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Petits ARN nucléaires et

connectivites

Les petits ARN nucléaires sont impliqués dans la maturation
des ARN messagers. Des anticorps qui reconnaissent ces
petits ARN et leurs protéines associées sont des marqueurs
précieux de nombreuses connectivites.

es découvertes récentes sur
la structure et la fonction
des antigénes nucléaires
impliqués dans certaines
maladies autoimmunes ont
permis de mieux comprendre un des
mécanismes fondamentaux de la
biologie : la maturation des ARN
messagers. Ces découvertes, quoi-
qu’utilisant les méthodes de la
biologie moléculaire moderne, sont
étroitement tributaires de ’emploi

des anticorps autoimmuns. En
contrepartie, les travaux sur la
nature des antigénes reconnus

permettent une meilleure nosologie
des connectivites et la formulation
de quelques hypothéses nouvelles
sur I’étiologie de ces maladies, qui
pourraient étre fécondes dans un
avenir proche.

Aprés un bref historique, nous
ferons le point sur I’état actuel des
connaissances concernant les ribo-
nucléoprotéines nucléaires que
reconnaissent les anticorps autoim-
muns. Nous décrirons ensuite les
nouvelles techniques qui devraient
bientot étre utilisées pour le dia-
gnostic. Enfin, a la lumiére des
résultats, nous tenterons d’étayer
une hypothése virale de I’étiologie
des connectivites.

Les anticorps capables de réagir
contre les constituants nucléaires
solubles en milieu salin dits anti-
ENA (pour Extractable Nuclear
Antigens) sont connus depuis la
description de Holmann e# coll. en
1959, néanmoins la premiére impli-
cation clinique doit étre attribuée a
Tan et Kunkel qui ont décrit en
1966 la présence spécifique d’anti-
corps nommés anti-Sm dans le
lupus  érythémateux  disséminé

(LED). En 1971, Mattioli et
Reichlin décrivent une spécificité
dite anti-Mo qui prendra avec
Sharp et coll. en 1971 le nom
d’anti-RNP  (pour ribonucléo-
protéine) et sera associée a une nou-
velle entité clinique, la connectivite
mixte (CM).

Par la suite, d’autres autoanticorps
reconnaissant des antigénes nu-
cléaires solubles furent progressive-
ment décrits; leur liste, non exhaus-
tive, est donnée dans le tableau I qui
résume aussi les principales implica-
tions cliniques de ces anticorps.

s Une aide a
au diagnostic

C’est probablement pour ’anticorps
anti-Sm que la spécificité diagnosti-
que est la meilleure; sa présence fait
d’ailleurs maintenant partie des cri-
téres biologiques officiels de I’ Ame-
rican Rheumatic Association pour le
diagnostic du LED et il est a pré-
voir que I’amélioration de la sensibi-
litt des méthodes de détection le
placera au méme rang que les anti-
corps anti-ADN bicaténaires.

Les anticorps anti-RNP, en revan-
che, ne sont pas des marqueurs
absolument spécifiques des connec-
tivites mixtes. Cette maladie, discu-
tée sur le plan nosologique, de dia-
gnostic différentiel souvent trés
difficile notamment avec la scléro-
dermie ou la polymyosite, pose
pourtant un probléme crucial pour
le médecin traitant puisqu’il semble
probable qu’une connectivite mixte
serait sensible a une corticothérapie
alors que les deux autres maladies
seraient plus résistantes [1].

Enfin la présence d’anticorps anti-
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Ro (SS-A) ou anti-La (SS-B) peut
aider au diagnostic et au pronostic
du syndrome sec (salivaire ou lacry-
mal) et éventuellement aux troubles
congénitaux de la conduction car-
diaque chez les nouveaux-nés des
meéres présentant des autoanticorps
de spécificité Ro.

Nature moléculaire
mm des petits ARN ===

Antigénes RNP et Sm

De nombreux travaux préliminaires
avaient été réalisés pour essayer de
définir la nature et la structure des
antigénes Sm, RNP ou La [I]
(tableau 11). Mais ce sont les travaux
de Leiner et Steitz [2] qui permirent
la premiére identification de ces
antigénes. IIs utilisérent la propriété
qu’a la protéine A du staphylocoque
de s’accrocher aux anticorps pour
purifier les complexes antigenes-
anticorps. Ils montrérent ainsi que
I'antigéne RNP est en fait la par-
ticule ribonucléoprotéique conte-
nant le petit ARN nucléaire U,
(snRNP U,) tandis que I’antigéne
Sm correspond a 5 particules
(snRNP) contenant les petits ARN
nucléaires U, U,, Uy, Us et Ug [2,
3]. Ces petits ARN sont exclusive-
ment nucléaires et relativements
abondants (10° molécules environ
pour le snARN U, ). Leur séquence
primaire et leur structure secondaire
ont été déterminées [3, 4].

Tableau |
RELATION ENTRE LES ANTIGENES ET LE SYNDROME CLINIQUE
réalisé dapres Tan (1]
. . _ spécificité
antigene association clinique références diagnostique
lupus érythémateux dissé-
Sm miné (LED) (30 a 40%) (1. 9] trés bonne
bonne, se trouve
connectivite mixte (cm) aussi dans : scléro-
RNP (95 a 100%) [2. 3, 9] | dermie, Goujerot-
LED (50%) Sjogren (GS).
lupus discoide
GS (60-70%)
SS-A/Ro LED (30-40%) (4. 6. 9) ?
lupus néonatal
_ GS (50-60%) >
SS-B/La LED (10-15%) 6. 6. 7. 9 7
Scl 70 sclérodermie (15-20%) 9] trés bonne
anti-
T e *CREST(70-90%) [9]
Ma ° LED (20%) (9) ?
PCMA LED (5-10%) . [9) ?
PM syndrome de chevauche-
ment polymyosite-scléro- 9 5
dermie’ (87%) dermato 1 '
myosite (17%)
Mi-1 dermato myosite (11%) | [9) ?
Jo 1 polymyosite (31%) (8] v

* CREST : calcinose, syndrome de Raynaud, dysfonction oesophagienne,

lie, telangiectasie.

sclérodact y-

Tableau Il
TABLEAU RECAPITULATIF DE LA STRUCTURE DE LA FONCTION DES ANTIGENES
&
ARN 3 .
. protéines role
antigene RNP N
nomenclature longueur | extrémité 5° LTS e s
lJl UZ U4 ) H
Sm snRNP U. U 106-198 m>Gppp 13K 26K 27K | maturation des pre-mRNA
S 6
RNP snRNPU, u, 165 m3Gppp 68K 33K 22K | épissage des pre-mRNA
90K et 94 K
Ro RoRNP Y, Y, Y5Y, 90-110 pppG ou 60 K ?
VA, VA,
EBER; EBERy A —_
La LaRNP Y,-Y,-pre5S 80-173 PPPG 50K facteur de transcription
pre-tRNA
jo-1 = tRNAP 73 pG 64K AAtRNA synthetase
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Dessins |. Correia

Le fait que 'anti Sm reconnaisse les
cinq particules implique qu’elles
contiennent un antigéne commun.
De plus, si on prépare les snRNP a
haute force ionique, on obtient des
particules résiduelles qui posseédent
chacune un ensemble de protéines
identiques [5] (leur poids molécu-
laire est compris entre 12 et 29 K
daltons) et qui ont conservé une
réactivité avec Il'anti-Sm, mais
perdu les déterminants antigéniques
RNP [6]. Les séquences d’ARN
que reconnaissent ces protéines
sont en simple brin et contien-
nent la séquence nucléotidique
AU),G[7]

Les snRNA ne sont pas antigéni-
ques par eux-mémes. Ce sont les
protéines associées qui conférent
I’antigénicité aux snRNP (figure 1).
L’utilisation de la méthode de
transfert des protéines sur nitrate de
cellulose puis de détection des pro-
téines antigéniques directement sur
le filtre (ymmunoblotting) a permis de
préciser quelles protéines consti-

tuaient réellement les déterminants
Sm et RNP. Deux polypeptides de
poids moléculaire 68 K et/ou de 33
K ou 22 K daltons selon les auteurs
sont révélés par les anti-RNP [8].
Des anticorps monoclonaux anti-
RNP ont aussi détecté ces protéines
[9] D’autres protéines ne sont
reconnues que par certains sérums.
Trois protéines présentent des
déterminants antigéniques corres-
pondant a I’antigéne Sm, leur poids
moléculaire est respectivement 13
K, 26 K et 27 K daltons [8]. L’asso-
ciation de ces antigénes avec les
HnRNP [10] et la matrice nucléaire
[11] a été démontrée. Ces antigénes
sont trés conservés puisqu’ils exis-
tent chez la drosophile. Toutefois
des différences dans le poids molé-"
culaire des protéines ont été notés.

Antigéne La (SS-B) et Ro (SS-A)
Les antigenes La et Ro quoique sen-
sibles a la trypsine et résistants a la
RNase sont aussi des ribonucléo-
protéines (RNP). L’immunopréci-

Figure 1. Représentation schématique de la structure secondaire des snRN A
avec les zones d’interaction des protéines conférant I'antigénicité.

Les snRN A ne sont pas antigéniques par eux-mémes. Ce sont des protéines fortement
associées qui conferent la spécificité antigénique. Les protéines Sm sont retrouvées
sur les snRNA Ui, Uz, Uy, Us, elles reconnaissent une structure en ARN simple
brin comprenant la séquence A(U)nG [7]. Les protéines RNP ne sont associées
qu'au snRNA Ur et protégent la premiére moitié de ' ARN, a [lexclusion de
Textrémité 5°, d’'une digestion nucléasique [20].
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Figure 2. Représentation schématique de linteraction des snRNP avec TARN

pre-messager (pre-mRNA).

Les snRNP, reconnues par les autoanticor ps, sont smpliquées dans la maturation des
messagers. La reconnaissance des sites d’interaction est réalisée, au moins en partie,
par un appariement de bases complémentaires. La snRNP Ur reconnast une séquence
consensus présente aux extrémités de lintron. La représentation est celle de Keller
modifiée [25]. Un rile similaire a été proposé pour la snRNP Uz. Toutefoss
lappariement des bases ne serast réalisé que sur certains messagers puisque la
SnRNP U2 reconnait une séquence codante [26]. L’ ARN polymérase II transcrit
le géne au dela des séquences retrouvées dans le mRN A. La maturation consiste donc
en lélimination de lextrémité 3° et en laddition d’une séquence poly A. La snRNP
U4 permet la reconnaissance du site de polyadénylation par interaction avec la
séquence consensus AAUAA. Le schéma est inspiré du modéle de Berget [27].

pitation d’extraits cellulaires a
révélé la nature des RNAs. Plu-
sieurs ARN de petite taille ont été
identifiés. Ce sont tous des ARN
transcrits par I’ARN-polymerase
III. Ils sont donc tous terminés par
un triphosphate a l’extrémité 5.
L’antigéne La contient soit des
ARN cellulaires (4,5 S, pre-RNA
5S, RNA 7-28S, pre tRNA, RNA YY)
[12] soit des ARN viraux (VA,,
VA,, EBER, et EBER;)) [12]. Par
contre lantigéne Ro ne semble
contenir que les ARN du type Y.
Ces ARN ont d’ailleurs été décou-
verts grice aux antigénes Ro [12]
car ils existent -en faible quantité
(environ 200 000 copies par cellule),
leur géne a été cloné [13]. La majo-
rité des ARN Y semblent se trouver
dans le cytoplasme alors que les
autres sont surtout nucléaires [12].
L’antigéne Ro présente aussi les
déterminants La et serait donc une
sous-classe de ce dernier [14]. Deux
protéines ont été trouvées associées
a lantigéne Ro par Francceur et
Mathews [15], leur poids molécu-
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laire serait 90 et 94 K daltons, alors
que Wolin et Steitz [13] trouvent un
seul polypeptide de poids molécu-
laire 60 K daltons. Pour I’antigéne
La les choses sont plus claires, une
protéine de poids moléculaire 50 K
daltons est trouvée par la plupart
des équipes [16]. Cette proteine est
d’ailleurs phosphorylée [15] et des
expériences de pontage par les
ultra-violets ont montré son asso-
ciation avec VA. Elle a été tres
conservée durant I’évolution. Sur
PARN VA, 13 nucléotides de
P’extrémité 5’ et 26 de I’extrémité 3’
sont impliqués dans la liaison
ARN-protéine [17].

Antigéne Jo-1

Cet antigéne serait en fait la ribonu-
cléoprotéine formée par la tRNA
histidine et I’histidyl-tRNA synthe-
tase [18, 19]. D’autres sérums, pré-
sents dans les polymiosites réagi-
raient avec d’autres complexes
tRNA-synthetase-tRNA [20]. 1l
faut souligner que ces antigenes pré-
sentent une caractéristique

essentielle : ils sont trés conservés
au cours de I’évolution, ce qui
implique un role fondamental dans
la physiologie des organismes euca-
ryotes.

L’étude des anticorps autoimmuns a
non seulement permis d’attirer I’at-
tention sur ces RNP et d’étudier
leur structure, mais a permis aussi
de découvrir ou de préciser leur role
biologique.

Role des snRNP dans la matu-
ration des ARN messagers

Il est clair aujourd’hui que la parti-
cule contenant le snRNA U, joue
un role important dans I’épissage
(splicing) des pre-mRNA (pré-
curseur nucléaire des mRNA).
Apreés les hypothéses basées sur une
complémentarité entre l’extrémité
S’ du snRNA U, et les séquences
consensus des régions frontiéres
entre les exons et les introns [21],
P'inhibition par les autoanticorps de
’épissage in vitro [22] et son activa-
tion par I’addition de snRNP [23]
démontrent 'implication directe des
snRNP dans les mécanismes de
maturation des pre-mRNA.

Enfin Padgett et al. [24] ont pu
montrer que les sérums anti-Sm et
anti-RNP inhibent ’épissage alors
que le sérum anti-snRNP U, est
sans effet. Il ne fait donc pas de
doute que la snRNP U, joue unrole
important dans 1’épissage mais le
meécanisme exact est plus complexe
que celui proposé initialement par
Lerner et Steitz [21] ou le snRNA
U, faisait simplement un pont
moléculaire entre les deux exons
pour permettre ’élimination de I'in-
tron. En effet, plusieurs travaux
récents ont démontré que I’épissage
passait par une forme en « lasso »
(lariat) qui implique une reconnais-
sance a lintérieur de I'intron [25].
Le role des autres snRNP (U,, U,,
Us et Ug) n’est pas établi de fagon
définitive mais des hypothéses
basées (comme ce fut le cas initiale-

* ment pour la snRNP U,) sur des

homologies de séquence, leur attri-
buent un role dans différentes éta-
pes de la maturation des ARN pré-
messagers (flgure 2).

Le snRNA U, a été impliqué dans
I’épissage de certains pré-mRNA
[26]. Le snRNA U, posséde une
séquence nucléotidique complé-
mentaire aux régions servant de
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signal a la polyadénylation [27]. De
plus, Moore et Sharp [28] ont mon-
tré que les anti-Sm inhibent la
polyadénylation dans un systéme
acellulaire. Récemment, plusieurs
groupes ont mis en évidence ’asso-
ciation des particules U, et Ug et, a
cette occasion, un role regulateur de
la polyadénylation par la snRNP U,
a été évoquee [20].

Roles de antigéne La dans la
transcription

Steitz et coll. [16] ont montré que
les extraits de transcription acellu-
laire épuisés en antigéne La ne syn-
thétisent plus les petits ARN viraux
EBER I et EBER II. De plus, les
anticorps  anti-La  précipitent
’ADN du geéne VA cloné, dans un
systeme de transcription in vitro,
impliquant une association ADN,
ARN-VA protéine La. Ils ont donc
considéré que la protéine La était
un facteur de transcription de
’ARN polymérase III. De fagon
analogue Gottesfeld et coll. [29] ont
montré que les anticorps anti-La
inhibaient la transcription in vitro
des geénes SS, tRNAmet et VA
Cette inhibition peut étre levée par
I’addition d’une protéine de 64 K
daltons présente sur la RNP-La,
différente de Pantigéne principal
qui est une protéine de 50 K dal-
tons. Il faut noter enfin qu’un role
dans la syntheése des protéines a été
proposé pour VA, [30].

Derniersprogres
— biochimiques "

Il apparait désormais de fagon évi-
dente que P’éclairage apporte par les
techniques biochimiques sur la
caractérisation des anticorps anti-
ENA vont étre dans les années a
venir source de progres diagnosti-
que considérables. Les deux
approches que sont la caracté-
risation des snRNA précipités et
les protéines reconnues en
« immunoblot » ont déja été utili-
sées par quelques laboratoires avec
des résultats trés prometteurs.

L’équipe de J. Steitz [9] a déja pu
démontrer I’association fréquente
d’anti-RNP et d’anti-Sm dans le
lupus  érythémateux  disséminé
(LED) par un simple test de dilu-
tion des sérums a tester. En effet,
dans le cas ou un sérum contient un

mélange d’anti-RNP et d’anti-Sm,
précipitant comme I’anti-Sm pour
les snRNA U,, U,, U,, U, Uy, il
est possible de trouver une dilution
a laquelle seul I’anti-RNP garde son
activité et ne précipite donc que le
snRNA U,.

La précipitation des ARN EBER 1
et IT ou des ARN VA I et VAII
pourrait constituer un test trés sen-
sible de détection des anticorps
anti-La (SS-B); de méme, la carac-
térisation des snRNP de la série Y
comme test de détection pour les
anticorps anti-Ro (SS-A).

Plus prometteuse encore pourrait
étre la technique d’« immunoblot »
qui permet de caractériser la réac-
tion sérique vis-a-vis d’un ensemble
de protéines nucléaires séparées en
fonction de leur poids moléculaire.
Les premiers résultats publiés par
’équipe de Steitz [9] montrent en
effet qu’il est possible de caractéri-
ser la spécificité RNP par une réac-
tion constante et forte sur des pro-
téines 33 K, 22 K et plus faible sur
un doublet 26-27 K, une protéine
68 K étant marquée nettement
seulement chez certains malades,
pas chez d’autres. Ceci a éte
confirmé dans un travail non encore
publié de notre laboratoire.

Cette approche s’avére étre un
excellent outil lorsque la faiblesse de
la réaction en double immunodiffu-
sion ne permet pas de mettre en évi-
dence I'identité avec un sérum de
référence. A I'opposé, la spécificité
Sm apparait comme étant liée a la
reconnaissance des protéines 26 K -
27 K (fortement reconnues cette
fois) et surtout 13 K. Dans notre
expérience personnelle, une excel-
lente corrélation clinique apparait
alors puisque tous les sérums testés
reconnaissant la 13 K provenaient
de patients atteints de LED.
Comme dans le travail rapporté par
Petterson et coll. [9], certains de ces
sérums n’avaient donné aucune
réaction en double immunodiffu-
sion ce qui indique que I’utilisation
de I’« immunoblot » permettra de
détecter un nombre plus important
de malades avec anticorps anti
ENA. En comparant avec un sérum
de référence, il est possible de pro-
poser un test semi-quantitatif par
dilution qui porterait simultané-
ment sur toutes les spécificités
caractérisées. Récemment, Habet et
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coll. |31] ont propos¢ une méthode
quantitative utilisant « 'immuno-
blotting ». Cette méthode est
500 fois plus sensible que la double
immunodiffusion. On attend aussi
beaucoup des anticorps monoclo-
naux qui pourront permettre le
dosage par compétition des antige-
nes (Radiosmmunoessais).

Un gros travail de biologie médicale
s’ouvre a présent; nul doute qu’il
constituera un progres décisif dans
le diagnostic, la compréhension et
la surveillance des connectivites
autoimmunes. Le passage en rou-
tine pour I’exploration des sérums
par « immunoblot » a d’ailleurs déja
débuté dans notre laboratoire (CTS
Montpellier) mais un recul clinique
est encore nécessaire pour en éva-
luer Pintérét définitif.

—Etiologie E—
des connectivites

La théorie virale de lorigine des
maladies autoimmunes n’est pas
nouvelle, mais sa démonstration
reste difficile. Nous noterons les
faits qui semblent impliquer le role
de certains virus transformants dans
les connectivites.

Le premier argument est apporté
par la présence d’ARN viraux dans
les antigénes La qui sont produits
en quantité plus importante par les
cellules transformées par EBV que
par les cellules non transformeées.
On pourrait donc supposer qu’une
augmentation de la production de
ces antigénes aboutirait, peut-étre,
via leur libération par lyse cellulaire,
a Pimmunisation des sujets infectés
et serait donc a Dlorigine des
Goujerot-Sjogren a anti-La. La
méme hypothése pourrait étre
appliquée aux connectivites caracté-
risées par les anti-RNP et anti-Sm
(LED et CM) et expliquer les résul-
tats de Lindgren et coll. [32] qui
viennent de montrer que les genes
pour les petits ARN U, et U, sont
précisément ceux qui sont activés
par le virus transformant Adeno 12.
La production d’un exces d’antige-
nes pourrait initier la maladie. De
méme, linfection par un virus
entraine une augmentation de la
synthése des tRNA et pourrait
expliquer 'origine des anti-Jol sug-
gérée par Rosa et coll. [19].

Une autre hypothése expliquerait
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lorigine virale de certaines connec-
tivites. Il a été montré que des anti-
corps monoclonaux anti-ADN peu-
vent reconnaitre des protéines en
raison de la similitude des épitopes,
quoique les molécules soient tres
différentes. De la méme maniére, on
pourrait supposer que certains virus
présentent des épitopes tres proches
de ceux des RNP et que les anti-
corps antiviraux reconnaitraient les
RNP. De fait, M. Rucheton et coll.
(manuscrit soumis) viennent de
démontrer D’apparition d’un taux
anormal d’anticorps contre les pro-
téines du rétrovirus MSV-MLV
codée par le géne Gag et leur pré-
curseur dans certaines connectivites
mixtes. Ces deux types d’hypothése
ne sont pas contradictoires mais
pourraient au contraire expliquer la
présence de plusieurs antigénes dif-
térents chez le méme patient.

Ainsi, associée a d’autres facteurs,
tel le déséquilibre du sytéme immu-
nitaire, 'immunisation contre des
ribonucléoprotéines induites par
P'infection virale ou contenant des
séquences propres au virus, pourrait
jouer un role déterminant dans
le déclenchement des maladies
autoimmunes et leur imprimer
certaines caractéristiques sympto-
matiques M
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Summary

Among the autoimmunc disor-
ders, a number of connective tis-
sue discases are characterized by
autoantibodies directed against
nuclear RNP containing small
RNA. Today the nosology of
these discases is, at least par-
tially, related to the nature of the
antigenic RNP involved. We
present and discuss these rela-
tions. Then, we review the
recent works on the structure
and the function of the nuclear
RNP rccognized by these
autoantibodies. They arc all
involved in fundamental func-
tions of the cell like splicing,
polyadenylation of messenger
RNA or in RNA polymerase 111
directed  transcription.  The
recent knowledge obtained on
the structure of RNP allows
development of new methods
that could be used to diagnose
the autoimmune discases (1. c.
quantitative immunoblotting or
monoclonal antibodies). Based
on recent results we propose a
viral origin of connective tissue
discases.

*GLOSSAIRE*

AN A : anticorps antinucléaire.

LED : lupus érythémateux disséminé.

ENA : « extractable nuclear antigens » : antigénes nucléaires solubles.

RNP : ribonucleoprotéine.

snRNP : « small nuclear RNP », particule ribonucléoprotéique contenant

un petit ARN nucléaire de la série U.

HnRNP : « heterogeneous nuclear RNP », structure ribonucléoprotéique
contenant ' ARN prémessuger (pré-mRNA ).

pré-mRNA : précurseur nucléaire de T ARN messager.

snRN A : « small nuclear RNA », petit ARN nucléaire de la série U.

EBV : virus d’E pstein-Barr.

CM : connectivite mixte.

GS : syndrome de Goujerot-Sjogren.

PR : polyarthrite rhumatoide.

Matrice nucléaire : il s’agit du squelette nucléaire constitué de protéines

Sfibrillaires de structure.

ARN polymérase II1 : il existe chez les eucaryotes 3 ARN polymérases
correspondant aux numéros I (transcription des ARN ribosomaux), 11
(transcription des ARN messagers) et I1I (transcription des petits ARN
nucléaires, de séquences répétitives et des ARN de transfert). '
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