Nanobodies to study the mechanism of β2-microglobulin amyloidosis

Summary of the doctoral thesis of Saskia Vanderhaegen

Understanding the molecular basis of a disease is crucial for the development of drugs to prevent or cure these diseases. Many pathological conditions arise from the formation of insoluble aggregates resulting from misfolding or abnormal metabolism. The full elucidation of the mechanism of this aggregation process requires the identification of all the transitional conformational states and oligomeric structures adopted by the polypeptide chain. The identification and characterization of oligomers preceding the formation of fibrils is of particular interest because these species are likely to play a critical role in the pathogenesis of protein deposition diseases. However, the characterization of early aggregation-prone species remains a challenge. This is due to the nature of the process, which may be described as a dynamic equilibrium between diverse structural species. These intermediates have dissimilar sizes and occur in very uneven amounts and time frames. Fibril formation in vivo usually takes several years, and the intermediate species are short living and highly unstable. 
Over the years, human β2-microglobulin (β2m) has been used extensively as a model system to elucidate the molecular mechanism of amyloidosis due to its small protein size, well defined characteristics and it clinical importance. β2m is involved in the onset of Dialysis Related Amyloidosis where elevated serum levels of β2m lead to the formation of amyloid fibrils that deposit in the musculo-skeletal system.

Here we demonstrate the utility of Nanobodies as tools to study the molecular mechanism of β2m fibrillogenesis. Nanobodies (Nbs) are the antigen-binding domains of naturally occurring heavy chain antibodies, harboring the full antigen-binding capacity. Their unique properties are exploited in this research since they are small, soluble, easy to produce and purify and they bind the antigen with high specificity and affinity. Nbs are useful tools for analyzing protein misfolding and aggregation since they provide a mechanism to probe the role of different amyloid conformers and to dissect the different steps in the aggregation pathway by recognizing different epitopes present on native and misfolded conformation like fibrils and prefibrillar oligomeric species.
Therefore, we generated and characterized a panel β2m-specific Nbs (chapter 3) and investigated their effect on the aggregation and fibrillogenesis of two amyloidogenic variants of β2m: ΔN6β2m and Pro32Glyβ2m.

ΔN6β2m is a naturally occurring proteolytic form of β2m that constitutes 30% of ex vivo amyloid fibrils and readily aggregates and fibrillates at neutral pH. We found that several Nbs were able to stabilize ΔN6β2m and prevented its aggregation at pH 5. One inhibitory Nb was used as crystallization chaperone to trap ΔN6β2m as a domain-swapped dimer, enabling us to structurally characterize a prefibrillar intermediate of fibrillogenesis, providing information regarding the molecular mechanism of fibrillogenesis since this domain-swapped dimer might present a structural nucleus that serves as a mold for the self-templated growth of β2m fibrils (chapters 4-5).
The mutant Pro32Glyβ2m was used to investigate the role of folding intermediates in the fibrillogenesis. β2m folds by two parallel routes, involving two native-like intermediates: one containing the Pro32 bond in the cis conformation while the other is in trans, with a rate-limiting isomerization from trans to cis. The folding intermediate containing this non-native trans-proline isomer was identified as a direct precursor of dimeric species and oligomers that accumulate before the development of amyloid fibrils. Aiming to further characterize the aggregation-prone nature of the folding intermediate that serves as the precursor for amyloidosis, we used Nb-assisted X-ray crystallography to solve the structure of Pro32Glyβ2m. One Nb that was able to inhibit the seeded fibrillogenesis of Pro32Glyβ2m at pH 7 was used to co-crystallize the amyloidogenic Pro32Glyβ2m variant as a monomer. The complex of Pro32Glyβ2m with Nb24 reveals a trans peptide bond at position 32 of this amyloidogenic variant, whereas Pro32 adopts the cis conformation in the wild-type monomer, indicating that the cis to trans isomerization at Pro32 in the β2m monomer is an early event in amyloidogenesis that triggers several structural changes that convert β2m in an aggregation-prone monomeric species and confirms the key role of Pro32 to safeguard the aggregation-prone β-sheets of β2m against edge-to-edge β association (chapter 6).

In conclusion, we were able to trap two amyloidogenic variants of β2m (ΔN6β2m and Pro32Glyβ2m) in different early stages of β2m fibrillogenesis and solved their structures by X-ray crystallography. Both structures identify the cis-to-trans isomerization at position 32 in the β2m monomer as an early event in amyloidogenesis that makes the protein surface more hydrophobic and probably renders it more susceptible to edge-to-edge β aggregation by the formation of intersubunit β H-bonds and confirms the key role of Pro32 to safeguard the aggregation-prone β-sheets of β2m against edge-to-edge β association.

In general, Nbs can be used to trap different species along the aggregation pathway to allow structural characterization of intermediates of amyloid formation. They are thus valuable tools to investigate the mechanism of protein aggregation and fibrillogenesis and might serve as a lead to develop possible diagnostics and therapeutic applications.

Nanobodies to study the mechanism of β2-microglobulin amyloidosis

Samenvatting van de doctoraatsthesis van Saskia Vanderhaegen

Het begrijpen van de moleculaire basis van een ziekte is cruciaal in de ontwikkeling van medicijnen ter preventie of genezing. Vele levensbedreigende aandoeningen worden veroorzaakt door de vorming van onoplosbare aggregaten ten gevolge van misvouwing van eiwitten of abnormaal metabolisme. Om het mechanisme van dit aggregatieproces volledig te ontrafelen, moeten we alle conformationele stadia en oligomere structuren die door de polypeptideketen aangenomen worden, identificeren. Zeker de identificatie en karakterisatie van de oligomeren die de vorming van fibrillen voorafgaan is van fundamenteel belang wegens hun cruciale rol in de pathogenese. De karakterisatie van de monomeren die vatbaar zijn voor aggregatie is echter een enorme uitdaging wegens het dynamisch evenwicht dat bestaat tussen de verschillende structurele intermediairen, zowel in grootte als aantal en levensduur. De vorming van fibrillen in vivo duurt meestal enkele jaren terwijl deze intermediairen zeer onstabiel zijn en een korte levensspanne behelzen.

β2-microglobuline (β2m) wordt reeds lang gebruikt als modelsysteem om het moleculaire mechanisme van amyloidose te ontrafelen door de goede karakterisatie van dit kleine eiwit en omdat het een rol speelt in dialyse-gerelateerde amyloidose. In deze ziekte leiden verhoogde serumconcentraties van β2m tot de vorming van amyloide fibrillen die neerslaan in het musculo-skeletale stelsel zoals de beenderen, de gewrichten en de ligamenten. 
In deze studie bestuderen we het moleculaire mechanisme van de fibrillogenese van β2m door gebruik te maken van nanobodies. Nanobodies (Nbs) zijn de variabele domeinen van zware keten antilichamen die enkel in leden van de Camelidae voorkomen. Ze bezitten enkele unieke eigenschappen die uitgebuit worden in dit onderzoek: ze zijn kleiner dan conventionele antilichamen en hun synthetische afgeleiden, ze zijn goed oplosbaar, gemakkelijk te produceren en zuiveren in grote hoeveelheden en ze binden het antigen met een hoge specificiteit en affiniteit. Hierdoor vormen ze het ideale gereedschap om eiwitmisvouwing en aggregatie te bestuderen vermits ze gebruikt kunnen worden om de rol van de verschillende amyloide conformeren te onderzoeken en om de verschillende stappen in de aggregatie-pathway te dissecteren door verschillende epitopen te herkennen die aanwezig zijn op natieve en misvouwen conformaties zoals oligomeren en fibrillen. 

We hebben verschillende β2m-specifieke Nbs gegenereerd en gekarakteriseerd (hoofdstuk 3) om hun invloed op de aggregatie en fibrillogenese van twee amyloidogene varianten van β2m (ΔN6β2m and Pro32Glyβ2m) na te gaan.
Van de ex vivo amyloide fibrillen bestaat 30% uit ΔN6β2m. Deze proteolytische variant van β2m vormt gemakkelijk aggregaten en fibrillen in vitro bij neutrale pH. Verschillende Nbs bleken zeer effectief in de stabilisatie van ΔN6β2m en waren in staat om de aggregatie bij pH 5 te verhinderen. Eén van deze Nbs werd dan gebruikt als kristallizatie-chaperone om ΔN6β2m te vangen als een domain-swapped dimeer. Dit stelde ons in staat om een prefibrillair intermediair van de fibrillogenese structureel te karakteriseren want dit domain-swapped dimeer vormt mogelijk de nucleus voor de groei van β2m fibrillen (hoofdstukken 4 en 5).
Pro32Glyβ2m daarentegen werd gebruikt om de rol van vouwingsintermediairen in de fibrillogenese te onderzoeken. β2m vouwt namelijk volgens twee routes waarbij twee intermediairen betrokken zijn: één intermediair heeft de Pro32 binding in een cis conformatie terwijl de andere in trans staat, met de bijhorende snelheidsbeperkende isomerizatie van trans naar cis. Het vouwingsintermediair met de trans-proline is een voorloper van dimeren en oligomeren die accumuleren vooraleer de amyloide fibrillen zich ontwikkelen. Om dit vouwingsintermediair structureel te karakteriseren, hebben we de structuur van Pro32Glyβ2m opgelost met behulp van Nb-geassisteerde X-stralen kristallografie. Eén Nb dat in staat was de Pro32Glyβ2m fibrillogenese met behulp van seeds bij pH 7 te inhiberen, werd gebruikt om deze variant te kristallizeren als monomeer. Het complex Pro32Glyβ2m•Nb24 toont een trans peptide binding op positie 32, terwijl Pro32 een cis conformatie aanneemt in het wild-type monomeer. Hiermee toonden we aan dat de cis naar trans isomerizatie van Pro32 in het β2m monomeer vroeg gebeurt in de amyloidogenese en dat dit leidt tot verschillende structurele veranderingen waardoor β2m vatbaar wordt voor aggregatie. Pro32 speelt dus een sleutelrol in het beschermen van de β-sheets van β2m die vatbaar zijn voor edge-to-edge β associatie (hoofdstuk 6).

Als besluit kunnen we stellen dat we in staat waren om twee amyloidogene varianten van β2m (ΔN6β2m en Pro32Glyβ2m) in een verschillend vroeg stadium van de β2m fibrillogenese in te vangen met behulp van Nbs waardoor we de structuur hebben kunnen oplossen door middel van X-stralen kristallografie. Beide structuren identificeren de cis-naar-trans isomerizatie van positie 32 in het β2m monomeer als een vroege gebeurtenis in de amyloidose. Hierdoor wordt het eiwitoppervlak meer hydrofoob waardoor het vatbaarder wordt voor edge-to-edge aggregatie door de vorming van intersubunit β H-bindingen. Het bevestigt de sleutelrol die Pro32 speelt in de bescherming van de β-sheets van β2m die vatbaar zijn voor aggregatie. 
Algemeen kunnen Nbs dus gebruikt worden om de verschillende intermediairen tijdens de vorming van amyloide fibrillen te stabilizeren en structureel te karakteriseren. Het zijn zeer waardevolle biomoleculen die het mechanisme van proteine aggregatie en fibrillogenese kunnen helpen verklaren en zouden kunnen dienen als startpunt voor de ontwikkeling van mogelijke diagnostische en therapeutische toepassingen.

