ratio of 1:10. These drugs
were not toxic at a higher concentration (50 pM, molar ratio of 1:20). Higher concentrations of
meloxicam and resveratrol (50 pM) did not have a protective effect, whereas lower
concentrations (25 pM) reduced the deleterious effect of hIAPP fibrils. The protective effect
of resveratrol and meloxicam against hJAPP aggregation has a narrow therapeutic window.
Niflumic acid and nimesulide are toxic at concentrations affecting hIAPP aggregation. Thus, a

protective effect of these drugs was not observed.

Fig. 4. INS-1 cell viability in the presence of hIAPP alone and hIAPP with different drug
treatments, such as resveratrol, silibinin, diclofenac, meloxicam, niflumic acid, nimesulide,
phenylbutazone, piroxicam, sulindac and tenoxicam, as determined by resazurin-based assays.
hIAPP was tested at a concentration of 2.5 uM and with effective concentrations (12.5, 25 or
50 uM) of each drug. The molar ratios were 1:5, 1:10 and 1:20. The one-way analysis of
variance with Dunnett's multiple comparison test showed significant differences between
IAPP and several drug treatments (* and * * are indicative of p < 0.05 and p < 0.001,

respectively).
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Discussion

The global prevalence of type 2 diabetes among adults population worldwide was
approximated to be 9 % in 2014 (www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en/). Up to 1.5
million deaths were estimated in 2012 to be directly attributed to type 2 diabetes
(www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en/). There is a compelling need to improve the
prevention and/or treatment of type 2 diabetes. IAPP possesses a potent ability to aggregate
into mature fibrils in the islet of Langerhans (Buchanan et al. 2013). Mature linear fibrils and
intermediate forms, such as oligomers, provoke cell damage, oxidative stress and apoptosis
(Abedini and Schmidt 2013; Cao et al. 2013; Gurlo et al. 2010; Jayasinghe and Langen 2007,
Khemtemourian et al. 2008). Amyloid deposition contributes to the PB-cell loss and the
progression of the disease (Abedini and Schmidt 2013; Hoppener et al. 2002; Jaikaran and
Clark 2001; Kamata et al. 2014). Treatment with inhibitors of hIAPP fibril or oligomer
formation presents a potential new pharmacotherapeutic strategy for the management of type 2
diabetes (Cheng et al. 2013; Frydman-Marom et al. 2011; Hard and Lendel 2012; Porat et al.
20006).

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have been used in a plethora of
inflammatory conditions based on the inhibition of COX-2. There are contradictory reports in
regard to the amyloid inhibitory effect of NSAIDs in Alzheimer’s disease (AD) (Browne et al.
2006; Cole et al. 2004; Dong et al. 2014; Hillmann et al. 2012; Lim et al. 2000; McKee et al.
2008; Netland et al. 1998; Yan et al. 2003). Previous investigations reported that the Ap-
amyloid induces inflammation, but the inflammatory responses occur earlier than the
formation of the senile plaque (Cole et al. 2004). The physiopathology underlying AD
involves an inflammatory process that has not been fully understood and clinical studies have
been reported conflicting data (Browne et al. 2006; Cole et al. 2004; Dong et al. 2014;
Hillmann et al. 2012; Lim et al. 2000; McKee et al. 2008; Netland et al. 1998; Yan et al.
2003). Rofecoxib, a selective COX-2 inhibitor, failed to reduce the progression of cognitive
impairment in patients suffering from mild or moderate AD (Aisen et al. 2003). However,
another study reported that COX-2 inhibition improves the suppression of memory associated
with AP-amyloid deposition in patients with AD. In a transgenic mouse model of AD,
ibuprofen, a non-selective COX-2 inhibitor, reduced AD-type pathologic change after 6
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months of treatment in comparison with an untreated control group (Lim et al. 2000). Whether

selective COX-2 inhibitors have clinical benefit remains to be elucidated.

There are limits to the interpretation of each assay that was performed, hence it is
critical to consider the results of the different assays altogether before drawing conclusions.
This study highlights compounds and structures of potential interest. For practical purposes,
assays were completed within few hours (shorter and longer kinetics). ThT assays can be
optimized by simple variations of initial testing conditions, compromising between
physiologically relevant conditions and the need for a relatively fast reaction. When high-
throughput screening of small molecules in relation to aggregation is used, it is important to
complement the study with other assays, particularly a cell-based assay. Drugs may be capable
of displacing ThT binding, resulting in false positives (false hit compound). Which is why, we
complemented the Thioflavin T-based fluorescence assays with the Far-UV circular discroism
spectrometry, the photo-induced cross-linking (PICUP) assay and a biological assay. There are
some limits in the interpretation of CD spectra for the apparent decrease at 220 nm due to the
absorbance of the inhibitors, which stresses the importance of performing multiple assays
before drawing conclusions on the potential efficacy of compounds. The cell-based assay used
in our study involved pre-formed hIAPP amyloid before the drug challenge. Consequently, the
effective drugs must be able to destabilize the fibril state to demonstrate a cytoprotective effect

and/or impede the activation of apoptosis.

Few studies have evaluated the NSAIDs potential to abrogate the formation of fibrils.
A series of analogues of diclofenac were effective in vifro in inhibiting the transthyretin
fibrillization (Oza et al. 2002). In our study, several NSAIDs, such as diclofenac,
phenylbutazone, sulindac and the oxicam representatives, exerted a significant inhibitory
effect on fibril formation and delayed the structural transition of hIAPP. Meloxicam and
sulindac were the most potent inhibitors of fibrillization, whereas diclofenac and sulindac
were more potent in abrogating oligomerization of hIAPP. They protected pancreatic INS-1
cell from the deleterious effect of hIAPP fibrils. Ketorolac was not effective compounds,

consistent with previous studies (Tu et al. 2014).

The diclofenac derivatives prepared in the transthyretin amyloid fibril formation study

depicted structure-activity relationships, applicable to impedance of hIAPP aggregation (Oza
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et al. 2002). Diclofenac and its related derivatives bind to the retinol binding pocket of TTR
via computational docking. However, other interactions and targets are possible and we
hypothesized that these molecules act as universal amyloid inhibitors, such as polyphenols, by
inhibiting aggregation with a combination of structural rigidity and aromatic stacking. This
study highlighted the requirement of a carboxylic acid directly attached to the benzene ring or
separated with a methylene (Oza et al. 2002). In the second column of Figure 5 display the
potent molecules that bear a carboxylic acid or sulfonamide in the current study. The
protection of the carboxylic acid moiety, found in aceclofenac, abolished the activity to
compare with diclofenac. To gain further information, it would be interesting to study the
impact of acidic moieties with various pKas on hIAPP amyloidosis. Another information
arising from the transthyretin study is the chlorines attached to the aromatic ring that bind to
the protein (Oza et al. 2002). The chlorines were either positioned symmetrically in ortho or
metha to provide binding, whereas their absence abolished the activity (Oza et al. 2002).
Adding a carboxylic acid in para allowed an additional electrostatic interaction with the
protein transthyretin (Oza et al. 2002). Herein, the NSAIDs molecular screening on hIAPP
fibrils formation led to similar conclusions regarding the substitution patterns on the benzene
ring. Interestingly, the aromatic ring of nimesulide is devoid of halides and niflumic acid
benzene bears a trifluoromethyl group. Niflumic acid and nimesulide were less potent than
diclofenac. Sulindac has a similar fibril inhibition activity to diclofenac. The aromatic ring has
a methylsulfinyl moiety in para, not found in ketorolac, suggesting that an electron donor is

required for fibril inhibition and could be important in the absence of halides.
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Fig. 5. Proposed structure-activity relationships between the acetic acid class (A) and between

the enolic acid class (B).
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The structure-activity relationships between diclofenac, niflumic acid, nimesulide, and

their fibril inhibition activities against hIAPP underline the importance of a negatively charged
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substituent between the aromatic rings (Fig. 5). Sulindac has a double bound that can be
delocalized easily to provide electrons, considering the electronic resonance. Sulindac has
similarity in structure with the exception of an indenyl moiety, suggesting that the benzene
ring could be substituted by a fused ring or heterocyclic aromatic ring. Amyloid inhibitors
bear aromatic moieties that can potentially be stacked between other aromatic residues from
the protein and abrogate the self-assembly of oligomers (Cheng et al. 2013; Frydman-Marom
et al. 2011; Hard and Lendel 2012; Porat et al. 2006). The aromatic structure found in the
diarylamine (second column Fig. 5) and oxicam scaffold (first column Fig. 5) abrogates the
oligomerization of hIAPP potentially by preventing the aromatic interactions between the

aromatic residues of hIAPP.

Phenylbutazone and the oxicam family provide a different chemistry scaffold than the
diarylamine scaffold (diclofenac), to prepare other derivatives (first column of Fig. 5). Among
the oxicam family members, meloxicam had the strongest fibril inhibition activity and
tenoxicam provided the highest survival when INS-1 cells were challenged with toxic fibrils.
Tenoxicam bears a 2,3-dihydrothiophene that is substituted by a benzene moiety in meloxicam
and piroxicam. Meloxicam differs from Piroxicam and tenoxicam, having a 5-methyl-2-
thiazolyl rather than a pyridine moiety. However, the 5-methyl-2-thiazolyl moiety could
potentially explain the deleterious effect of meloxicam on INS-1 cells and further study is
needed to confirm this hypothesis. The molecular structure of phenylbutazone is quite similar
to the oxicam family with a heterocycle bearing two amines and two carbonyls, resulting in
nucleophilicity. Phenylbutazone is very toxic to human, causing anaplastic anemia and liver
damage (Goodman et al. 2011). However, it has been extensively used in veterinary medicine
(Kahn et al. 2010). Chemical modification will be required not only to improve its efficacy

toward hIAPP fibrillization but to modify the toxicologic effect in humans.

The present in vitro study demonstrates that several NSAIDs inhibit amyloid
formation. Multiple probes were used to study the inhibition of the toxic hIAPP assembly. It
has been reported that oligomers are important entities involved in the mechanism of hIAPP
amyloid cytotoxicity. The most potent drugs against hIAPP oligomerization were diclofenac
and sulindac. Diclofenac, meloxicam, phenylbutazone, piroxicam, sulindac and tenoxicam

conferred cell protection against toxic fibrils. Chemical scaffold from the enolic acid class
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(oxicam and phenylbutazone) and the acetic acid class (diclofenac, sulindac) could be
modified to generate new inhibitors of hIAPP aggregation. NSAID derived compound

scaffolds are interesting potential candidates for the development of type 2 diabetes treatment.
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Chapitre VI

Article 4- Découverte de dérivés éthyle urée comme

inhibiteurs de I’agrégation fibrillaire et de la cytotoxicité

Contribution

J’ai participé a I’obtention de tous les résultats et a 1’écriture de la premicre version du
manuscrit. Les molécules ont été préparées dans le cadre de mon projet de maitrise réalisé a la
Faculté de pharmacie de I’Université Laval. La correction des diverses versions de ’article a
été effectuée sous la supervision des Dre Marie-Odile Benoit-Biancamano et Dr René C.-
Gaudreault. Ce manuscrit est tout récemment accepté pour étre publi¢ dans le Canadian

Journal of Physiology and Pharmacology.

Résumé

Le polypeptide amyloide des ilots pancréatiques humains (hIAPP) peut changer de
conformation et former des dépdts dans les ilots pancréatiques, contribuant ainsi a la
progression du diabéte de type 2. De nouvelles molécules antiamyloidogéniques plus
puissantes, présentant a la fois des propriétés adéquates de biodisponibilité et une efficacité in
vivo, sont a développer. Les N-phényle-N’-(2-¢éthyle) urées (EU) sont de petites molécules non
cytotoxiques récemment développées dans notre laboratoire. Notre programme de découverte
en chimie médicinale implique I’évaluation du role des groupements aryles substitués sur
I’inhibition de la formation de fibrilles provenant de I’hIAPP. Quelques EUs ont été testées in
vitro pour leur activité antiamyloidogéne en utilisant la fluorescence de la thioflavine T, la
liaison croisée photo-induite et la viabilité cellulaire sur les cellules pancréatiques MIN-6. EU-
362 et EU-418 étaient capables d’inhiber significativement la formation de fibrilles et de
protéger les cellules contre les effets toxiques de 1’amyloide. De plus, EU-362 a abrogé

I’oligomérisation de I’hIAPP. Nos résultats suggérent qu’une augmentation du potentiel



nucléophile sur le groupement aryle augmente significativement 1’activité antiamyloidogénes

de ces molécules.

Discovery of ethyl urea derivatives as inhibitors of islet
amyloid polypeptide fibrillization and cytotoxicity

Jessica S. Fortin, Marie-Odile Benoit-Biancamano, René C.-Gaudreault

Abstract

Islet amyloid polypeptide (IAPP) has been shown to form amyloid deposits in
pancreatic islets, thereby furthering type 2 diabetes disease progression. Further discovery of
new molecules is needed to create a diverse set of molecules that impede pancreatic
amyloidosis. We have recently designed and synthesized N-phenyl-N’-(2-ethyl)ureas (EU)
that are non-cytotoxic small molecules, to evaluate the role of the aryl-substituted moiety on
the inhibition of hIAPP fribrilization. Several EUs were tested in vitro for their anti-
amyloidogenic activity using the fluorometric ThT assay, the photo-induced cross-linking
(PIUCP) assay and cell survival assay in pancreatic MIN-6 cells. EU-362 and EU-418 were
able to significantly inhibit the formation of hIAPP fibrils and protected cells from amyloid
cytotoxic effects. Our results suggest that increasing the nucleophilic potency of the aryl

moiety significantly enhances the anti-amyloidogenic activity of the molecules.

Key words: N-phenyl-N’-(2-ethyl)urea (EU), amyloid, IAPP, diabetes, inhibitors of

fibrillization.
Introduction

Amyloidosis is a progressive and still incurable disease caused by various misfolded
proteins that aggregate into toxic oligomers and fibrils (Sipe et al. 2014). Amyloid research
over the past decades has focused on the characterization of the great biological variability of
amyloid deposits. Amyloidosis encompasses a vast panoply of pathologic processes, including
more than 25 human diseases, which is explained, in part, by the diversity of underlying causal

proteins (Hard and Lendel 2012; Sipe et al. 2014). For example, degenerative human diseases
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such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and type 2 diabetes involve amyloid
formation with a crucial role in the pathogeneses (Hard and Lendel 2012; Sipe et al. 2014). In
addition, various biochemical forms of amyloid occur in different animal species (Sipe et al.

2014).

In the islets of Langerhans of patients with type 2 diabetes, islet amyloid polypeptide
(IAPP), namely amylin, is a precursor for amyloid protein deposition (Sipe et al. 2014). Cell
membranes play paradoxical roles in the pathogenesis of amyloid deposits related to type 2
diabetes. Bilipid membranes contribute to the formation and the elongation of the fibrils on
their surface through binding of IAPP, found at the alpha helix secondary structure state (Cao
et al. 2013). Cell membrane interactions with IAPP lead to a beta sheet conformation and,
consequently, result in pore formation and cellular leakage (Cao et al. 2013). Other factors
play a significant role in disturbing the protein-folding homeostasis. The extracellular matrix
components of the islets of Langerhans, such as glycosaminoglycan (GAG), have been
reported to accelerate the formation of amyloid deposits (Abedini and Schmidt 2013). Chronic
inflammation is also an important contributing factor to amyloidosis protein toxicity (Kamata
et al. 2014). There is supporting evidence that amyloid activates macrophages via the release
of cytokines, such as IL-1p and IL-6, by impaired beta cells. Macrophages were found in
pancreatic tissue containing densely packed amyloid deposits (Kamata et al. 2014).
Proinflammatory processes contribute to the pathogenetic development of lesions in the

pancreatic tissue (Kamata et al. 2014).

The process underlying amyloid formation is complex and multifactorial. The
conversion of amylin to the cross beta-pleated sheet fibrils is not fully understood. Many
studies report that soluble intracellular oligomers (Bram et al. 2014), fibril elongation and
amyloid deposits induce oxidative stress and apoptosis of beta cells in the islet of Langerhans
(Abedini and Schmidt 2013; Westermark et al. 2011). Accumulation of islet amyloid deposits
develops over time and contributes significantly to the progression of type 2 diabetes (Abedini
and Schmidt 2013; Westermark et al. 2011). Commercialized hypoglycemic agents become
ineffective over time in maintaining a normoglycemic state. A potential diabetes co-adjuvant
therapy could be a small molecule inhibitor of IAPP-dependent amyloid formation to prevent,

at least in part, the disease progression. However, major impediments to the development of
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new therapeutic agents that inhibit amyloid formation in type 2 diabetes include specificity as
well as poor biopharmaceutical properties, such as bioavailability. Several natural products
have been promoted and studied, including flavonoids, curcumin, resveratrol and silibinin
(Cao and Raleigh 2012; Cheng et al. 2012; Daval et al. 2010; Hard and Lendel 2012; Jiang et
al. 2011). These compounds are polyphenols that have a poor bioavailability and/or a short
biological half-life (Chow et al. 2005; Muzzio et al. 2012; Yang et al. 2007). In addition, drug
candidates that displayed evidence of efficacy in vitro must be distributed into the pancreatic

tissue in vivo, crucial for effectiveness.

Hence new molecules need to be designed and, to this end, we have developed new
compounds referred to as N-phenyl-N-(2-ethyl)ureas (EUs). EUs are small molecules which
originated from our research program on covalent-binding protein inhibitors (Fortin et al.
2008; Fortin et al. 2007). These molecules are non-toxic derivatives synthesized by removing
the reactive eletrophilic 2-chloroethyl amino moiety of the N-phenyl-N’-(2-chloroethyl)ureas
(CEUs) (Fortin et al. 2008; Fortin et al. 2007). CEUs exhibit an anti-cancer activity and have a
good bioavalability in mice (Mounetou et al. 2010). Prototypical CEUs were shown to be
specifically distributed in the gastro-intestinal tract in mice but are cytotoxic (Mounetou et al.
2010). In contrast, EUs have been described to be non-cytotoxic (Fortin et al. 2008; Fortin et
al. 2007). EUs may exhibit a good bioavailability, similarly to their cytotoxic counterparts.
EUs that are aromatic amines were selected for this molecular screening for hIAPP-based
amyloid inhibition because small aromatic molecules such as flavonoids, curcumin, resveratrol
and silibinin interfere with fibril formation of amyloidogenic protein hIAPP (Cao and Raleigh
2012; Cheng et al. 2012; Daval et al. 2010; Hard and Lendel 2012; Jiang et al. 2011). The EU
scaffolds may inhibit the fibril aggregation with the urea part of the molecule, known to
stabilize hIAPP protein structure in an unfolded monomeric state, thus restraining hIAPP
nuclei formation (Seeliger et al. 2013). We conducted our studies to explore the role of the
aryl substituent on the abrogation of hIAPP amyloid formation and the reduction of hIAPP-
based amyloid cytotoxicity. This is the first anti-amyloidogenic structure-activity relationship

study with EUs.
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Methods

Chemicals

All drugs were dissolved in DMSO at 40 mM. Hexafluoroisopropanol (HFIP), DMSO,
resazurin and thioflavin-T (ThT) were obtained from Alfa Aesar (Ward Hill, MA). EUs were
prepared as published previously (Fortin et al. 2008; Fortin et al. 2007). Controls for each

assay included drug excipient.
Peptide synthesis

Synthetic hIAPP (1-37) was obtained from Peptidogen International Corp (Brossard,
Qc, Canada). IAPP described herein was prepared, as published previously, with a microwave
peptide synthetizer, using the 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry, and Fmoc-
protected pseudoproline dipeptide derivatives were incorporated to facilitate the synthesis

(Cao et al. 2013).
Cell line and culture

Min-6 (mice insulinoma) cells were purchased from AddexBio (San Diego, CA). Min-
6 cells were grown in DMEM medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 1X sodium
pyruvate, 50 uM 2-mercaptoethanol, 100 U/mL streptomycin, 100 U/mL of penicillin G and
15 % fetal bovine serum (Wisent Inc., St-Bruno, Qc, Canada). Cells were maintained in a

moisture saturated atmosphere at 37 °C under 5% CO».
Thioflavin T (ThT) fluorescence assay

hIAPP peptide from the stock solution of ImM were added to 10 mM PBS buffer (pH
7.4) and transferred to a black 96-well microtiter plate with transparent bottom. Each well
contained a final volume of 150 pL with a peptide final concentration of 10 uM. Experiments
in the presence of hIAPP were performed using a solution of ThT at a final concentration of
15 uM with different drug treatments. Final drug concentrations ranged from 25 to 100 uM.
The background signal consisted of 1 % HFIP without peptide. The fluorescence emission
experiments were performed as previously published (Fortin and Benoit-Biancamano 2015).

The lag time and the Tso were calculated as previously described (Zhang et al. 2011).
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Photo-induced cross-linking (PICUP) assay

hIAPP was diluted in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) to a final concentration of 250
uM and using 1% HFIP. The peptide solution was sonicated for 1 min. Drugs were also
freshly dissolved in DMSO and added to the peptide solution at a molar ratio of 1:5
(hIAPP:compound). DMSO concentration was less than 0.12%. The control consisted of
samples that were photo-cross-linked using the PICUP method. The conditions used for the
PICUP experiments have been previously described (Fortin and Benoit-Biancamano 2015).
The cross-linked samples were separated on a 16% Tricine-urea gel and visualized by silver

staining.
Transmission electron microscopy (TEM)

hIAPP was incubated in 10 mM PBS (pH 7.4, 25 °C) at 60 uM for 1 h with drug
treatment (EU-362 or EU-418) at 300 or 600 uM. Disaggregation experiments were performed
by incubating hIAPP for 24 h prior to drug treatment, then incubated 24 h with the
pharmacologic agent. A volume of 200 pL was applied on a 400-mesh Formvar-carbon-coated
copper grid (Canemco Marivac, Lakefield, QC, Canada) using an Airfuge tube. They were
next centrifuged with an Airfuge Air-Driven Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Mississauga,
ON, Canada) for 20 minutes. The grids were air-dried and incubated for 1 minute in distilled
water. Then they were carefully air-dried and incubated for 1 minute in a fresh solution of 1%
uranyl acetate. Samples were air-dried one last time and observed using a transmission
microscope (Hitachi Model HT7700 120 kV Compact-Digital Biological TEM, Toronto, ON,
Canada). Pictures were acquired at an accelerating voltage of 80 kV and magnification of 40
k.

Cell viability assay

Cells were maintained in a 37 °C, 5% CO: incubator, in exponential growth, for the
duration of the experimentation. For this assay, cells were seeded in 96-well microtiter plates
at a density of 5 x 10° Min-6 cells per well for 24 h. Drugs freshly solubilized in DMSO were
diluted in culture medium and aliquots containing sequential dilution of drugs were added
subsequently after stimulation with 10 uM of hIAPP. hIAPP was dissolved and incubated in
10 mM PBS (pH 7.4, 25 °C) 24 h before addition to cells. Drugs were tested at 50 uM, and
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DMSO concentration was maintained at 0.12% to avoid growth inhibition. Negative control
consisted of DMSO alone. Plates were incubated for 24h in the presence of drugs and hIAPP.
Resazurin-based reduction assays were performed as previously described (Fortin and Benoit-

Biancamano 2015).
Statistical analysis

All results in Table 1 were presented as values £ SD. For the cell viability assays, data
were analyzed by the one-way analysis of variance with Dunnett's multiple comparison
between IAPP and several drug treatments. Differences were considered statistically

significant at p <0.05 and p <0.001.

Results

EUs inhibit hIAPP aggregation

The goal of our study was to investigate the inhibitory potential of EUs on the hIAPP
aggregation and to examine which chemical groups are effective in impeding amyloid
formation. Various structural analogs of EUs were tested at a final concentration of 100 uM,
10X molar excess compared to hIAPP. The results are summarized in Table 1 and expressed
as the fluorescence intensity (%) and the anti-amyloidogenic potency for each compound
tested. The results show that the decrease in ThT fluorescence noticed with EUs is related to
the presence of the phenylurea moiety. Accordingly, EU derrivatives that are devoid of the
phenylurea moiety, such as EU-424 and EU-523, did not inhibit the formation of fibrils in this
study at 100 uM (1:10 molar ratio). However, all EU derivatives (EU-362, EU-474, EU-477,
EU-486, EU-513) bearing an electron donating group on the 3-position displayed potent anti-
amyloidogenic activity. Substitution on the 2-position with identical sets of structural
modification did not provide an inhibition of the fibrillization when compared with the
corresponding EU derivative. Among the effective EUs, EU-362 and EU-418 inhibited the
amyloid formation of hIAPP in a concentration-dependent manner (Fig. 1) and the ICso values

are 49.9 and 4.1 uM, respectively.

Table 1. Fibrillar aggregation properties of hIAPP incubated with different drug treatments at

100 uM, molar ratio 1:10. Standard deviation for each parameter was calculated.
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Fig. 1. Effect of potent EU inhibitors on hIAPP fibril formation. a) Histogram of the inhibition
of hIAPP fibril formation, expressed by the fluorescence intensity, using the most potent EUs
at different concentrations. b) Dose-dependent inhibition of hIAPP fibrils formation by EU-
362 and EU-418. Data are expressed as a ratio of the ThT fluorescence intensity of hIAPP
incubated with EUs at each concentration for 1 hour to that of the control, hIAPP without
treatment. c¢) Relative ThT fluorescence intensity of hIAPP with different effective
pharmacologic treatments (EU-362, EU-418) tested at a concentration of 50 uM. ThT-
fluorescence of hIAPP was assessed at 25 °C in PBS buffer at a peptide concentration of 10

uM and a molar ratio of 1:5.
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EU-362 interferes with hIAPP oligomerization and fibril formation

The PICUP-based photo-cross-linking assay was conducted to evaluate the potential of
EU-362 and EU-418 to impede hIAPP oligomerization. As shown in Fig. 2 a), freshly
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prepared hIAPP was in a monomeric state. After being subjected to a short light exposure,
hIAPP was in a monomeric and oligomeric forms with cross-linking. EU-362 treatment
abrogated the oligomerization of hIAPP: only the monomers were identified following the
migration in the gel. EU-418 was not able to reduce or to stop the oligomerization at a molar
ratio of 1:5. Transmission electronic microscopy (TEM) experiments confirmed that the
addition of EU-362 at a molar ratio of 1:5 decreased fibril formation, in contrast to EU-418
(Fig. 2 b)). The most significant changes were observed using a molar ratio of 1:10. EU-362

was effective at reversing or disaggregating fibril formation when added to preformed fibrils.

Fig. 2. Oligomerization and fibril formation of hIAPP studied by the photo-induced cross-
linking (PICUP) assays and (TEM), respectively. a) Lane 1, hIAPP without irradiation; lane 2,
hIAPP with irradiation; lanes 3-4, 1:5 molar ratio of hIAPP/EUs with irradiation. b)
Transmission electron microscopy (TEM) images of hIAPP peptide with and without
treatment. Each peptide was incubated in PBS buffer for 1 h at 60 uM with the drugs at either
600 uM or 300 uM. A second experiment (disaggregation) was performed using the same
concentrations, however, hIAPP was incubated for 24 h prior to pharmacologic treatments.

Drugs were incubated in the presence of hIAPP for 24 h.
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EUs reduce the cytotoxicity of hIAPP fibrils

Cell viability assays were performed using MIN-6 cells to evaluate the potential of
EUs to protect cells from toxic hIAPP fibrils. The resazurin assay was performed after
treatment with hIAPP in the presence or the absence of EU-362 or EU-418 at a molar ratio of
1:5. The fluorescence intensity of MIN-6 cells alone was set arbitrarily at 100%. The survival
assay demonstrated that EU-362 has superior protective properties (Fig. 3). The viability of
cells subjected to hIAPP decreased to 57 % after an incubation time of 24 h. The addition of
EU-362 and EU-418 were both beneficial to keep cell viability at 77 % and 65 %,
respectively. In the absence of hIAPP, EU-362 and EU-418 had no effect on cells.

Fig. 3. MIN-6 cell viability in the presence of hIAPP alone and hIAPP with EU-362 or EU-
418, as determined by resazurin-based assays. hIAPP was tested at 10 uM and with effective
concentrations (50 uM) of each drug. The molar ratios were 1:5. Rat IAPP (rIAPP) and drug
treatments without peptides were used as negative controls. The one-way analysis of variance
with Dunnett's multiple comparison test showed significant differences between IAPP and
several pharmacologic treatments (* and * * are indicative of p < 0.05 and p < 0.001,

respectively).
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Discussion

ThT specifically binds to the B-sheet structure of protein fibrils, providing a strong
fluorescence emission (Zhang et al. 2011). Since the fluorescence emission increases with
fibril formation, the kinetic process of fibrillization is routinely assessed using ThT
fluorescence assays to study the effect of potential drug inhibitors. A major challenge involved
the difficulty of using the ThT assays to perform high throughput screening. The effect of
drugs on the ThT kinetics aggregation assay could be related to the displacement of ThT
binding to the amyloids (Meng et al. 2008). Thus we recognized the importance of using
methodology that allows direct testing or observation of amyloid formation. To achieve this,
we combined the Thioflavin T-based fluorescence assays with the PICUP, TEM and
biological assays. TEM evaluation revealed that EU-418 didn’t significantly reduce hIAPP
fibril formation. EU-362 was effective in impeding hIAPP oligomerization and fibrillization,
as well as disaggregating pre-formed fibrils. EU-362 and 418 were more effective inhibitors
than EU-474, EU-477, EU-486 and EU-513, suggesting that a supplementary phenyl ring or a
morpholinyl moiety is important in suppressing amyloid formation. Interestingly, EU-362 was
more potent than EU-418 in exerting protective effects on MIN-6 cells. Considering the
biophysical and biological evaluations of this study, EU-362 alters hIAPP fibril formation.

Although more insights are presented on the fibrillization process, further studies are
needed for the development of effective and relevant inhibitors of pancreatic amyloidosis.
Most natural products bearing aromatic groups and polyphenols that have been found to
inhibit hIAPP fibril formation present potential challenge for clinical use such as inadequate
bioavailability and/or metabolism via cytochrome CYP450 enzymes. EUs are potent inhibitors
of hIAPP amyloid formation by reducing amyloid fibrilization, oligomerization and cell
toxicity. Indeed, we demonstrated inhibition of hIAPP fibril formation using a totally new
scaffold, the ethylurea, at a micromolar concentration. The ethylurea scaffold is of potential
interest for development of new anti-diabetes therapies because of their non-cytotoxic impact
on various cell lines. Proto-fibrils have been shown to be toxic to cells and, consequently, a
valuable amyloid inhibitor should counteract monomer or early oligomer formation, thus

preventing the buildup of toxic species. Herein, we have reported EUs that were potent
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inhibitors of oligomerization. EUs could represent a new class of effective inhibitors of hIAPP

fibril and oligomer formation relevant to the development of new therapies for type 2 diabetes.
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Chapitre VII

7. Discussion générale

La recherche dans le domaine de I’amyloide est florissante et dans un état d’exaltation
puisque nous commengons a comprendre a un niveau moléculaire 1’origine des structures, le
mécanisme de formation sous différentes conditions et les propriétés des états fonctionnels
natifs, préfibrillaires et fibrillaires des protéines. L’augmentation des connaissances dans le
domaine de I’amyloidose procurera 1’opportunité¢ de perturber spécifiquement les effets des
comportements aberrants des protéines afin de prévenir ou de traiter la maladie. Plusieurs
développements sont en cours, incluant 1’exploitation de nouvelles techniques in vivo afin de
suivre le développement ou le démantelement des agrégats de différents types par de nouvelles
approches afin de perturber le processus de formation de 1’amyloide en utilisant diverses
molécules. En terme d’impact médical, I’augmentation des connaissances sur la formation de
I’amyloide et I’introduction de nouvelles familles de molécules qui interagissent et perturbent
le processus d’agrégation meneront a 1’introduction ou au développement de nouveaux outils
diagnostiques qui sont cruciaux afin de détecter 1’apparition et la progression de I’amyloidose.
Ces techniques diagnostiques permettront d’identifier d’autres cibles thérapeutiques pour le
développement de nouvelles molécules anti-amyloidogéniques et de suivre [D’efficacité

thérapeutique de ces molécules aux différents stades de la maladie.

Les séquences non-amyloidogéniques obtenues du tamarin lion doré (Leontopithecus
rosalia), du grand dauphin (Tursiops truncatus) et de I’alpaga (Vicugna pacos) n’ont pas été
décrites dans la littérature. Des nouvelles familles de composés anti-amyloidogéniques envers
I’hIAPP ont été décrites dans le cadre de cette étude, soit les hypoglycémiants, les anti-
inflammatoires non-stéroidiens et les aryles éthyles urées. Les variations critiques en acides
aminés et les relations structure-activité requises pour [’inhibition de 1’amyloidose
pancréatique ont été partiellement établies. Les éléments clefs émergeant de nos travaux sur

I’agrégation fibrillaire de ’hIAPP sont résumés par le biais des 6 questions suivantes :

Quelles sont les variations importantes dans la séquence en acide aminés provenant des

différentes espéces?



Dans le cadre du projet de recherche, 1’étude d’une variété d’homologues de I’IAPP
provenant de différentes espeéces animales et leur propension a former des dépots d’amyloide a
été effectuée. Le géne de I'IAPP a été isolé et séquencé en partie chez plusieurs espéces
animales. Le segment 8-32 provenant de chaque espéce animale a été synthétisé. Les régions
1-7 et 33-37 ne sont pas dans la séquence puisque I'intérét de I’étude porte sur les régions
variables. De plus, une séquence plus courte a permis d’obtenir une librairie rapidement a
moindre colt. L’évaluation du potentiel d’amyloidogénicit¢ des homologues a permis de
trouver 4 séquences peptidiques non-amyloidogéniques. Des sites de variation ayant un impact
fonctionnel ont été identifiés via les séquences non-amyloidogéniques dans le segment 8-20
(motif NFLVH) et au niveau des acides aminés en position 29, 14 et 18. Les homologues
peptidiques de la catégorie des primates non humains tels que le peptide 8 (Colobe guéréza,
Colobus guereza), le peptide 9 (Patas, Erythrocebus patas), le peptide 11 (Mandrill,
Mandrillus sphinx) et le peptide 12 (Macaque japonais, Macaca fuscata) sont hautement
amyloidogéniques et cytotoxiques. La variation H18R et le motif GTLS ont contribué a la
formation de I’amyloide puisque le parametre du délai de la réaction d’agrégation ("/ag-time")
était plus court que celui de I’hIAPP. Il est important de mentionner que le peptide 8 (Colobus
guereza) contient une proline en position 25 et celle-ci n’est pas suffisante pour abroger la
formation d’amyloide. Au contraire, une étude a démontré que la présence d’une proline en
position 26 empéchait significativement 1’agrégation fibrillaire (Khemtemourian et al.,
2008). Nos travaux portant sur 1’étude des variations critiques en acides aminés permettent de
répondre partiellement a D’objectif 1 de cette thése. Des études complémentaires seront
nécessaires afin de trouver de nouvelles séquences amyloidogéniques et non-
amyloidogéniques qui permettent d’identifier des acides aminés impliqués dans la formation
de I’amyloide pancréatique. En se basant sur 1’identification des acides aminés critiques pour
la formation de I’amyloide, des inhibiteurs peptidiques contre ’agrégation fibrillaire de

I’hIAPP pourront étre synthétisés.

Quelles sont les relations structure-activité requises pour abroger 1’agrégation de

I’hIAPP?

L’identification de molécules qui peuvent se lier aux espéces dynamiques et

fluctuantes présentes dans la cascade de ’amyloidose est un grand défi. Les chimiothéques
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virtuelles sont vastes (Dobson, 2004) et, de fait, il est trés probable d’identifier quelques
familles de molécules qui peuvent étre synthétisées afin d’effectuer un criblage sur les
agrégats fibrillaires de I’hIAPP. Un avantage d’avoir une large sélection de différentes
molécules ayant la propriété de moduler 1’agrégation fibrillaire est 1’augmentation de la
probabilité de trouver un composé s’avérant actif et prometteur. Le mécanisme d’action des
composés actifs et des colorants utilisés dans les essais de criblage moléculaire (rouge Congo,
thioflavine T) n’est pas encore compleétement €lucidé. Des données récentes suggérent que la
thioflavine T s’intercale entre les feuillets  a angle droit par rapport aux brins B ("f-strands™)
(Wolfe et al., 2010). Afin d’atteindre I’objectif d’abroger la formation de fibrilles d’amyloide
pancréatique humaine, des études extensives sur les relations structure-activité sont requises
afin d’évaluer plusieurs groupements chimiques dans le but de fournir une plus grande avidité

et spécificité.

Dans le cadre de ce projet de recherche, une étude sur les relations structure-activité de
diverses classes pharmacologiques (hypoglycémiants, anti-inflammatoires non-stéroidiens,
aryles éthyles urées) a été conduite dans le but d’abroger la formation de I’amyloide
pancréatique in vitro. L’utilisation de composés chimiques contenant des groupements
aromatiques, cycliques conjugués, polyphéphols et urées a été étudiée. Les hypoglycémiants
qui abrogent ou retardent 1’agrégation fibrillaire de I’hIAPP sont le glyburide, le répaglinide et
la troglitazone. Ces composés ont tous en commun 2 noyaux aromatiques (A et B) liés entre
eux via 4 atomes. Des substituants donneurs d’¢lectron (halogeéne, amine, alcool) sur le noyau
aromatique B se retrouvent en position ortho et/ou para. Le noyau aromatique A présente des
substituants nucléophiliques, soit un groupement sulfonylurée, thiazolidine-2,4-dione, et 2-
ethoxybenzoique. Le répaglinide abroge 1’oligomérization de I’hIAPP. Cette molécule porte
des groupements aliphatiques (isobutyle et ethoxyle) qui permettent peut-étre des interactions

hydrophobes avec la protéine monomérique contribuant a contrecarrer la multimérisation.

Les anti-inflammatoires anti-amyloidogéniques sont le diclofenac, le méloxicam, le
phénylbutazone, le sulindac et le ténoxicam. Le diclofenac et le sulindac, de la famille des
acides acétiques, sont des molécules particulicrement intéressantes puisqu’elles inhibent
I’oligomérisation. Ces molécules portent un groupement acide acétique et des groupements

cycliques conjugués. Concernant le criblage moléculaire réalisé avec les aryles éthyles urées,
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ces travaux mettent en €évidence I’importance de groupements donneurs d’électrons. En
particulier, des hétérocycles, des éthers et des amines se retrouvent a la position 3 sur le noyau
aromatique. Plusieurs molécules actives possedent un cycle aromatique ou aliphatique en
position 3. Les aryles éthyles urées les plus intéressantes par rapport a leur potentiel anti-
amyloidogénique étaient la EU-362 et la EU-418. L’éthyle urée EU-362 abroge
I’oligomérisation et la formation d’agrégats fibrillaires (résultat confirmé en microscopie

¢lectronique a transmission).

La notion générale a retenir de cette étude réalisée sur les 3 classes pharmacologiques
est que la présence de groupements donneurs d’électrons (alcool, amine, halogéne) sur un
noyau aromatique et la présence d’hétérocycle semblent importants pour 1’obtention d’une
activité anti-amyloidogénique. Ces données préliminaires permettent de répondre, en partie, a
I’objectif 2 de cette thése et ouvrent la porte a d’éventuelles études in vitro sur les relations
structure-activité dans le but d’augmenter 1’efficacité des composés et in vivo sur les composés

optimisés testés a partir de différents modeles animaux transgéniques.
Est-il important d’utiliser plusieurs méthodologies dans le domaine de I’amyloidose?

Les conclusions obtenues des expériences réalisées sur le processus d’agrégation de
I’hIAPP in vitro sont compliquées par le fait que la plupart des préparations synthétiques de
I’IAPP contient des fibrilles avant la réalisation d’une expérience. L’hIAPP est trés
amyloidogénique, ce qui entraine la difficulté a définir 1’état natif soluble de ce peptide. Les
observations in vitro peuvent varier selon les méthodes de préparation (synthese, purification)
du peptide, le pH de la solution tampon utilisée, I’utilisation de solution mere concentrée
pouvant contenir des fibrilles et les différents solvants utilisés pour solubiliser le peptide.
L’utilisation de solvants organiques, comme le 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) ou le 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP), favorisent la présence de la structure en hélice o (Hubbard et
al., 1991; McLean et Balasubramaniam, 1992). En plus du DMSO, ces solvants sont utilisés
de routine dans les différentes expériences physico-chimiques pour étudier la conformation du
peptide, mais ceci ne permet pas 1’extrapolation des conclusions obtenues de résultats in vitro
aux conditions in vivo, dans lesquelles les structures tridimensionnelles peuvent étre
différentes (Barrow et al., 1992; Shen et Murphy, 1995). La conformation structurale de

I’TAPP demeure inconnue dans une cellule 3 et dans la circulation sanguine.
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Les analyses in silico réalisées avec le programme AGGRESCAN permettent de
prédire la formation de 1’amyloide. Toutefois, les analyses in silico n’excluent pas la
formation d’agrégats amorphes, et des expériences in vitro doivent étre conduites afin
d’éliminer les résultats faussement positifs. Les analyses in silico effectuées dans notre étude
sur les séquences peptidiques ont permis de prédire correctement que les séquences provenant
de I’alpaga (Vicugna pacos, peptide 15), du tamarin lion doré (Leontopithecus rosalia, peptide
10) et du rat (Rattus norvegicus, peptide 3) ne sont pas amyloidogéniques. Les analyses in
silico ont démontré incorrectement que le peptide provenant du grand dauphin (7ursiops
truncatus, peptide 17) était amyloidogénique. Tous les autres peptides étaient
amyloidogéniques in vifro et consistants avec les résultats in silico. Le programme
AGGRESCAN est un outil trés intéressant a exploiter pour prédire les séquences

amyloidogéniques et demeure complémentaire aux expériences in vitro.

Dans le cadre de notre étude sur I’analyse du potentiel d’amyloidogénicité de
différentes séquences, nous avons exploité différentes méthodologies afin de détecter la
présence de fibrilles, voire méme en infime quantité. L’importance de détecter une petite
proportion des conformations en brins B ou des agrégats fibrillaires est d’autant plus supportée
par la cinétique de I’agrégation fibrillaire, qui implique une nucléation et une phase
d’élongation. La présence d’une infime quantité d’oligomeres suffit pour enclencher le
processus de fibrillation. Dans ce contexte, différentes conditions expérimentales
(concentrations de peptides, temps d’incubation) et méthodologies ont été utilisées afin de
confirmer la présence de fibrilles. Concernant les expériences de dichroisme circulaire dans
I’ultraviolet lointain (CD) et d’essai de liaison au rouge Congo, la concentration a été
augmentée afin de permettre la détection de fibrilles. L’essai de liaison a la thioflavine T est
trés sensible, mais la présence de faux négatifs, soit un peptide non-amyloidogénique a I’essai
de liaison qui est en fait amyloidogénique, est possible lorsque le temps d’incubation n’est pas
assez long pour observer l’agrégation fibrillaire. Un facteur limitant la durée de
I’expérimentation est I’évaporation du tampon, qui survient aprés 16 h a I’intérieur du lecteur
de plaque, méme si la température est controlée. L’observation des différents peptides en
microscopie €lectronique aprés un temps d’incubation de 48 h a permis de valider les peptides

non-amyloidogéniques.
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Il y a plusieurs contradictions entre I’essai de liaison a la thioflavine T et celui au rouge
Congo. L’essai de liaison a la thioflavine T était positif pour le peptide 6 (raton laveur,
Procyon lotor) et le peptide 13 (loutre a joues blanches, Aonyx capensis; loutre a cou tachetg,
Hydrictis maculicollis; Martre d’Amérique, Martes americana), mais négatif pour 1’essai de
liaison au rouge Congo. L’essai de liaison au rouge Congo est utile pour distinguer les
structures en brins  des agrégats irréguliers. Toutefois, les protéines qui présentent une faible
proportion de structures secondaires repliées en feuillet B ne colorent pas au rouge Congo
(Klunk et al., 1989). Les peptides 2 (chien domestique, Canis lupus familiaris; renard roux,
Vulpes vulpes) et 7 (petit panda, Ailurus fulgens) ont en commun deux acide aminés, Argl8 et
Tyr19, qui sont possiblement importants pour 1’observation d’une boucle B ("f-turn"). Ce
changement de conformation a été observé a 72 h dans les expériences de dichroisme
circulaire dans 1’ultraviolet lointain (CD). La faible quantité présente a 24 h n’a pas été

suffisante pour observer un résultat positif dans I’essai de liaison au rouge Congo.

Concernant le criblage moléculaire effectu¢ sur I’hIAPP, I’essai de liaison a la
thioflavine T est idéal afin de suivre rapidement I’agrégation fibrillaire. La liaison des fibrilles
avec la thioflavine T entraine une augmentation de 1’émission de fluorescence (Naiki et al.,
1990; Levine, 1999). Cette augmentation du signal suit une courbe sigmoidale dans le temps
qui permet d’obtenir les parameétres de la cinétique de ’agrégation fibrillaire aux étapes
suivants : le temps requis afin d’observer I’agrégation fibrillaire ("lag-time"), la phase
d’¢longation et la phase stationnaire (plateau) (Naiki et al., 1990; Levine, 1999). Lorsqu’un
criblage moléculaire est réalisé sur une protéine amyloidogénique, les paramétres critiques
sont le délai observé pour I’initiation de la réaction et le plateau. L’intensité de 1’émission de
la fluorescence ne peut pas étre corrélée a la quantité d’agrégats fibrillaires (Levine, 1999). La
thioflavine libre émet de la fluorescence a un niveau beaucoup plus faible par rapport a celle
liée a amyloide. Un résultat faux négatif peut étre explicable par le fait qu’un composé
déplace la thioflavine au lieu d’interagir directement avec I’amyloide (Meng et al., 2008;
Suzuki et al., 2012). De plus, différentes morphologies peuvent survenir et générer différentes
intensités d’émission de la fluorescence (Pedersen et al., 2006). Les agrégats amorphes
peuvent aussi se lier a la thioflavine, mais ils provoquent une faible augmentation d’émission

de la fluorescence par rapport aux fibrilles matures (Otzen et al., 2002; Giehm et al., 2011).
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Un changement dans le "lag-time" est souvent un bon indicateur d’une perturbation de la
réaction de 1’agrégation fibrillaire. L’obtention de ce paramétre requiert plusieurs points de

mesures dans le temps et une cinétique de plus longue durée.

Le dichroisme circulaire dans ’ultraviolet lointain (CD) procure des informations sur
les proportions des protéines qui ont une structure secondaire spécifique telle que I’hélice a, le
feuillet B, le tournant-B ("f-turn") ou en structures aléatoires ("random coil") (Provencher et
al., 1981; Huang et al., 2000; Hong et al., 2011). Cette technique ne permet pas d’observer
I’hétérogénicité des oligomeres individuellement puisqu’elle mesure 1’ensemble de plusieurs
oligomeres. L’essai de liaison croisée photo-induite ("photo-induced cross-linking of
unmodified proteins", PICUP) est une technique qui a été employée dans notre étude
impliquant le criblage moléculaire afin d’étudier les formes intermédiaires (monomeres,
oligomeres); par contre, elle est laborieuse et difficile a réaliser. La combinaison de ces
différentes techniques couplées a la microscopie électronique a transmission et la culture
cellulaire permettent de valider adéquatement les composés qui sont anti-amyloidogéniques in

Vitro.
Est-ce pertinent de cibler I’oligomérisation ou la formation des fibrilles?

L’amyloidose pancréatique et 1’hyperglycémie sont présents chez plus de 90 % des
patients souffrant du diabéte de type 2. Toutefois, la physiopathologie et la symptomatologie
du diabéte de type 2 est trés variable d’un patient a un autre. L’amyloide contribue
probablement au stade final de la maladie, qui requiert 1’utilisation de I’insulinothérapie. 11 est
alors nécessaire de développer des stratégies afin d’identifier les patients a risque d’étre
atteints séverement de ’amyloidose pancréatique et d’instituer une thérapie ciblée contre une
des étapes de I’agrégation fibrillaire. Depuis les dernicres années, il y a un intérét marqué pour
les maladies dégénératives associées a 1’agrégation des protéines. L’amyloidose differe des
autres conditions médicales comme les maladies bactériennes, virales, cancéreuses ou
cardiovasculaires. Elle est entrainée par I’échec du contrdle et de la régulation des processus
qui empéchent les protéines de se retrouver dans un état mal replié ou anormal de fagon

persistante, pouvant perturber les fonctions cellulaires normales.
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Les interventions pharmaceutiques requic€rent différentes stratégies par rapport aux
modeles classiques de la pharmacothérapie (ligand-récepteur, substrat-enzyme). Les avancées
dans les connaissances sur la compréhension des mécanismes de ’agrégation offrent de
nouvelles opportunités d’intervenir thérapeutiquement d’une manic¢re rationnelle. Les
différentes thérapies n’impliquent pas le besoin d’étre sélectif dans certains processus
analogues, comme par exemple les bactéries versus I’hote, mais peut englober les différences
sous-jacentes entre les protéines dans leur état fonctionnel et dans un état repli¢ puisqu’elles
possédent des propriétés différentes. Afin de trouver des traitements ou de prévenir
I’amyloidose, il est possible d’imaginer qu’un chimiste médicinal développe et optimise des
molécules ciblant les différentes étapes qui impliquent des changements de conformation (ou

repliement anormal) et le processus d’agrégation.

Par ailleurs, une des stratégies devrait initialement prévenir le processus de
I’agrégation fibrillaire puisqu’une fois que les étapes initiales d’agrégation ont pris place, la
prolifération des agrégats devient efficace et incontrolable. Un exemple de stratégie de
prévention mis au point pour le traitement de I’amyloide implique 1’agrégation de la
transthyrétine. Cette protéine a pour fonction de transporter une hormone thyroidienne, soit la
thyroxine. Elle est trés riche en feuillet B et se retrouve a 1’état natif sous la forme d’un
homotétramere. Cependant, cette conformation est susceptible d’étre déstabilisée par un grand
nombre de mutations et les monomeres associés sont hautement sujets a 1’agrégation,
engendrant une famille de maladies incluant une condition systémique et neurologique. Un
substrat de cette protéine pouvant se lier et stabiliser I’état natif a été conceptualisé afin de
réduire la probabilité de I’agrégation. Cette stratégie a permis de développer une petite
molécule maintenant approuvée et utilisée en clinique, soit le tafamidis (Vyndaqel®). Le
tafamidis se lie sélectivement aux deux sites de laison de la thyroxine, normallement
innocupé, de la structure homotétramérique, stabilisant cinétiquement la TTR. Les ¢tudes de
crystollagraphie effectuées sur la TTR 1i¢ au tafamidis suggerent que la liaison stabilise
I’interface dimeére-dimere, prévenant ainsi la dissociation du tétramere, une étape limitant la
vitesse de formation de I’amyloide (Bulawa et al., 2012). Le tafamidis est indiqué, entre autre,
en Europe pour le traitement de 1’amyloidose TTR chez les patients adultes avec une

polyneuropathie symptomatique au stade précoce afin de retarder la détérioration neurologique
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périphérique (Scott, 2014). Les études ont démontré qu’il y avait une stabilisation de la forme
tétramérique chez les patients. Les effets bénéfiques démontrés sont la réduction d’une
détérioration de la fonction neurologique et une maintenance de la qualité de vie a long terme,
soit de 66 mois dans les études cliniques (Scott, 2014). Le tafamidis est généralement bien

toléré par les patients.

La formation d’amyloide suit une séquence de plusieurs étapes, débutant par un état
natif allant a un état amyloidogénique précurseur impliquant le noyau oligomérique, les
protofilaments et les différents niveaux d’assemblage de fibrilles. Conséquemment, la
formation d’amyloide peut étre inhibée en interférant avec 1'une de ces étapes. Le fait
d’intervenir au niveau de 1’état natif peut impliquer une certaine spécificité par rapport a la
protéine en question (ex : tafamidis), alors que les composés qui se lient aux oligomeres et aux
fibrilles tendent a lier différent types d’amyloide. Un exemple pour illustrer le concept
d’inhibiteur universel est le flavonoide (polyphénol) épigallocatechine gallate (EGCG).
L’EGCQG est capable de moduler directement 1’amyloidogénése de différentes protéines, entre
autres [’huntingtine, la transthyrétine (TTR), I’hIAPP, P’amyloide [ et 1’a-synucléine
(Ehrnhoefer et al., 2006; Bieschke et al., 2010; Ferreira et al., 2011; Meng et al., 2011).
L’EGCG semble agir comme une chaperonne capable de s’associer a plusieurs protéines et
structures. Ceci suggere que I’EGCG ne se lie pas a une séquence spécifique d’acides aminés.
Les données provenant d’études structurelles indiquent que I’EGCG s’associe
préférentiellement a des régions non structurées des protéines (Ehrnhoefer et al., 2008). Une
¢tude a démontré que ’ECGC inhibe la formation d’amyloide par ’IAPP lorsque ce composé
est ajouté pendant la phase (lag phase), suggérant qu’il est possible que ’EGCG se lie a des
formes intermédiaires, les monomeres et les fibres matures (Ehrnhoefer et al., 2008; Hauber et
al., 2009; Hudson et al., 2009; Liu et al., 2011). Les intéractions entre les groupements
aromatiques, ou le disulfure, ou les groupements aminés, ou la chaine latérale possédant une
tyrosine ne sont pas requis afin d’obtenir une inhibition efficace par ’'EGCG (Ehrnhoefer et
al., 2008; Hauber et al., 2009; Hudson et al., 2009; Liu et al., 2011). L’EGCG interegit avec le
squelette de I’IAPP via des ponts hydogene et des intereractions hydrophobiques avec la
chaine latérale. Ces ¢léments sont consistants avec plusieurs €tudes qui ont démontré que

I’EGCG intéragit avec un large éventail de chaine latérale (Ehrnhoefer et al., 2008; Hauber et
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al., 2009; Hudson et al., 2009; Liu et al., 2011). Ce type de liaison est non-spécifique et aporte
une partie de explicant I’efficacité a inhibier un large ventail de polypeptides natif, non replié.
Une autre étude a démontré que ’EGCG se lie directement aux agrégats richent en feuillet f§ et
entraine un changement de conformation sans provoquer le désassemblage en monomeére ou
oligomeres (Bieschke et al., 2010). Les moécules EGCG oxidées réagissent aussi avec les
amines libres des fibrilles, empéchant la dissociation et la toxicité (Palhamo et al., 2013). Des
¢tudes supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer 1’étape structurelle ou la
combinaison des étapes ou les entités anti-amyloidogéniques (molécules, peptides, anticorps,

nanoparticules) doivent intervenir afin de traiter I’amyloidose.

Briévement, quels sont quelques exemples possibles sur la portée des travaux effectués et

la suite de ce projet?

Les travaux effectués ont permis d’identifier quelques séquences non-
amyloidogéniques et molécules intéressantes. Concernant le premier volet de 1’étude, les
séquences non-amyloiidogniques pouront étre mélangées avec ’hIAPP afin de confimer si
celles-ci sont capables d’hibiber la formation d’amyloides. Ceci permet de confirmer si les
séquences identifiées ont réellement un potentiel anti-amyloidogénique. Une perspective
intéressante serait de séquencer la région non codante de I’'TAPP chez plusieurs especes
animales. En effet, la plupart des études ont concentré leur effort sur la protéine elle-méme et
la région codante du gene IAPP (Poa et al., 2003; Shepherd et al., 2004). L’évaluation des
régions non codantes ont fait I’objet de quelques études et les résultats préliminaires suggerent
que les régions régulatrices ont un role non négligeable dans I’expression du gene de I'TAPP
(Poa et al., 2003; Shepherd et al., 2004). Une suite de ce projet pertinente est le séquencage
des régions non codantes 3’ et 5’ chez différentes espéces animales afin de comparer ces
régions entre les especes qui peuvent aquérir I’amyloidose pancréatique et celles qui ne
développent pas de dépots d’amyloide. Des constructions de la séquence promotrice du gene
de ’IAPP pourront étre clonées en amont de la région promotrice du gene rapporteur de la
luciférase. Cet essai fonctionnel, soit I’essai du gene rapporteur de la luciférase, pourra étre
effectué¢ afin d’évaluer I'impact des différences présentes dans la séquence des régions
promotrices. Tant qu’au deuxiéme volet de projet de doctorat, I’efficacité des molécules

pourront étre validées a 1’aide de la microscopie électronique pour les composés
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hypoglycémiants et AINS. La portée des travaux consiste a utiliser d’autre systéme in vitro,
comme les milieux membranaires, et les modéles animaux afin d’étudier 1’efficacité des
molécules a abroger la formation d’amyloide. L utilisation d’un radiotraceur dans une étude in

vivo permettra de suivre 1’évolution de la maladie et d’évaluer I’efficacité des traitements.
Quelles sont les perspectives a venir dans le domaine de I’amyloidose pancréatique?

Les mécanismes responsables de la formation de I’amyloide chez les patients
diabétiques de type 2 ne sont pas encore trés bien compris. Plusieurs mécanismes ont été
proposés et peuvent étre impliqués dans I’initiation ou la progression de la cascade de
I’amyloidose comme, par exemple, une augmentation de la production et de la sécrétion de
I’TAPP, une mutation génétique de I’IAPP, ou une mauvaise régulation post-translationnelle
de la prolAPP (Marzban et Verchere, 2004). Malgré le fait que les variations dans la séquence
peptidique jouent un role dans la conversion en état d’amyloide entre les espéces animales, il
n’y a pas d’évidence supportant une mutation de I’TAPP de haute prévalence chez les patients
diabétiques (Nishi et al., 1990; Cook et al., 1991). Toutefois, ceci n’exclue pas la possibilité
qu’une mutation au niveau des régions non codantes soit présente et impliquée dans le
processus de 1’amyloidose pancréatique. L’origine de 1’amyloidose pancréatique est
possiblement multifactorielle. Des études sont en cours afin d’apporter des clarifications sur

les facteurs causaux majeurs pour 1’apparition de I’amyloidose pancréatique.

Il n’est pas possible de déterminer la progression longitudinale de I’amyloidose
pancréatique en médecine humaine et vétérinaire. Les dépoOts d’amyloide dans les ilots
pancréatiques sont trés hétérogénes. A 1’examen post-mortem, le nombre d’ilots pancréatiques
atteints varient de moins de 1 % et jusqu’a 80 % chez les patients souffrant du diabéete de type
IT (Westermark et Grimelius, 1973; Clark et al., 1984; Clark et al., 1988). La distribution des
ilots affectés par ’amyloide dans le pancréas n’est pas uniforme. Le degré d’amyloidose au
sein d’un ilot pancréatique peut-étre moins de 0,5 % et plus de 90 % du volume de I’ilot
(Westermark et Grimelius, 1973; Clark et al., 1984; Clark et al., 1988). Présentement, la
détection des formes amyloidogéniques de I’hIAPP est réalisée de fagon post mortem. Bien
qu’il existe des techniques d’imagerie in vivo des autres formes d’amyloidose, aucune
méthode de radiomarquage non invasive et ante mortem n’a été développée et n’est disponible

pour I’amyloidose pancréatique dans les études expérimentales et cliniques. Un obstacle au
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développement des inhibiteurs de 1’amyloidose pancréatique est 1’absence de techniques
d’imagerie permettant de visualiser la présence et I’évolution des dépdts d’amyloide. Il est
important de souligner I’importance d’avoir des radiotraceurs permettant la détection des
especes oligomériques ou intermédiaires plus petites qu’une fibrille. Ce radiomarquage
complémentaire devra étre développé afin de constater la détoxification du pancréas de ces
structures déléteéres via 1’utilisation d’entités anti-amyloidogéniques. Le développement d’un
radiotraceur permettra d’évaluer la progression du diabéte de type 2, d’étudier les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans le diabéte de type 2 et de valider I’efficacité des

composés qui inhibent la formation de I’amyloidose pancréatique in vivo.

L’amyloidose pancréatique est trés variable d’un patient a un autre. Toutefois, il y a
une relation positive entre une atteinte extensive des ilots pancréatiques a 1’examen post-
mortem, une défaillance des cellules B pancréatiques et un stade avancé de la maladie
nécessitant 1’insulinothérapie (Schneider et al., 1980; Rocken et al., 1992; Westermark, 1994).
Chez la plupart des animaux transgéniques surexprimant I’hIAPP, il y a une augmentation
progressive de la formation de I’amyloidose pancréatique avant [’apparition de
I’hyperglycémie (O’Brien et al., 1986; de Koning et al., 1993a; Soeller et al., 1998; Hoppener
et al., 1999). Le degré d’amyloidose est intimement relié a un état hyperglycémique dans ces
modeles. II est important de souligner que les dép6ts d’amyloide chez les souris transgéniques
(agées de moins de 1 an) sont plus prononcés chez les males (Janson et al., 1996; Verchere et
al., 1996). Ils sont augmentés chez les femelles ayant subits une oophorectomie (Hull et al.,
2001). Cette différence n’a pas €té observée en médecine humaine. Il y a certes des différences
notables entre I’amyloidose pancréatique chez I’humain et les modeles murins transgéniques.
Toutefois, ces modeles transgéniques sont des outils indispensables pour étudier la
physiopathologie de 1’amyloidose pancréatique et le développement de nouvelles thérapies
anti-amyloidogéniques. Le développement de nouveaux modéles animaux transgéniques est
aussi utile afin de refléter autant que possible la physiopathologie réelle de I’amyloidose
pancréatique et le phénoméne du vieillissement. La grande variabilit¢ dans [’atteinte
pancréatique pose un probleme dans le contexte de standardisation et de comparaison des

différents groupes de traitement, un obstacle que le développement d’imagerie in vivo
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permettrait sans doute de surmonter (Westermark et Grimelius, 1973; Clark et al., 1984; Clark

et al., 1988).
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Chapitre VIII

8. Conclusion

Les travaux effectués ont permis d’identifier des sites de variation ayant un impact
fonctionnel sur ’amyloidogénicité de I’IAPP. Le potentiel d’amyloidogénicité des peptides
dérivant de nouveaux sites potentiels de mutation pourront étre obtenus et analysés dans le
cadre de nouvelles études. Egalement, le projet de recherche a permis de caractériser de
nouvelles molécules qui empéchent la formation de dépdts d’amyloide pancréatique in vitro.
Ultimement, des expériences effectuées sur des modéles animaux diabétiques permettront de
tester le potentiel thérapeutique de nouveaux agents stabilisateurs dans le diabete de type 2.
Ces nouveaux composés pourront potentiellement empécher la progression du diabete dans
ces modeles in vivo. Egalement, nos travaux ouvrent nos horizons vers de nouvelles études de
relation structure-activité en pharmacomodulant de nouveaux agents inhibiteurs qui découlent

des hypoglycémiants, des anti-inflammatoires non-stéroidiens ou des aryles éthyles urées.

Les études futures offriront sans doute un développement dans la compréhension
détaillée de la nature des états biologiques fonctionnels et dans la quéte vers la prévention ou
le traitement du nombre grandissant de personnes atteintes de maladies dégénératives dans
lesquelles la formation d’amyloide est impliquée. L augmentation des données supportant la
nature universelle de la substance amyloide indique qu’il sera possible de générer une grande
diversité de séquences chimiquement synthétisées pour adopter cet état et posséder une variété
de propriétés et de fonctions. Cette nature générique permettra peut-étre de développer des
approches communes ou similaires afin de cibler un nombre croissant d’amyloidoses. De plus,
les modalités d’imagerie moléculaire sensibles et spécifiques a certains types d’amyloide
devront étre bientot mises au point afin de valider ces stratégies de traitement dans les études
cliniques. Nous espérons que ce projet ouvrira ainsi la porte a de nouvelles stratégies de

traitement du diabéte de type 2.
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Annexe I

Article 5- Caractérisation d’une tumeur des 1ilots

pancréatiques chez un ours polaire (Ursus maritimus)

Contribution

J’ai participé a I’obtention de tous les résultats présentés dans la publication. La
nécropsie a ¢été effectuée par Dr Pierre Hélie. J’ai contribué a la correction des diverses
versions de ’article sous la supervision de la Dre Marie-Odile Benoit-Biancamano. Ce rapport

de cas est publi¢ dans le journal Zoo Biology (DOI :10.1002/z00.21172).

Résumé

Ce bref rapport décrit le cas d’un ours polaire male agé de 25 ans souffrant d’une
tumeur des ilots de Langerhans du pancréas. L’objectif de ce rapport de cas est de décrire cette
tumeur rare chez un ours polaire captif. L’implication des facteurs de risque potentiels, comme
une dicte riche en carbohydrates ou la présence de dépots d’amyloide a été évaluée. La
nécropsie a révélé divers changements, incluant des nodules observés dans le foie, la rate, le
pancréas, I’intestin et les glandes thyroides qui ont été soumis, par la suite, pour des analyses
histopathologiques. Il est intéressant de noter que les multiples nodules néoplasiques étaient
tous d’origine différente et comprenaient une tumeur des 1ilots pancréatiques.
L’immunohistochimie du pancréas a confirmé la présence de I’insuline et du polypeptide
amyloide des ilots pancréatiques (IAPP) dans les cellules des 1lots de Langerhans du pancréas.
Le gene de 1'TAPP a été extrait des tissus hépatiques inclus dans la paraffine, puis séquence. La
séquence nucléotidique de I’TAPP provenant de 1’ours polaire démontre quelques différences
lorsqu’elle est comparée aux séquences publiées chez d’autres especes animales. Les
différents facteurs responsables des néoplasmes chez ’ours comme la dic¢te, les agents

infectieux et ’exposition aux agents chimiques industriels sont révisés. Ce rapport de cas



xxiii

souleve plusieurs questions que certaines études futures pourraient étudier en évaluant la

prévalence des cancers chez les animaux captifs ou sauvages.

Characterization of a pancreatic islet cell tumor in a polar
bear (Ursus maritimus)

Jessica S. Fortin, Marie-Odile Benoit-Biancamano
Abstract

Herein, we report a 25-year-old male polar bear suffering from a pancreatic islet cell
tumor. The aim of this report is to present a case of this rare tumor in a captive polar bear. The
implication of potential risk factors such as high carbohydrate diet or the presence of amyloid
fibril deposits was assessed. Necropsy examination revealed several other changes, including
nodules observed in the liver, spleen, pancreas, intestine and thyroid glands that were
submitted for histopathologic analysis. Interestingly, the multiple neoplastic nodules were
unrelated and included a pancreatic islet cell tumor. Immunohistochemistry of the pancreas
confirmed the presence of insulin and islet amyloid polypeptide (IAPP) within the pancreatic
islet cells. The islet amyloid polypeptide (IAPP) gene was extracted from the paraffin-
embedded liver tissue and sequenced. IAPP cDNA from the polar bear exhibits some
differences as compared to the sequence published for several other species. Different factors
responsible for neoplasms in bears such as diet, infectious agents and industrial chemical
exposure are reviewed. This case report raised several issues that further studies may address

by evaluating the prevalence of cancers in captive or wild animal.

Keywords: Arctic bear, insulinoma, islet amyloid polypeptide (IAPP).
Introduction

Pancreatic insulin-secreting tumors, also known as insulinomas, are fairly common in
the ferret (Chen, 2008) and uncommon in domestic animals such as dog, cattle and guinea pig
(Kelley et al., 1996; Madarame et al., 2009; Vannevel and Wilcock, 2005). They are rarely
reported in captive or wild animals; nevertheless a -cell insulin-secreting tumor was detected

in a 15-year-old male raccoon (Yoshikawa et al., 1999). Those specific tumor cells may
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contain functional B-cells releasing inappropriately high amounts of insulin (Chen, 2008;
Madarame et al., 2009). Diagnosis of insulinoma is suspected on the basis of clinical signs
and is strengthened by concurrent hypoglycemia and hyperinsulinemia (Caplan et al., 1996).
However, definitive diagnosis requires histopathologic examination of the tumor (Caplan et

al., 1996).

Amyloid can be detected in the islets of Langerhans in a majority of human and feline
diabetes patients and it is also commonly seen in islet cell tumors in human and dog (Kelley et
al., 1996; O'Brien et al., 1990; Paulsson et al., 2011). It is identified as densely packed protein
deposits with a very characteristic fibrillar ultrastructure; these deposits origin from islet
amyloid polypeptide (IAPP). Human IAPP is one of most amyloidogenic endogenous peptides
known and islet amyloid deposits (AIAPP) have been associated with B-cell death, thereby
furthering disease progression in diabetes patients. IAPP amyloidogenicity is quite variable
among animal species, and studying this variability is likely further our understanding of the

mechanisms involved in the aggregation process.

The aim of this report is to describe a case of this rare tumor and other noteworthy
pathological findings in an older and captive polar bear. The presence of pancreatic amyloid

and TAPP were characterized in this case and compared to other animal species.
Case history

A 25-year-old polar bear (Ursus maritimus) arrived in a zoo in a meager body
condition. During its stay at the zoo, the animal gained weight and exhibited normal appetite

and behavior. Two months later, the bear was unexpectedly found dead in the habitat.

Methods

Immunohistochemistry and special stains

Collected tissue samples were fixed in 10% neutral buffered formalin, trimmed and
embedded in paraffin. The paraffin sections (4 um) were stained with haematoxylin-eosin-
phloxine-saffron. Pancreatic sections were deparaffinised and washed with PBS (pH 7.4) for
20 min. They were next permeabilized and blocked with 0.1% saponin and 3% (w/v) BSA in

PBS. The tissue sections were further incubated during 1h at 37 °C. Immunofluorescence was
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performed with monoclonal antibodies against insulin, IAPP, glucagon and somatostatin
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). Each antibody was applied overnight at 4°C at a 1/50
(amylin and insulin) and 1/100 (glucagon and somatostatin) dilution with a solution containing
0.1% saponin and 3% (w/v) BSA. The pancreatic sections were washed 3 times with PBS
containing 0.05% Tween 20™ and then incubated 1h at 37 °C in the blocking buffer
containing a secondary antibody. Anti-rabbit Alexa 488 and anti-mouse Alexa 594 were used
as secondary antibodies at 1/1000 dilutions (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). Negative
controls were performed using the serum corresponding to the type of the secondary antibody
used (mouse or rabbit) and abolished the immunohistochemistry staining. After 3 washes,
slides were mounted with antifade reagent (VectaMount AQ Aqueous Mounting Medium).
The cellular distribution of each pancreatic hormone was assessed using a DMI 4000B reverse
fluorescence microscope. Images were captured as 8-bit tagged image format files with a DFC
490 digital camera and the images were analyzed using the Leica Application Suite Software,
version 2.4.0 (Leica Microsystems Inc., Richmond Hill, Canada). Immunohistological staining
of normal pancreatic sections (designed as a normal case control) from a different polar bear
case were assessed to compare the distribution of pancreatic hormones. Pancreatic sections

were also stained with Congo red to reveal amyloid deposits.
Isolation and sequencing of IAPP cDNA

To sequence the IAPP gene, DNA was isolated from paraffin-embedded tissues for
polar, black and Asiatic black bears using a DNeasy tissue kit (Qiagen). Blood mini kit
(Qiagen) was used to isolate DNA from a spectacled bear blood sample. The Asiatic black
bear paraffin block and spectacled bear blood sample were obtained from IDEXX and Granby
Zoo, respectively. Fast-cycling PCR DNA synthesis was performed with a Techne TC-512
thermocycler. Each PCR reaction consisted of 500 nM of IAPP primers (forward and reverse),
300 ng of DNA and 10 pL of fast cycling taqg DNA polymerase master mix (Qiagen). Forward
and reverse primers and the PCR protocol were previously published (Yoshikawa et al., 1999).

Sequencing was performed at the Mcgill gene sequencing platform.
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In silico analysis of fibril formation

The tendency for -sheet aggregation of each amino acid sequence was calculated
based on the Agg parameter, obtained using in silico analysis with the TANGO program
(http://tango.crg.es). The amino-acid sequence of ferret (Mustela putorius furo) and the
raccoon (Procyon lotor) 1APP previously published were selected to compare the Agg
parameter (Paulsson et al., 2011;Yoshikawa et al., 1999). Human and feline IAPP amino-acid
sequences were used as positive control and rodent IAPP was representative of a negative
control. Control sequences were obtained from Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank),
with the following accession numbers: Homo sapiens (M26650.1), Felis catus

(NMO001043338.1), Rattus norvegicus (NM012586.2).

Results

Necropsy finding

At necropsy, the polar bear weighted 400 kg and was in good body and nutritional
condition. Hemorrhage was noted in the epaxial muscle at the thoracolumbar junction. An
abundant serous liquid (10 mL) was collected from the pericardial sac. Inside the heart,
digitiform fibrous projection within atria and pale zones in the papillary muscle of the left
ventricle were noticed. Pulmonary congestion and edema, mild and diffuse, were present
without Bacillariophyta or any aquatic organism in the liquid. In the kidney, greyish-white
lines were located in the cortex of many lobules and papillas were pale. On cross-section,
nodules were observed in various organs: in both thyroid lobes (1 mm and 4 cm) and the left
medial hepatic lobe (25 cm), as well as the spleen (1 mm), pancreas (1-4 mm) and
musculosa/adventitia of the intestine (Fig. 1). The hepatic mass consisted of a well delimited,
marble nodule. The nodules observed in the musculosa/adventitia of the intestine were firm.
Macroscopically, on cut section of the pancreas, the nodules were multiple, greyish and firm.

Microbiological analysis did not reveal a concurrent bacterial infection.
Microscopic examination

Histophatologic examination of the heart revealed light to moderate perivascular and

interstitial fibrosis of the left ventricle (papillary muscle), septum and right atrium (including
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atrioventricular node). Arterio- and arteriolosclerosis were also present in multiple blood
vessels. The atrium exhibited hypertrophic/hyperplasic mesothelial cells with formation of

digitiform fibrous projections (atrial proliferative fibrosing epicarditis).

Microscopic analysis of the lungs showed a chronic endogenous lipid pneumonia with
congestion, alveolar edema and focal catarrhal bronchiolitis. Both kidneys had degenerative
lesions involving mesangial sclerosis and interstitial fibrosis of the medulla. Additional
histopathological findings included also a pyogranulomas in the spleen and multifocal fibrosis

in the glomerulosa of the adrenal cortex.

Figure 1. Proliferative changes included (A) follicular adenoma of the thyroid gland, (B)
hepatoma in the medial left hepatic lobe (and extramedullary hematopoiesis), (C) intestinal
leiomyoma and (D) multifocal pancreatic islet cell hyperplasia and (E) adenoma. HEPS (20X

magnification).

Histologically, the thyroid nodules were well demarcated and encapsulated as shown at
the right part of Fig. 1 A. The nodules were present in both thyroid lobes and contained
abundant and homogenous intra-follicular eosinophilic colloid. Histopathologic examination

revealed the presence of a capsule and, overall characteristics of a follicular adenoma.

The well-circumscribed mass in the medial left hepatic lobe is illustrated at the upper

part of Fig. 1B. The mass consisted of the proliferation of hepatocellular neoplasic cells. It
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contained small areas of hemorrhage and necrosis. Histologic examination indicated that the

cells resembled normal livers cells. The hepatic nodule was diagnosed as a hepatoma.

The intestine mass was well circumscribed by connective tissues as depicted at the
bottom part of Fig. 1C. Bundles of elongated muscle cells with eosinophilic cytoplasm and

blunt edged nuclei were noticed on histopathologic examination, consistent with a lelomyoma.

Microscopic examination of the pancreatic tissues revealed several non-encapsulated
areas containing pancreatic islet cell hyperplasia mingled with surrounding exocrine tissue
(Fig. 1D). The cells were the same size as in normal islets. Pancreatic nodules were
encapsulated by connective tissue. They were composed of closely packed, variably sized
neoplastic cells (Fig. 1E). The neoplastic cells were cuboidal or polyhedral and generally
larger than normal pancreatic islet cells. The cytoplasm was eosinophilic and abundant. There
were no mitotic figures. Tumor invasion was noticed locally into adjacent parenchyma (Fig.
1E). Based on histological and immunohistochemical examinations, multifocal hyperplasia of

B-cell islets and an encapsulated adenoma were diagnosed.

Interestingly, a blood sample collected two months before death showed that the
thyroid function (Ts: 0.8 + 0.3 pg/dl, T3: 75.2 £ 27.2 ng/dl) and the fasting blood sugar were
within normal range (114 + 32 mg/dl). Results indicated normal values of aspartame
aminotransferase (AST; 79 + U/L), alkaline phosphatase (53 + 42 U/L) and total bilirubin (0.2
+ 0.2 mg/dl).

Immunohistochemistry and special stain

Pancreas sections of the polar bear were stained with Congo red and did not show
amyloid deposition (Fig. 2). They were also incubated with monoclonal antibodies against
insulin, glucagon and somatostatin. Immunohistochemistry staining of the adenoma was
positive for insulin (Fig. 3). Co-expression of IAPP and insulin was corroborated in the islets
of langerhans and exhibited a B-cell labeling motif (Fig. 4). Autofluorescence of red blood

cells was noted upon immunohistochemistry staining.
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Figure 2. Congo red staining (A) of the encapsulated islet cell adenoma and (B) Congo red

positive control (bovine kidney) (20X magnification).
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Figure 3. Immunohistochemical evaluation of normal and tumoral pancreatic sections (10X
magnification) from the current case and comparison with another polar bear (20X
magnification). Normal section: (A) insulin, (B) glucagon, (C) somatostatin antibodies and (D)
negative control. Insulinoma: (E) insulin, (F) glucagon and (G) somatostatin antibodies.

Normal pancreatic section from another polar bear: (H) insulin, (I) glucagon and (J)

somatostatin antibodies.
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Figure 4. Immunohisochemical staining for insulin and IAPP of the current polar bear case.
Normal islet (64X magnification): (A) insulin, (B) IAPP, (C) merge. Hyperplasia (64X
magnification): (D) insulin, (E) IAPP, (F) merge. Insulinoma (40X magnification): (G)
insulin, (H) IAPP, (I) merge.

A

IAPP Sequencing

We isolated DNA of polar (Ursus maritimus), black (Ursus americanus), Asiatic black
bear (Ursus thibetanus) and spectacled bears (Tremarctos ornatus) to amplify the IAPP gene
and compare it to other species. The nucleic acid sequences were identical for all bears with
the exception of the spectacled bear (Table 1). The amino acid sequences for region 23-29 are
identical for the bears, cat, and raccoon. The region 15-18 is also found identical in bear, ferret
and rat. We compared the in silico potential of IAPP to form f3-sheet precipitates, as expressed
by the Agg parameter. The human IAPP amyloidogenic sequence exhibits the highest Agg
parameter, in contrast to the rat non-amyloidogenic IAPP sequence, which is the lowest.
Following the in silico analysis, we noticed that the cat, ferret and bear presented a similar

Agg parameter.
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Table 1. Identification of the 37 amino acids of IAPP using PCR and sequencing experiments.
Amino acid sequences of polar, black, Asiatic black and spectacled bear, and comparison with
the amyloidogenic (human, cat, ferret and raccoon) or non-amyloidogenic (rat) sequences in
other species. The dark amino acids represent the typically recognized amyloidogenic regions.
The Agg parameter was obtained using the Tango algorithm. Boxes represent amino acid

variations between species.

1 10 20 30 Agg

Human KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 45

Bears KcNTATCATAQRLANFLVRIsGINN[]eal Ls[elrnvesnTy 16

Spectacledbear KCNTATCATQRLANFLV[RIssNNILlcAal LslplrNvesnNTY 16

Ferret keNTATclrarLANFLYRIssNN[Llsal LilelrpvesnTyY 16

Cat KCNTATCATQRLANFLIRSSNNGAILS&TNVGSNTY 15

Raccoon kKeNTATCITarLANFLILRIs snN[Lleal LsfplrnvesnTyY 1

Rat KCNTATCATQRLANFL VRIS s NNl clelelrnvesnTy 7
Discussion

There is limited information available on neoplasia in polar bears. A literature review
supports that neoplasms are important entities in ageing tropic bears, such as Malayan sun
bears (Helarctos malayanus) and Sloth bears (Melursus ursinus) (Hellmann et al., 1991).
Interestingly, most of the tumors observed in these species originated from the hepatic and
biliary tract (Gosselin and Kramer, 1984; Hellmann et al., 1991; Matsuda et al., 2010). A
gallbladder carcinoma and primary liver cell carcinoma have also been reported in polar bears
(Hellmann et al., 1991; Miller et al., 1985). In the current case report, a hepatoma, a benign
liver tumor, was observed. Neoplasms of the thyroid gland are not uncommon in Malayan sun
bears (Hellmann et al., 1991). Herein, the polar bear presented follicular adenomas; a
condition which has also been reported in an American black bear (Ursus americanus)
(Storms et al., 2004). The American bear suffered from hypothyroidy, which was attributed to
a colloid goiter and a follicular cystadenoma (Storms et al., 2004). In the current polar bear

case, thyroid function was normal.

The multiple pancreatic nodules observed macroscopically in this case were
characterized as adenomas. The positive immunofluorescence staining for insulin was

indicative of an insulinoma. Laboratory data obtained two months before death showed a
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normal fasting blood glucose level. Insulin and proinsuline levels were not assessed. Hence,
the functional role of the tumor was not excluded. Multiple adenomas and carcinomas of
pancreatic islet beta-cells were previously reported in a polar bear. In the latter animal, the diet
had been supplemented during the visiting season with approximately 6000 marshmallows per
day, over the course of 19 years (Alroy et al., 1980). The prolonged excessive carbohydrate
consumption was pointed out by the authors as a potential contributing factor in the
development of the multiple beta-cell neoplasms observed in this animal (Alroy et al., 1980).
White nodules in the pancreas corresponding to nodular hyperplasia have also been described
in a Hokkaido brown bear (Matsuda et al., 2010). The incidence of pancreatic islet cell tumors
in polar bears is unknown. In other species, functional adenomas and adenocarcinomas are
described and the prognosis is generally poor, depending on the tumor stage (Chen, 2008;
Caplan et al. 1996).

Amyloid deposits have been commonly described in islet cell tumors in other animal
species, (Jordan et al., 1994; Paulsson et al., 2011) however, the pancreatic tissue in the
current case was devoid of amyloid (AIAPP), despite IAPP expression by the tumor cells.
IAPP was sequenced and, interestingly, the amino acid sequence was similar to the
amyloidogenic sequences published in the literature (cat, raccoon, human) (Jordan et al.,
1994). We performed an in silico analysis using the TANGO program and observed that the
bear Agg parameter is similar to the cat and ferret, which have been described to be
amyloidogenic (Paulsson et al., 2011). However, further research is needed to improve our

understanding of key events promoting in vivo amyloidogenicity.

Age-related diseases have been reported in bear. Senile changes in the brain of an
American black bear, such as senile plaques and cerebral amyloid angiopathy, have been
reported (Uchida et al., 1995). Interestingly, these changes were also observed in elderly
human and Alzheimer’s disease (Uchida et al., 1995). The average life span of polar bear is
approximately 23 years in the Arctic (Sonne, 2010) and up to 30 years in captivity (Lin et al.,
2005). Our findings indicate that the 25-year-old polar bear suffered from age-related
degenerative conditions including neoplasia, cardiac fibrosis and renal sclerosis. It would be

relevant to evaluate the occurrence of cancer in captive animals to validate the possibility of a
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higher prevalence of certain types of tumors. This phenomenon could have been explained by
a different lifestyle in captivity versus wildlife or a gain in life expectancy. Further research is
needed to improve husbandry and preventive/therapeutic care with the objective of delaying
the negative impact of age-related degenerative pathologies. Also, our report emphasizes that
it is important to consider neoplastic diseases in the differential diagnosis of aged bears with
weakness or illness. In the current case report, death was considered unrelated to the islet cell
tumor and was attributed to the observed cardiac fibrosis, likely secondary to chronic ischemia

based on the concurrent arterial and arteriolar changes.
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Article 6- Caractérisation anatomique et moléculaire du
pancréas endocrin d’un poisson téléostéen : le loup de

I’ Atlantique (Anarhichas lupus)

Contribution

J’ai participé a Dobtention des résultats (séquencage, analyse in silico,
immunofluorescence) et a la rédaction. Dr Stéphane Lair, Dr André Dallaire et Dre Ariane
Santamaria-Bouvier ont effectué les nécropsies et isolé les pancréas. La correction des
diverses versions de I’article a été effectuée sous la supervision des Dre Stéphane Lair et Dre
Marie-Odile Benoit-Biancamano. Ce manuscrit est publié¢ dans le journal Zoological Studies

(DOI : 10.1186/s40555-014-0093-4).

Résumé

Introduction : Les attributs biologiques du pancréas endocrine et 1’endocrinologie
comparative du polypeptide amyloide des ilots pancréatiques (IAPP) des poissons ne sont pas
extensivement décrits dans la littérature. Cette étude décrit le pancréas endocrin d’un poisson
téléostéen. Dix loups de I’ Atlantique (Anarhichas lupus) provenant du Biodome de Montréal
ont été soumis pour nécropsie et leur pancréas a été prélevé. Résultats: A I’examen
macroscopique, les pancréas examinés contenaient 1 a 3 nodules de diametres variables (1 a 8
mm). Macroscopiquement, les nodules étaient uniformes, trés cellulaires, et composés de
cellules polygonales a allongées. L’immunofluorescence contre diverses hormones
pancréatiques a été effectuée. Les nodules étaient immunoréactifs pour I’insuline au centre des
nodules, mais I’immunofluorescence pour I’IAPP et le glucagon étaient plutot positives a la
périphérie. Le pancréas exocrin était positif pour la chromogranine A et composé d’unités
séparées du pancréas endocrin. L’immunoréactivité de I’IAPP survenant dans les cellules o

contenant le glucagon est une localisation non rapportée précédemment. L’IAPP n’était pas
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co-localisée avec I’insuline dans les cellules B. Le séquencage du géne de I’IAPP a été réalisé
afin de comparer la séquence parmi les poissons téléostéens et leur potentiel respectif a former
des fibrilles. L’analyse in silico de la séquence en acides aminés 19-34 révélait qu’elle n’était
pas amyloidogene chez le loup de 1’Atlantique. Conclusion : Le développement spontané
d’amyloidose des ilots pancréatiques est improbable chez le loup de 1’ Atlantique. Notre étude
souligne que ce type de poisson téléostéen est un candidat potentiel pour la recherche et le

développement de xénogreffes des ilots pancréatiques.

Anatomic and molecular characterization of the endocrine
pancreas of a teleostean fish: Atlantic wolffish (Anarhichas
lupus)

Jessica S. Fortin, Ariane Santamaria-Bouvier, Stéphane Lair, André D. Dallaire, Marie-Odile

Benoit-Biancamano
Abstract

Background: The biologic attributes of the endocrine pancreas and the comparative
endocrinology of islet amyloid polypeptide (IAPP) of fish are not well described in the
literature. This study describes the endocrine pancreas of one teleostean fish. Ten captive
Atlantic wolffish (4dnarhichas lupus) from the Montreal Biodome were submitted for necropsy
and their pancreata were collected. Results: Grossly, all the fish pancreata examined
contained 1-3 nodules of variable diameter (1-8 mm). Microscopically, the nodules were
uniform, highly cellular, and composed of polygonal to elongated cells. Immunofluorescence
for pancreatic hormones was performed. The nodules were immunoreactive for insulin most
prominent centrally, but with IAPP and glucagon only in the periphery of the nodules.
Exocrine pancreas was positive for chromogranin A. Not previously recognized in fish, IAPP
immunoractivity occurred in a, glucagon-containing, cells and did not co-localize with insulin
in B cells. The islet tissues were devoid of amyloid deposits. IAPP DNA sequencing was
performed to compare the sequence among teleost fish and the potency to form amyloid
fibrils. In silico analysis of the amino-acid sequences 19-34 revealed that it was not

amyloidogenic. Conclusions: Amyloidosis of pancreatic islets would not be expected as a
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spontaneous disease in the Atlantic wolffish. Our study underlines that this teleost fish is a

potential candidate for pancreatic xenograft research.

Keywords: Beta cells, endocrine pancreas, glucagon, insulin, islet amyloid

polypeptide (IAPP), teleost fish.
Introduction

The pancreas is an endodermal organ found in all vertebrates with two different
functional components that are essential for the homeostatic regulation of glucose and food
digestion. The exocrine pancreas is composed of acinar and duct cells involved in the
production and transport of digestive enzymes into the gut, whereas the endocrine
compartment regulates the production and secretion of peptide hormones into the bloodstream.
In higher vertebrates, there are five endocrine cells type that cluster as the islets of Langerhan.
The hormonal expression is specific to each cell type: glucagon (a cells), insulin (B cells),

somatostatin (5 cells), ghrelin (g cells) and pancreatic polypeptide (PP cells) [1].

The pancreatic tissues of several species of teleost fish have been described and a
complete separation of exocrine and endocrine parenchyma occurs [1,2]. The islet tissues of
some teleost fish are concentrated in two principal islets (Brockmann bodies): one is found
near the spleen and the other is located inside the wall of the duodenum, at the pyloric junction
[3]. These islets contain insulin, glucagon and somatostatin but only the pyloric Brockmann
bodies secrete pancreatic polypeptide [4]. The isolation and characterization of glucagon,
insulin, somatostatin and pancreatic polypeptide from islet tissues of several teleost fish were
previously described [3, 5-9]. The amino acid sequence and primary structure of teleost islet
hormones slightly differs from their higher vertebrate counterparts [2-4, 5-9]. Islet amyloid
polypeptide (IAPP) is a hormone of 37 amino acids that is co-secreted with insulin by the 3
cells of mammals [10]. This protein, namely amylin, can generate amyloid fibril deposits
found naturally in the human and cats, but pancreatic islet amyloid fibrils, in contrast to serum
amyloid fibrils, are not found in rat and mouse [10]. Amyloid fibril formation contributes to
the pathogenesis of diabetes mellitus in humans and cats [10]. [APP has been described in

pancreatic islet parenchyma of daddy sculpin (Myoxocephalus cottus scorpus) [11], however
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the comparative endocrinology of IAPP and the propensity to form amyloid deposits remain to

be elucidated in lower vertebrates.

Since the last decade, teleost species have become important as model systems in
different areas of hormonal, metabolic and immunologic research [12,13]. One advantage of
using teleost fish in studies of diabetes mellitus is that the pancreatic endocrine cells are
separated from the pancreatic exocrine tissue and can be easily isolated and harvested.
Therefore, the Brockmann body of teleost fish, particularly the tilapia (Oreochromis nilotica),
has been investigated as a potential xenograft tissue for patients with type 1 diabetes [2]. The
transplantation of tilapia Brockmann bodies into a diabetic nude mice model has been shown
to promote long-term normoglycemia responsive to intraperitoneal glucose administration
[14,15]. However, islet amyloid formation is a major hindrance to pancreatic transplant
resulting in nonimmunologic transplanted islet graft loss in a primate transplant model [16]. It
is important for the xenograft success of microencapsulated pancreatic endocrine cells to
identify which species of teleost fish could be used without the amyloidosis risk. To promote
comparative understandings in endocrine pathophysiology, the pancreatic hormonal

expression and localization in lower vertebrates should be further clarified.

In this study, we describe the principal islets (Brockmann bodies) of a different teleost
species, the Atlantic wolffish (4Anarhichas I[upus) using immunohistochemical and
immunofluorescence techniques in an attempt to better understand the physiological regulation
of glucose and the potential usefulness of this teleost fish in endocrinological studies. These
endocrine pancreas bodies of fish have occasionally been mistaken for endocrine tumors by
pathologists, thus we also clarify endocrine pancreas structure and function for comparative
pathologists. The comparative pancreatic endocrinology of IAPP is poorly described in fish,
we therefore focused our study on the isolation of the IAPP gene from the Atlantic wolfish
pancreatic tissues. The amino acid sequences of the IAPP were determined and the in silico
analysis was performed to compare the amyloidogenicity of Anarhichas 1APP to other

vertebrate species.
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Methods

Atlantic wolffish (Anarhichas lupus)

All fish were obtained from the Montreal Biodome that maintained aquariums. Atlantic
wolffish were approximately nine to ten years old and submitted dead on ice at the necropsy
services for diagnostic purpose. Necrospy was done approximately one hour after death, and
all were well preserved. Pancreata were collected and fixed in 10% neutral buffered formalin,

trimmed and embedded in paraffin.
Routine staining, special stains and immunohistochemistry

The paraffin sections (4 um) were stained with haematoxylin-eosin-phloxine-saffron
(HEPS) for the histologic analysis of all organs. Pancreatic sections were stained with Congo

red to reveal amyloid deposits and Grimelius to identify neuroendocrine cells.

For immunohistochemistry procedure, pancreatic sections were deparaffinised and
washed with PBS (pH 7.4) for 20 min. They were next permeabilized and blocked with 0.1%
saponin and 3% (w/v) BSA in PBS. The tissue sections were further incubated during 1h at 37
°C. Immunofluorescence was performed with monoclonal antibodies against insulin, IAPP,
glucagon and somatostatin (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). All were rabbit
monoclonal antibody except for IAPP, which was a mouse monoclonal antibody. Rabbit anti-
chromogranin A, anti-pancreatic polypeptide and anti-synaptophysin antibodies were
purchased from Thermo Scientific. Each antibody was applied overnight at 4°C at a 1/50
dilution with a solution containing 0.1% saponin and 3% (w/v) BSA. The pancreatic sections
were washed 3 times with PBS containing 0.05% Tween 20™ and then incubated 1h at 37 °C
in the blocking buffer containing a secondary antibody. Anti-rabbit Alexa 488 and anti-mouse
Alexa 594 were used as secondary antibodies at 1/1000 dilutions (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX). Negative controls were performed using the serum corresponding to the type of
the secondary antibody used (mouse or rabbit). After 3 washes, slides were mounted with anti-
fade reagent (DakoCytomation, Carpinteria, CA). The cellular distribution of each pancreatic
hormone was assessed using a DMI 4000B reverse fluorescence microscope. Images were
captured as 8-bit tagged image format files with a DFC 490 digital camera and the images

were analyzed using the Leica Application Suite Software, version 2.4.0 (Leica Microsystems
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Inc., Richmond Hill, Canada). Data are representative of all specimens collected.
Isolation and sequencing of Anarhichas IAPP DNA

To sequence the IAPP gene, DNA was isolated from paraffin-embedded pancreatic
tissues using a DNeasy tissue kit (Qiagen). Fast-cycling PCR DNA synthesis was performed
with a Techne TC-512 thermocycler with the following PCR protocol:5 min at 96 °C; 45
cycles of 5 sat 96 °C, 5 s at 53 °C and 5 sec at 68 °C; and a final extension of 1 min at 72 °C.
Each PCR reaction consisted of 500 nM of IAPP primers (forward and reverse), 300 ng of
DNA and 10 pL of fast cycling tag DNA polymerase master mix (Qiagen). Degenerate IAPP
Forward (5 - AAGTGCAACACAGCCACCTG - 3') and reverse (5' -
CGTTTKCCGTAGGTRTTDCGA -3') primers were used and covered the 7 first and 3 last
amino acids of the IAPP peptide [11]. PCR products were visualized in a 2% (m/v) agarose
gel with ethidium bromide and bands of the expected size were extracted (Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit, Cedarlane Labs, Burlington, ON, Canada). A second PCR was performed
using the same primers with the following PCR protocol: 5 min at 96 °C; 45 cycles of 5 sec at
96 °C, 5 sec at 54 °C and 5 sec at 68 °C; and a final extension of 1 min at 72 °C. Sequencing
was performed using the Mcgill gene sequencing platform. The amino acid sequence of
Anarhichas IAPP was deducted based on DNA sequence
(http://didac.free.fr/seq/dna2pro.htm).

In silico analysis of fibril formation

The tendency for -sheet aggregation of each amino acid sequence was calculated
based on the Agg parameter, obtained using in silico analysis with the TANGO program

(http://tango.crg.es), which predicts protein aggregation. A higher Agg score is indicative of a

peptide that can form potentially toxic aggregates. The amino-acid sequence in the 19-34
segment of Atlantic salmon (Salmo salar), daddy sculpin (Myoxocephalus scorpius) and
zebrafish (Danio rerio) 1APP previously published were selected to compare the Agg
parameter [11]. Human and feline IAPP amino-acid sequences were used as positive controls
and rodent IAPP was representative of a negative control. Control sequences were obtained

from GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), with the following accession numbers:
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Homo sapiens [GenBank : M26650.1], Felis catus [GenBank : NM001043338.1], Rattus
norvegicus [GenBank : NM012586.2].

Results

Macroscopic and microscopic examination

At necropsy, the pancreas was surrounded by adipose tissue. Figure 1A shows the
gross appearance of the pancreas from an Atlantic wolffish, the arrows indicate the pancreatic
tissue surrounded by adipose tissue. All the fish pancreata examined contained one to three
nodules (Figure 1B) of variable diameter (1-8 mm) within the pancreas. Nodules were further
isolated for histopathological examination (Figure 2A) revealing pancreatic islet cells in
nodules sometimes surrounded by exocrine pancreatic tissue, though the specific
subtopographical location of each nodule was not recorded at necropsy. The nodules consisted
of uniform polygonal to elliptical cells and were surrounded by a delicate connective tissue
capsule. Smaller nodules were completely embedded in exocrine tissue (Figure 2B) whereas
larger nodules were not consistently completely encased in exocrine pancreas. Discrete

nodules consisting of exocrine pancreatic tissue were also observed (Figure 2C).

Figure 1 Brockmann bodies isolated from an Atlantic wolffish. A. Pancreatic tissues are

scattered in the mesentery (black arrows). B. The Brockmann body is indicated with an arrow.
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Figure 2 Microscopic features of excised nodules from the pancreas (HEPS stain). A.
Principal islet. B. Smaller islets embedded in exocrine tissues. C. Exocrine nodule from an

Atlantic wolffish.

A \ B C

2 mm 1 mm 2 mm

Immunohistochemistry and special stains

Using immunofluorescence with an antibody against insulin, (Figure 3A) a large
number of B cells were observed. The elliptical B cells were found in most parts of the nodular
islet not just on the periphery of the nodule. Other islet cells stained immunocytochemically
positive for glucagon (Figure 3B). The a cells (glucagon containing) were confined to the
periphery of the nodular islet encircling the B cells located in the center. Infrequently,
glucagon-containing cells were noticed in the center of the nodule. Interestingly, IAPP was
found at the periphery of the islet tissue and did not co-localize with insulin (Figure 3A).

Instead, IAPP co-loacalized in a cells containing glucagon (Figure 3B).
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Figure 3 Histological sections of the pancreatic nodules with immunoreactivity to the
pancreatic hormones of Atlantic wolffish. A. Insulin (green) and IAPP (red) in the
endocrine tissue. B. Glucagon (green) and IAPP (red) in the endocrine tissue. C.
Chromogranin A surrounding the endocrine nodules. D. The exocrine nodule with

immunoreactivity to chromogranin A was isolated from an Atlantic wolffish.

A

Several islet nodules were surrounded by exocrine tissue. The exocrine cells were
immunoreactive with chromogranin A (Figure 3C). One nodule of exocrine tissue occurred
and immunoreacted positively with the antibody targeting chromogranin A (Figure 3D). None
of the antibodies against somatostatin, pancreatic polypeptide or synaptophysin reacted with
islet tissue. When standard controls were carried out, negative immunofluorescence occurred
consistently in all experiments. Noteworthy, Congo red and Gimelius staining of the islet cells
from Atlantic wolffish were negative (Figure 4) for amyloid or neuroendocrine cells

respectfully.
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Figure 4 Congo red and Grimelius staining of the islet cells from an Atlantic wolffish.
Congo red: A. Atlantic wolffish. B. Positive control from a feline pancreatic tissue with islet

amyloidosis. Grimelius: C. Atlantic wolffish. D. Positive control from a canine adrenal tumor.

DNA sequence of Anarhichas IAPP and in silico analysis

We isolated DNA of teleost fish to amplify and sequence the IAPP gene, and compared
it to other species. PCR of DNA from the Atlantic wolffish resulted in a band of 120 base
pairs. The amino acid sequence translated after the sequencing reaction is shown in Table 1.
Anarhichas 1APP DNA is very different among the mammals and other teleost fish. The
amino acid at position 19, 20 and 33 are highly conserved among the teleost fish. The IAPP
amino acid sequences from all teleost fish are devoid of the GAILS region (amino acid
positions 24-28) found in mammals IAPP amino acid sequences. The amino acid sequence
GAILS contributes in part to the fibrillization process of IAPP. Two proline residues were
found in the IAPP amino acid sequences of the Atlantic wolffish and the zebrafish, but not in

Atlantic salmon or daddy sculpin.
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Table 1 Identification of the 37 amino acids of IAPP using PCR and sequencing. The
amino acid sequences of teleost fish are compared to the amyloidogenic (human, cat) or non-
amyloidogenic (rat) sequences. Sequences from species written in italics were obtained from
published work (Westermark et al. 2002). The Agg parameters were obtained using the Tango

algorithm. The dark amino acids represent amino acid variations between species.

Agg
Segment
1 10 20 30 19-34
Hurman KCNTATCATQ RLANFLVHSS NNFGAI LSST NVGSNTY 23
Cat KCNTATCATO RLANFLIRSS NNLGAI LSPT NVGSNTYS
Rat KCNTATCATQ RLANFLYRSS NNLGPI LPPT NVGSNTYDO
Atlantic 55 PSRSGI SPRNTYGK )
wolffish
Atlantic FfQ RLADFLTRSS NTI TVYAPT NVG 7
salrman
Daddy sculpin SN STIGTVNAPT NVGS 2
Zebrafish TRS5E5 § P11 6G PT NV GS5 0

We compared the in silico potential of IAPP to form B-sheet precipitates, as expressed
by the Agg parameter. The human IAPP amyloidogenic sequence has the highest Agg
parameter. Among the mammals, the rat non-amyloidogenic IAPP sequence shows the lowest
Agg parameter. Interestingly, the Atlantic wolfish and the zebrafish exhibit a null Agg
parameter, and the daddy sculpin Agg parameter is lower than the rat. In contrast, the Atlantic
salmon TAPP sequence reveals Agg parameter higher than the cat, though spontaneous islet

amyloidosis has not yet been reported.
Discussion

The pancreatic islets in the Atlantic wolffish appear as a few grossly evident nodules
embedded in pancreatic parenchyma, designated Brockmann bodies in other teleost species.
These are the homologs of the islets of Langerhan as has been previously described in other
teleost species [17]. Acording to the Grimelius staining, the pancreatic tissues did not contain
neuroendocrine cells which precludes the islet nodule as the occurrence of a neuroendocrine

tumor.
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Demonstrated via immunofluorescence, the a cells (glucagon) occur at the periphery
of the islet, and the 3 cells are distributed thoughout the entire nodule. This distribution of islet
cells is similar for other teleost species such as the daddy sculpin (Cottus scorpius) [4,18],
gilthead sea bream (Sparus auratus L.) [19], swordtail (Xiphophorus helleri H.) [20] and rosy
barb (Barbus conchonius) [21].

Antibodies against somatostatin, pancreatic polypeptide or synaptophysin did not react
with nodular islet tissue, perhaps because the specific epitope does not occur in the Alantic
wolffish. Further research will be necessary to evaluate specific antibodies against teleostean
proteins or clarify the affinity of current antibodies to each protein in teleostean fish. However,
o cells, which secrete somatostatin, are reported to be located near the B cells [18,19,22] and
pancreatic polypeptide is found in the Brockmann bodies near the pylorus in other teleostean

fish [18,21].

Chromogranin A was found in the exocrine pancreas and lining the connective tissue
capsule of the pancreatic islet as previously reported with other teleostean fish [4,18-21].
Nodules or discrete areas consisting of a dense and compact mass of acinar cells were

observed and was chromogranin-immunofluorecent, confirming an exocrine origin.

IAPP or amylin (the precursor to amyloid) was identified at the peripheral region of the
islets for the Atlantic wolffish, co-localizing with glucagon. In contrast to these results in the
Atlantic Wolffish, IAPP has been localized in endocrine pancreas of mammals, co-localizing
with insulin within the  cells and centrally, but not peripherally in the islets of the Atlantic
salmon (Salmo salar) [11]. Amyloid was not found in the pancreatic tissues from the ten

Atlantic wolffish.

IAPP has been previously isolated and characterized in three species of teleosts:
zebrafish (Danio rerio), Atlantic salmon (Salmo salar) and daddy sculpin (Myoxocephalus
cottus scorpius) [11,23]. The amino acid sequences are different for the daddy sculpin,
Atlantic salmon, zebrafish and Atlantic wolffish (Table 1). Compared to mammals, the
teleosts herein do not present the GAILS region (segment 24-28), which contributes to the
amyloid formation in human and cats. The Atlantic salmon IAPP was shown to be

amyloidogenic in vitro [11]. Interestingly, the Atlantic salmon Agg parameter was higher than
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the cat IAPP segment 19-34, which is known to be amyloidogenic in vivo. The in silico
analysis performed with the Tango algorithm revealed that the Anarhichas IAPP segment 19-
34 was not prone to form amyloid fibrils. The Atlantic wolffish and the zebrafish have two
proline residues in contrast to the other teleost fish which have only one residue. Proline
residues are known to protect against fibril formation [10], thus their presence possibly
explains the lowest Agg parameter obtained from the Tango algorithm in the Atlantic wolfish
and the zebrafish. However, further research is needed to evaluate the potential of fish full-

length IAPP to form amyloid deposits.

We confirmed the species-specific differences in the hormonal tissue distribution in
teleost fish and demonstrated a unique distribution of IAPP in the Atlantic Wolffish. The
presence of this difference in the population of cells secreting IAPP deserves further
investigation. Previous phylogenetic analyses have shown that pancreatic peptides are
relatively well conserved among vertebrates. However, the IAPP amino acid sequence differs
among teleost fish. Our study shows that the Atlantic wolffish is devoid of amyloid in vivo and
the segment 19-34 is non-amyloidogenic, according to the in silico secondary structure
analysis. Amyloidosis of pancreatic islets would not be expected as a spontaneous disease in
the Atlantic wolffish. The Atlantic wolffish thus could be a potential candidate to isolate the
endocrine tissues for pancreatic xenografts. This study adds new insight in the characterization

of fish pancreatic peptides whose physiological functions remain to be elucidated.
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