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Abstract 

Human autoantibodies to nuclear envelope associated anti gens 

An ANA - IFI pattern specific for n uclear memb r ane has recently been 

described in primary biliary cirrhosis (PBC), but there are no data 

about its antigenic specificity. In this work, we have performed an 

Weste r n blot analysis of a nuc l ear matrix p r eparation ~rom mi c e 

liver resistant to high salt solutions and nondenaturing deter g ent s , 

to characterize the antigenic specificity of our PBC patients sera 

which have this ANA - IFI pattern. The sera rea c ted with pr o te i n a 

which molecular weight (69 kD and 62 kD) correspond to the r e ferr e d 

for lamins A a n d C (respectively), two of the pol y pepti d ics 

components of the nuclear lamina in mammalians. Thi s fi n ding is al so 

supported by an IF I study in which we appreciate the d issapear ence 

of the nuclear lamina dur i ng s p ermato g enesis. 



Introducci6 

Dios del curs de malaties autoimmunes organinespec 1 fiques és 

frecuent trobar autoanticossos davant de components o part1cu~e~ 

subnuclears (DNA, centromerus, nucleolus, etc), aix1 com davant de 

antigens nuclears solubles en condicio~s salines isot3niques (ENA o 

extractable nuclear antigens) (Sm, UlRNP, Ma , Scl-70, SS - A/Ro , 

SS - B/La , etc), el significat etiopatogénic de les quals és 

desconegut. No obstant s'han mostrat utils en el diagnastic 

d ' aquestes malalties considerant - se en alguns casos com marcador 

serologics de les mateixes (Tan, 1982). Per el contrari, poc s'en 

sap en tocant els anticossos dirigits contra proteines nuclears no 

histones presents en una estructura resistent al t ractament amb 

nucleases e insoluble en condicions altament salines, coneguda com 

matriu nuclear (Salden et al , 1982). Un dels components principals 

de la matr i u nuclear en les cel.lules eucariotes el constitueix una 

estructura fibrilar anomenada lamina nuclear (LN) , excepte de les 

regions adjacents als porus nuclea r s (Franke et al, 1981). 

Encara que l'embolcall nuclear (EN) no esta completamen definit des 

de el punt de vista bioqu1mic, és sap que el seu principal component 

estructural el la LN . En mam1fers, la LN és troba constituida per 

l ' associaci6 de tres polipeptids pr~ncipals denominats laminines A,B 

i C, amb un pes molecular de 69, 67 i 62 kD, respectivament 

(Kaufmann et al 1983). Tant per le seva sequencia primaria com 

secundaria , avui dia s'ha sap que les laminines pertanyen 

estructuralment a la familia de filamints intermediaris (McKeon et 

al , 1986) . 

Les dues úniques referencies trobades per nosaltres d'autoanticossos 

humans reactius amb determinants antigénics presents en l'EN 

provenen d'en McKeon , que descriu els serums d ' un malalt afeccat 

d'una e s cleroderma linear i d'un altre afectat de lupus eritemat6s 
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sistémic (LES) que reaccionen amb les laminines A i C (McKeon et al, 

1983) i la pericromina (McKeon et al, 1984), respectivament. Aix1 

mateix, recentment Ruffatti et al (1985) ha descrit una elevada 

incidencia d 'autoanticossos antinuclears (ANA) reactius per 

immunofluorescencia indirecta (IFI) amb l'EN en el serum de pacients 

afectats de cir r osis biliar prim~ria (CBP) sense rendir comptes de 

l'especificitat antigenica detectada per els mateixos . 

Havent observat nosaltres un fenomen similar en els nostres malalts 

de CBP i en un malalt afectat d'una sindrome de Sjogren, hem 

realizat el present treball de caracteritzaci6 mitjan9ant tecniques 

de IFI i Western blot, de la especificitat antigenica reconeguda per 

aquests serums, obtenint evidencies de l'implicaci6 dels components 

de la LN i d'altres proteines de la matriu nuclear en el fenomen 

referit. 

Mate=ial y metodes 

Pacients 1 serums: Per tal d'evaluar la presencia d'anticossos 

dirigits contra l'EN, és va estudiar un grup seleccionat de 40 

malalts afectes de CBP diagnosticats i controlats per l'unitat 

hepltica del nostre hospital 1 un altre control de 277 malalts ANA 

positius afectes de diversos processos autoimmunes no CBP. 

Els serums de referencia anti- UlRNP i anti -S cl- 70 utilitzats coma 

controls van ésser cedits per el Centers for Disease Control de 

Atlanta. 

IFI: Es varen emplear diversos substrats tissulars de diferents 

especies animals, cap d'ells sotmessos a fi t xac16. Per el screening 

dels serums és varen utilitzar seccions criopreservades de 4 -6 u m d e 

grossor de fetge i rony6 de rata. Amb altres fins el varen utilitzar 

talls de les mateixes caracter1stiques de testicles de ratol1 i 

pollastre, impromptes de fetge de ratol1 i cel.lules Vero 
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(fibroblastes de mico) cultivades sobre porta-objectes. Els 

diferents substrats foren incubats amb dilucions (superiors a 1/10) 

dels serums en PBS durant 30 min y després de 3 rentats de 5 min amb 

PBS, amb un seg6n antiserum de conill anti immunoglobulines humanes 

fluores~einat (DAKO) a una diluc16 1/40 per 30 min, seguit d'un nou 

procés de rentat . En els casos en que és van practicar contratinci6 

nuclear amb bromur d 'et idi (1 ug/ml en PBS) és va afegir una gota 

del mateix després del darrer rentat. Les lectures és realitzaren 

amb un microscopi Leitz Ortholux II. 

Antic3ssos anti-DNA: La determinaci6 d'aquests antic3ssos va ésser 

realitzada per radioimmunoasaig (RIA) mitjant9ant un kit comercial 

anti-DNA (Amersham). 

Fixaci6 per proteines de citoesquelet: Seguint el métode descrit per 

Dighiero et al (1983) , cel . lules Vero crescudes sobre porta - objectes 

varen ésser rentades .amb PBS i fixades durant 20 min amb formaldehid 

al 3% en tamp6 fosfat dissodic 0 , 01M pH 7.4 continguent MgC12 lmM i 

CaC12 O.lmM . Després de 3 rentats amb PBS, els porta-objectes varen 

ésser incubats 10 min amb NH4Cl 50mM/PBS, seguit d ' una incubaci6 de 

4 min amb NP 40 0.1%/PBS. 

Preparaci6 de !'extracte de matriu nuclear: Tot el procés, menys lo 

especificament iodicat, fou realitzat a 4.C. El metode empleat fou 

el de McKeon et al {1983) amb algunes modificacions (Benavente et 

al, 1985) . El fetge de dos ratolins albins suissos van ésser 

trossejats 1 homogeneitzats manualment mitjan9ant un homogeneitzador 

tipus Potter amb embol de teflon, en un tamp6 d'extracci6 

continguent Tris - HCl 50mM pH 7.5, NaCl 50mM, MgC12 SmM, Suerosa 

2SOmM, 2-ME lSmM, PMSF lmM i NP40 0.5% a una relaci6 teixit:tamp6 

1:5-1:10. Els nucleos foren separats del material citoplasmacic 

mitjan9ant dos centrifugacions de 10 mina 3000 rpm . El pellet 

resultant va ésser resupendit durant 5 mina o.e en NaCl 3M, KCl 
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4SmM, EDTA SmM, Hepes lSmM, NP 40 1% pH 7.2 i després centrifugat 10 

mina 5000 rpm . Finalmente el pellet va ésser solubilitzat amb tamp6 

de mostra de SDS-PAGE contenint 2-ME i EDTANa2. 

Dot immunoblotting: Pera comprovar la correcta preparaci6 de 

!'extracte de matriu nuclear en quant a la seva riquesa en material 

antigenic reactiu amb els serums positius amb l'EN és practica un 

screening per dot-immunoblotting segons el metode de Hawkes et al 

(1982) . 

Western blot: L'estracte de matriu nuclear solubilitzat en tamp6 de 

mostra va ésser sotmes a electroforesis en gels de poliacrilamida al 

8 o 12% contenint SDS (Laemmli et al, 1970) . Una volta separades 

electroforeticament, les proteines varen ésser transferides a un 

full de nitrocel . lulosa (NC) segons el metode de Towbin et al 

(1979). Es va procedir a bloquejar la NC 16h a 4 . C en agitac16 

rota t oria amb PBS/Ovoalbúmina 5% y 2h més amb PBS/serum de caball· 

1%. Es retallaren tires de NC que varen incubar-se durant 2h a 

temperatura ambient amb els serums humans diluits 1/20 en PBS/Ovo 

5% . Darrera tres rentades de 10 min amb agitac16 rotatoria en PBS/ 

Tween 20 O.OS% , les tires varen incubar- se lh amb un serum de conill 

anti immunoglobulines humanes marcat amb peroxidasa (DAKO) diluit 

1/400 en PBS/Ovo 5% contenint serum de conill no immune al 1%. 

Després de tres rentats de 10 min amb PBS/Tweeen 20 O.OS %, les tires 

varen ésser incubarles finalmente amb un serum de porc anti 

immunoglobulines de conill marcat també amb peroxidasa (DAKO) diluit 

aixfmateix 1/400 en PBS/Ovo 5%. Després de nous rentats es rev elaren 

amb una soluci6 de sustrat contenint 1mg de Diaminobenzidina (Sigma ) 

1 2ul de H202 30% (Panreac) per cada 10ml de PBS. 

Resultats 

Mitjan9ant la tecnica de IFI sobre talls de fetge i rony6 de rata e s 
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va detectar la presencia d'un fi anell fluorescent nuclea r (Fig. 1) 

reproduint l ' EN en 21 (52 . 5 %) del 40 serums de malalts afectacts de 

CBP . Per el contrari, tan sols 2 malalts (un afecta d ' una sindrome 

de Sjogren associat a un linfoma no Hodgkin i un alt r e amb una 

tiroiditis de Hashimoto) d'un grup control de 277 pacients ANA 

positius po r tadors de diversos processos autoimmunes no CBP (O . 72%) , 

presentaven el esmentat anell nuclear. En alguns casos, la presencia 

d ' antic3ssos ant i mitocondrials en els serums de CBP a dilucions 

baixes , impedia la visual.litzaci6 del patr6 de fluorescencia 

descrit, i tan sols la diluci6 seriada dels mateixos permetia 

objetivar-los fina l ment . 

Alguns dels serums més significatius en quant aquest patr6 van ésser 

testats amb cel . lules Vero cult i vades sobre porta- objectes, 

comprovant - se, encara que tenue, identica reactivitat amb l'EN. Per 

el cont r ari , mitjan~ant impromptes de fe t ge de r atolí és va poder 

caracteritza r morfol3gicament amb més nit i desa l a reactivitat amb 

l ' esmen t at EN (Fig . 2) . 

Amb una fixaci6 especifica pe r el citoesquelet no és va ap r eciar 

r eactivitat c r euada d'aquests serums amb filaments intermediaris 

citoplasmatics presents en cel.lules d'estirp fibroblastica vero . 

Aquests mateixos serumus van ésser testats sob r e talls de testicle 

de ratol í i pollastre poden - se comprovar com reproduien l ' anell de 

fluorescencia nuclear sobre cel . lules somatiques presents en 

l'interstici tubular i sobre cel . lules de Sertoli i espermatogonies 

situades a prop de la membrana basal del tGbul seminífer. Per el 

contrari , el esmentat anell era ausenten cel . lules germiPals 

diferenciarles situades més cap a la llum tubular (Fig. 3) . 

Tots els serums amb el patr6 de fluorescencia nuclear en anell foren 

testats per una tecnica de RIA per descartar la existencia 

d ' antic~ssos anti - DNA sense haver - se trobat en cap cas va:ors 
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Fi g . 1 Fig . 2 

Fig . 3 
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superiors als normals (inferiors a 25 u/ml) . 

Alguns del serums més significatius per IFI foren testats per 

Western blot enf r ont un extracte de matriu nuclear enriquit en 

components del complexe lamina-porus nuclear. D'aquesta manera és va 

poder apreciar r eactivitat en alguns d'ells amb dues bandes situades 

a la zona de 69 i 62 kD de pes molecular, no reconegudes per els 

serums control utilitzats per nosaltres (serum huma normal, 

anti - UlRNP, anti-Sel 70 , CBP anti - mitocondrials positius sense 

anell, MCTD). Tanmateix és detectaren bandes adicionals en zones de 

majar (180 , 150 , 120 i 84 kD) i menor (58 kD) pes molecular , tampoc 

presents en e l s esmentats serums controls (Fig. 4 i S). 

Discussi6 

En el present treball hem detectat una elevada incidencia (52 . 5 %) 

d'anticossos dirigits contra dete r minants presents en l'EN en 

malalts afectes de CBP que quasi duplica la referida (28 . 5%) .per 

Ruffatti et al (1985) , coincidint amb ells en la quasi nul . la 

aparici6 dels mateixos en altres processos autoimmunes . En tots els 

casos és va descartar , mitjan~ant RIA (un metod molt més sensible 

.que la IFI), la existencia d'anticossos anti - DNA responsables d ' un 

patr6 similar de fluorescencia nuclear conegut com "periferic" (Tan, 

1982) . No obstant, el esmentat patr6 periferic es facilment 

distingible de l'anell observat per nosaltres pel seu caracter més 

groller, reproduint la heterocromatina nuclear . Per un altre costat, 

creiem haver identificat amb certa exactitud morfologica como l'EN 

és ! ' estructura responsable d'aquest anell nuclear. 

Gerace et al (1978) han descrit, a través d'un heteroantiserum, com 

els components polipept 1dics de la LN és localitzen per IFI en la 

periferia del nucleus interfasic, reproduint morfologicament l'EN, 

Tan sols s'han descrit dos serums autoimmunes humans que rea ccio nen 
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amb determinants anti g enic presents en l'EN de cel.lules 

interfasiques . Un d'ells pertanyent a un malalt afecte de 

escleroderma linear i que reconeix les laminines A i C (McKeon et al 

_1983) 1 un altre trobat en un malalt afecte de lupus eritemat6s 

sistemic que identificava un altre proteina de la matriu nuclear de 

33 kD anomenada pe r icromina (McKeon et al , 1984), 

Encara que desconeixem el comportament de la pericromina al llarg de 

la espermiogenesis , els nostres serums no donen el tfpic patr6 

anular sobre les estapes maduratives més avan9ades de la 

espermatogenesis , la qual cosa concorda ambla descripci6 de Stick 

et al (1982) tocant a la desaparici6 de la LN en aquells mateixos 

estadios diferenciatius . 

Mitjan9ant SDS - PAGE i immunoblotting, els nostres serums més 

significatius iden t ificaren bandes aparents a la zona de 69 i 62 kD, 

que és el.pes molecular descrit per les laminines A i C 

respectivament (Kaufmann et al 1983), les quals, a diferencia de la 

laminina B, estan molt interrelacionades estructuralment . La resta 

d'especificitats antigeniques presents a la matriu nuclear 

r econegudes per nostres serums podrien ésser degudes a la 

multiespecificitat dels mateixos i a la complexitat del sistema 

antigenic emprat en la seva detecci6. Aix f mateix hem observat que 

no existeix una correlaci6 absoluta entre les tecniques de IFI y 

Western blot en la detecci6 d'aquest sistema antigen- anticos , tal 

coma estat descrit per altres sistemes . La configuraci6 física del 

antigén podria col.laborar en major sensibilitat de la tecnica de 

IFI en el nostre cas. 

Molt recent ment s'ha descrit la gran homologia existent en quan a 

estructura primaria i secundaria dels components de la LN amb la 

familia dels filaments intermediaris citoplasmatics (McKeon et al, 

1986). Ba s ant - nos en aquest fet varen pensar en la posibilitat de 
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que existeixen determinants antigenics compartits per ambd6s tipus 

de proteines estructurals identificables per els nostres serums, o 

més bé, que de forma espontanea existeixin antic~ssos naturals 

enfronta les mateixes, coma descrit Guilbert et al ( 1982). El 

resultat va ésser negatiu per el que pensem que els serums poden 

reconeixer ep1topes presents a les zones menys conservades 

d'aquestes molecules, es adir , a les zones no alfa helicoidals a on 

s6n principalment les diferencies trobades entre els integrants 

d'aquesta familia de proteines . 

Malgrat les evidencies descrites en el present treball és fa 

necessari un estudi més detallat per assegurar que en el nou sitema 

antigen-anticos detectat per nosaltres esta implicada la LN. 
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