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La seconde boucle
extracellulaire des réecepteurs
couplés aux protéines G :
une cible préférentielle

pour des autoanticorps
fonctionnels

Les récepteurs couplés aux protéines G appartiennent a la
superfamille des récepteurs a sept régions transmembra-
naires o-hélicoidales dont le modéle structural est la bacté-
riorhodopsine. Ses propriétés structurales font de la se-
conde boucle extracellulaire de ces récepteurs, reliant la
quatrieme hélice transmembranaire a la cinquiéme, un do-
maine antigénique de choix. Utilisant comme cibles des
peptides synthétiques reproduisant la séquence de cette
boucle, nous avons pu montrer I’existence d’autoanticorps
fonctionnels dans différentes maladies pour lesquelles une
composante auto-immune était postulée. Les anticorps po-
lyclonaux induits par les mémes peptides partagent les pro-
priétés fonctionnelles des autoanticorps. Cette seconde
boucle extracellulaire serait donc la région immunodo-
minante des récepteurs couplés aux protéines G. Ces ré-
sultats permettent d’envisager des approches diagnostiques
et thérapeutiques nouvelles pour les maladies concernées.

es maladies auto-immunes cible est le récepteur de la TSH (hor-

pour lesquelles des récep-
teurs membranaires sont
directement impliqués dans
la physiopathologie de la
maladie sont assez rares. Les plus
connues sont la myasthénie, dans
laquelle le récepteur cible est le
récepteur cholinergique nicotinique
des muscles striés, et la maladie de
Basedow, dans laquelle le récepteur

mone stimulant la thyroide). Ce der-
nier appartient a la sous-famille des
récepteurs couplés aux protéines G
possédant une région N-terminale
étendue. Cette région pourrait conte-
nir les épitopes reconnus par les anti-
corps stimulateurs ou inhibiteurs.

Bien que la majorité des récepteurs
impliqués dans la régulation fonc-

tionnelle du ceoeur et des vaisseaux o——
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appartiennent également a la super-
famille des récepteurs couplés aux
protéines G, peu d’études ont été
faites sur la présence d’autoanticorps
interagissant avec ces récepteurs dans
des maladies cardiovasculaires a étio-
logie non définie, mais dont cer-
taines caractéristiques suggérent la
présence d’une composante auto-
immune. Ainsi, I’existence d’anti-
corps stimulant les récepteurs B-adr-
énergiques avait été rapportée dans
les sérums de patients atteints de la
cardiomyopathie de Chagas [1], qui
est considérée comme le paradigme
d’une maladie auto-immune puis-
qu’elle se déclare de longues années
apres la primo-infection par I’agent
pathogéne, le parasite intracellulaire
Trypanosoma cruzi. Ainsi, des anticorps
stimulant les récepteurs B,-adré-
nergiques ont été identifiés dans des
sérums de patients atteints de cardio-
myopathie dilatée idiopathique [2].
L’origine de cette maladie est encore
inconnue mais pourrait étre une
séquelle auto-immune d’une myocar-
dite virale [3].

Le clonage et le séquencage de
’ADNCc codant pour le récepteur B,
adrénergique de poumon de ham-
ster [4] a permis de définir une
superfamille de récepteurs dont la
structure s’apparente a celle de la
bactériorhodopsine [5]. A partir de
cette structure présomptive et de
considérations immunologiques
(accessibilité des anticorps, caractére
hydrophile de la boucle) et pharma-
cologiques (existence d’au moins
deux cystéines importantes dans la
fonction de liaison et de désensibili-
sation du récepteur), nous avons pré-
dit que la seconde boucle extracellu-
laire de ce ré- cepteur aurait les
propriétés requises pour une recon-
naissance fonctionnelle par des
autoanticorps [6].

La démarche utilisée pour détermi-
ner les propriétés antigéniques des
boucles extracellulaires peut étre sui-
vie 4 partir du récepteur fB,-adréner-
gique, représenté sur la figure 1. La
premiére boucle extracellulaire est
probablement limitée par les deux
acides aminés glycine (G) et acide
glutamique (E) et comporte donc
onze acides aminés pour la plupart
hydrophobes. Bien que la boucle
entre les deux glycines puisse étre un
épitope B (six acides aminés dont
deux chargés), la faible longueur de

la boucle pourraitrendre cet épitope
trop proche de la membrane pour
étre susceptible d’interagir avec un
anticorps. La troisieme boucle extra-
cellulaire est probablement limitée par
la lysine (K) et I’arginine (R), les deux
résidus ayant une charge positive. Bien
que cette boucle soit plus hydrophile
que la premiére, sa faible longueur
entraine les mémes remarques que
pour la premiére. La seconde boucle
extracellulaire, commencant proba-
blement au résidu histidine (H) et se
terminant au résidu arginine (R), a
une longueur plus de 2 fois supérieu-
re a celle des deux autres boucles
extracellulaires, et contient 11 acides
aminés chargés, et donc hydrophiles,
sur 26. L’existence d’un pont disulfu-
re fait naitre une boucle qui pourrait
constituer un épitope B au sommet
de la boucle, bien accessible a l'inter-
action avec des anticorps. En outre,
la seconde boucle extracellulaire
contient un épitope T, prédit par
analogie de séquence avec des épi-
topes T connus [7]. Bien que cet épi-
tope ne soit pas essentiel pour la
reconnaissance par les anticorps, il a
I’avantage expérimental de pouvoir
induire des anticorps antipeptide
sans qu’il soit nécessaire de coupler
ces derniers pour les rendre immu-
nogéniques.

Nous avons extrapolé ces propriétés a
d’autres récepteurs de la méme famil-
le. Dans les paragraphes qui suivent
nous allons passer en revue les résul-
tats obtenus a partir de cette prédic-
tion afin d’étayer I’hypothése d’une
région immunodominante majeure
dans les récepteurs a sept régions
transmembranaires couplés aux pro-
téines G. Nous étudierons également
les autres régions impliquées dans
une réponse auto-immune.

La cardiomyopathie
dilatée idiopathique

La cardiomyopathie dilatée idiopa-
thique est une maladie du myocarde
primaire d’origine inconnue, carac-
térisée par une dilatation du ventri-
cule gauche ou des deux ventricules
et une contractilit¢ myocardique
diminuée. La maladie a une préva-
lence d’a peu pres 36 cas sur une
population de 100000. Outre une
composante génétique, la maladie
pourrait étre due a une réponse
auto-immune, conséquence d’une

m/s n°12, vol. 11, décembre 95



Figure 1. Schéma de la structure supposée du récepteur B,-adrénergique humain. Chaque cercle correspond a un
acide aminé. Les sept régions transmembranaires ont une structure en hélice a. Les boucles extracellulaires sont nu-
meérotées de | a lll. Les ponts disulfures extracellulaires sont schématisés selon [33]. Les acides aminés commengant
et terminant les boucles sont indiqués en rouge. Dans le domaine C-terminal, la cystéine ancre ce domaine a la
membrane par un acide palmitique. Les acides aminés des deux épitopes B définis sur la seconde boucle extracel-
lulaire et de I'épitope défini sur la premiére boucle extracellulaire sont soulignés. Un site possible de glycosylation

est indiqué en position 15.

myocardite virale primaire. Cette
hypothese est confortée par les ano-
malies de la réponse immune humo-
rale et cellulaire observées au cours
de la maladie [3]. Dans le sérum de
patients atteints de la maladie, des
autoanticorps dirigés contre divers
antigénes cardiaques ont été identi-
fiés, notamment contre le récepteur
B,-adrénergique [2, 8]. Nous avons
testé notre prédiction structurale sur
ces derniers.

Nous avons purifié des autoanticorps
de ces sérums par chromatographie
d’affinité a 'aide d’un peptide syn-
m/sn12, vol. 11, décembre 95

thétique correspondant a la seconde
boucle extracellulaire du récepteur
B,-adrénergique. Ces autoanticorps
inhibent la liaison d’un antagoniste
spécifique d’une maniére non com-
pétitive et, comme les agonistes par-
tiels de ce récepteur, ils induisent
une chronotropie positive sur des cel-
lules cardiaques de rats nouveau-nés
en culture. Apres adsorption des
sérums sur la colonne d’affinité, les
éluats n’ont plus d’effets pharmaco-
logiques ou physiologiques. Nous
avons donc conclu que tous les
autoanticorps fonctionnels sont diri-

gés contre le domaine du récepteur
dont nous avions prédit I'importance
immunologique et fonctionnelle [9,
10].

En utilisant des peptides synthé-
tiques correspondant aux différentes
boucles du récepteur B;-adréner-
gique, il a été démontré que dans
environ 25% a 50 % des cas de car-
diomyopathie dilatée idiopathique,
les autoanticorps fonctionnels sont
bloqués par le peptide correspon-
dant a la premiére boucle extracellu-
laire du récepteur [11, 12]. Dans ces

cas-1a, on ne trouvait pas d’autoanti- —
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corps contre la seconde boucle extra-
cellulaire. L’épitope B que nous
avons estimé difficilement accessible
sur cette premiere boucle pourrait
donc quand méme interagir avec des
autoanticorps fonctionnels.

Ces premiers résultats nous ont
conduits a étudier la présence
d’autoanticorps fonctionnels contre
le récepteur muscarinique M2 de
I’acétylcholine au cours de la méme
maladie. Nous avons pu isoler des
autoanticorps par immunoadsorp-
tion sur un peptide synthétique cor-
respondant a la seconde boucle
extracellulaire de ce récepteur. Ces
anticorps inhibent la fixation d’un
radioligand antagoniste spécifique
sur le récepteur [13] et induisent
une chronotropie négative dans des
cardiomyocytes en culture (résultats
non publiés). Ces résultats nous per-
mettent de postuler I’existence
d’épitope(s) fonctionnel(s) sur la
seconde boucle extracellulaire des
récepteurs couplés aux protéines G
et de la définir comme une région
immunodominante majeure par ana-
logie avec le domaine reconnu par
les autoanticorps antirécepteur cho-
linergique nicotinique dans la myas-
thénie.

I La maladie de Chagas

Ces résultats nous ont incités a étu-
dier la présence d'autoanticorps diri-
gés contre des récepteurs couplés
aux protéines G dans une cardiomyo-
pathie de type auto-immun induite
par le parasite intracellulaire Trypa-
nosoma cruzi. Cette cardiomyopathie
se déclare chez 20 % a 30 % de
patients ayant été infectés par le para-
site cinq a vingt ans avant I’apparition
des premiers symptomes cardiaques.
La présence d’autoanticorps ago-
nistes contre les récepteurs B-adré-
nergiques et muscariniques avait été
démontrée sur des préparations car-
diaques in vitro [1, 14]. Nous avons
pu confirmer que ces autoanticorps
étaient bien dirigés contre la seconde
boucle extracellulaire des récepteurs
B, et PByadrénergiques et contre le
récepteur M2 muscarinique du cceur
[15, 16]. Le fait que dans deux car-
diomyopathies différentes d’origine
auto-immune, des autoanticorps
fonctionnels soient trouvés contre les
mémes récepteurs, suggere que ces
autoanticorps pourraient avoir une

importance dans la pathogénie et la
symptomatologie de ces maladies.
Puisque, dans le cas de la maladie de
Chagas, I'agent pathogéne est connu
(le parasite 7. cruzi), nous avons étu-
dié si I'origine des autoanticorps ne
pouvait pas étre cherchée dans une
réaction croisée entre un des récep-
teurs cibles et une protéine antigé-
nique du parasite. Par études compa-
ratives des séquences, nous avons
trouvé une séquence tres analogue
dans la protéine ribosomique PO du
parasite (-Ala-Glu-Ser-Glu-Glu-) et la
seconde boucle du récepteur fB,-adré-
nergique humain (-Ala-Glu-Ser-Asp-
Glu-). Nous avons vérifié que le pep-
tide correspondant a la seconde
boucle extracellulaire du récepteur
B-adrénergique était capable de blo-
quer la reconnaissance de la protéine
ribosomique parasitaire en immu-
noempreinte et qu'un peptide cor-
respondant a la séquence de la pro-
téine ribosomique décrite ci-dessus
était capable de bloquer la chrono-
tropie positive induite par les autoan-
ticorps antirécepteurs [17]. Nous
avons donc conclu que les autoanti-
corps antirécepteur fB;-adrénergique
avaient été induits par réaction croi-
sée avec une protéine parasitaire
selon I’hypothése du mimétisme
moléculaire [18, 19].

La présence d’autoanticorps contre
les récepteurs By,-adrénergique et
muscarinique M2, décelée dans la
maladie de Chagas, pourrait s’expli-
quer par un mimétisme moléculaire
entre d’autres protéines antigéniques
du parasite et les récepteurs cibles ou
par des phénoménes inflammatoires
au niveau du muscle cardiaque pou-
vant mener a la production d’auto-
anticorps contre les fragments immu-
nodominants de ces récepteurs apres
lésion immunologique des cellules
cardiaques.

I La myasthénie

La confirmation que la seconde
boucle extracellulaire des récepteurs
B-adrénergique et muscarinique M2
est bien la cible d’autoanticorps fonc-
tionnels dans deux types de cardio-
myopathie nous a fait poser la ques-
tion de la production d’autoanticorps
antirécepteurs couplés aux protéines
G dans d’autres maladies dont 'origi-
ne auto-immune est bien établie.
Nous avons étudié la présence

m/s n° 12, vol. 11, décembre 95



d’autoanticorps antirécepteurs B-
adrénergiques dans la myasthénie,
maladie dans laquelle les autoanti-
corps antirécepteur nicotinique ont
un role pathologique certain [20].
Dans 18 % des cas, les autoanticorps
dirigés contre la seconde boucle du
récepteur Pyadrénergique ont été
décelés. Ces anticorps reconnaissent
le récepteur en immunoempreinte et
inhibent la liaison d’un radioligand
antagoniste [21]. Il est connu que le
récepteur Poadrénergique est beau-
coup plus ubiquitaire que le récep-
teur B;-adrénergique et se retrouve,
entre autres, sur les cellules du
muscle strié. Il se pourrait donc que
'attaque auto-immune de ces cellules
dans la myasthénie conduise a la libé-
ration du récepteur membranaire
comme immunogene et donc a la
production d’autoanticorps dirigés
contre le domaine antigénique
immunodominant du récepteur B,-
adrénergique.
L’hypertension maligne
secondaire

L’élévation des concentrations
sériques d’immunoglobulines, la pré-
sence d’autoanticorps antimembrane
nucléaire et une augmentation de
lymphocytes T activés dans I’hyper-
tension maligne essentielle ou secon-
daire [22, 23] suggerent l'interven-
tion d’'une composante auto-immune
dans certaines hypertensions. Nous
avons donc voulu vérifier la présence

d’autoanticorps contre un récepteur
couplé aux protéines G, important
dans la régulation de la tension arté-
rielle. Notre premier choix a porté
sur le récepteur o;-adrénergique. En
utilisant un peptide correspondant a
la seconde boucle extracellulaire de
ce récepteur, nous avons trouvé des
anticorps réagissant contre ce pepti-
de dans 64 % de cas d’hypertension
maligne d’origine rénovasculaire, en
dehors de toute glomérulonéphrite.
Dans I’hypertension essentielle
maligne ou chez des témoins sains, la
prévalence de ces anticorps était de
12% a 20 %. Comme I'agoniste syn-
thétique du récepteur o,-adréner-
gique, la phényléphrine, les autoanti-
corps purifiés étaient capables de
stimuler les cardiomyocytes en cultu-
re. Cette stimulation était inhibée
par un antagoniste spécifique, le pra-
zosine, et par le peptide antigénique
[24]. Ces résultats ont montré pour
la premiere fois que la prédiction fai-
te sur I'antigénicité des domaines des
récepteurs couplés aux protéines G
permettait la découverte d’autoanti-
corps fonctionnels dans des maladies
ou ils n’étaient pas soupconnés.

Conclusions
et perspectives

Nous avons vérifié 1I’hypothese selon
laquelle la seconde boucle extracellu-
laire des récepteurs couplés aux pro-
téines G est une cible préférentielle
pour des autoanticorps fonctionnels.

Elle n’est cependant pas le domaine
antigénique unique puisque des anti-
corps de type agoniste ont été trouvés
contre la premiére boucle extracellu-
laire du récepteur B,-adrénergique
[11, 12]. Dans les deux types de
reconnaissance, le role des cystéines
impliquées dans un pont disulfure
interboucle semble étre essentiel. Par
ailleurs, des autoanticorps antago-
nistes trouvés chez des malades aller-
giques semblent reconnaitre la troi-
sieme boucle extracellulaire [25].
Cette observation n’a pas encore été
confirmée pour le méme récepteur
ou pour des anticorps dirigés contre
la méme boucle dans d’autres récep-
teurs. Il serait pourtant intéressant de
vérifier I’hypothése d’anticorps pou-
vant bloquer les récepteurs au lieu de
les stimuler.

Par la suite, nous avons également
été capables d’induire des anticorps
partageant les propriétés fonction-
nelles de ces autoanticorps par
immunisation de lapins contre des
peptides synthétiques correspondant
a la séquence de la seconde boucle
extracellulaire des récepteurs pou-
vant étre impliqués dans la recon-
naissance auto-immune. D’autres
groupes ont utilisé la méme région
pour induire des anticorps antipepti-
de pouvant reconnaitre d’autres
récepteurs de la méme famille et ont
également obtenu des anticorps a
effets pharmacologiques ou physiolo-
giques. Nous avons résumé dans le
Tableau I les propriétés connues des

Tableau |
EFFETS DES ANTICORPS DIRIGES CONTRE LES BOUCLES EXTRACELLULAIRES
DES RECEPTEURS COUPLES AUX PROTEINES G

Récepteurs Activité étudiée Boucle | Boucle Il Boucle lll Références
B,-adrénergique Effet pharmacologique Non compétitif [8]

Effet physiologique Agoniste Agoniste [10-12, 26]
B,-adrénergique Effet pharmacologique Non compétitif [27]

Effet physiologique Antagoniste  [25]
M2-muscarinique  Effet pharmacologique Mixte [13, 28]

Effet physiologique Agoniste [28]
o,-adrénergique Effet pharmacologique Non compétitif [24, 29]

Effet physiologique Agoniste [24, 29]
Sérotoninergique  Effet pharmacologique  Non compétitif Augmente les sites [30]
(5HT,,) agonistes de forte affinité
Olfactif Effet physiologique Antagoniste [31]
PAF-acéther Effet physiologique Agoniste [32]

L’activité pharmacologique est mesurée par le déplacement d’un radioligand spécifique des récepteurs, I'activité physiologique par un effet chrono-
tropique sur une cellule ayant ces récepteurs ou par I'activation des effecteurs biochimiques des récepteurs. Tous les essais ont été réalisés in vitro.
De nombreux rapports mentionnent I'existence d’anticorps antipeptide dirigés contre les différents domaines des récepteurs. La plupart de ces anti-
corps n‘ont pas été testés pour leur activité fonctionnelle et ne sont donc pas mentionnés dans le tableau.
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autoanticorps et des anticorps anti-
peptide étudiés jusqu'a présent. La
recherche d’autoanticorps dirigés
contre la seconde boucle extracellu-
laire d’autres récepteurs de la méme
famille dans des maladies a étiologie
inconnue, mais pour lesquelles une
composante auto-immune est suspec-
tée, peut donc étre envisagée.
L’observation de I'existence d’auto-
anticorps antirécepteurs de type ago-
niste, dirigés contre la seconde
boucle extracellulaire, est confirmée
par plusieurs groupes utilisant des
approches différentes. L’importance
physiopathologique de ces autoanti-
corps reste a démontrer. Comme
nous I’avons suggéré dans le cas de la
myasthénie, ces autoanticorps pour-
raient étre la conséquence d’une
attaque auto-immune de type cellu-
laire, permettant la libération et la
présentation des récepteurs comme
autoantigenes. Ils seraient donc plus
des marqueurs de l'auto-immunité
que les agents auto-immuns respon-
sables de la maladie.

Quelques arguments suggeérent que
les autoanticorps pourraient avoir
une importance physiopathologique.
La présence des mémes anticorps
dans des cardiomyopathies d’origine
si différente que la cardiomyopathie
dilatée idiopathique et la cardiomyo-
pathie de la maladie de Chagas sug-
gére que les symptomes communs a
ces deux cardiomyopathies pour-
raient étre dus a la présence de ces
anticorps. Dans tous les cas ou nous
avons utilisé des sérums témoins dans
un essai immunoenzymatique utili-
sant les peptides synthétiques comme
antigénes, nous avons obtenu une
réponse positive comprise entre 10 %
et 20 %. A partir de ces sérums, nous
avons purifié des anticorps antipepti-
de par chromatographie d’affinité.
Ces anticorps n’ont jamais montré
d’activité pharmacologique ou phy-
siologique, suggérant qu'’ils sont diri-
gés contre des épitopes non fonction-
nels des peptides ou des récepteurs.
Le fait que des anticorps a effets
pharmacologiques ou physiologiques
ne soient trouvés que dans les sérums
des malades favorise donc I’hypothé-
se de leur importance physiopatholo-
gique.

Des études expérimentales, actuelle-
ment en cours, d’'immunisation a
long terme par des peptides
devraient permettre de préciser les

effets physiopathologiques des
autoanticorps. L’obtention d’anti-
corps monoclonaux fonctionnels et
leur transfert passif dans des souris
transgéniques exprimant les récep-
teurs cibles pourraient également
donner une réponse a la question de
la pathogénicité des autoanticorps.
Les modeéles expérimentaux définis
permettraient une approche immu-
nothérapeutique spécifique au
moyen de peptides bloquants.

Par ailleurs, les autoanticorps peu-
vent étre considérés comme des ago-
nistes spécifiques du sous-type des
récepteurs cibles. En effet, la variabi-
lit¢ de la seconde boucle extracellu-
laire entre les différents sous-types est
assez prononcée et, de ce fait, la plu-
part des anticorps sont monospéci-
fiques pour un récepteur unique.
Cette propriété pourrait étre utilisée
d’un point de vue pharmacologique
quand les ligands synthétiques ne
permettent pas cette discrimina-
tion M
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Summary

The second extracellular loop of G
protein-coupled  receptors: a
preferential target for functional
autoantibodies

Membrane receptors coupled to
G proteins belong to a receptor su-
perfamily containing seven trans-
membrane o-helical domains whose
structural model is bacterior-
hodopsin. The structural and func-
tional properties of the second ex-
tracellular loop of these receptors,
linking the fourth transmembrane
domain to the fifth, point towards
this region as a potential antigenic
region. Using synthetic peptides
corresponding to the sequence of
this loop, we were able to detect,
purify and characterize functional
autoantibodies in different di-
seases, in which an autoimmune
component has been postulated.
Polyclonal antibodies have been
raised in rabbits against the same
peptides; they share the same
functional properties as the au-
toantibodies. These results allow us
to put forwards the hypothesis that
the second extracellular loop is the
main immunodominant region of
receptors coupled to protein G.
These results also permit to think
about new diagnostic and thera-
peutic approaches for those di-
seases, in which the autoantibodies
seem to play a role.

J. Hoebeke. —
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