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Un nouveau compartiment nucléaire,
réevéelé par des auto-anticorps
de la cirrhose biliaire primitive,
pourrait étre impliqué dans la pathogénie
de la leucémie aigué promyélocytaire

Les cellules sont constituées de mul-
tiples compartiments dont les plus
manifestes sont le noyau et le cyto-
plasme. Ceux-ci sont eux-mémes
divisés en de nombreux domaines
fonctionnels : dans le cytoplasme, les
organites sont limités par des mem-
branes qui les rendent topologique-
ment distincts. Ils communiquent
graice a des systemes vésiculaires
dont certains éléments sont pourvus
de signaux servant d’adresse, per-
mettant un transit cellulaire
ordonné. Dans le noyau, de nom-

breux travaux suggeérent I’existence
d’une étroite sectorisation, dont les
bases physiques semblent beaucoup
plus complexes. La topographie de
la réplication de I'ADN et de
I'expression des génes commence a
étre appréhendée grace a la fluores-
cence et a la microscopie confo-
cale [1-4]. L’examen des profils
d’incorporation du bromure de
désoxyuridine lors de la phase S du
cycle cellulaire, montre que les dif-
férents segments de I’ADN se répli-
quent de maniere ordonnée et

Figure 1. Vue, en microscopie électronique (A et B), du corps nucléaire
liant spécifiquement PML et les autoantigénes de la cirrhose biliaire
primitive dans deux types de cellules hématopoiétiques. Immunodé-
tection par des anti-corps anti-PML marqués a I’or colloidal. (D'aprés [22].)
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séquentielle. La synthese des ARN
ribosomiques se fait dans le
nucléole ; pour les ARN messagers
(ARNm), les génes semblent occu-
per une place donnée dans le noyau
interphasique, et les ARNm sem-
blent étre transcrits et transportés
suivant des chemins précis [5, 6]. Il
est également clair que I'épissage
des messagers se fait dans des
régions limitées du noyau [7]. Cette
sectorisation nucléaire n’est pas une
compartimentation et repose sur des
fondements physiques et moléculai-
res encore assez flous. Ici, comme
bien souvent, les affections patholo-
giques humaines ont apporté une
aide précieuse a la biologie: pour
des raisons inconnues, de nombreu-
ses maladies auto-immunes se carac-
térisent par I'existence d’anticorps
dirigés contre des protéines asso-
ciées a des domaines fonctionnels
du noyau [8]. Ces auto-anticorps ont
joué un role capital dans la décou-
verte et I’étude de ces domaines.

Une autre part importante de I'ana-
tomie nucléaire est fondée sur des
observations de microscopie électro-
nique. Celles-ci ont permis I'identi-
fication de structures telles que la
chromatine (dense ou relichée),
ainsi que celle d'un réseau ribonu-
cléoproteique fibrillo-granulaire qui
comprend les granules et les fibres
périchromatiniennes, les grains
interchromatiniens et les corps
nucléaires (revues [9, 10]). Ces der-
niers correspondent a des zones
denses aux électrons et constituent
une famille dont la structure, les
aspects morphologiques, antigéni-

577



ques et probablement fonctionnels
sont distincts (revue [11]). Un type
de corps nucléaire est assez bien
connu : il s’agit du corps pelotonné
(coiled body), qui est caractérisé par
une morphologie propre et une
protéine spécifique (p80 coilin) [12].
Il contient des facteurs d’épissage, et
pourrait jouer un role dans leur
stockage.

Un autre type de corps nucléaire
peut étre détecté par des auto-
anticorps présents chez 20 % a 30 %
des malades atteints de cirrhose
biliaire primitive. La spécificité de
ces sérums est décrite sous le nom
de points nucléaires (nuclear dots)
[13-16]. En microscopie électroni-
que, cette structure se présente
comme une spheére dont la coque
est dense aux électrons et le cceur
finement fibrillaire (figure 1). Ce
corps nucléaire ne semble pas inter-
venir dans les processus de réplica-
tion, de transcription ou d’épissage,
car des expériences de digestion
montrent qu’il ne contient ni ADN,
ni ARN. Il n’est reconnu par aucun
des antigenes de compartimentation
déja connus. Il semble toutefois étre
lié a la prolifération cellulaire : plu-
sieurs articles montrent la multpli-
cation de ces corps en réponse au
sérum, aux cestrogenes ou a I’hépa-
tectomie [13, 14]. L’interféron aug-
mente également de maniére spec-
taculaire le nombre et la taille de
ces points nucléaires [17]. En revan-
che, cette structure disparait lors de
I'infection par certains virus de la
famille Herpes [18]. Le gene codant
pour une des protéines constitutives
de ces corps nucléaires, la Sp100, a
été cloné en utilisant des sérums de
malades atteints de cirrhose biliaire
primitive [19, 20]. La séquence de
cette protéine montre la présence
d’'un motif de dimérisation de type
coil-coiled, et d’'un domaine de trans-
activation similaire a certaines pro-
téines rétrovirales (figure 2B). la
transcription du géne Spl00 est
directement réglée par l'interféron,
ce qui fournit un rapprochement
intéressant avec 'auto-immunité et
les perturbations induites par I'infec-
tion virale [17].

Un pas important dans I’étude de

s ceS structures vient d’étre franchi
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Structure des membres de la famille PML

Motif RING

Boite B1 Boite B2 Coiled-coil
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EFP P11 EFP EFP EFP
T18 LCMV  T18 T18 T18
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Activation transcriptionnelle

Figure 2. Représentation schématique des protéines de la famille PML
(A) et de Sp100 (B). Les membres de la famille PML sont caractérisés par
la présence de trois motifs. Le motif Ring est un doigt de zinc de type C3HC4
présent dans une trés grande famille de protéines provenant d’organismes
extrémement divers et jouant des fonctions trés variées (derniére mise a jour
[30]). Suivent un ou deux autres doigts de zinc (boites B) et un domaine
de dimérisation par hélices hydrophobes (coiled-coil) [27]. Trois membres
de la famille PML (sur huit) ont été découverts comme protéines de fusion
associées a la transformation : PML est fusionnée a RARa dans la leucémie
aigué promyélocytaire [40, 41], T18 a B-RAF dans un hépatome de souris
[32] et RFP & la protéine oncogéne RET dans des fibroblastes NIH3T3 trans-
formés [31]. Les autres protéines mentionnées dans la figure sont: EFP,
codée par un gene cible primaire des cestrogénes [28], RPT-1, facteur de
transcription contrélant négativement I'expression de VIH et du récepteur de
I'interleukine 2 [42], RO-52K un auto-antigéne du lupus érythémateux dissé-
miné constituant des particules ribonucléoproteiques impliquées dans I'épis-
sage [43], XNF7 et PwA33 deux protéines trés similaires associées aux trans-
crits en élongation dans les vésicules germinales d’ovocytes d’amphibiens
[44, 45], BMI-1, produit d’un oncogéne activé par insertion provirale dans
les souris transgéniques Eu-myc [46], RAD16 et 18, deux enzymes de répa-
ration de I’ADN de la levure [47-49], RAG-1 une enzyme de recombinaison
des génes d’immunoglobulines [50]; IE110, P11, LCMV, VZ61, PE38, CG30
et EPO, codés par des génes viraux précoces, sont activateurs de la trans-
cription pour la plupart [51-57]; RING-1 est codée par un gene situé dans
le locus HLA qui a permis la découverte du motif C3HC4 [29, 30], TLR est
une protéine de trypanosome qui semble contréler I'expression génétique
[58], PAF-1 un facteur qui induit I'assemblage des peroxysomes [59] et CBL,
le produit d’'un oncogéne humain [60]. Notons que, bien que la fonction de
la plupart de ces protéines suggérerait une liaison aux acides nucléiques,
les preuves in vitro de celle-ci sont minces et ne concernent que quelques
protéines [30].
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Figure 3. Schéema des modifications de localisation des antigénes de
corps nucléaire induites par I'expression de PML/RARc. La protéine chi-
mére PML/RAR o n’est plus localisée sur les corps nucléaires mais sur des
structures beaucoup plus nombreuses et plus petites, clairement distinctes
des corps nucléaires. La protéine PML native, qui, grace a son domaine
d’interaction hydrophobe, peut former des hétérodimeres avec PML/RARa,
est également délocalisée. Les auto-antigenes de cirrhose biliaire primitive
(CBP) (dont Sp100) sont eux aussi dispersés par PML/RAR«a, ainsi, tout le
complexe protéique formant la coque du corps nucléaire se trouve déloca-
lisé dans le noyau. Les conséquences de cet événement sont inconnues, dans
la mesure ou le réle des corps nucléaires n’est pas identifié, mais il est tres
probable que la fonction de ce domaine soit bloquée par I'expression de
PML/RARa. La désorganisation des protéines de ce corps nucléaire est réver-
sible sous l'effet des rétinoides. In vitro comme in vivo, I'acide rétinoique
(AR) induit la réagrégation de tous les constituants normaux du corps
nucléaire. Les clichés d'immunofluorescence correspondants sont situés sous
le corps nucléaire typique et la structure microponctuée caractéristique des
leucémies aigués promyélocytaires.
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avec la démonstration de I’associa-
tion spécifique avec ce corps
nucléaire d’un oncogéne présumé,
PML (promyelocytic leukemia) [21-24].
PML est un gene impliqué dans la
translocation t(15; 17) associée a la
leucémie aigué promyélocytaire
(revue [25]). La translocation t(15;
17) conduit a la fusion des genes
codant pour PML et pour le récep-
teur de I'acide rétinoique (RARo).
Cette maladie répond a I'administra-
tion d’acide rétinoique qui induit la
différenciation du clone leucémique
et la rémission clinique [25, 26]. La
protéine de fusion PML/RARx est
a la fois la base moléculaire de la
transformation et celle de la
réponse de cette maladie a I'acide
rétinoique. Cette réponse est para-
doxale, car il est contraire a I'intui-
tion d’imaginer qu'une anomalie de
structure d’'un récepteur hormonal
conduise a la sensibilité a cette hor-
mone. PML appartient a une famille
de genes définie par la présence de
trois motifs [27, 28] (figure 2A). L'un
de ces motifs, correspondant a un
doigt de zinc atypique de type
C3HC4, est présent dans une
grande famille de protéines de fonc-
tions trés variées (réparation de
’ADN, régulation transcriptionnelle,
recombinaison, oncogenes..) [29,
30]. Dans la famille PML, ce motif
est suivi d'une ou de deux régions
riches en cystéines (appelées boi-
tes B), puis d’'un motif de dimérisa-
tion de type hélices hydrophobes
(cotled-coil). Cette famille PML com-
prend huit membres (figure 2A).
Trois de ceux-ci sont des protéines
de fusion douées de propriétés
oncogenes (PML/RARa, RFP/RET
et T18/RAF) [31, 32]). La fusion se
produit dans la méme région de la
protéine, juste apres le domaine de
dimérisation. Cela pourrait suggérer,
bien qu’il n’y ait pas a ce jour de
preuves expérimentales, que ces pro-
téines de la famille PML ont un
potentiel oncogéne. Il faut d’ailleurs
noter que la grande famille de pro-
téines contenant le motif C3HC4
comprend plusieurs protéines dont
I'action oncogéne est bien établie
(MELI18, BMI-1...[33, 34]). PML et
les auto-antigéenes de cirrhose
biliaire primitive (en particulier
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Spl00) sont, non seulement co-
localisés, mais pourraient appartenir
a un méme complexe protéique car
ils sont coréglés [22]. Ce corps
nucléaire appartient a la matrice
nucléaire, c’est-a-dire a l'armature
du noyau qui ne peut étre extraite
sans détruire complétement son
organisation. Cela a été établi grace
a un anticorps monoclonal, 5EI0,
dirigé contre la matrice nucléaire
extraite de foie de rat, et qui recon-
nait spécifiquement les corps
nucléaires [35]. Cet anticorps s’est
avéré étre un anti-PML, établissant
I'appartenance de PML a la matrice
nucléaire [22]. Un role de la
matrice nucléaire dans la réplication
de 'ADN, la transcription, I'épissage
et le transport des messagers parait
vraisemblable (revue [36]). La
pathologie humaine, par le double
chemin des cirrhoses biliaires primi-
tives et des leucémies aigués
promyélocytaires, aura fait progres-
ser les connaissances sur la compar-
timentation du noyau; en outre, la
découverte de I'association de PML.
aux corps nucléaires éclaire d'un
jour nouveau la pathogénie des leu-
cémies aigués promyélocytaires.

En effet, la protéine chimeére
PML/RARa n’est plus localisée sur
les corps nucléaires mais sur des
structures beaucoup plus nombreu-
ses et plus petites [21-24] (figure 3).
Cela peut étre mis en évidence dans
des cellules de leucémie aigué
promyélocytaire, ou lorsque I'on fait
exprimer PML/RARa dans d’autres
cellules. L’examen de ces structures
plus petites en microscopie électro-
nique n’a pas permis leur identifi-
cation, mais elles sont clairement
distinctes des corps nucléaires. La
protéine PML native, qui, grace a
son domaine d’interaction hydro-
phobe, peut former des hétérodime-
res avec PML/RARa [37], est éga-
lement délocalisée [21-24]. Les auto-
antigenes de cirrhose biliaire primi-
tive (dont Spl00) sont eux aussi dis-
persés par PML/RARa ; ainsi, tout
le complexe protéique formant la
coque du corps nucléaire se trouve
délocalisé dans le noyau. Les consé-
quences de cet événement sont
inconnues, dans la mesure ou le

s rOle des corps nucléaires n’est pas
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identifié, mais il est trés probable
que la fonction de ce domaine soit
bloquée par I’expression de
PML/RARa.

La désorganisation des protéines de
ce corps nucléaire est réversible sous
’effet des rétinoides. /n vitro comme
in vivo, I'acide rétinoique induit la
réagrégation de tous les constituants
normaux du corps nucléaire. Cet
effet est précoce, puisqu’il est
observé moins de 24h apres le
début du traitement, bien avant les
premiers signes de différenciation.
Des cellules de leucémie aigué
promyélocytaire, résistantes aux réti-
noides, ne montrent pas cette réor-
ganisation, ce qui suggere que celle-
ci joue un role dans le mécanisme
moléculaire de I'induction de la dif-
férenciation conduisant a la rémis-
sion. Le mécanisme moléculaire mis
en jeu n’est pas clairement élucidé.
A court terme, I'acide rétinoique ne
conduit pas a la disparition de la
protéine chimeére et I'on ne sait pas
encore exactement ou celle-ci se
localise dans la cellule aprés traite-
ment. Une fraction de la protéine
chimére PML/RARa pourrait se
relocaliser dans les corps nucléaires.
Ainsi, 'administration d’acide rét-
noique, in vilro comme in vivo,
induit-elle une normalisation de la
distribution intranucléaire d’un
groupe de protéines déplacées par
PML/RARa. Cette situation évoque
un exemple classique, celui de
I'inhibition de l'activité de nom-
breux facteurs de transcription et
d’oncogeénes, par fusion de ceux-ci
avec le domaine de liaison a I’hor-
mone des récepteurs des stéroides
[38, 39] Dans ce cas, I'interaction
de la protéine de choc thermique
Hsp90 avec les protéines de fusion
conduit a une inhibition réversible
par I'’hormone de la fonction de
cette protéine de fusion et crée
donc un mutant conditionnel. Dans
le cas des leucémies aigués promyé-
locytaires, la protéine chimere
PML/RARa se délocalise de
maniére dominante, mais réversible
par l'acide rétinoique, PML. et tout
un complexe protéique conduisant
probablement a la perte de la fonc-
tion de PML.

L’appartenance de PML a la matrice

nucléaire relance la question de
I'existence d’altérations de la
matrice nucléaire dans I’'oncogenese.
Le fait que RFP, un membre de la
famille PML également transloqué
dans un cancer, soit aussi une pro-
téine de la matrice, suggére que
I'exemple de PML pourrait ne pas
étre unique. Ces données fournis-
sent une nouvelle piste pour expli-
quer l'effet paradoxal des rétinoides
dans les leucémies aigués promyé-
locytaires. Elles pourraient égale-
ment nous éclairer sur la cirrhose
biliaire primitive. En effet, les auto-
anticorps trouvés en pathologie
humaine sont souvent dirigés contre
des domaines fonctionnels (tres con-
servés) des protéines cibles, la pré-
sence de ces anticorps conduisant
fréquemment au blocage de la fonc-
tion [8]. Ainsi, la clarification de la
nature et du role des auto-antigeénes
de la cirrhose biliaire primitive
pourrait, a terme, contribuer a une
meilleure compréhension de la
pathogénie de ces deux mala-
dies. W
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