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SUMMARY

Patients suffering from rheumatic diseases may present autoantibodies in their sera as a
characteristic of the disorder. The corresponding autoantigens are a group of macromolecules of
the own organism.

The different autoantigens, which are known up to date, are reviewed, summarizing their
biochemical and molecular properties, as well as their possible functions which have been
described by different authors.
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SUMMARY

Patients suffering from rheumatic diseases
may present autoantibodies in their sera as a
characteristic of the disorder. The correspon-
ding autoantigens are a group of macromolecu-
les of the own organism.

The different autoantigens, which are known
up to date, are reviewed, summarizing their
biochemical and molecular properties, as well
as their possible functions which have been
described by different authors.
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I. INTRODUCCIO

El sistema immunologic té la funcid, ex-
tensament coneguda, de reconéixer agents
estranys que puguin penetrar en I’organis-
me, al mateix temps que presenta mecanis-
mes encarregats d’evitar que el sistema
limfoide reconegui com a antigens els
components propis. Quan aquest mecanis-
me falla, existeix la possibilitat que es pro-
dueixin autoanticossos, és a dir, anticossos
que reaccionen contra estructures propies
de l'organisme. Aquest fenomen ¢és més
probable com més vell és I'organisme. Les
malalties autoimmunes comprenen els ca-
sos on es demostra que el procés autoim-
mune contribueix a la patogenia de la ma-
laltia i no pas a les situacions on es formen
autoanticossos aparentment innocus. Tot 1
aixi, la separacidé no ¢és tan senzilla 1 cal
deixar consignat que existeixen desordres
on no esta clarament definit el paper de
I’autoimmunitat.

Moltes malalties de tipus reumatic (ex:
lupus eritematos disseminat, sindrome de
Sjogren, connectivopatia mixta, artritis
reumatoide, etc.) presenten caracteristi-
ques d’autoimmunitat, com poden ésser la
deteccid dels ANA (anticossos antinu-
clears) o dels anticossos anticitoplasma.
Aquestes malalties tenen una gran impor-
tancia ja que fan disminuir la qualitat de
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vida d’un percentatge important de pobla-
¢io, no tan sols per desordres en les articu-
lacions i teixit connectiu en general, sind
perqué poden afectar una serie diversa
d’organs (cervell, ronyo, etc.).

II. AUTOANTICOSSOS EN LES
MALALTIES REUMATIQUES
I TECNIQUES DE DETECCIO

El descobriment de I’existéncia en el se-
rum de malalts reumatics dels anomenats
ANA (anticossos antinuclears) i dels anti-
€0ssOs contra estructures citoplasmatiques,
ha conduit a ’augment d’investigadors in-
teressats en el tema, i que es podrien clas-
sificar en dos grups: d’'una banda hi ha els
biodlegs moleculars que han emprat els
ANA com a eina per definir les estructures
dels antigens corresponents i la seva fun-
cionalitat; per una altra, tenim els im-
munolegs clinics que mantenen I'interés
centrat en cone¢ixer la natura molecular
dels autoantigens amb la finalitat d’eluci-
dar I’especificitat dels ANA que permetria
de classificar les malalties autoimmunes
segons I’especificitat de I’anticos trobat, i
entendre els punts inicials i la immunopa-
tologia del procés. A la Taulal es presen-
ten les diverses especificitats d’ANA troba-
des juntament amb les malalties principal-
ment associades. A continuacid es des-
criuen els meétodes més emprats per a
detectar els autoanticossos.

1. Immunofluorescencia

La immunofluorescéncia ¢és el metode
més emprat en clinica per detectar ANA i
ENA (antigens nuclears extraibles en medi
salf), sobretot quan es troba un substrat
idoni i les condicions apropiades (144). El
meétode consisteix en la tincié d’una seccid
de teixit amb el sérum del malalt i poste-
riorment amb un anti-anticos:

1.1. DNA i histones

Els métodes per detectar anticossos con-
tra DNA 1 histones estan molt ben esta-
blerts. Una primera analisi es realitza per
immunofluorescéncia indirecta sobre sec-
cions de fetge de rata congelades o bé una
preparacié de linies cel-lulars en cultiu fi-
xada amb acetona, com per ex. la linea
HEp2, que s’adhereix molt bé als portaob-
jectes del microscopi pel fet de contenir un
citoplasma abundant i un nucli en divisio.
Quan el sérum presenta anticossos contra
DNA i/o histones, es detecta una tincio
homogenia. Per tal d’esbrinar quina de les
dues especificitats es troba en el sérum, es
realitza una segona analisi especificada per
anti-DNA, amb radioimmunoassaig o im-
munofluorescéncia amb Crithidia luciliae
(1), mentre que l'especificitat contra les
histones es determina per immunofluores-
céncia sobre un teixit lliure d’histones per
tractament amb HC1 0,1N, i reconstituit
amb histones purificades (41).

1.2. Antigens nuclears extraibles en medi
sali (ENA)

Els métodes d’immunofluoresceéncia per
anticossos dirigits contra antigens nuclears
extraibles en medi sali (ENA) necessiten
una preparacié molt més acurada que en el
cas anterior ja que la fixacié inadequada
de les cel-lules sobre el portaobjectes pot
provocar que els antigens nuclears passin
al citoplasma, o bé que es perdin antigens
de la cel-lula, la qual cosa ddéna lloc a inter-
pretacions erronies de la tinci6 presentada
(16,142, 144).

La immunofluorescéncia pot presentar
quatre models caracteristics: homogeni,
periféric, clapat i nucleolar, que indiquen
la preséncia o no d’ENA (en general el
clapat és el més comu), perd no permeten
discernir I’especificitat present en el se-
rum. A causa del gran nombre d’especifici-
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tats descrites (veure Taula I), es fa evident
la necessitat d’emprar técniques més refi-
nades que detectin quin és I’anticds que es
troba en el séerum del malalt. Aquestes téc-
niques son les segiients:

2. Immunodifusio (ID)

Permet de detectar els autoanticossos
presents en el sérum. Es basa en la precipi-
tacié dels complexos antigen-anticos for-
mats per difusié en gels d’agarosa entre el
sérum del malalt i un extret antigenic. T¢
el desavantatge que és necessari disposar
constantment de sérums control d’especifi-
citat ja coneguda, 1 a més ¢s una técnica de
baixa sensibilitat, perd en canvi permet
detectar de manera senzilla tots els siste-
mes antigen-anticos (12, 144).

3. Contraimmunoelectroforesi (CIE)

Permet detectar I’especificitat de I’an-
ticos d’'una manera senzilla. Es basa en la
precipitacié dels complexos antigen-an-
ticos en gels d’agarosa per I’accid del cor-
rent eléctric. Es més sensible que no I'ID,
pero té dos desavantatges, que son la ne-
cessitat de disposar constantment de se¢-
rums control d’especificitat ben establerta
i el fet que només es detectin antigens aci-
dics (71).

4. ELISA

Es una técnica laboriosa, perd molt sen-
sible en el cas de disposar d’anticossos mo-
noclonals o bé de I’antigen purificat co-
rresponent. Es basa en la deteccid dels
complexos antigen-anticos en una fase
solida (en general) mitjangant immunore-
velat enzimatic (134-150).

5. Radioimmunoassaig

Es una técnica laboriosa i sensible analo-
ga a ’ELISA, que fa necessari disposar
d’extrets enriquits en l’antigen estudiat i
d’un serum de malalt amb alt titol de I’es-
pecificitat en estudi. Es basa en la deteccid
mitjangant derivats radioactius bé de I'an-
tigen o bé de I’anticos (154).

6. Immunoprecipitacio i electroforesi
en gels de poliacrilamida

Permet de detectar acuradament (en el
cas de les ribonucleoproteines) I’especifici-
tat d’un serum referida als RNA petits o bé
al contingut proteic que immunoprecipita
per I'accié dels anticossos del malalt. Es
una tecnica senzilla si es disposa de linies
cel-lulars en cultiu que es puguin marcar
radioactivament in vivo, perd justament
aixo fa que sigui poc popular en analisi cli-
nica (137).

7. Traduccié in vitro

El métode consisteix a traduir mRNAs
en un sistema de traduccio in vitro en pre-
séncia d’aminoacids marcats amb *S i im-
munoprecipitar els traduits amb els sé-
rums estudiats. Els immunoprecipitats
presenten polipéptids caracteristics de I’es-
pecificitat del serum. Aquest métode no és
massa popular ja que és costos i lent, pero
¢és una técnica basica en laboratoris de re-
cerca on s’estudii el clonatge dels DNA
codificadors dels polipéptids de I’anti-
gen (37).

8. Transferencia proteica a paper
de nitrocel-lulosa

La transferéncia proteica a paper de ni-
trocel-lulosa és una técnica molt recent que
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TAULA
Autoanticossos contra antigens cel-lulars descrits en malalties reumatiques

Autoanticossos reactius amb Malalties reumatiques (%) Ref.
DNA, histones, HMGs i RNA
DNA de cadena doble i simple LED-alt titol (100 %) baix titol en altres (105)
malalties
DNA de cadena simple (purines i~ LED, altres malalties autoimmunes (67)
pirimidines) 1 algunes no autoimmunes
DNA Z (conformacié levogira) LED (131)
Histones (H1, H2A, H2B, H3, H4) LED induit per drogues (més del 95 %) (41,144)
LED (30 %)
Artritis Reumatoide (20 %)
HMG LED (45 %) MCTD (18 %) (18)
RNA LED (40-60 %) (31,70)
Ribonucleoproteines
(Ul) RNP (Mo) MCTD (100 %) baixa freqiiéncia en LED, (128)
Lupus vulgar i
Esclerodérmia (105)
Sm LED (35 %) (105,141)
SS-A (Ro) Sindrome de Sjogren primari (70 %), LED (5,24)
(30 %)
SS-B (La o Ha) Sindrome de Sjogren primari (70 %) 91)
Jo-1 Polimiositis (30 %) (104)
To Esclerodérmia (115)
Antigens nucleolars
4S-6S nucleolar RNA Esclerodérmia (111,122,144)
Altres RNA 1 RNP nucleolars Esclerodérmia (111,122,144)

Proteines nuclears no histones

Antigen nuclear associat amb Artritis Reumatoide (95 %) (7,11)
I’Artritis Reumatoide (RANA)
Centromer Esclerodérmia CREST (superior al 70 %) (25,42,143)
Scl-70 Esclerodérmia (20 %) (29,42,47,50)
Antigen nuclear de c¢l-lules en LED (superior al 5 %) (97,140)
proliferacié (PCNA)
PM1 Polimiositis (64 %) (144,159)
Superposicié de Polimiositis/Esclerodérmia
(87 %)
Ku Superposicié de Polimiositis i (95)
Esclerodérmia
Mi-1 1 Mi-2 Dermatomiositis (103,116,145)
Ma LED (20 %) (158)
Altres
Ga, OK, Si, VLS, fus, SL, MU 1 LED i altres malalties autoimmunes (4,98,100,144)
T™, etc

Abreviatures: LED-Lupus Eritematds Disseminat i MCTD-Connectivopatia Mixta.

comenga a ésser molt popular en laborato-
ris de recerca i en clinica. Es fonamenta en
la deteccid dels polipéptids que porten els
determinants antigénics a sobre d’una ma-

triu de nitrocel-lulosa, mitjangant incuba-
cions amb el serum del malalt reumatic i
immunorevelat enzimatic o radioactiu. El
pes molecular del polipeptid antigénic aixi
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com el de les seves possibles degradacions
son una empremta dactilar de I’especifici-
tat que es troba en el séerum del malalt. El
metode també permet de discernir en un
sol assaig dues o tres especificitats dife-
rents en el serum (30, 101).

III. AUTOANTIGENS EN LES
MALALTIES REUMATIQUES

Donat que aquesta revisid té una conno-
tacié molecular, es descriuran les caracte-
ristiques moleculars i bioquimiques fins
ara conegudes dels autoantigens detallats a
la TaulaI. La recopilacio es realitza més
extensivament pels casos dels sistemes Sm,
RNP i SS-B a causa de la importancia que
pot tenir la funcio biologica d’aquests anti-
gens.

1. Acids nucleics i histones

1.1. Acid desoxiribonucleic

Els DNA considerats com antigens es
classifiquen generalment en DNA natiu
(doble cadena) i en DNA desnaturalitzat
(cadena simple). En els serums de malalts
de LED es poden detectar diverses pobla-
cions d’anticossos anti-DNA. El DNA pot
presentar diferents classes de determinants
antigénics que poden ésser descrits
(135, 139) en funcié dels determinants es-
tructurals del DNA:

a) Determinants de DNA natiu que no
es troben en I’esquelet de sucre-fosfat. En
aquest cas I’anti-DNA natiu corresponent
no reacciona amb DNA de cadena simple.

b) Determinants deguts a l’estructura
conformacional desoxiribosa-fosfat.

Aquests determinants sén reconeguts
per anti-DNA natiu. Es tracta d’anticossos
que poden reconeixer també zones helicoi-
dals del DNA de cadena simple. Aquests
anticossos reaccionen també amb fosfoli-
pids.

¢) Determinants en el DNA de cadena
simple que també s’expressen débilment
en DNA natiu. Sén anticossos també reac-
tius amb mononucleotids i fosfolipids.

d) Determinants dependents de bases en
el DNA de cadena simple, reactius també
amb mononucledtids 1 mononucleosids,
perd no amb els anti-DNA de doble cade-
na ja que les bases es troben inaccessibles.

e) Determinants en el DNA de cadena
simple, que s’expressen debilment en el
DNA natiu. Aquests anticossos també
reaccionen amb RNA, amb alguns mono-
nucleotids i mononucleosids, i amb fila-
ments del citoesquelet.

/) Deteriinants exposats en l’estructure
Z del DNA de doble cadena (131).

1.2. Especies moleculars amb reaccio
encreuada amb els anticossos anti-DNA

S’ha demostrat I’existéncia de reaccions
encreuades dels anticossos anti-DNA
(9, 35,43, 74, 131). També s’ha descrit
que alguns autoanticossos anti-DNA mo-
noclonals de malalts de lupus 1 de ratolins
autoimmunes reaccionen alhora amb
DNA i cardiolipina (74, 131). Alguns anti-
DNA monoclonals de ratoli poden reaccio-
nar de forma encreuada amb proteines del
citoesquelet com és ara la vimentina (9).
Aquestes reaccions encreuades suggereixen
que els acids nucleics, els fosfolipids 1 la
vimentina comparteixen epitops comuns.
En el cas dels fosfolipids aquest epitop ¢€s
probablement una estructura que conté
fosfodiester fosfat (131), pero en el cas de
la vimentina aquest epitop ¢és descone-
gut (9). S’han descrit també altres reac-
cions encreuades que s’enumeren conjun-
tament amb les formulades:

a) RNA (35) 1 hnRNA (43).

b) Fosfolipids (ex: cardiolipina, 74, 131).
La reactivitat encreuada es deu als grups
fosfodiester fosfat, que mimetitzen I’es-
quelet sucre-fosfat del DNA (35).
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¢) Glucosaminoglicans (ex: sulfat d’he-
paran). S’ha suggerit (35) que la reactivitat
encreuada té lloc perqué aquestes molecu-
les contenen grups carregats negativament
que es repeteixen (com en el cas del
DNA).

d) Estructures polianioniques (ex: sulfat
de dextra, 35).

e) Estructures en les superficies cel-lulars
(ex: cél-lules Raji, T 1 B). Els autors sugge-
reixen la intervencio dels fosfolipids de les
membranes (35).

Hi ha autors que suggereixen que les
poblacions d’anticossos monoclonals que
donen reaccions encreuades son de baixa
afinitat (132).

1.3. Acid ribonucleic (amb reaccié amb
els anticossos anti-RNA)

No es coneix massa sobre l’estructura
dels determinants antigénics en el RNA.
S’ha descrit que els anticossos anti-RNA
tenen especificitat per seqiiencies G, C 1 G,
C, U@31).

1.4. Histones

S’ha descrit una forta freqiiéncia d’anti-
cossos anti-histones associada amb el LED
(41, 144). S’ha descobert (53) que aquests
anticossos reaccionen contra les histones
H1 i H2B purificades, 1 més concretament
contra determinants en la zona N-terminal
(residus 1-59) de la histona H2B i la zona
C-terminal de la histona H1 (residus 106-
217). Altres autors han demostrat que els
anticossos contra histones no reaccionen
amb els peptids limit obtinguts per tracta-
ment de les histones totals amb protea-
ses (44). Estudis de la reaccié d’aquests an-
ticossos contra el nucleosoma, han posat
en evideéncia que els anticossos reaccionen
amb la zona N-terminal de les histones del
nucleosoma i amb la zona C-terminal de

les histones H2A 1 H3. Com que aquestes
tltimes zones no s6n massa antigeniques
quan s’empren les histones purificades
com immunogens, se suggereix que els im-
munogens actius en el LED puguin més
aviat ésser les histones unides a cromatina
que no les histones lliures (147).

2. Antigens nucleolars

De les caracteristiques d’aquests anti-
gens de localitzacié nucleolar no se’n sap
massa. Un d’ells ha estat descrit com un
RNA de baix pes molecular, entre 4-5S, on
’activitat antigénica és destruida per I’ac-
ci6 de la fosfodiesterasa de melsa (111).

3. Proteines nuclears no histones

3.1. RANA (antigen nuclear associat amb
P’Artritis Reumatoide)

Un percentatge important de malalts
amb Artritis Reumatoide tenen els anti-
cossos anomenats anti-RNA. L’antigen
RANA s’ha descrit, per transferéncia pro-
teica a paper de nitrocel-lulosa en c¢l-lules
Wil 2 i emprant serums anti-RNA, com
una proteina de 80 kDa; és, a més a més,
termoestable i unidora de DNA. S’ha sug-
gerit ’associaci6 de la preséncia de I'anti-
gen RANA amb una infecci6 anterior amb
el virus Epstein-Barr, i, fins i tot, que el
RNA sigui un dels antigens que s’expres-
sen com a conseqiiéncia de la infecci6 (11).

3.2. Centromer

Els sérums anti-centromer es detecten
en un percentatge elevat de malalts que
pateixen la malaltia d’esclerodérmia
CREST.

L’antigen contra el qual reacciona el se-
rum del malalt es troba principalment en
el centriol. Ha estat detectat, per estudis
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d’immunoprecipitacié 1 per transferéncia
proteica a papers de nitrocel-lulosa, que
aquests serums poden reaccionar amb pro-
teines de 14, 20, 23 i 34 kDa de nuclis i
cromosomes de cel-lules HelLa. Aquests
polipeptids, gracies al seu pl acid es dife-
rencien molt bé de les proteines presents
en la cromatina (25, 47, 50).

3.3. Scl-70 i Scl-86 (anti-esclerodérmia
70 i 86 kDa)

L’antigen Scl-70 és reconegut per un
20% de sérums de malalts d’Escleroder-
mia. Aquest antigen és una proteina basica
de 70 kDa (29). Alguns autors han des-
crit (50) que tots els sérums classificats
com anti-Scl-70 per immunodifusio, reac-
cionen amb un polipéptid de 86 kDa per
transferéncia proteica a papers de nitrocel-
lulosa, la qual cosa suggereix que la protei-
na de 70 kDa pot ser una degradacio de la
de 86 kDa. Altres treballs han descrit fins i
tot un pes molecular superior, de 95
kDa (47). Recentment s’ha demostrat que
I’antigen Scl-70 és I’enzim nuclear DNA-
Topoisomerasa I (130).

3.4. PCNA (antigen nuclear de cel-lules
en proliferacio)

Ha estat demostrada, en un petit percen-
tatge de pacients de LED, la preséncia
d’autoanticossos contra un antigen nuclear
de cel-lules en proliferaci6 (PCNA). Es
tracta d’un antigen que no es detecta per
immunofluorescéncia en cél-lules diferen-
ciades o en estat de repos (com per ex: les
cel-lules glomerulars), pero si que es detec-
ta en cultius cel-lulars continus (com pot
ser el cas de les cel-lules Wil 2).

L’antigen, que s’ha purificat a partir del
timus de conill, ha permés d’obtenir un
polipeptid de 33 kDa que, per la técnica de
transferéncia proteica a papers de nitroce-

lulosa s’ha vist que és antigénic. L’antige-
nicitat és destruida per I’acci6 de proteases
perd no per RNasa o DNasa. L’antigen,
després de filtracié en gel i ultracentrifuga-
cid en gradient de sacarosa té un pes mole-
cular de 100 kDa, la qual cosa suggereix
que possiblement es troba associat a altres
proteines 0 a RNA petits (140).

3.5. PM-1 (polimiositis-1)

En un percentatge elevat de malalts amb
polimiositis s’han trobat anticossos contra
I'antigen PM-1. Aquest antigen s’ha des-
crit, en extret nuclear de timus de vedella,
com a resistent a RNasa, DNasa i tracta-
ment a 37 °C durant 6 h, i en canvi sensi-
ble a la tripsina 1 al tractament térmic
durant 1 h a 56 °C, dades que fan pensar
que el determinant antigénic es troba en
una proteina (159).

3.6. Ku (nom del malalt inicial)

Els anticossos anti-Ku es detecten en un
percentatge elevat de malalts amb super-
posicid d’esclerodérmia/polimiositis. L’an-
tigen Ku de timus de vedella, que té un pes
molecular de 300 kDa per filtracié en gel i
ultracentrifugacid en gradients de sacaro-
sa, és resistent a I’accié de la RNAsa i
DNAsa, pero és sensible a la tripsina i la
temperatura (95).

3.7. Mi-1 (miositis-1)

L’antigen Mi-1 és una proteina basica
no histona que és reactiva contra sérums
de malalts de dermatomiositis. Mi-1 com-
parteix certes caracteristiques d’immno-
globulina, inclosa I’habilitat de reaccionar
amb anti-immunoglobulina bovina de co-
nill, pero s’ha demostrat que no es tracta
del factor reumatoide (145).
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3.8. MUi T™M

Aquests dos antigens han estat descrits
en un petit percentatge de pacients amb
diverses malalties del teixit connectiu.
L’antigen MU és sensible a la digestié amb
RNasa i tripsina, i es detecta en el nucleol,
porcié extranucleolar del nucli 1 en el cito-
plasma. L’antigen TM és resistent a la di-
gestio amb RNAsa i tripsina i es localitza
en el nucleol i porcid extranucleolar del
nucli (98).

4. Ribonucleoproteines

En aquest apartat es ressenyen autoanti-
gens que han estat descrits com a comple-
xos de RNA petits i proteines.

4.1. Jo-1 (nom del malalt inicial)

S’ha demostrat que un 30 % de malalts
de poliomiositis tenen anticossos anti-Jo-1.
Jo-1 és una ribonucleoproteina citoplas-
matica formada per (tRNA"s) i almenys un
polipéptid antigeénic de 50-54 kDa de punt
isoeleéctric neutre-basic. S’ha identificat
que el component proteic de la ribonucleo-
proteina ¢és la histidil-tRNA sintetasa
(34, 86, 124).

També s’han descrit, en un percentatge
baix de malalts de miositis, anticossos con-
tra les aminoacil-sintetases de la treonina
(5%) i lalanina (1 %), anomenats anti-
PL-7 i anti-PL-12 respectivament (50).

4.2. Sistema sm/RNP (Sm és el nom del
malalt i RNP significa
ribonucleoproteina)

El sistema Sm/RNP és un dels més estu-
diats i conegut a causa del percentatge ele-
vat de sérums que contenen els autoanti-
cossos contra els antigens Sm i RNP, i de

la possible implicaci6 biologica dels anti-
gens en el mecanisme de “‘splicing” (escis-
sig dels introns) dels pre-mRNA.

Mitjangant estudis d’immunoprecipita-
cié es va posar en evidencia que els au-
toanticossos anti-RNP precipiten ribonu-
cleoproteines nuclears (particules snRNP)
que contenen el RNA nuclear petit Ul
(U1-snRNA), i que els anticossos anti-Sm
immunoprecipiten particules snRNPs que
contenen els snRNAs Ul, U2, U4, US i
U6 (76). Una dada experimental impor-
tant €s que els autoanticossos contra RNP
i Sm no precipiten els snRNA si s’extreuen
les proteines dels extrets cel-lulars mitjan-
¢ant fenolitzacions (76), la qual cosa sugge-
reix que l'antigenicitat roman o bé que
requereix la preséncia dels components
proteics de la particula snRNP. Els matei-
xos autors demostraren que la particula
U1-snRNP conté determinants antigenics
tant per a anticossos anti-Sm con per als
anti-RNP, i que les particules U2, U4, U5
i U6-snRNP només en tenen per als anti-
Sm, la qual cosa permet de concloure que
I’antigen RNP és un subgrup de ’antigen
Sm. Els autoanticossos anti-Sm i anti-RNP
immunoprecipiten quantitativament les
particules U-snRNP respectives, la qual
cosa demostra que els corresponents
snRNAs es troben sempre en forma de
particula snRNP (76).

a. Component nucleic de les particules
Sm/RNP snRNP

Els U-snRNA tenen una grandaria d’en-
tre 100-200 nucleotids. S6n molt abun-
dants en el nucli (1x10°-10° copies per cel-
lula), i contenen un gran nombre de resi-
dus d’uridina. El snRNA U3 té una loca-
litzacié nucleolar mentre que els altres
U-snRNA son nucleoplasmatics. Tots sis
presenten una estructura de capero (“‘cap”)
a I’extrem 5°, els U1-US5 contenen un cape-
r6 de trimetilguanosina (m; 2,2,7g) 1 I'U6
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en té un altre de diferent no descrit fins
ara (17). Tots els snRNA son transcrits de
la RNA polimerasa II. S’han trobat asso-
ciacions entre els U1-US5 snRNA amb I’a-
cid ribonucleic nuclear d’alt pes molecular
(hnRNA) 1 de ’'U6-snRNA amb els granuls
pericromatinics (17,36, 133, 166). Els
snRNA U4 1 U6 estan organitzats en un
mateix complex snRNP (15, 57), i es tro-
ben aparellats per algunes bases en la parti-
cula U4/U6 RNP (120).

Estudis de clons de DNA d’un nombre
de gens dels U-snRNA indiquen que les
seqiiencies codificadores per a les especies
U estan disperses en el genoma de mami-
fers (91). Dintre d’aquests locus genomics
hi trobem gens veritables i pseudogens. Els
pseudogens es defineixen com els gens de
DNA que son similars perd no identics,
amb la seqiiéncia corresponent al U-sn
RNA (93). S’han identificat pocs gens veri-
tables en base a la correspondéncia entre
les seqiiencies de RNA 1 DNA i transcrip-
ci6 en nuclis d’oocits de Xenopus per a
produir UI-RNA madur. La relaci6 entre
pseudogens i gens veritables és aproxima-
dament de 10:1 per 'U1 1 1'U2 (91).

Els gens dels U-snRNA son transcrits de
la RNA polimerasa II, pero difereixen d’al-
tres gens transcrits pel mateix enzim pel
fet que no presenten introns; no hi ha cer-
tesa sobre la preseéncia de la caixa “TATA™
en aquests gens; el gen de I'UI no conté el
senyal de poliadenilacid 1 fins ara hi ha
molts dubtes sobre la manera com es trans-
criuen els U-snRNA (91).

Els estudis sobre els llocs d’unié de les
proteines de les particules snRNP als co-
rresponents U-snRNA demostren que les
proteines nucli (core) de les particules
snRNPs (D, E, F, i G segons s’indica en el
paragraf segiient) protegeixen una seqiien-
cia de 23 a 35 nucleotids de cadascun dels
snRNA Ul, U2, U4 1 US d’ésser digerida
per nucleasa. En tots els casos la zona pro-
tegida correspon a un element estructural
molt conservat que es troba en aquests

snRNA. Aquest element consisteix en una
seqiiencia A(U),G (on n=3-6), anomenada
domini A, que conté una zona de cadena
simple de 'U-snRNA. Aquesta seqiiéncia
primaria s’ha proposat com la zona inicial
on interaccionen les proteines nucli com-
ponents de les particules sSnRNP (81).

b. Composicio proteica de les particules
Sm/RNP snRNP

Tal com s’ha comentat anteriorment, els
snRNA Ul, U2, U4-U6 es troben associats
a un conjunt molt similar de proteines en
forma de particules snRNP. Cada snRNA
es troba en una particula discreta separa-
da, exceptuant els U4/U6 que es localitzen
en la mateixa particula snRNP (76, 77,
120, 133, 153) 1, les proteines son les que
contenen els determinants antigénics (76).

Diversos estudis han posat de manifest
que aquests autoanticossos reaccionen
contra un nombre de proteines associades
amb Ul, U2, US, U4/U6 (revisions 90,
138, 160). Aquests resultats s’esquema-
titzen a la taula II. Dos estudis correspo-
nents a extrets marcats amb **S-metionina
o *H-leucina que foren immunoprecipitats
amb autoanticossos, demostraren que els
anticossos contra I’antigen RNP reconei-
xen les particules U1-RNP que contenen el
snRNA U1 associat amb set (76) o vuit
(65) proteines de pesos moleculars aproxi-
mats entre 8-35 kDa (veure Taula II),
mentre que els anticossos contra Sm reco-
neixen particules snRNP que contenen
Ul, U2, U5, U4/U6 snRNA. Altres estudis
de transferéncia proteica a paper de nitro-
cel-lulosa, han posat de manifest que el
complex Ul-snRNP conté una proteina
antigenica de 68 kDa (revisié 30, 49, 51,
91, 101, 118), la qual no sempre es detecta
per immunoprecipitacié (veure Taula II).
Els polipeptids obtinguts per cromatogra-
fies d’immunoafinitat, emprant anticossos
contra el contingut nucleic, han posat de
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TAULA II
Pesos moleculars de les proteines dels antigens RNP i Sm
Meétode Pes molecular (kDa) Ref.
Immunoprecipitacio amb
anti-(U1)RNP, Sm 33: 28:22; 16; 13; 12; 11 (76)
anti-(U1)RNP 30; 23; 21,5; 17,5; 12,3; 10,2; 9,1; 8,5 (65)
anti-Sm 27: més totes les proteines reconegudes per (65)
anti-(U1)RNP

Purificacions bioquimiques
Cromatografia d’afinitat amb 75; 34; 32; 21; 16; 13; 12; 10 (14)

anti-2,2,7-trimetilguanosina
Cromatografia de filtracié en 68; 33; 28; 22; 16; 132 12 11 (118,160)

gel i bescanvi ionic
Cromatografia de bescanvi 67: 30; 23; 21,5; 17,5; 12,3; 10,2; 9,1; 8,5 (66)

ionic

manifest un conjunt de proteines similar a
I’obtingut amb els anticossos ANA (ref. 14
de la Taula II).

S’ha aconseguit purificar les particules
snRNP U1 i U2 per mitjans no immunolo-
gics desnaturalitzants, com ¢s la filtraci6
en gel, cromatografies de bescanvi ionic o
columnes d’immunoafinitat contenint an-
ticossos anti-m; G (14, 66, 118, 160 i Tau-
la I1T). Els pesos moleculars de les protei-
nes associades que es troben en aquests
purificats es correlacionen amb els detec-
tats inicialment per immunoprecipitacio
amb sérums anti-Sm i anti-RNP a partir
d’extrets nuclears crus (comparar Taules II

i III). Aixi l'analisi de les particules
U-snRNP, tant per métodes immunologics
com bioquimics, ha posat en evidencia
que contenen proteines comunes a totes les
particules snRNP i especifiques de cadas-
cuna; a més a més, la purificacié de les
particules Sm-snRNPs (160) ha posat en
relleu quines de les proteines porten els
determinants antigénics reactius amb els
sérums anti-RNP (138).

Les proteines de la particula Ul-snRNP
s’han classificat (66, 118, 160) segons el
pes molecular: 70 kDa (70 kDA); A(34
kDA); B’(28 kDa); B(27 kDa); C(22 kDa);
D(16 kDa); E(13kDa); F(12kDa) i

TAULA III
Proteines associades amb les RNPs Ul i U2

Especifiques de la Ul RNP

Comunes a les RNP Ul i U2

Especifiques de U2 RNP

PM (kDa) Ref. PM (kDa) Ref. PM (kDa) Ref.

75/70/68/67 (14) (51,49,118) (65, 23; 21,5 (65,66) 32/27 (96,160)
76, 138, 110, 163) (65,66)
(66)

34/33; (49, 51, 118, 110) 12.3; 10,2: 9,1; (65,66).

29/32/30/28 (160) (155) (65, 8.5

66) (14)

23:22/22/21,5; (51, 118, 138, 49, 28:16513:12:11 (160)

|574%] 110) (160) (14,65

49, 66, 110)

Els pesos moleculars entre barres (/) corresponen a les cites entre paréntesi.
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G(11 kDa), essent les de 70 kDa i A especi-
fiques de la particula Ul-snRNP mentre
que les altres es poden trobar en totes les
particules U-snRNP (veure Taula III).
S’ha descrit que les proteines, B, B’ son
comunes a totes les particules
snRNP (118). En una analisi per transfe-
réncia proteica a paper de nitrocel-lulosa,
emprant 30 serums anti-Sm i anti-RNP, es
demostra que els anti-UI(RNP) reaccio-
nen primariament amb una o més de les
proteines uniques de la particula Ul-
snRNP de la Taula III, mentre que els an-
ti-Sm reconeixen proteines comunes a to-
tes les particules snRNP (138). En alguns
casos, anticossos monoclonals an-
ti-Sm (80) reaccionen amb més d’un com-
ponent proteic de la Ul o de les altres
particules Sm-snRNP, suggerint que algu-
nes proteines de les particules snRNP po-
den estar immunologicament relaciona-
des (138).

¢. Funcié biologica de les particules
Sm/RNP snRNP

Les particules U-snRNP (U1, U2, U4/
U6 1 US) es troben en el nucleoplasma i
s’ha suggerit que poden intervenir en el
procés de maduraci6 del mRNA (77).
Quan un gen de mamifer és transcrit a
pre-mRNA en el nucli, aquesta molécula
¢s molt més llarga que no el producte
mRNA final, i en conjunt aquests precur-
sors son anomenats hnRNA o bé particu-
les hnRNP quan es troben complexats a
proteines. El pre-mRNA conté diversos
segments de seqiiéncia no codificadora de
proteines, anomenats introns o seqiiéncies
IVS, que han d’ésser separades mitjangant
el mecanisme anomenat “splicing”, durant
els passos que donen lloc al mRNA (revi-
si6 102). El mecanisme de “‘splicing” ha
d’ésser molt precis per a preservar ’activi-
tat biologica del pre-mRNA. Les zones 5’ i
3’ dels exons-introns presenten seqiiéncies

conservades que, en part, indiquen I’espe-
cificitat per la reaccio de “splicing”
(13, 129). S’ha suggerit la intervencié dels
U-snRNA en el processament de ’ThnRNA,
hipotesi que ha estat recolzada per una
serie d’evidéncies experimentals:

a) existeix una complementarietat de ba-
ses entre la seqiiéncia del terminal 5’ 1 3’
dels exons-introns amb els terminals 5 i 3’
del Ul-snRNA (77).

b) les particules U1-snRNP que no con-
tenen la seqiiencia 5 de la particula Ul-
snRNA no s’associen amb les particules
hnRNP (77).

¢) el “splicing” de 'hnRNA d’adenovi-
rus en nuclis de cél-lules HeLa és inhibit
pels anticossos anti-Sm i anti-RNP (165).

d) el complex Ul-snRNP s’uneix selecti-
vament al terminal 5° de I’ex6-intro (94).

e) els U-snRNA es troben associats en
les cel-lules amb estructures com la matriu
nuclear 1 particules hnRNP, llocs on es
creu que es porta a terme el processament
del pre-mRNA (117).

/) s’ha descrit la complementarietat en-
tre el U2-snRNA i zones properes a la uni
exo-intro dels pre-mRNA (106).

g) 'U2-snRNA es pot aillar entrecreuat
amb I'’hnRNA, suggerint que algunes se-
qiiencies de I'U2-RNA es poden aparellar
amb ’hnRNA (19).

h) s’ha trobat complementarietat d’unes
seqiiencies del U4-snRNA amb la seqiién-
cia senyal de poliadenilacié (10).

1) s’ha demostrat que I'UI i U2 son ne-
cessaris per al mecanisme de “‘splicing” del
pre-mRNA in vitro (69).

J) s’ha suggerit que la particula US5-
snRNA pot unir-se a la zona 3’ de I'in-
tro (20).

4.3. Sistema SS-A/SS-B
El 1969 Clark 1 col. van descriure per

primera vegada els anticossos anti-Ro (24),
emprant extrets antigenics de melsa huma-
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na. Posteriorment MATTIOLI 1 col. (1974)
van publicar I'existéncia de malalts que
presentaven en llurs sérums uns anticos-
sos, diferents dels anti-Ro, anomenats an-
ti-La (89), que reaccionen amb extrets de
timus de vedella. Dos anys després, el
1976, ALSPAUGH 1 col. (5) van fer notar
que un percentatge de malalts que patien
sindrome de Sjogren presentaven reaccio
immunologica contra extrets de cel-lules
humanes Wil2. Aquests autors van trobar
tres sistemes diferents d’antigen-anticos
que van anomenar SS-A, SS-B i SS-C (SS
per la malaltia). Al principi es va creure
que els sistemes SS-A/SS-B 1 Ro/La eren
diferents ja que presentaven caracteristi-
ques distintes de sensibilitat a temperatura
1 a tractaments enzimatics, com per exem-
ple que I’antigen Ro de melsa humana no
¢és sensible a la tripsina mentre que I’SS-A
de cel-lules Wil2 si que ho és, o que I’en-
zim RNasa inactiva I'antigen. La de ti-
mus de vedella perod no I’antigen SS-B de-
tectable en cel-lules Wil2 (5, 24, 89). Una
col-laboracié entre laboratoris demostra
que I'SS-B ¢és immunologicament idéntic a
La o HA i que I’'SS-A ¢és identic al Ro
(6, 113). Segons les caracteristiques descri-
tes pel SS-B i SS-A es creu que son identics
al sistema SjT/SjD respectivament descrit
el 1961 per ANDERSON 1 col. (8).

Tal com s’ha posat en evidencia a la
Taula I, els anticossos anti-SS-B es troben

en un 70 % de malalts de sindrome de
Sjogren (91) i els anti-SS-A es troben en un
70 % en la mateixa malaltia i en un 30 %
de malalts de lupus (5, 24). Hi ha moltes
evidéncies que suggereixen que la majoria
d’aquests sérums contenen anticossos con-
tra els dos antigens alhora (54, 89).

4.3.1. La particula antigénica SS-A

L’antigen SS-A s’ha observat principal-
ment en el citoplasma de les cel-lules
(24, 58), encara que també s’ha descrit
com un antigen nuclear (55).

Diversos estudis d’immunoprecipitacid
posaren de manifest que els anticossos an-
ti-SS-A reaccionen contra ribonucleopro-
teines formades per RNA citoplasmatics
petits (58, 79), la qual cosa permeté justifi-
car que fos classificat com una particula
scRNP (ribonucleoproteina citoplasmatica
petita).

L’antigen SS-A s’estudia en general en
extrets totals o citoplasmatics de teixits, 1
cal assenyalar que la melsa i les cel-lules
Wil2 humanes son bones fonts antigeni-
ques (veure Taules IV 1 V). Diversos expe-
riments sobre sensibilitat han demostrat
que, des del punt de vista immunologic,
’antigen no és sensible, practicament en
tots els casos descrits, a RNasa, DNasa o
tripsina, ni tampoc a la temperatura (veure

TAULA IV

Sensibilitat de ’antigen SS-A a la temperatura i tractaments enzimatics

Tipus d'extrets
Font Tripsina DNasa RNasa 37°C 56 °C Altres Ref.

total citoplasmatic
MH + NS NS NS NS 30°a50°C PMB (24)
Periodat
MH + NS - - - - - (34)
MH + NS = NS = NS (30°) (151)
MH i
Wil2 + S NS NS = NS (30°) (126)
Wil2 + NS NS NS NS NS (5)
Abreviatures: MH-melsa humana: Wil2-cél-lules humanes en cultiu; NS-no sensible; S-sensible; * - °, no determinat i

PMB-parahidroximercuribenzoat.
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Taula IV). Per tal d’estudiar I’antigen SS-A
es preparen usualment extrets antigénics
de teixit total sonicat en un tampé sali
(com el PBS), els quals es clarifiquen per
ultracentrifugacio, i1 es purifiquen per di-
versos metodes (5, 27, 82, 126, 151).

S’ha descrit que ’antigen SS-A té un pes
molecular entre 100-150 kDa, per filtracid
en gel, en el cas de melsa humana (24), 154
kDa en el cas de cel-lules Wil2 (126)1 100
kDa en el cas de timus de vedella (164). La
grandaria de la particula és 7S en el cas de
cel-lules HeLa 1 de 9S en el cas de melsa
humana (33, 162). El pl de la particula
oscil-la entre 4,3-6,2 (veure Taula V) se-
gons els extrets.

S’ha demostrat que els scRNA SS-A
d’extrets fenolitzats no son immunopreci-
pitats pels sérums anti-SS-A, la qual cosa
suggereix que els anticossos reconeixen de-
terminants antigénics de la part proteica
de la particula scRNP (79).

a. Component nucleic de 'antigen SS-A

Els scRNA que s6n immunoprecipitats
pels sérums anti-SS-A no son tan conser-
vats com els U-snRNA 1 poden variar en
un nombre de 2-5 molécules diferents de-
penent de les espécies de mamifers (58).
S’han descrit 5 SS-A RNA anomenats

hY1-hYS5 (h per huma i Y per citoplasma-
tic) en les particules snRNP SS-A de cél-lu-
les HeLa (58, 160) 1 s’ha demostrat que
I’hY2 deriva de I'hY 1 (160); les cel-lules de
ratoli contenen només dos SS-A RNA,
mY1imY2 (58, 160) i les cel-lules de rata
en tenen tres, rYla, rYlb 1 rY2(115). Els
RNA SS-A varien en grandaria entre 80-
110 nucleotids i s’hi troben entre 1-5 x 10°
molecules de cadascun per cél-lula (58).

Els gens dels RNA SS-A es transcriuen
catalitzats per la RNA polimerasa III i es
troben presents només en copia uni-
ca (160); sén, doncs, un exemple de gens
de mamifers unics que no codifiquen per
proteines.

WOLIN 1 STEITZ van descriure que el
RNA hY3, tret de I’extrem 3°, no pot ésser
precipitat pels anticossos anti-SS-A (160).
Estudis posteriors dels mateixos autors po-
saren de manifest que les zones termi-
nals 3’ 1 5° dels RNA hYl, hY3 i hYS5 es
troben protegides, en els immunoprecipi-
tats de la digestié amb nucleasa. En les
estructures secundaries proposades per
aquests tres RNA s’ha descrit que els ex-
trems 5’ 1 3’ es troben aparellats entre ells
per les bases, la qual cosa suggereix que
aquesta zona ¢s essencial per a la unio dels
anticossos anti-SS-A, i per tant correspon a
la zona d’unié de la proteina de I’'SS-A
(161, 162).

TAULA V
Pesos moleculars i pI de I’antigen SS-A

Font Tecnica PM (kDa) pl IEF/urea Pi IEF/natiu Ref.

Wil 2 tppn 48 - (polip. sol) 4,7 (83)
Wil 2 Ipp *°S P 43 - - 27)
Wil 2 ttpn 61 - 4,7 (82)
Wil 2 tppn 60 - - (28)
MH tppn 55 — 44 (151)
MH tppn 57 basic - (34)
MH tppn 57,50 - 4,3-5.5 (33)
MH tppn — - 6,2 (68
Hela tppn 59 - - (50)
HelLa Ipp*’S 90,94 - - (39)

Abreviatures: PM- pes molecular; IEF- electroenfoc; tppn-transferéncia proteica a paper de nitrocel-lulosa; Ipp-immunopreci-
pitacio; *-’, no determinat Wil2 1 HeLa sén cél-lules humanes en cultiu i MH- melsa humana.
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b. Component proteic de 'antigen SS-A

El component proteic de I’antigen SS-A
s’ha descrit en diversos teixits com una
proteina antigénica entre 43-94 kDa (més
usualment al voltant de 60 kDa). Els dife-
rents valors que es troben a la bibliografia
es resumeixen a la Taula V. El complex
SS-A té un pl acid, mentre que el compo-
nent proteic (almenys un polipeptid) té un
pl basic (veure Taula V).

¢. Funcio biologica de l'antigen SS-A

Encara que la funcié de les particules
scRNP SS-A no es coneix, s’ha suggerit
que podrien tenir un paper en els proces-
sos relacionats amb la traduccié. S’ha de-
mostrat en humans, emprant gens clonats
dels scRNAs SS-A, que les particules
snRNP SS-A son 10 vegades més abun-
dants en el cervell i cor que no en el fetge.
D’acord amb aquests experiments, es pot
suggerir que I’antigen SS-A té un paper en
la traduccié d’un grup d’'mRNA abundants
en cor i cervell (162). Es també rellevant
que la preséncia d’anticossos anti-SS-A es
pot correlacionar amb el lupus neonatal
(38, 64, 152). En aquests estudis s’han tro-
bat anticossos anti-SS-A en infants amb
lupus neonatal, que sén transferits per la
mare via placenta que ¢s en realitat el lloc
on es produeixen. En aquests experiments

s’observa una correlacid entre la inciden-
cia de blocatge cardiac complet en aquests
infants 1 la preséncia d’anticossos anti-
SS-A (75, 127). Una predicci6 que explica-
ria aquesta correlacio és que les cel-lules
del de nodul atrioventricular, almenys en
alguna etapa del desenvolupament, tin-
drien una gran concentracio de particules
snRNP SS-A (162).

4.3.2. La particula antigénica SS-B

L’antigen SS-B s’ha detectat principal-
ment en els nuclis de les cel-lules de mami-
fers, encara que un estudi quantitatiu ha
demostrat que el 20 % de I’antigen total es
localitza en el citoplasma (48). Es una ri-
bonucleoproteina formada per un conjunt
heterogeni de RNA petits i proteina (79).
Com en el cas de la particula SS-A, s’ha
demostrat que els components de RNA
petits no son immunoprecipitats en absen-
cia de proteina, la qual cosa suggereix que
la unio de ’anticos al determinant antige-
nic requereix el component proteic (79).

S’ha descrit que I’antigen és resistent a
les nucleases 1 sensible al tractament ter-
mic i a la tripsina (veure Taula VI). L’anti-
gen SS-B s’ha estudiat en extrets totals,
citoplasmatics i nuclears de diversos tei-
xits corresponents a diferents mamifers,
essent el timus de vedella o conill 1 les
cél-lules HeLa les fonts més usuals (veure

TAULA VI
Sensibilitat de I’antigen SS-B a la temperatura i tractaments enzimatics

Tipus d’extret

Font Total

T —— nuclear Tripsina DNasa RNasa 37°C 56 °C Ref.
TV + S = S - = (89)
TV + S NS NS NS S (1 h) (2)
TV + S NS NS sensible a temp. (3)
TC + S - NS - S (30”) (150)
TC + S — NS - - (48)
LG + S - NS sensible (151)

Abreviatures: TV-timus de vedella; TC-timus de conill; S-sensible; NS-no sensible i *~'no determinat.
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Taula IX). En P'actualitat s’empren prefe-
rentment extrets de cel-lules HeLa, donat
que es preparen facilment i donen menys
problemes de degradacid. Diferents autors
han treballat directament amb extrets to-
tals o nuclears de diverses procedéncies
(46, 149); extrets totals purificats a través
de columnes d’immunoafinitat anti-SS-B
(89); extrets purificats de precipitacid a
saturacié amb sulfat amonic (en general
entre 60-80 %) en columnes d’immunoafi-
nitat anti-SS-B (61, 150, 151); purifica-
cions a partir de la fraccié que precipita
per saturacié amb sulfat amonic per cro-
matografies a través de columnes de
DEAE, de fosfocel-lulosa, d’heparina, de
filtracio en gel (2, 3, 27, 28, 40, 45, 82,
136). S’aconsegueixen graus superiors de
puresa per electroforesi preparativa en gels
d’acrilamida (27, 146) o be, qual I’antigen
esta absent del component nucleic, per
cromatografia a través de columnes de po-
1i-U (136). Referent al comportament io-
nic de I’antigen, cal esmentar que, per una
banda, el polipeptid antigénic és neutre i
per aquesta rad s’uneix a columnes anioni-
ques com les d’heparina (en un determinat
tampd), 1 que, per altra banda, el complex
ribonucleic és acid i, consequentment, s’u-
neix sense problemes a columnes cationi-
ques de DEAE. La uni6 a columnes de
poli-U es deu a que el component proteic
té afinitat per zones riques en uridina com
s’esmentara més endavant (136).

A la Taula VII es doéna un llistat dels
diferents valors trobats corresponents al
punt isoeléctric per I’antigen SS-B en con-
dicions natives i desnaturalitzants.
Aquests valors posen de manifest el carac-
ter neutre que té el polipéptid i el caracter
acid que té la particula snRNP SS-B. S’ha
descrit, per filtracio en gel, un pes molecu-
lar entre 50-150 kDa per a la particula
RNP SS-B (3).

a. Component nucleic de 'antigen SS-B

La Taula VIII posa de manifest els dife-
rents SRNA que poden complexar-se al po-
lipeptid antigénic SS-B. Com s’ha mencio-
nat anteriorment, els ScRNA SS-A també
son immunoprecipitables pels anticossos
anti-SS-B (58, 79).

Els anticossos anti-SS-B reaccionen tam-
bé amb un grup de molécules d’sRNA,
algunes de les quals sén precursores de 5S
rRNA i1 tRNA (58, 79), que difereixen en
grandaria entre 80-300 nucleotids (veure
Taula VIII). De la mateixa manera que en
el cas de les particules scRNP SS-A, dife-
rents RNA SS-B son immunoprecipitables
a partir d’extrets cel-lulars de diverses es-
pecies. Els RNA SS-B tenen una vida mitja
inferior a la dels U-snRNA o dels scRNA
SS-A i estan menys conservats entre els
mamifers (58).

Els anticossos anti-SS-B també precipi-

TAULA VII
pl de I’antigen SS-B

Font PM (kDa) pl IEF/urea pl IEF/natiu N.2 d’isoespécies Ref.

HeLa 45 6-7 - 8 (40)
MH 43 - 4,2-4.8 7 (33)
MH 50 neutre-acid - 4 (34)
TV - - 4,5-4,9 - (107)
TV - - 4,5-4,9 - (108)
L-51784 48 - 4,7-4.9 - (109)
KB 45 7,0-7,5 - (112)

Abreviatures: IEF-electroenfoc; HeLa-linia de cél-lules humanes; MH-melsa humana: TV-timus de vedella; L-51784-linia

cel-lular murina; KB-linia en cultiu i ‘*~'no determinat.
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ten quatre RNA virics petits: VAI 1 VAII,
codificats per adenovirus; EBER 1 1 EBER
2, codificats pel virus Epstein-Barr; 1 els
RNA liders de virus d’estomatitis vesicu-
lar i del virus de la rabia. Els experiments
de reconstitucid in vitro(39) han demos-
trat que els rRNA virics només son preci-
pitables pels anticossos anti-SS-B quan es
troben units a proteines cel-lulars que por-
tin el determinant antigénic SS-B, ja que el
RNA sol no és reconegut pel serum anti-
SS-B (123). Els estudis realitzats amb va-
riants dels RNA VA indiquen que les se-
qiiencies que son réconegudes pel polipep-
tid antigénic SS-B es troben a prop dels
extrems 3’ 1 5° de la molecula de
RNA (39). La destruccié de I’extrem 3’
amb diesterasa de veri se serp no permet la
unié mentre que ’eliminacié del terminal
5* fosfat no provoca cap efecte, la qual
cosa suggereix que la seqiiencia 3’ terminal
¢s més important (39). Amb aquest mateix
sistema també s’ha posat en evidéncia que
¢és necessaria una seqiiéncia d’oligonucleo-
tids a ’extrem 3’ per tal que es doni aques-
ta unio (87). REDDY i col. (114) han propo-
sat que la regio terminal 3’ rica en uridina
CCACCUUUU(U)OH del RNA 45 S, és
essencial per a la unié del SS-B, i que si
observem les estructures secundaries pro-
posades per altres RNA SS-B, com el RNA
EBER (123), hY5(62), VA (92) 14,5 S, de
ratoli (52), també es troben aquests possi-
bles llocs d’unio a I’'extrem 3°. També s’ha
demostrat que el precursor del 5S rRNA,
que s’uneix a la proteina SS-B, conté uns
residus uridina de més, respecte de la for-
ma madura (119). Estudis de reconstitucié
in vitro entre el polipéptid SS-B purificat i
adductes de tRNA també corroboren que
els oligonucleotids d’uridina a I’extrem 3’
fan augmentar I’eficiéncia d’unié del poli-
peptid (136). No obstant aix0, hi ha altres
autors que suggereixen que la preséncia de
terminals d’uridina pot potenciar la uni6
del polipéptid, si bé aquesta propietat pro-
bablement no és suficient (157).

TAULA VIII
sRNA caracteristics de I’antigen SS-B
SRNA Longitud Ref.
(bases)
*Y'1 ratoli ~ 110 (58, 160)
*Y 2 ratoli ~ 95 (58, 160)
*Y la rata ~95-110 (1195)
*Y 1b rata ~95-110 (1195)
*Y2 rata ~ 95-110 (115)
*Y1 (Y2) huma ~ 110 (58, 160)
*Y3 huma ~ 100 (58, 160)
*Y4 huma ~ 95 (58, 160)
*Y5 huma ~90 (58, 160)
4,5 S, ratoli 96 (79)
4,5 Sy ratoli 94 (79)
precursors de tRNA 80-110 (119)
pre-5S tRNA ~ 122 (119)
7S, 7-2 & 7-3 RNAs ~ 300 (21, 56)
RNA virals
VAI 160 (79)
VAII 163 (79)
EBERI 167 (78)
EBER2 173 (78)
lider del virus VSV 44-46 (72)
lider del virus de la rabia 58 (73)

*.aquests RNA també son precipitats pels anticossos anti-SS-

Tbts els SRNA son transcrits de la RNA polimerasa III a
excepcié dels RNA liders.

RINKE i STEITZ han posat de manifest en
cel-lules HeLa que una subclasse
d’RNA U6 (10 %) i una altra d’U1 (0,1 %)
son immunoprecipitables enfront de se-
rums anti-SS-B. La subpoblacié de mole-
cules U6 identificades contenen especies
més grans que els U6-Sm-snRNA 1 tenen
un extrem 3’ heterogeni, aparentment ric
en uridina (84, 121). S’ha suggerit que
aquests RNA s’uneixen a la proteina anti-
génica SS-B en estat de precursors
(84, 121).

b. Component proteic de l'antigen SS-B

S’han descrit diversos pesos moleculars
per al component proteic de I’antigen
SS-B, que oscil-len entre 25 1 53 kDa, en
diferents teixits 1 fent us de diverses técni-
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ques resumides a la Taula IX. S’ha suggerit
que alguns dels pesos moleculars inferiors
a 47-50 kDa son productes de degradacio
per part de proteases endogenes (48, 30,
48, 101), encara que aquest fet no ha estat
demostrat extensament. En general, els es-
tudis d’immunoprecipitacié total amb ex-
trets marcats amb P o *°S indiquen I’exis-
tencia d’un unic polipeptid antigénic entre
45-53 kDa (veure Taula IX).

El polipéptid antigenic SS-B té un pl
neutre 1 s’ha descrit que és format per
diverses isoespécies de pl diferent (veure
Taula VII). S’ha demostrat, en el cas de
cel-lules HelLa, que algunes d’aquestes
1sospécies corresponen a una mateixa pro-
teina amb diferents graus de fosforila-
16 (40). La serina és I'aminoacid que es
troba fosforilat de forma predominant en
cel-lules KB (112).

Els experiments de competicid entre cel-
lules infectades amb adenovirus i cél-lules
no infectades indiquen que els anticossos
s'uneixen més fortament a la proteina
SS-B en cel-lules infectades (112).

El C-terminal del polipeptid antigénic
SS-B ha estat seqiienciat, 1 s’ha predit que
en aquesta zona pot trobar-se almenys un
determinant antigénic (22).

¢. Funcio biologica
de l'antigen SS-B

Tots els RNA SS-B descrits son trans-
crits de la RNA polimerasa III, a excepcio
dels VSV RNA 1 del lider del virus de la
rabia (veure Taula VIII). Diversos autors
han proposat diferents funcions per a
aquesta particula RNP tenint en compte
sobretot el paper dels snRNA que la for-
men.

Alguns autors suggereixen que la trans-
cripcid, si més no “in vitro”, té lloc en
absencia de I'antigen, 1 que els RNA des-
proteinitzats poden unir antigen indepen-
dentment de la transcripcid (39). Aquests

resultats fan argumentar en contra la hipo-
tesi que indicaria que I’antigen SS-B té un
paper en la sintesi de RNA. Similarment,
I’existéncia d’interaccid entre l’antigen i
els precursors de RNA (119), indica que
I’antigen no pot estar involucrat en proces-
sos de degradacid. Cal suggerir, per tant,
que el processament 1 el transport de RNA
son els papers més probables per a la pro-
teina SS-B (87).

Un nombre creixent de treballs sugge-
reix que I’antigen SS-B té un paper en el
procés de transcripcio per la RNA polime-
rasa IIl 1 un paper important relacionat
amb la sintesi de RNA ribosomal. Aquests
treballs fonamenten els punts segiients: a)
Existeixen evidencies que indiquen que la
proteina SS-B es pot unir al precursor del
rRNA 5S que ¢és un producte riboso-
mal (119); b) Es demostra la uni6 a precur-
sors de tRNA (119); ¢) Té lloc una distri-
bucié de I'antigen entre el nucleoplasma
en la fase de no divisid cel-lular, i el nu-
cleol en la fase S1 propera fins a la fase G1
tardana del cicle cel-lular en cel-lules
Wil2 (26). S’han publicat també altres tre-
balls que demostren, per immunofluores-
céncia amb anticossos anti-SS-B, una forta
tincié nucleolar en subclasses de neurones
humanes, cervell de rata i neurones de co-
nills d’Indies 1 altres teixits (46).

El RNA VAI és necessari per a la inicia-
ci6 del pas de traduccié6 de mRNA cel-lu-
lars 1 d’adenovirus en cel-lules infectades
(125, 148), 1 possiblement de mRNA de
virus associats a adenovirus. Conseqiient-
ment, I’antigen SS-B (que s’uneix a aquest
RNA) pot tenir un paper en la traduccio
d’aquests mRNA (85, 99), aixi com en
d’altres RNA petits que contenen termi-
nals 3’ rics en uridina (40).

S’havia suggerit que I’antigen SS-B po-
dria ser un efector de la RNA polimerasa
III (119). Experiments posteriors suggerei-
xen que aquesta hipotesi pot no ésser vali-
da, ja que s’ha descrit que I’efector és una
proteina unidora del DNA constituent de
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TAULA IX
Pesos moleculars del polipéptid SS-B en diferents teixits
Font Tecnica PM (kDa) Inhibidors Ref.
Hela PB, tppn 50,40 leupep, chymost. (136)
pepstatin
Hela tppn 50, 40, 25 0,5 mM PMSC (48)
HelLa tppn 50 0,2 mM PMSF (45)
HeLa Ipp (¥S) 50 NE (162)
HelLa tppn 50 0,1 mM PMSF (34)
Hela Ipp (¥S), tppn, PB 45 NE (40)
Hela Ipp (*°S) 53, 45 NE (88)
Hela Ipp (**S) 45 NE (39)
Hela tppn 50, 46, 40 0,2 mM PMSF (61)
HeLa tppn 50 NE (149)
Hela tppn 48, 43 1 mM PMSF (23)
SS-B clonat de Hela Ipp (3°S) 50 NE (22)
Linies de cel-lules tppn amb
humanes anticossos 48 0,2 mM PMSF  (134) .

monoclonals
WIL 2 tppn 45, 40, 29 NE (151)
WIL 2 tppn 43 1 mM PMSF (28)
MH, RCi TV tppn 43 0,1 mM PMSF (33)
MH tppn 50, 43 0,1 mM PMSF (34)
MH tppn 42, 40 1,5 mM PMSF (59)
Cervell huma tppn 50, 43 NE (46)
Nuclis TV PB. Imm 43 NE 2)
TV tppn 52 1 mM PMSF (30)
TV tppn’ 41, 29 NE (54)
TC Imm 40, 29 NE (150)
TC tppn 50, 40, 25 0,5 mM PMSC (48)
TC tppn 50 0,2 mM PMSF (45)
TIC tppn amb

anticossos 45, 40 0.2 mM MPSF  (134)

monoclonals
TCiTV Imm 45, 40, 29 NE (151)
TC tppn 50, 46, 32, 27 0,2 mM PMSF (61)
Melsa i1 cervell de gos tppn 50 0,1 mM PMSF (33)
Cervell de conill tppn 50, 43 0,1 mM PMSF (33)
Cél-lules de ratoli tppn amb

anticossos 45 0,2 mM PMSF  (134)

monoclonals
L-5178 PB 48 1 mM PMSF (109)
Fetge 1 melsa de diversos

mamifers tppn 45, 40, 29 NE (151)

KB Ipp (*°S) (**P) 45 ‘NE (112)
Fetge rata tppn 50, 46, 40 0,2 mM PMSF 61)

Abreviatures: Inhibidors-us d’inhibidors de proteases; NS-no especificat; PB-purificacié bioquimica; tppn-transferéncia protei-
ca a papers de nitrocel-lulosa; Imm-columnes d’immunoafinitat; Ipp-immunoprecipitacié; HeLa-cél-lules en cultiu humanes;
WIL 2-cél-lules en cultiu humanes; MH-melsa humana; RC-rony6 de conill; TV-timus de vedella; TC-timus de conill;
L-5178-cél-lules murines en cultiu; KB-cél-lules en cultiu.

(particula senyal de reconeixement) impli-
cada en la sintesi de proteines, fa pensar en
el possible paper de I’antigen SS-B en
aquest mecanisme (21).

la particula snRNP SS-B pero diferent de
I’antigen SS-B (29).

La unio de I’antigen SS-B al RNA 78, el
qual pot formar part de la particula SRP
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Finalment, s’ha suggerit que el paper de
I’antigen SS-B podria tenir lloc en la repli-
cacid i transcripci6 de la cadena negativa
de RNA virals (en el cicle viral VSV) en
cel-lules infectades, unint-se al RNA lider i
permetent que es desacobli del sistema de
transcripcio, la qual cosa permetria la con-
tinuacio d’aquest procés (63).

4.3.3. Associacio fisica de les particules
RNP corresponents a SS-A
i SS-B

Les particules sScRNP SS-A també son
precipitades pels anticossos anti-SS-B (58,
79) aixi com pels anticossos anti-SS-A. Di-
versos experiments d’immunoprecipitacio
total han demostrat que tots els complexos
SS-A contenen determinants SS-B perd no
tots els complexos SS-B contenen determi-
nants anti-SS-A (156). Aquest mateix fet
també s’ha posat en evidéncia en experi-
ments de reconstitucio (58). L’antigen
SS-B copurifica amb I’antigen SS-A en ex-
periments de cromatografia d’immunoafi-
nitat anti-SS-A  monoespecifica (151) i
ambdds coexisteixen en diversos passos de
purificacié bioquimica (28, 82). Totes
aquestes evidéncies suggereixen que els
dos antigens estdn associats, des del punt
de vista molecular, d’'una manera analoga
al sistema RNP/Sm, i que I’SS-A és una
subclasse de les ribonucleoproteines SS-B
que conté¢ almenys determinants antige-
nics pels dos anticossos (58, 151, 156). En
el cas que aquest suggeriment fos correcte
quedarien explicades, almenys en part, les
discrepancies trobades respecte a la loca-
litzacid citoplasmatica o nuclear de I’anti-
gen SS-B(58), i la coexisténcia freqiient
d’anticossos anti-SS-B 1 anti-SS-A en ma-
lalts de LED 1 sindrome de Sjégren (54,
58). Ara bé, cal fer mencio que I’antigen
SS-A també es pot detectar per immunodi-
fusid en extrets de melsa humana lliure de
determinants antigénics SS-B, juntament

amb particules que tenen els dos determi-
nants (32).

IV. CONCLUSIONS

Amb aquesta revisio queda patent la im-
portancia dels estudis que s’han realitzat
sobre els antigens contra els quals reaccio-
nen els serums de malalts reumatics. Els
autoanticossos han permeés portar a terme
correlacions amb la malaltia aixi com ésser
emprats com a eina de deteccid de les ca-
racteristiques moleculars dels correspo-
nents autoantigens 1 de la seva possible
funcio. Caldria també fer constar que sen-
se I'us dels autoanticossos no s’hagués
avancgat amb tanta celeritat en I’estudi dels
autoantigens, ja que fins aleshores la majo-
ria eren desconeguts.
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